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Abreviaturas

A: adrenalina.

ADN: acido desoxirribonucleico.
ADNc: ADN complementario.

AMPc: adenosinmonofosfato ciclico.
Amp: Amperios.

APACHE II: en inglés Acute Physiology and Chronic Health Evaluation.
ARNm: acido Ribonucleico mensajero.
ATP: adenosintrifosfato.

C: grados centigrados.

CBP: proteina de unién al CREB.

cm: centimetro.

cpm: cuentas por minuto.

CREB: proteina de unién al elemento de respuesta al AMPc.
D1: deyodinasa tipo 1.

D2: deyodinasa tipo 2.

D3: deyodinasa tipo 3.

dbcAMP: dibutiril AMPc.

DIO1: gen que codifican la D1.
DIO2: gen que codifican la D2.

dl: decilitro.

Dob: dobutamina.

Dop: dopamina.

DXM: dexametasona.

fmol: fentamol.

FT3: T3 libre.

FT4: tiroxina o T4 libre.



G: unidad de medida de diametro, Gauge.

g: gramo.

H: hombre.

HAT: histona acetil transferasa.

IL-1: Interleuquina 1.

IL-2R: receptor de la interleuquina 2.

IL-6: Interleuquina 6.

IL-8: Interleuquina 8.

IL-18: Interleuquina 18.

IMC: indice de masa corporal.

Kg: kilogramo.

I: litro.

LPS: Lipopolisacaridos de la pared bacteriana.
m: metro.

M: molar.

Mu: mujer.

MAPK: en inglés mitogen-activated protein kinase.
MCTS8: Transportador 8 de monocarboxilatos.
mg: miligramo.

microg: microgramo.

microl: microlitro.

min: minuto.

ml: mililitro.

mm: milimetro.

mM: milimol.

mUI: miliUnidad Internacional.
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Abreviaturas

NA: noradrenalina.

NCoR1: correpresor de los receptores nucleares hormonales.
NEFA: acidos grasos no esterificados.

NF-Kb: en inglés Nuclear Factor Kb.

ng: nanogramo.

nmol: nanomol.

ns: sin significacidon estadistica.

NTIS: en inglés Nonthyroidal illness syndrome, Sindrome del enfermo no

tiroideo.
p: nivel de significacién estadistico.
PCAF: factor asociado a p300/CBP.

PCR: en inglés Polymerase Chain Reaction (reaccion en cadena de la

polimerasa).
PGC-1: receptor activado tipo 1 de proliferacién de peroxisoma.
pg: picogramo.
pmol: picomol.
PPAR: Receptor activado por el proliferador de peroxisomas.
qPCR: PCR cuantitativa.
r.p.m.: revoluciones por minuto.
rT3: 3,3’,5'-triyodotironina o reversa de la T3.
RXR: receptor retinoideo X.
RXRA: isoforma alfa del receptor retinoideo X.
RXRB: isoforma beta del receptor retinoideo X.
RXRG: isoforma gagma del receptor retinoideo X.
RXRs: receptores retinoideos X.
SBP2: proteina fijadora del SECIS tipo 2.

SECIS: en inglés selenocysteine insertion sequence element.



Abreviaturas

SEET: sindrome del Enfermo Eutiroideo.
SIL6R: receptor soluble de la Interleuquina 6.

SMRT: mediador silenciador de los receptores de hormonas tiroideas y

retinoideas.
SRC-1: coactivador 1 de los receptores esteroideos.
T3: 3,5,3'-triyodotironina.
T4: 3,3°,5,5 "tetrayodotironina o tiroxina.
TgAb: anticuerpos antitiroglobulina.
THRA: gen que codifican los receptores tiroideos alfa.
THRB: gen que codifican los receptores tiroideos beta.
TNF-a: factor de necrosis tumoral alfa.
TPOADb: anticuerpos antitiroperoxidasa.
TRa: receptor tiroideo alfa.
TRP: receptor tiroideo beta.
TRAP220: proteina asociada a la accidn receptores tiroideos.
TRH: hormona hipotaldamica reguladora de la TSH.
TRs: receptores tiroideos.
TSH: hormona hipofisaria estimulante de la tiroides.
UCPs: proteinas desacopladoras de energia mitocondrial(UCP1,2 y 3).
VDU1: peptidasa ubiquitin especifica 33.

VDU2: peptidasa ubiquitin especifica 22.
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Los pacientes con sepsis presentan alteraciones en el metabolismo
de las hormonas tiroideas y en su regulacion, originando un descenso en
los niveles séricos de la 3,5,3’-triyodotironina o T3, hormona tiroidea con
mayor actividad bioldgica. A este fendmeno se le conoce como “Sindrome
del Enfermo Eutiroideo” (SEET), “Enfermedad No Tiroidea” (NTIS, del
inglés: Nonthyroidal iliness syndrome), 6 “Sindrome de la T3 Baja” (1,2).
Este trastorno en la homeostasis de las hormonas tiroideas se conoce
desde hace cuatro décadas y, aunque puede aparecer en cualquier
proceso grave y en la malnutricion energético-proteica moderada-severa
(3), cirugia (4), infarto agudo de miocardio (5,6), bypass cardiopulmonar
(7), trasplante de médula désea (8), es en los pacientes con sepsis y en
especial durante estados de shock séptico, en donde es mas profundo (1).
Estos cambios se refieren a un descenso de los niveles de T3 y elevacion
de la 3,3’,5'-triyodotironina 6 reversa de la T3 (rT3) en el suero y los
tejidos, niveles séricos normales o bajos de 3,37,5,5 tetrayodotironina 6
T4 y niveles inadecuadamente normales o bajos de hormona estimulante
de la tiroides (TSH) en relacion con los niveles séricos de T4 y T3 (9). Los
pacientes que presentan SEET asociado a niveles séricos bajos de T4
tienen mayor probabilidad de evolucionar desfavorablemente y morir
(10,11,12), pero no hay evidencias clinicas que demuestren que bajo
estas circunstancias el tratamiento con hormonas tiroideas suponga una

ventaja, o incluso una desventaja (13).

En este contexto clinico, el fenotipo biogquimico del SEET nos
plantea el dilema si el tratamiento con hormonas tiroideas seria
beneficioso para los pacientes; sin embargo, al no existir estudios clinicos

concluyentes de los beneficios de la terapia con hormonas tiroideas sobre
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la morbi-mortalidad de estos pacientes, no existe acuerdo sobre si deben
0 no administrarse. Los partidarios del tratamiento sustitutivo con
hormonas tiroideas argumentan que existen datos experimentales de
hipotiroidismo intracelular, y que el fenotipo bioquimico es similar al de
pacientes con hipotiroidismo secundario (TSH normal con T3 y/o T4
bajos), situacién ante la que no se discute el tratamiento hormonal
sustitutivo (1,13-15). Los detractores alegan, que al incrementar las
hormonas tiroideas el gasto energético su descenso es un mecanismo
adaptativo de la célula para disminuir el gasto energético, y por
consiguiente, el consumo de oxigeno en situaciones de ingesta limitada,
de aumento del gasto energético y, en caso de shock, la baja perfusion
tisular, por lo que su administracion a enfermos con SEET seria perjudicial

(14).

