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INFORMACION DEL ARTICULO RESUMEN

Historia del articulo: La Endotelina-1 (ET1) y Proteina C Reactiva ultrasensible (PCRus) como marcadores de
Recibido el 15 de marzo de 2018 disfuncién endotelial (DE) e inflamacién vascular en hipotiroidismo subclinico (HS) han
Aceptado el 30 de marzo de 2018 mostrado resultados controvertidos. El rol del estrés oxidativo y defensa antioxidante (TRAP)

es motivo de discusién.

Objetivos: Establecer si el HS y la autoinmunidad tiroidea (AIT), excluyendo otros factores de
riesgo cardiovascular, pueden causar DE e inflamacién vascular, evaluadas a través de ET1y
PCRus, respectivamente. Establecer si TRAP juega algun rol. Evaluar cambios en ET1 y PCRus

Palabras clave:
Endotelina-1

PCRus luego del tratamiento con levotiroxina (LT4).
Actividad antioxidante Material y métodos: Se evaluaron prospectivamente 70 pacientes divididos en 3 grupos: HS: 41
Hipotiroidismo subclinico pacientes (T4 normal, TSH >4,2 y <10 mUI/L), AIT: 10 pacientes eutiroideos (TSH <4,2 mUI/L)

con aTPO y/o aTg (+) y Control: 19 pacientes eutiroideos sin AIT. Se excluyeron otros factores
de riesgo cardiovascular. Se midié basalmente ET1, PCRus y TRAP plasmadticos, y en HS bajo
LT4 (n = 24): ET1 y PCRus.

Resultados: No hubo diferencias significativas en edad, IMC, perfll lipidico y TRAP. ET1 y PCRus
fueron significativamente mayores en pacientes con HS (media + DS 1,77 + 0,85 pg/ml y 1,5
+ 0,6 mg/1 vs. controles (0,8 + 0,3 pg/ml y 0,5 + 0,2 mg/]) p <0,0001 y <0,008 respectivamente.
Del mismo modo en AIT (1,4 + 0.4 pg/ml y 2,3 + 1,3 mg/l) vs controles p <0,0001 y <0,034,
respectivamente. La TSH fue mayor en el grupo AIT vs. Control 2,57 + 0,88 vs. 1,64 + 0,5
mUI/L; p = 0,002. En HS bajo LT4 (8,7 + 3,8 meses) se observé descenso de ET1 (p <0,001). ET1
correlacioné con TSH (r = 0,5 p <0,0001). El punto de corte de ET1 mediante curva ROC fue 1,32
pg/ml (Sensibilidad 81,6%-Especificidad 75%).

Conclusiones: ET1 y PCRus resultaron marcadores utiles para evaluar DE e inflamacién
vascular asociadas a HS. La defensa antioxidante no ejerceria un rol en estos mecanismos. El
tratamiento con LT4 produjo una significativa caida de ET1, pudiendo necesitarse un periodo
més largo de eutiroidismo para normalizarla. En AIT, niveles de TSH >2,5 mUI/L podrian sugerir
un minimo grado de hipotiroidismo justificando la elevacién en ET1 y PCR, sin descartar el rol
de la AIT “per se”.

Autoinmunidad tiroidea
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Endothelin-1, high sensitivity C reactive protein and antioxidant activity in
subclinical hypothyroid patients. Effects of levothyroxine treatment

ABSTRACT

Keywords: The measurement of endothelin-1 (ET1) and high sensitivity C-reactive protein (hsCRP)
Endothelin-1 as markers of endothelial dysfunction (ED) and vascular inflammation in subclinical
hsCRP hypothyroidism (SH) has shown controversial results. The role of oxidative stress and

antioxidant defense (TRAP) is a matter of discussion.

Objectives: To establish if SH and thyroid autoimmunity (TAI), excluding other cardiovascular
risk factors, may cause ED and vascular inflammation, evaluated through the measurement of
ET1 and hsCRP respectively. To determine if TRAP could have some role. Additionally, changes
in these parameters after treatment with levothyroxine (LT4) will be evaluated.