Estas discrepancias sobre los beneficios, y por consiguiente de la
necesidad de la terapia sustitutiva con hormonas tiroideas, obedecen al
desconocimiento de gran parte de los mecanismos moleculares que
subyacen en el SEET. Por ello, seria importante profundizar en la
fisiopatologia del SEET a nivel molecular en enfermos con sepsis, con la
finalidad de obtener una vision mas completa al respecto de la que

disponemos en la actualidad.

Los mecanismos fisiopatoldgicos implicados en el SEET son

multifactoriales, siendo los siguientes los mejor conocidos.
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2.1.FUNCION HIPOTALAMO-HIPOFISARIA.

Con independencia de su etiologia, los pacientes con SEET
muestran niveles de TSH inapropiadamente normales para los niveles
bajos de hormonas tiroideas que presentan. La causa es una disfuncién
hipotaldmica que se asocia a una disminucién en la expresion del ARN
mensajero (ARNm) de la hormona reguladora de la TSH (TRH) en el
nucleo paraventricular de enfermos criticos (16) y, concretamente, de

enfermos con SEET (17).

En pacientes con una enfermedad grave prolongada se ha
encontrado una disminucién en la pulsatilidad en la secreciéon de TSH y en
el pico nocturno de ésta, junto con un incremento en los niveles basales,
gue no se acompafa de un aumento de la pulsatilidad después de la
infusién de TRH (18). Los hallazgos de que las alteraciones en el eje
tiroideo son parcialmente revertidas por la administracion de una infusion
combinada de TRH y factores liberadores de hormona de crecimiento
(18), son evidencias adicionales del importante papel que juega el

hipotiroidismo central en el SEET.

En los casos mas severos, se produce una disminucién en la
cantidad total de TSH secretada a lo largo del dia, principal responsable
del descenso en los niveles séricos de T4. Los mecanismos moleculares
gue causan esta alteracién de la funcidén hipotalamo-hipofisaria en estos
pacientes no estd muy clara. En ratas se ha observado que la
administracién de lipopolisacaridos de membrana bacterianas (LPS)
induce la actividad de la deyodinasa tipo 2 (D2) en el hipotdlamo

mediobasal, lo que podria incrementar la conversion de T4 en T3 a ese
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nivel, suprimiendo el eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides por la inhibicion
local de la secrecion de TRH y/o TSH (19). Desconocemos si tales

mecanismos existen en el hombre.

Como mecanismos responsables de esta disfuncién hipotalamica se
han implicado al aumento de glucocorticoides por via enddégena o exdgena
(20,21), la administracién de farmacos dopaminérgicos (2) y, en casos
de sepsis, la interleuquina 1 (IL-1) (1) y la interleuquina 18 (IL-18) (22)
gue podrian suprimir directamente la secrecion de TRH, la respuesta

hipofisaria a la TRH y la secreciéon de TSH (17,18,23).

Los niveles inapropiadamente normales o bajos de TSH (1), y la
presencia de niveles elevados de IL-6 y su receptor soluble (sIL6R), como
los observados durante la sepsis (24), llevarian al final a una disminucién

en la secrecién de hormonas por el tiroides.

2.2.CAPTACION CELULAR DE HORMONAS TIROIDEAS.

La captacion tisular de hormonas tiroideas esta disminuida en
pacientes con SEET. En humanos, Arem et al (25) encontraron niveles de
T3 muy bajos en todos los tejidos excepto en musculo esquelético y
corazon, una observacion interesante cuya causa y significado aun no ha

sido explicada.

Existen estudios recientes en pacientes con SEET ingresados en
unidades de cuidados criticos, en los que se realizaron toma de muestras
tisulares inmediatamente después del éxitus, y en donde se encontrdé que

la administracion previa de T4 y T3 incrementd los niveles de

10
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yodotironinas en higado y musculo esquelético (9). Estos hallazgos
demuestran que la biodisponibilidad de las hormonas tiroideas no esta
limitada por una captacién tisular reducida siempre que se administre un

tratamiento de sustitucion adecuado.

Los mecanismos implicados en el bloqueo de la captacion tisular de
hormonas tiroideas son desconocidos, si bien la observacion de que
células incubadas en un medio con suero de pacientes con SEET
presentan un descenso en la captacion de hormonas tiroideas sugiere la
presencia de sustancias inhibidoras de la misma (26,27), de los cuales los
acidos grasos no esterificados (NEFA) son los mejor caracterizados (28).
Recientemente, se ha observado que fibroblastos de sujetos con
mutaciones en el gen de un transportador especifico para hormonas
tiroideas, el transportador 8 de monocarboxilatos (MCT8), presentan un
descenso importante en la captacién de T4 y T3 (29). La participacién del
MCT8, y otros transportadores para las hormonas tiroideas, en el
descenso de la captacidon y su desigual distribucién tisular de las

hormonas tiroideas en pacientes con SEET es desconocida.

2.3.METABOLISMO TISULAR DE HORMONAS TIROIDEAS.

El descenso en los niveles séricos de la T3 y el aumento de la rT3
son los primeros datos bioquimicos anormales del eje tiroideo en el SEET.
En condiciones normales, el tiroides secreta el 20% de la T3 presente en
suero, procediendo el 80% restante de la conversion de T4 en T3 en los
tejidos periféricos, a lo que contribuyen por igual la deyodinasa tipo 1

(D1) hepatica y renal, y la deyodinasa tipo 2 (D2) muscular (30,31). El

11
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descenso de T3 y aumento de rT3 en el SEET, se debe principalmente al
bloqueo en la actividad D1 hepatica y D2 muscular (9,21,30), y al
aumento en la actividad de la deyodinasa tipo 3 (D3) muscular (32), que
da lugar a una menor sintesis de T3 a partir de T4, aumento en la
produccion de rT3 a partir de T4, y descenso en el aclaramiento de la rT3

(Figura 1).

NORMAL SEET

T4 T4

D2,D1/ \ D3 (D1) D2,D1A/ \03 (D1)

[ 1 W

' N ' e N
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Figura 1: Metabolismo de las hormonas tiroideas en situaciéon de

normalidad y en SEET.

Los factores responsables del descenso en la actividad D1 hepatica
y D2 muscular, y el aumento en D3 muscular en el SEET son poco
conocidos (33, 34). El factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), la IL-1a y
la IL-6 disminuyen la actividad de la D1 en roedores (35) y lineas
celulares tumorales hepaticas humanas (23,36), inhibicion que pudiera
deberse a la competicion entre el promotor de la D1 y los promotores de
los multiples genes que regulan estas citoquinas por los escasos
coactivadores presentes en las células, como es el caso del coactivador 1
de los receptores esteroideos (SRC-1) (37), o por factores de

transcripcién como el NF-Kbeta (del inglés Nuclear Factor Kb) (38, 39). La

12
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activacion del NF-kB juega un papel central en la respuesta inflamatoria
e inmune, podria ser el factor molecular sobre el que gira el SEET en

pacientes con citoquinas elevadas.

Las deyodinasas son selenoproteinas y su actividad depende de los
niveles de selenio; la deficiencia de selenio, frecuente en pacientes
severamente enfermos, provoca un descenso en la actividad D1 (21). En
este sentido, recientemente se ha demostrado en humanos que
mutaciones en SBP2 (del inglés SECIS binding protein 2), una proteina
crucial en la incorporacién de selenocisteina al SECIS(del inglés
selenocysteine insertion sequence element) en el centro catalitico de las
deyodinasas, causa una importante inhibicion de la actividad D2, con el
consiguiente descenso en T3 sérica (40). Sin embargo, la repleccién de
selenio en enfermos graves no modificod los niveles de hormonas tiroideas
(41), lo que sugiere que su deficiencia no es un factor crucial en el SEET.

La participacion de SBP2 en el SEET es desconocida.

La D2 se considera la deyodinasa fundamental en la generacion de
T3 a nivel periférico debido a su plasticidad fisiolégica (42), siendo
responsable de la mitad de la produccion de T3 en tejidos periféricos en
humanos, especialmente en el musculo esquelético. Su expresion y
actividad son controladas por diversos mecanismos pre vy
posttraslacionales. EI AMP ciclico (AMPc) es un potente estimulador de la
transcripcién de D2, lo que constituye la base de su rapida respuesta a la
estimulacién adrenérgica. En fibroblastos humanos se ha encontrado que
la dexametasona inhibe profundamente la expresién de D2, inhibicidn que

no se revierte por dibutiril AMP ciclico, un potente agonista del AMP ciclico

13
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(Figura 2); dada la frecuencia con que se emplean glucocorticoides en

pacientes con SEET creemos que estos hallazgos son relevantes en
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Figura 2: Efectos del dibutirii AMP ciclico -dbcAMP- (izquierda) vy
dexametasona -DXM- (derecha) sobre la expresion de deyodinasa 2 -
DIO2- en cultivos de fibroblastos humanos. dbcAMP a dosis 1 mM
aumenta 30 veces la expresion de DIO2 a las 24 horas. DXM ejerce una
inhibicion dosis dependiente sobre la expresién DIO2 que no se puede

revertir con dbcAMP 1mM.

La relacién entre actividad D2 y su expresion es variable, lo que
un importante nivel de control posttraslacional, responsable de su

vida media (40 minutos) y que puede acortarse aun mas por

14
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concentraciones fisioldgicas de su sustrato, T4 y rT3, o concentraciones
elevadas de T3. La actividad de D2 estd controlada por un proceso de
proteolisis selectiva mediado por el sistema proteosoma-ubiquitina.
Hallazgos recientes sugieren que la ubiquitinacién de la D2 es reversible,
prolongando asi la vida media de la proteina, proceso llevado a cabo por
las proteasas peptidasa ubiquitin especifica 33 (VDU1l) y peptidasa
ubiquitin especifica 22 (VDU2) (42), por lo que su induccidon es un proceso
fisiopatolégico de potencial importancia al regular la vida media de la
actividad de D2 vy, por ello, lo niveles intracelulares de T3. La participacion
de las proteasas desubiquitinizadoras VDUl y VDU2 en el SEET es

desconocida.

2.4.RECEPTORES NUCLEARES DE LAS HORMONAS TIRODEAS.

Las acciones gendmicas son las mejor conocidas de cuantas ejercen
las hormonas tiroideas, y consisten en la regulacién de la transcripcidon de
genes diana a través de la unidon de la T3 a receptores nucleares
especificos, denominados receptores alfa (TRa) y beta (TRB) de hormonas
tiroideas. Los receptores tiroideos (TRs) estan codificados por genes
especificos (THRA y THRB), existiendo diversas isoformas generadas por

splicing alternativo (43,44) con desigual distribucion tisular.

En estudios realizados en ratones a los que se provocd un cuadro
similar al SEET séptico mediante la administracidon de lipopolisacaridos de
pared bacteriana (LPS), se encontrd una disminucién en la expresion de
todas las isoformas de receptor de hormonas tiroideas THRA, THRB, de

RXR (receptor retinoideo X) (en sus tres isoformas: RXRA, RXRB y RXRG)

15
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y del ARN mensajero del SRC-1 a nivel hepatico, asi como de su
capacidad de unién al ADN (45,46), lo que sugiere que este fendmeno
podria estar implicado en el SEET. Sin embargo, en humanos se encontro
un aumento en la expresiéon del THRA y THRB en células sanguineas
mononucleares y en tejido hepatico de enfermos sometidos a transplante

(47). Las razones de estas discrepancias no han sido aclaradas todavia.

Los receptores nucleares de hormonas tiroideas se unen a
secuencias especificas del ADN, bien como homodimeros (TR-TR) o como
heterodimeros, siendo el receptor del acido 9-cis retinoico (RXR) la
proteina predilecta (RXR-TR). En ausencia de T3, este complejo dimérico
se une a otras proteinas conocidas como correpresores y, en conjunto,
bloquean la transcripciéon (Figura 3); dentro de los correpresores, los
mejor conocidos son el correpresor del receptor nuclear hormonal
(NCoR1) y el mediador que silencia a los receptores de hormonas
tiroideas y del acido retinoico (SMRT)(48), presentes de forma ubicua
(49). La uniéon de la T3 a su receptor da lugar a la liberaciéon de
correpresores y reclutamiento de coactivadores (Figura 3), siendo el SRC-
1 de los mejor conocidos (50). Tiene actividad intrinseca de acetil
transferasa de histonas, y media en la remodelaciéon de la cromatina que

permite la transcripcién.

Mutaciones en SRC-1 causan resistencia a la accién de las
hormonas tiroideas (51). Se ha encontrado recientemente una familia con
resistencia severa a la accidén de las hormonas tiroideas en que el THRB

mutado es incapaz de reclutar SRC-1, probable causa de la severidad del
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cuadro clinico (52). El SRC-1 forma parte de la familia de coactivadores

pl60, que se caracterizan por tener actividad histona acetiltransferasa

Co-Represor

¢ 1A /STBPY ARNmpol 11

Co-Activadores

Co-Represor

Figura 3: A) En ausencia de T3 la unién de correpresores al heterodimero
RXR-TR inhibe la transcripcién basal. B) En presencia de T3 los
correpresores se liberan del heterodimero RXR-TR y se reclutan

coactivadores, iniciandose la transcripcion.

(HAT) intrinseca (53), que reclutan a otras acetiltransferasas entre las
que se encuentra p300, la proteina de unién al elemento de respuesta al
AMP ciclico (CREB) conocida como CBP y el factor asociado a p300/CBP
(PCAF) (Figura 3). La concentracion intracelular de coactivadores es baja
y carecen de especificidad de receptor, aumentando la capacidad de

transcripcién de todos los receptores esteroideos (49), por lo que son un
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potencial factor limitante de la accién hormonal en situaciones de estrés
metabdlico severo como la sepsis (37), en que los glucocorticoides e

interleuquinas activan la transcripcién de genes.

Los datos encontrados en humanos sugieren que durante las
enfermedades crdénicas graves el incremento en la expresién de los
receptores tiroideos podria, en parte, compensar la disminucién de los
niveles de hormonas tiroideas, manteniendo el estado eutiroideo (47). Al
contrario, los hallazgos en ratones sugieren que las acciones de las
hormonas tiroideas podrian estar limitadas por la menor disponibilidad de
los receptores tiroideos y sus cofactores durante la sepsis y, bajo estas
circunstancias, la administracién de hormonas tiroideas podria ser mucho
menos efectivo. Por ultimo, en ratones a los que se inyecté LPS vy
citoquinas proinflamatorias con la finalidad de originar un cuadro similar a
la sepsis, se ha encontrado una disminucién en la expresion a nivel
hepatico (45) y cardiaco (46) del RXRA, RXRB y RXRG, y del THRA y
THRB, asi como de los coactivadores CBP/p300, SRC1-1, SRC-2, TRAP220
y PGC-1. Los cambios de estos factores en enfermos con SEET no se

conocen.