Material and methods: 70 patients were prospectively evaluated. They were classified into: SH
Group: 41 patients (normal T4, TSH> 4.2 and <10 mIU/L), TAI Group: 10 euthyroid patients (TSH
<4.2 mUI/L) with positive aTPO and/or aTg and Control Group: 19 euthyroid patients without
TAI Other cardiovascular risk factors were excluded in patients and controls. Plasma ET1,
hsCRP and TRAP were measured basally, and ET1 and hsCRP under LT4 therapy in the HS
Group.

Results: There were no significant differences between the 3 groups in age, BMI, lipids and
TRAP. ET1 and hsCRP were significantly higher in patients with SH (mean + SD 1.77 + 0.85
pg/ml and 1.5 + 0.6 mg/l) vs. controls (0.8 + 0.3 pg/ml y 0.5 + 0.2 mg/l) p <0.0001 y <0.008
respectively. Similarly, in TAI patients (1.4 + 0.4 pg/mly 2.3 + 1.3 mg/l) vs controls, p <0.0001
and <0.034, respectively. TSH was higher in the TAI patients versus control group (2.5 + 0.88
versus 1.64 = 0.5 mIU/L, p = 0.002). Twenty-four patients with SH showed a significant decrease
in ET1 (p <0.001) under treatment with LT4 (8.7 + 3.8 months). ET1 had a highly significant
correlation (p <0.0001) with TSH (r = 0.5). The cut-off level of ET1 established by ROC curve was
1.32 pg/ml (Sensitivity 81.6%-Specificity 75%).

Conclusions: ET1 and hsCRP were useful markers to evaluate ED and vascular inflammation
associated with SH. There were no differences in TRAP levels between patients and controls,
so it does not appear that oxidative stress would have played any role.

Treatment with LT4 produced a significant drop in ET1. Probably, a longer period of euthyroidism
might be necessary to normalize ET1 levels. In TAI Group, TSH levels >2.5 mUI/L could suggest
a “minimal degree” of hypothyroidism justifying the elevation in ET1 and hs CRP. The role of
the TAI “per se” couldn’t be completely ruled out.

Antioxidant activity
Subclinical hypothyroidism
Thyroid autoimmunity

* Autor para correspondencia.
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vascular, evaluadas a través de la medicién de ET1 y PCRus.
También tratara de establecerse si TRAP juega algin rol.
Finalmente, se buscara evaluar cambios en ET1 y PCRus bajo
tratamiento con levotiroxina (LT4).

Introduccién

Se considera al hipotiroidismo subclinico (HS) como un factor
de riesgo de ateroesclerosis! por asociarse a disfuncién
endotelial (DE) e inflamacién vascular?. Sin embargo, los
mecanismos fisiopatolégicos implicados en dicha alteracién
no resultan claros?. Existen dudas si el HS “per se” es capaz de
provocar las alteraciones del endotelio o lo hace de manera Se evaluaron prospectivamente 70 pacientes, 62 ¢ y 8 &
indirecta a través de la dislipidemia, la insulinorresistencia, divididos en 3 grupos:
el estrés oxidativo u otros mecanismos*. Asimismo, se - Grupo HS: 41 pacientes hipotiroideos subclinicos (T4
desconoce la repercusién que la autoinmunidad tiroidea (AIT) normal, TSH >4,2 y <10 mUI/L)
pueda tener sobre el endotelio®. - Grupo AIT: 10 pacientes eutiroideos (TSH <4,2 mUI/L) con
Existen distintos métodos para evaluar DE, como flujo aTPO y/o aTg (+)
mediado por vasodilatacién en arteria braquial (FMD)®, - Grupo Control: 19 pacientes eutiroideos sin AIT
grosor de la capa arterial intima-media (CAIM)’ y medicién
de sustancias vasoactivas como 6xido nitrico?, endotelinas y
otros.
La Endotelina (ET1), una de las tres isoformas de la familia

Material y métodos

Los pacientes y los controles debian cumplir estrictos
criterios de inclusién: edad <50 afios, indice de masa corporal
(IMC) <30, sin dislipemia (triglicéridos <150, HDL >40 y LDL

de endotelinas, es una potente proteina vasoconstrictora de
21 aminodcidos, reguladora del tono vascular que se sintetiza
predominantemente en el endotelio vascular. La medicién
de ET1 y de Proteina C Reactiva ultrasensible (PCRus) como
marcadores de DE e inflamacién vascular, respectivamente,
ha mostrado resultados controvertidos en el HS>*%.