2.5.DESACOPLAMIENTO MITOCONDRIAL.

La energia liberada durante la fosforilacion oxidativa de los hidratos
de carbono vy lipidos se acumula en forma de Adenosinatrifosfato (ATP);
sin embargo, una parte de esa energia se desacopla de la produccién de
ATP y disipa en forma de calor —efecto termogénico-, o se emplea para

disminuir los niveles de superéxido, mediante un proceso conocido como
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goteo de protones (54) que realizan las denominadas proteinas
desacopladoras (UCP). La UCP1, principal UCP implicada en la regulacion
de la termogénesis, se expresa preferentemente en la grasa parda, por lo
gue en humanos su funcidn parece limitarse a los primeros dias de vida.
La participacion de la UCP2 y UCP3 en la regulacion de la termogénesis es
dudosa; la funcién de la UCP2, que tiene una expresion ubicua, y la UCP3,
gue se expresa sobre todo en corazéon y musculo esquelético (46), esta en
relacion con la proteccion contra el estrés oxidativo, atenuando la
produccion de superéxido mitocondrial y disminuyendo por ello el dafio

celular (55).

El aumento de superdxido durante la fosforilacion oxidativa da lugar
a un incremento en la expresion de las UCPs y en la conduccidon de
protones a través de éstas, desacoplando asi la actividad energética de la
mitocondria, que a su vez da lugar a una disminucion en la produccién de
superéxido. Tras la administracion de &cidos grasos libres, o en
situaciones en las que sus niveles plasmaticos aumentan (como en el
hipertiroidismo, ayuno, tratamiento con glucocorticoides, administraciéon
de lipopolisacaridos, sepsis), la expresién muscular de UCP3 aumenta;
este efecto estd en relacion a la peroxidacién de los acidos grasos por el
superéxido, que genera una mezcla compleja de aldehidos de cadena

corta que causan el aumento en la expresion y actividad de las UCPs (55).

Durante la sepsis existe pérdida de masa muscular y un aumento
en la expresion de UCP3 muscular, probablemente porque el aumento de
glucocorticoides y ayuno asociados aumentan los niveles de acidos grasos

libres en sangre (56); la elevacién de la UCP3 seria un mecanismo
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protector de los efectos deletéreos de la sepsis en el mulsculo esquelético,
al disminuir la cantidad de superdxido generado. Las hormonas tiroideas
aumentan los niveles de UCP3 en el musculo (57) y, durante el
hipertiroidismo, aumenta la pérdida de masa muscular; por ello, el
descenso de las hormonas tiroideas durante el SEET secundario a sepsis
seria un mecanismo de defensa contra la pérdida de masa muscular, pero
por otro lado, se perderia el efecto inductor de la expresién de UCP3

beneficioso para disminuir los niveles de superdxido.

Los niveles de UCP3 en el musculo esquelético de pacientes con

SEET debido a sepsis se desconocen.

2.6.ACCIONES NO GENOMICAS DE LAS HORMONAS

TIROIDEAS.

Las hormonas tiroideas, en especial la T4, ejercen acciones en
segundos o minutos, conocidas como no gendmicas o extracelulares, y
que incluyen acciones sobre el transporte de glucosa, la actividad basal de
bombas y canales de membrana, y participacion en la fosforilizacion de
TRs y otros factores de transcripcidén, controlando asi la velocidad de ésta

(53,58).

Recientemente Berg et al (59) han identificado a la integrina aVB3
como receptor de membrana plasmatica de alta afinidad para la T4 -
uniéndose la T3 con menor afinidad-, a través del cual la T4 activa la via
de la MAPK (del inglés mitogen-activated protein kinase). Este

descubrimiento abre nuevas expectativas en la investigacidn sobre los
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mecanismos de accién no gendmica de las hormonas tiroideas y, por el
momento, la implicacién la integrina aVB3 en el SEET no ha sido

estudiada.
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Dentro de las distintos cuadros que pueden originar un SEET, el
shock séptico es uno de los mas frecuentes. En seres humanos, los
mecanismos moleculares implicados en el SEET son en su mayoria
desconocidos. El propdsito del presente estudio, realizado sobre pacientes
gue han desarrollado SEET secundariamente a un shock séptico, ha sido
investigar los cambios en la expresién de los genes y proteinas implicados
en las acciones de las hormonas tiroideas y en la actividad de las
deyodinasas, en dos tejidos importantes para el metabolismo proteico y
energético, como son el musculo esquelético y el tejido adiposo

subcutaneo.
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4.1.SUJETOS.

Un total de treinta pacientes divididos en dos grupos fueron
incluidos en el estudio. El grupo control comprendié6 17 pacientes (7
mujeres y 10 hombres), con una edad media de 69 afios (rango entre 37-
75 afos). Este grupo estd integrado por pacientes remitidos a nuestro
hospital para la realizacién de una intervencidn traumatoldgica sobre
extremidades inferiores, la gran mayoria para reemplazo protésico de

rodilla o cadera (Tabla 1).

Edad |Tipo de Cirugia de Extremidad inferior Sexo

Caso 1 77 | Protesis de cadera H

Caso 2 37 | Protesis de cadera Mu
Caso 3 76 | Protesis total de rodilla Mu
Caso 4 78 | Protesis total rodilla Mu
Caso 5 68 | Protesis total de rodilla Mu
Caso 6 55 | Protesis total de cadera H

Caso 7 55 | Protesis total de cadera H

Caso 8 69 | Protesis total de rodilla Mu
Caso 9 69 | Protesis total de cadera Mu
Caso 10 72 | Protesis total de cadera H

Caso 11 73 | Protesis total de rodilla Mu
Caso 12 72 | Protesis total de cadera Mu
Caso 13 76 | Protesis total rodilla Mu
Caso 14 60 | Fractura de tobillo H

Caso 15 84 | Fractura femur Mu
Caso 16 64 | Protesis total cadera Mu
Caso 17 74 | Protesis total de rodilla Mu

Tabla 1: Grupo control. Se representa la edad, sexo y tipo de intervencion

quirurgica realizada. Mu=Mujer, H=Hombre.

El otro grupo de pacientes lo constituyen un total de 13 pacientes

de la Unidad de Cuidados Criticos de nuestro hospital (7 mujeres y 6
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hombres), ingresados en la Unidad de Reanimaciéon con un cuadro de
shock séptico de origen abdominal, que habian desarrollado un SEET
durante la evolucion de su enfermedad (Tabla 2). Este ultimo grupo tiene
una edad media de 73 afos (rango entre 58-83 afios). La causa de shock
séptico estuvo relacionada con una infeccién abdominal (4 casos de
colecistitis aguda, 1 caso de abscesos hepaticos multiples, 3 casos de
perforacion de colon, 1 caso de dehiscencia de suturas tras cirugia de
colon, 2 casos de isquemia de colon, 1 caso de megacolon téxico y 1 caso
de fascitis retroperitoneal necrotizante). Todos los pacientes del grupo de
shock séptico fueron sometidos a cirugia y luego trasladados a la Unidad
de Cuidados Criticos, donde se mantuvieron con soporte mecanico
ventilatorio e infusién intravenosa de aminas vasoactivas (dobutamina,
dopamina, noradrenalina y/o adrenalina). Para la sedacién y analgesia del
grupo de SEET se empled una infusion continua de propofol y morfina, y
el tipo de nutricién utilizada fue parenteral total. Todos los pacientes
presentaban en el momento del ingreso un APACHE II (en inglés Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation) mayor de 17 (60). Un total de
8 pacientes (62%) se recuperaron después de una estancia media 23 dias
en la Unidad de Cuidados Criticos (rango entre 5 a 96 dias) y cinco

pacientes (38%) fallecieron en la Unidad.