Asimismo, el rol que desempeiian el estrés oxidativo y la
actividad antioxidante plasmatica (TRAP) sobre el endotelio
vascular es aun incierto.

El objetivo de este trabajo es establecer si el HS y la
autoinmunidad tiroidea (AIT), excluyendo otros factores
de riesgo cardiovascular, pueden causar DE e inflamacién

<150 mg/dl), insulinorresistencia, diabetes, ni otros factores
de riesgo coronario.

Se midi6 en suero: T4 por Quimioluminiscencia (VN: 4-12
mcg/dl), TSH por Quimioluminiscencia (VN: 0,5-4,2 mUI/L) ET1
sérica por ELISA, PCRus por inmunoturbidimetria y TRAP por
quimioluminiscencia. ET1 y PCRus se midieron nuevamente
bajo tratamiento con LT4, en 24 pacientes del grupo HS, a
tiempo suficiente de alcanzado el eutiroidismo.

Analisis estadistico
Los resultados se expresaron en media + desvio estandar. Se
aplicé ANOVA para la comparacién entre los distintos grupos
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y t-Test para muestras pareadas al comparar los resultados
basales y bajo LT4. Se trazé Curva ROC para establecer valor
de corte de ET-1 como pardmetro emergente, determinado
por la mayor area bajo la curva. Para la correlacién entre
pardmetros se aplicé Pearson. Se consider6 significativo un
valor de p <0,05.

Resultados

No se observaron diferencias significativas en edad, IMC
y niveles de lipidos entre HS, AIT, y controles (tabla 1). Los
niveles de TRAP, expresados en pMol, tampoco mostraron
diferencias significativas entre pacientes con HS (354,06
+ 153,89) y con AIT (314,07 + 109,2) versus el grupo control
(353,43 + 79,13).

En la tabla 2 se observa que, tanto los niveles de ET1 como

Tabla 1 - Valores basales de edad (afios), indice de masa

corporal y perfil lipidico (mg/dl) en pacientes con HS, AIT
y controles (media + DS)

HS AIT CONTROLES  p

Edad 33,14+ 9 34,9+ 10 33,9+6,5 NS
IMC 24,1+ 34 246+28 246+28 NS
Triglicéridos 89,8 + 31,6 94,5+ 35 79,7 31 NS
Colesterol 169,5 + 32 155,2 = 39 165 + 32 NS
c-HDL 57 +13,7 558+ 8,2 59+12,3 NS
c-LDL 97,7 + 26 89,4 + 30,2 89,9 + 27 NS

HS: hipotiroidismo subclinico, AIT: autoinmunidad tiroidea, c-LDL y
c-HDL: colesterol LDL y HDL, NS: no significativo.

de PCRus, fueron significativamente mayores en los pacientes
conHS que enlos controlesp <0,0001y <0,008, respectivamente.
Del mismo modo, se observa en dicha tabla que los niveles
de ET1 y PCRus resultaron ser significativamente mds altos
en pacientes eutiroideos con AIT que en el grupo control (p
<0,0001 y 0,034, respectivamente). La TSH, aunque dentro del
rango normal, fue mayor en el grupo AIT que en el control (p
=0,002).

Veinticuatro pacientes con HS fueron reevaluados luego
de 8,7 + 3,8 meses de tratamiento con LT4 (tabla 2). Se
observo significativa caida en los niveles de ET1 (p = 0,01)
aunque dichos niveles permanecieron mas altos que los
del grupo control. En cambio, los niveles de PCRus, aunque
descendieron, no llegaron a hacerlo significativamente.

ET1 tuvo una correlacién altamente significativa (p <0,0001)
con los niveles de TSH: r = 0,5 (fig. 1).

Mediante curva ROC se establecié un nivel de corte de ET1
= 1,32 pg/ml, determinado por el mayor area bajo la curva,
implicando una sensibilidad de 81,6% y especificidad de 75%
(fig. 2).

Discusién

La mayoria de los trabajos que han demostrado que el
hipotiroidismo subclinico  podria provocar disfuncién
endotelial, lo han hecho a través de estudios vasculares:
reduccién del FMD*"V, mayor rigidez arterial®® y cierto grado
de ateroesclerosis a través del engrosamiento de la CAIM®.

Si bien la ET1 ha surgido en los ultimos afios como
biomarcador de DE, son muy pocos los trabajos clinicos
que la han medido en pacientes con patologia tiroidea. En
el 2001, Dieckmann y col.® hallaron niveles indetectables de
ET1 tanto en pacientes con hiper como con hipotiroidismo.
Dicho hallazgo motivé a que los autores atribuyeran sus

Tabla 2 - Niveles de Endotelina-1 (ET1) y Proteina C Reactiva ultrasensible (PCRus) en pacientes con hipotiroidismo subclinico

(HS), autoinmunidad tiroidea (AIT) y en controles. Efectos del reemplazo con levotiroxina (LT4) (Xmedia + DS)

Grupo HS Grupo AIT¢ Grupo Control® p@b p@9 p® p@o
(n=41) (n=10) (n=19)
Basal® bajo LT4®
(n =41) (n=24)

TSH (mUI/L) 5,85+ 1,26 1,8 1,62 2,57 £ 0,88 1,64 £ 0,5 <0,0001 <0,0001 0,609 0,002
ET1 (pg/ml) 1,77 + 0,85 1,14 + 0,45 1,4+0,4 0,8 +0,3 0,001 <0,0001 0,01 <0,0001
PCRus (mg/1) 1,5+0,6 1,04 £ 0,5 23+1,9 0,5+0,2 0,709 0,008 0,968 0,034

6
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Figura 1 - Correlacién entre TSH y Endotelina 1.

Figura 2 - CURVA ROC. Valor de corte de Endotelina 1 (ET1).
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resultados a alteraciones técnicas en la recoleccién o en
el mantenimiento de las muestras o bien al empleo de
un RIA de baja sensibilidad. Dos afios mads tarde, Tilly y
col.> observaron valores elevados de ET1 en pacientes con
tiroiditis de Hashimoto. Algunos de ellos sélo presentaban
autoinmunidad tiroidea, lo cual no permitia dilucidar si la
disfuncién, la autoinmunidad o ambas, eran responsables de
la elevacién de ET1. De alli la importancia de que en nuestro
trabajo hayamos incluido un grupo de pacientes con AIT sin
disfuncién al que comparamos con un grupo control para
tratar de obtener conclusiones validas.

Recientemente, Ahirwar y col.’ midieron ET1 en pacientes
con sindrome metabdlico, algunos eutiroideos y otros con
HS. Si bien observaron niveles de ET1 mas elevados en
aquellos que tenian HS concomitante, la diferencia no resulté
estadisticamente significativa, quizas por el pequefio nimero
de la muestra y el hecho de que los pacientes incluidos
con sindrome metabdlico ya tenian factores de riesgo
para disfuncién endotelial. En nuestro trabajo, en cambio,
aplicamos estrictos criterios de exclusién para minimizar la
posibilidad de incluir pacientes con otros factores de riesgo
cardiovascular.

Nosotros observamos una elevacién significativa de ET1
no soélo en los pacientes con HS sino también en aquellos
eutiroideos con AIT respecto del grupo control. Si bien la AIT
“per se” podria tener algin rol, hemos observado que, aunque
dentro del rango normal, los pacientes con AIT tenian niveles
de TSH significativamente mayores que los del grupo control,
por lo cual un “minimo” grado de HS subyacente no puede
descartarse.

Respecto de PCRus, algunos autores'*®* observaron
elevacién de la misma en hipotiroidismo subclinico pero
otros no encontraron cambios'. En nuestro trabajo, PCRus
se comportéd de manera similar a ET1 observandose niveles
elevados tanto en pacientes con HS como en aquéllos con
AIT. Esto sugeriria que el componente inflamatorio vascular
podria estar implicado.