Ninguno de los pacientes de ambos grupos tenian historia conocida
de enfermedades tiroideas previas, ni habian estado tratados con

amiodarona en los Ultimos seis meses previos al estudio.
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Edad | Patologia de Base |Sexo EX|tus/Es_tanC|a Aminas
Media vasoactivas
Caso 1 61 |Colecistitis aguda Mu Si Dob y NA
Caso 2 58 Ab'sgesos hepaticos H No/5 Dop y Dob
multiples
Caso3 | 75 |Colecistitis aguda Mu No/96 sz’ Dopy
Caso 4 72 | Colecistitis aguda Mu No/11 Dop y Dob
Caso5 | 83 |Perforacion de colon | Mu No/28 ng’ Doby
Caso 6 78 | Colecistitis aguda H No/24 Dob y NA
Dehiscencia de
Caso 7 81 |suturas tras H Si Dob, NAy A
colectomia
Caso8 | 67 |Colitis isquémica H No/34 Dob y NA
Caso 9 78 |Megacolon toxico Mu Si Dob y NA
Caso 10 | 76 Fascitis .necrotlzante Mu No/20 Dob y Dop
retroperitoneal
Caso 11 | 61 |Colitis isquémica H Si Dob y NA
Caso 12 | 64 |Perforacion de colon| H No/23 Dob y NA
Caso 13 | 73 |Perforacion de colon | Mu Si Dob, NAy A
Tabla 2: Resumen del grupo de pacientes con sepsis abdominal que

presentaron SEET. Sexo: Mu=Mujer, H=Hombre. Aminas Vasoactivas:

Dob=Dobutamina, Dop=Dopamina, NA=Noradrenalina, A=Adrenalina.

En todos los casos se obtuvo el consentimiento informado del

estudio por parte del paciente o los responsables familiares directos

(segun modelo que se muestran en las Imagenes 1-4) . El protocolo de

estudio fue sometido y aprobado por el Comité Etico de la Universidad de

Santiago de Compostela y Comité Etico de Investigacion Clinica de

Galicia.
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Etiqueta

CONSENTIMIENTO INFORMADO

INVESTIGACION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES
RESPONSABLES DEL SINDROME DEL ENFERMO EUTIROIDEO EN
PACIENTES CON SEPSIS DE ORIGEN ABDOMINAL.

Pretendemos investigar en personas gravemente enfermas, debido a infeccion de la
sangre causada por una perforacion de los intestinos, los cambios que se producen en
los niveles en sangre de las hormonas tiroideas y los mecanismos responsables de
estos cambios. En algunos de estos pacientes existe un descenso en los niveles séricos
de las hormonas tiroideas, que no es consecuencia de que sufran una enfermedad del
tiroides, glandula situada en el cuello y que produce hormonas tiroideas, sino que es
consecuencia de su enfermedad. A esta situacion se le conoce como Sindrome del
Enfermo Eutiroideo (SEET). Nuestro interés en el estudio de este sindrome se debe a
que es muy frecuente, y a que no existe un acuerdo sobre si hay que administrar o no
tratamiento con hormonas tiroideas a las personas con el SEET. Esta controversia esta
generada en parte por que desconocemos muchos de los mecanismos que causan el
SEET. Creemos que si aclaramos algunos de estos podremos responder si el
tratamiento seria efectivo y, si decidimos tratar al paciente con SEET, que tipo de
hormona tiroidea administrar.

Para realizar estos estudios necesitamos una pequeiia muestra de varios tejidos. Estos
tejidos son musculo y grasa. El tamafio de cada muestra es de menos de 300
miligramos, algo asi como el tamafio de un diente. Estas muestras procederan de
biopsia de tejidos de la pierna que es necesario cortar durante las operaciones de
traumatologia a la que va a ser sometido.

Estos tejidos no serdn utilizados para realizar otras investigaciones que las que aqui se
describen, no se cederan a segundas personas y no seran utilizados para
investigaciones genéticas.

Su aceptacion o denegacion de donar las muestras no supondra de ninguna manera un
cambio en el tipo de cirugia que usted vaya a recibir.

Imagen 1 : Anverso del consentimiento de los pacientes del grupo control.
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La donacion de las muestras es voluntaria por lo que usted no recibira ninguna
remuneracion econdmica.

La donaciéon o no donacion de las muestras no repercutira en el tipo de
asistencia que usted este recibiendo por parte de los facultativos que participan
en el estudio ni de otros facultativos o personal del Hospital.

Muchas gracias por su colaboracion.

D. , mayor de edad, con
DNI , en calidad de en plenas facultades
mentales, he entendido la finalidad del estudio, que me ha sido explicado por el
Dr. y doy mi consentimiento para que se utilize

el tejido que se me solicita en la investigacion que aqui se propone.

FIrma: ...

En Santiago de Compostela a de de
2005.

Imagen 2 : Reverso del consentimiento de los pacientes del grupo control.
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Etiqueta

CONSENTIMIENTO INFORMADO

INVESTIGACION DE LOS MECANISMOS MOLECULARES
RESPONSABLES DEL SINDROME DEL ENFERMO EUTIROIDEO
EN PACIENTES CON SEPSIS DE ORIGEN ABDOMINAL.

Pretendemos investigar los cambios que se producen en los niveles en sangre
de las hormonas tiroideas y los mecanismos responsables de estos cambios. En
algunos de estos pacientes existe un descenso en los niveles séricos de las
hormonas tiroideas, que no es consecuencia de que sufran una enfermedad del
tiroides, glandula situada en el cuello y que produce hormonas tiroideas, sino
que es consecuencia de su enfermedad. A esta situacion se le conoce como
Sindrome del Enfermo Eutiroideo (SEET). Nuestro interés en el estudio de
este sindrome se debe a que es muy frecuente, y a que no existe un acuerdo
sobre si hay que administrar o no tratamiento con hormonas tiroideas a las
personas con el SEET. Esta controversia esta generada en parte por que
desconocemos muchos de los mecanismos que causan el SEET. Creemos que
si aclaramos algunos de estos podremos responder si el tratamiento seria
efectivo y, si decidimos tratar al paciente con SEET, que tipo de hormona
tiroidea administrar.

Para realizar estos estudios necesitamos una pequefia muestra de varios tejidos.
Estos tejidos son musculo y grasa. El tamafio de cada muestra es de menos de
300 miligramos, algo asi como el tamafio de un diente. Estas muestras
procederan de biopsia de tejidos situados en el muslo y se obtendran por
puncion directa a través de la piel con una aguja, con las adecuadas medidas
de asepsia .

Estos tejidos no seran utilizados para realizar otras investigaciones que las que
aqui se describen, no se cederan a segundas personas y no seran utilizados para
investigaciones genéticas.

Su aceptacion o denegacion de donar las muestras no supondra de ninguna
manera un cambio en el tipo de cirugia que usted vaya a recibir.

Imagen 3: Anverso del consentimiento de los pacientes del grupo de SEET.
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La donacién de las muestras es voluntaria por lo que usted no recibird ninguna
remuneracion econdmica.

La donacion o no donacion de las muestras no repercutira en el tipo de
asistencia que usted este recibiendo por parte de los facultativos que participan
en el estudio ni de otros facultativos o personal del Hospital.

Muchas gracias por su colaboracion.

D. , mayor de edad,
con DNI , en calidad de en plenas
facultades mentales, he entendido la finalidad del estudio, que me ha sido
explicado por el Dr. y doy mi consentimiento
para que se utilize el tejido que se me solicita en la investigacion que aqui se
propone.

Firma: ...

En Santiago de Compostela a de de
2005.

Imagen 4 : Reverso del consentimiento de los pacientes del grupo de SEET.
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4.2.0BTENCION DE LA BIOPSIA DE MUSCULO ESQUELETICO

Y TEJIDO ADIPOSO SUBCUTANEO.

En el grupo control, las biopsias del musculo esquelético y el tejido
adiposo subcutaneo de la extremidad inferior fueron obtenidos durante la
cirugia que fue realizada con anestesia regional con un bloqueo
neuroaxial. En los pacientes con shock séptico y SEET, las biopsias fueron
realizadas en los primeros cinco dias tras la admisién en la Unidad de
Cuidados Criticos a partir de la porcién distal y externa del muslo
(musculo vasto lateral), empleando una aguja de biopsia tipo Tru-Cut de
14G de 15 cm. Pharmaseal (61), segun se muestra en las Figuras 5 y 6.
Las muestras fueron congeladas a -80°C dentro de los primeros 10-20
minutos después de la extraccién. Previa a la realizacién de la técnica, a
los paciente del grupo de SEET, se le administré una dosis en bolo de
propofol y morfina cuya cantidad dependidé de la situacién hemodinamica
del paciente, con el fin de garantizar el maximo estado de bienestar y

confort durante la realizacidén de la misma.
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Imagen 5: Las biopsias musculares se realizaron en el cuadrante infero-

externo del muslo (zona marcada con rotulador).

Imagen 6: Las biopsias de musculo y grasa en pacientes con SEET se

realizaron mediante puncién con Tru-Cut de 14G de 15 cm. Pharmaseal
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4.3.ANALISIS BIOQUIMICO DE PARAMETROS SERICOS.

En el grupo control, las muestras sanguineas fueron extraidas entre
las 08:00 y las 09:00 horas, el mismo dia de la cirugia y antes de la
intervencion. En el grupo con shock séptico las muestras fueron extraidas
previamente a realizar la biopsia sin un horario establecido aunque

mayoritariamente por las mafianas (de 8:00 a 14:00 horas).

Mediante quimioluminiscencia se determinaron las concentraciones
séricas de TSH (rango normal de 0,41-4,94 muUI/l), tiroxina libre (FT4,
rango normal de 0,85 a 1,69 ng/dl 6 10,94 a 21,75 pmol/l),
triyodotironina libre (FT3, rango normal de 2,53 a 4,29 pg/ml 6 3,89 a
6,60 pmol/l) (ADVIA Centaur, Bayer Diagnostics), cortisol total sérico
(rango normal a las 08:00 horas de 5 a 25 microg/dl 6 137,95 a 689,75
nmol/l), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), y receptor de IL-2 (IL-

2R), IL-6 e IL-8 (Immulite 2000, DPC).

Los niveles séricos de rT3 (rangos normales de 0,15 a 0,35 ng/ml &
0,23 a 0,54 nmol/l) se midieron por radioimnunoensayo (Biocode Hycel).
Los anticuerpos antitiroglobulina (TgAb) y antitiroperoxidasa (TPOAb) se

determinaron por ELISA (Orgentec Diagnostika).

El selenio plasmatico se determind mediante espectrometria de
masas tras acoplamiento plasmatico inducido (ICP masas, Varian 820 ms)

(rango normal de 50 a 145 microg/l 6 0,63 a 1,84 micromol/l).

La albumina sérica se cuantificé por espectrometria con solucién
verde de bromocresol como tinte de marcado (rango normal de 4 a 5,2

g/dl 6 40 a 52 g/I)(ADVIA Chemistry, Bayer Diagnostics).
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La transferrina sérica fue determinada por inmunoturbidimetria
(rango normal de 205 a 365 mg/dl 6 2,05 a 3,65g/1)(Cobas-bio Kit, Roche

Diagnostics).

La determinacion de linfocitos totales se realizd con un contador

automatico de células Bayer Technicom H-3.

4.4.EXTRACCION DEL ARN DE TEJIDO MUSCULAR Y TEJIDO

ADIPOSO SUBCUTANEO. RETROTRANSCRIPCION.

La extraccion del ARN total del musculo esquelético de realizé con
TRIzol (Invitrogen, Espafia) tal y como se explica en la Tabla 3. La
extraccion del ARN total del tejido adiposo subcutaneo se realizd con el
Lipid Tissue Kit de QIAGEN (QIAGEN, Espafia) siguiendo las instrucciones

del fabricante.

La cuantificacion de la expresion génica se realizd sobre ADN
complementario (ADNc) obtenido mediante transcripcién reversa del ARN
total. Esta se realiz6 empleando la enzima M-MLV (Invitrogen, Espana), 1
microgramo de ARN total, 5 micromoles de hexameros aleatorios y 2
milimoles de desoxinucleotidos (Ecogen, Espafia) completando hasta un
volumen total de reactivo de 20 microlitros (ver protocolo adjunto Tabla

4).
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EXTRACCION DEL ARN TOTAL DE MUESTRAS DE TEJIDO MUSCULAR.

1. En tubos Eppendorf de 1,5 ml se instila 1 ml de TRIzol y 25-50 mg del tejido

muscular.

2. Sonicacion del tejido con ultrasonidos hasta lograr un homogeneizado completo,
enfriando la muestra regularmente en hielo para evitar altas temperaturas que puedan
dafiar el ARN

3. Incubacion 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Adicion de 200 microl de cloroformo, agitacion 15 segundos seguido de 2 minutos a

temperatura ambiente.

5. Centrifugacion a 12.000 g durante 15 minutos a 4°C. Se recoge la fase acuosa
(superior) pasandola a un nuevo tubo Eppendorf, al que se adicionan 500 microl de
isopropanol.

6. Incubacion en isopropanol. Centrifugacion a 12.000 g durante 10 minutos , a 4°C.
Eliminacion del sobrenadante, dejando en el fondo del tubo un pellet que corresponde
al ARN de la muestra.

7. Adicion de 1 ml de etanol 70%. Centrifugacion durante 5 minutos a 12.000 g y 4°C.
Eliminacion del sobrenadante sin tocar el pellet, dejamos secar al aire.

8. Resuspension con agua libre de ARN-asa.

Tabla 3: Procedimiento empleado para la extraccion del ARN total en

muestras de tejido muscular humano.
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RETROTRANSCRIPCION DE RNA A ADNCc.