Entre los mecanismos por los cuales el HS podria generar
DE se postula, por un lado, una accién indirecta a través
de la dislipidemia®, la insulinorresistencia® y/o el estrés
oxidativo?* provocados por la disfuncién tiroidea y, por
otro, una accién directa del HS sobre el endotelio. Nosotros
no creemos que aquellos factores indirectos hayan tenido
influencia destacable por cuanto pacientes y controles
tenian valores normales sin diferencias significativas en el
indice de masa corporal ni en los niveles lipidicos clésicos
y no se incluyeron pacientes con insulinorresistencia. En
cuanto al estrés oxidativo, este podria tener importancia en
los eventos iniciales que conducen al dafio endotelial, pero
poco se conoce en pacientes con hipotiroidismo?' y no hay
conclusiones claras respecto a uno de los componentes de
estado oxidativo como es la defensa antioxidante. Nosotros
no observamos que la actividad antioxidante del plasma
fuera diferente en pacientes con HS y AIT respecto de los
controles. Sin poder descartar de manera absoluta, que otras
lipoproteinas aterogénicas?> agentes pro-oxidantes u otros
elementos de la capacidad antioxidante (como la intracelular)
estuvieran alterados, creemos que los resultados de nuestro
estudio sugieren una accién directa del HS sobre el endotelio.

En tal sentido, se ha postulado a la TSH como responsable
de dicha accién ya que se han descrito receptores de TSH en
el endotelio®. Balzan y col. observaron produccién de AMP
ciclico por estimulacién con TSH en células endoteliales en
cultivo?. Otros autores han demostrado que la TSH inhibe la
expresién de d6xido nitrico sintetasa alterando la sintesis de
6xido nitrico y aumenta la expresién tanto del ARNm como
de la proteina ET1 en células endoteliales de vena umbilical
humana?®. Estos cambios llevarian a DE por disbalance de
sustancias vasoactivas. Dardano y col.?® evaluaron el impacto
de la administracién de TSH recombinante (TSHrh) sobre el
endotelio en pacientes con cancer de tiroides en remisién.
Ellos observaron un significativo descenso del FMD a las 24 hs
de la segunda inyeccién de TSHrh vs el basal. En base a ello,
los autores postularon no sélo un efecto directo sino también

agudo de TSH sobre el endotelio.

El valor de corte de ET1 como parametro emergente,
obtenido del mayor 4rea bajo la curva ROC, es la primera vez
que se establece en nuestro medio. Sumado a la correlacién
positiva que encontramos entre TSH y ET1, avalaria que
esta Ultima podria ser un biomarcador de impacto del
hipotiroidismo sobre el endotelio cuando presente un valor
mayor a 1,32 pg/ml y que la DE podria ser mayor en pacientes
con hipotiroidismos mas severos. Coincidentemente, Ahirwar
y col.’® demostraron una correlacién positiva entre TSHy ET1
(r = 0,341; p = 0,001) con niveles de ET1 mas elevados en los
pacientes con hipotiroidismo clinico.

La mayoria de los trabajos que evaluaron cambios
en marcadores vasculares de DE una vez restaurado el
eutiroidismo con LT4, han descrito mejoria en el FMD®>162728
y reduccién del grosor de la CAIM®-L, Sin embargo, algunos
otros no observaron cambios®. En nuestra experiencia, el
tratamiento con levotiroxina en pacientes con HS permitié
descender de manera significativa los niveles de ET1, aunque
sin normalizarlos. Ello podria ser atribuido a que el tiempo de
tratamiento no fue el suficiente para revertir totalmente la
DE. En concordancia con ello, Clausen y col.** observaron que
auln existia alteracién en los marcadores de DE después de un
ano de reemplazo con LT4.

Por lo expuesto, creemos haber hallado en ET1 y PCRus
biomarcadores utiles para evaluar, en la practica clinica,
disfuncién endotelial e inflamacién vascular en pacientes
con hipotiroidismo subclinico y también en aquéllos con
anticuerpos positivos y TSH “normal”. El tratamiento con
LT4 puede mejorar el impacto vascular que el hipotiroidismo
subclinico produce, aunque se necesitaria un tiempo mas
prolongado para revertirlo totalmente.
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