1. En un tubo Eppendorf de 1.5 ml se afiaden: 5 mM dNTP, 1 microL de
hexameros aleatorios, 1 microg de ARN y csp con agua destilada.

Incubacion de la muestra a 65°C.

Centrifugado rapido e introduccion en hielo.

Adicion de 4 microl de Buffer 5X + 2 microl de DTT 0,1 M.
Muestra en bafio a 37°C durante 2 minutos.

Adicion de 1 microl de M-MLV.

Baio 37°C durante 1 hora para que actie el enzima.

Incubacion a 70°C, durante 15 minutos, para desactivar el MMLV.

Adicion de ARN-asa, 1 microl, 20 minutos a 37°C.

o ® 2w bk wobd

Tabla 4: Protocolo para la retrotranscripcion del ARN a ADNCc.
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4.5.CUANTIFICACION DE LA EXPRESION GENICA MEDIANTE

PCR EN TIEMPO REAL.

Se cuantificd la expresiéon de THRB1, THRA1, RXRA, RXRB, RXRG,
NCoR1, SMRT, SRC-1, MCT8, DIO1(gen que codifican la deyodinasa tipo
1), DIO2(gen que codifican la deyodinasa tipo 2), SBP2 Y UCP3,
empleando como control interno RNA polimerasa II. Las reacciones se
realizaron en un termociclador Light Cycler 2.0 (Roche, Espana)
empleando sondas ProbeLibrary (Roche, Espafia), oligonucledtidos
especificos (Genosys, Sigma-Aldrich) y una mezcla de reactivos
(mastermix) para PCR cuantitativa (qPCR) Quantitect Probe PCR Kit
Master Mix (Qiagen). En la Tabla 5 se resumen las sondas vy

oligonucleétidos empleados.

La gPCR se realizd con 5 microlitros de QuantiTect Probe PCR, 0,2
microlitros de sonda especifica, 0,3 micromol/| de cada oligonucledtido,
10 ng de ADNc, y solucidon acuosa libre de ARNasa hasta un volumen final
de 20 microl. Las condiciones para la qPCR fueron una temperatura de
950C durante 15 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C durante 20
segundos y 60°C durante 1 minuto, con lectura de fluorescencia en
tiempo real al final de cada ciclo. La expresion de cada gen se normalizé
frente a la expresidn de ARN polimerasa II empleando el método 2 T

(62).
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Gen Sonda | Oligonucleodtido sentido | Oligonucledétido antisentido
MCT8 17 5 "-gctgccgttgctttcatt 5-aagtagcgcaggcttaggg
DIO1 79 5’ -cactgcctgagaggctctacata 5’ -tgtagttccaagggccagat
DIO2 47 5 "-ggaagagcttcctcctcgat 5’ -tccttctgtactggagacatgc
SBP2 13 5 "-ggtggtgatgaccagtttcc 5 "-agttcgtccatcccctctg
THRB1 42 5’ -ttggcatggcaacagattt 5’ -ccggttctectctatcagcett
THRA1 40 5 "-ggctgtgctgctaatgtcaa 5’ -tgactcttctcgatcttgtcca
RXRA 26 5’- acatgcagatggacaagacg 5’- gagagccccttggagtcag
RXRB 66 5 ’- agctcccccaggattcte 5 - cagggagtgacactgttgagtt
RXRG 81 5’ - tgtcatgggcatgaagagg 5'- cctcactctcagcetcgcetct
SRC-1 15 5’ - tgcagcagaatgtcttccag 5’- aaagttggcctcaccttgg
NCoR1 88 5"~ gtcgcttccactgtttctgce 5 - tcgagaagtagcattttcagga
SMRT 25 5 ’-agcggaaatgaggaggagat 5 "-ctcattcccagaggcatgtaa
UCP3 12 5 "-atggacgcctacagaaccat 5 "-tgatgttgggcaaagttcct
Tabla 5: Genes en los que se midié la expresién, sondas vy

oligonucleétidos empleados para su cuantificacion.

4.6.CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE PROTEINAS POR

WESTERN BLOT.

Dado que mediante gqPCR se encontré que los pacientes con SEET

expresaban menos THRB1, THRA1 y RXRG, tanto en tejido muscular como

en tejido graso subcutaneo, respecto a los controles, se procedié a

comprobar que esta menor expresidon génica tenia repercusion a nivel
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proteico. Para ello, se comprobé mediante western blot la expresion de

las proteinas TRB, TRa, y RXR gamma.

Las proteinas se extrajeron de los tejidos sometiendo a éstos a
homogeneizado con sonicador en buffer de lisis frio (150 mM de NaCl; 50
mM de Tris pH 7,5; 1% de NP40; 0,1% de SDS; 0,5% de deoxicolato
sddico, afiadiendo en fresco: 1 mM de DTT, 1 mg/ml de aprotinina, 20
mM de ortovanadato, 10 mg/ml de PMSF); 200 microl de tampdn de lisis
por cada 200 microg de tejido fueron anadidos, manteniendo el extracto
celular en hielo durante 30 minutos, y agitandolo cada 10 minutos, tras lo
cual se centrifugd (14.000 r.p.m, 10 minutos, 4°C), recogiendo el
sobrenadante. Las proteinas (2 microlitros) se cuantificaron mediante el
método de Bradford con el BioRad Protein Assay, utilizando BSA para

realizar la recta patron.

Una vez extraidas las proteinas, las muestras (40 microg/microl) se
calentaron durante 5 minutos a 95°C en un buffer de carga (50% de
glycerol, 10% de SDS, 5% de beta mercaptoetanol; 0,5% de azul de
bromofenol; 0,4 M de Tris, pH 6,8, realizando la electroforesis en geles de

poliacrilamida al 10%, en condiciones desnaturalizantes:

Preparacion Archilamida/bisacrilamida: 146 g de archilamida, 4 g de
bisacrilamida (en 500 ml de agua destilada) y filtracion a través de un

papel de filtro, guardandolo en oscuridad a 4°C.

Gel separador (10%) (para 10 ml de gel): 4 ml de agua destilada;
3,3 ml de acrilamida:bisacrilamida; 2,5 ml de Tris 1,5M (pH 8,8); 0,1 ml

de SDS (10%), 0,1 ml de APS 0,004 ml de TEMED.
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Gel stack(para 5 ml de gel): 3,4 ml de agua destilada; 0,83 ml de
acrilamida:bisacrilamida; 0,63 ml de Tris 1M (pH 6,8); 0,05 ml de SDS

(10%), 0,05 ml de APS, 0,005 ml de TEMED.

Running Buffer (5x). Para 1 I: 15,1 g de Tris, 94 g de Glicina, 25 ml de

SDS (20%).

Posteriormente, las proteinas se transfirieron a una membrana de
nitrocelulosa. Una vez finalizada la transferencia en el tampdn Tris-glicina
a 0.3 Amp durante 2 horas, las membranas se bloquearon en agitacion

durante 12 horas a 4°C.

Tampon de transferencia (para 2 1): 6 g de Tris, 28,8 g de Glicina,

400 ml| de metanol

Soluciéon de bloqueo: Leche en polvo desnatada al 5% en PBS, 0,1%

de Tween 20.

A continuacién, las membranas se incubaron 1 hora con el primer
anticuerpo en solucion de bloqueo a temperatura ambiente. Tras la
incubacidon, la membrana se lavé durante 90 minutos, efectuando un
cambio de la solucién de lavado cada 10 minutos. Posteriormente, la
membrana se incubd en solucion de bloqueo durante 1 hora en agitacion
con un segundo anticuerpo conjugado con peroxidasa. Tras los lavados, la
actividad peroxidasa se detecté con el sistema de quimioluminiscencia

ECL seguido de la exposicidn y revelado de una pelicula fotografica.

Solucion de lavado: PBS, 0,1% de Tween 20.
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4.7.DETERMINACION DE LA  ACTIVIDAD DE LAS

DEYODINASAS EN TEJIDO MUSCULAR Y TEJIDO ADIPOSO.

Las muestras de musculo esquelético y tejido adiposo subcutaneo
fueron homogeneizadas en hielo en 10 volumenes del tampdn PED ( 100
mM de fosfato, 2 mM de EDTA y 10 mM de DTT, con un pH de 7,2). La
concentracién de proteinas fue determinada por la técnica de Bio-Rad
Protein Assay (Bio-Rad, Holanda) siguiendo las instrucciones del

fabricante.

La actividad de la D1 fue medida por incubacién doble de 50 microl
de cada homogeneizado con 0,1 micromoles (37,5 -**I)rT3 (200000
cpm) en un volumen final de 100 microl de tampdn PED durante 4 horas a
37°C. La reaccién fue detenida por la adicion de 0,1 ml de etanol helado.
Después de la centrifugacion, 0,1 ml del sobrenadante fue afiadido a 0,1
ml de 0,02M de tampdn de acetato de amonio (pH 4), y 0,1 ml de la
mezcla fue analizada en una columna de 4,6 x 250 mm del Symmetry
C18 conectado a un sistema Alliance HPLC (Waters, Holanda). Para la
elucién de la columna se empled un gradiente lineal de acetonitrilo (28-
42% en 15 minutos) en acetato de amonio (pH 4) con un flujo de 1,2
ml/min. La radioactividad del producto eluido fue medida directamente
empleando un detector de centellografia Radiomatic A-500 (Packard,

Meriden, CT).

Las actividades de la deyodinasa tipo 2 y 3 fueron determinadas
como previamente se ha descrito para la D1 con pequenas
modificaciones. La incubacién doble fue hecha con 50 microl del

homogeneizado y 1 nmol de (37,5 -*I)T4 (200000 cpm) para la D2 y 1
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nmol (3'-1*°I)T3 (200000 cpm) para la D3, en un volumen final de 100
microl de tampdn PED durante 4 horas a 37°C. Para la determinacion de
la actividad de la D2 la incubaciéon fue realizada en presencia de 0,1
micromol de T3 no marcada, para evitar la deyodinacion del anillo interno
del sustrato de T4 marcada y de la T3 generada por la D3. Las reacciones
fueron paradas por la adicion de 0,1 ml de etanol helado. El resto del
procedimiento fue llevado a cabo segin se ha descrito anteriormente en

la determinacion de la actividad de la D1.

4.8.ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos fueron analizados empleando el programa
SPSS 12.0 para Windows (SPSS, Chicago, IL). Los resultados han sido
expresados como media + SD, mediana y rango. Para la comparacién de
los grupos se empled el test de Student para variables paramétricas o el
test de Mann-Whitney para valores no paramétricos, segun fuera el

adecuado.
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5.RESULTADQOS
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5.1.DATOS ANTROPOMETRICOS Y ANALISIS SERICOS.

La edad, el sexo, el indice de masa corporal (IMC) y los datos
bioquimicos relevantes se muestran en la Tabla 6. Como se aprecia, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre la edad, el
sexo y el indice de masa corporal de ambos grupos. Los pacientes con
Sindrome del Enfermo Eutiroideo mostraron niveles séricos mas bajos de
TSH y FT3, y niveles mas elevados de rT3 respecto a los controles. No
existieron diferencias estadisticamente significativas en los niveles séricos
de FT4 entre ambos grupos. El cortisol sérico result6 mas elevado en el
grupo con SEET que en el control. La cifra total de linfocitos, los niveles
séricos de albumina, transferrina y selenio fueron mas bajos en el grupo
con SEET que en el control. Los niveles de TNFa, IL-6, IL-8 y receptores
para IL-2 estaban mas elevadas en el grupo con SEET que en los

pacientes del grupo control.
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Control Shock séptico con SEET p
Edad 66.37 £ 12.47 71314827 .
69 (37-78) 73 (58-83)
) 28.39 +2.20 30.73 £ 4.52 ns
IMC (kg/m’) 28.09 (25.48-32.06) 29.44 (26.25-40.07)
N 2176.5 +702.3 7485 + 3752
Linfocitos 1071 1900 (1200-4100) 650 (400-1600) <0.001
T 420+0.36 2.04+057
. 217.70 £ 47.47 115+ 47.48
Transferrina (mg/dl) 222 (107-264) 117 (38-207) <0.001
235+1.17 1,02 +2.45
TSH (mUL) 2.38 (0.55-4.02) 0.26 (0.02-9.09) <0.01
16.67 + 3.08 14.36 + 6.41
FT4 (pmol/l) 17.05 (11.79-20.64) 13.84 (5.12-26.15) ns
4.83£0.61 1.93+0.58
FT3 (pmol/l) 5.02 (4.04-5.34) 1.84 (1.15-2.72) <0.001
0.29 + 0.09 1.18+0.57
rT3 (nmol/l) 0.28 (0.18-0.41) 1.10 (0.49-2.00) <0.001
Cortisol (microg/dI) 151§ 1( 426;8 453'961(5:1 _2945)72 <001
o 0.45+0.10 031+0.12
Selenio (micromol/l) 0.46 (0.25-0.56) 0.29 (0.18-0.63) <0.01
6.57+252 38.53 £ 26.73 <0.001
TNFa (pg/ml) 5.80 (4.1-14.9) 28.8 (9.1-94.1)
4.80 +4.67 1383 + 2562
IL-6 (pg/ml) 2.9 (2-21) 125 (11.2-8486) <0.001
9.70 +5.88 444.15 £ 999.6
11-8 (pg/ml) 10 (0-18) 71 (10-3673) <0.001
L2R (Ul/m) 431.52 + 162.24 3565.4 + 2969.5 <001

419 (225-813)

3099 (366-12048)

Tabla 6: Datos antropométricos y bioquimicos de los grupos control y

shock séptico con SEET. Los datos se expresan como media + desviacion

estandar (arriba), mediana (abajo) y rango (abajo, paréntesis).
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5.2.EXPRESION DE GENES POR qPCR.

En la Figura 4 se muestran, en el grupo control, la expresion
relativa en el tejido adiposo subcutaneo y musculo esquelético de los
genes estudiados: THRA1l, THRB1, RXRA, RXRB, RXRG, MCT8, SRC-1,
NCoR1, SMRT, DIO1, DIO2, SBP2 y UCP3. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre el musculo esquelético y el tejido
adiposo subcutaneo en lo que se refiere a THRB1, RXRA, NCoR1 o SMRT.
El tejido adiposo subcutdneo mostrd niveles de expresidon mas altos para
MCT8 (casi 13 veces) y THRA1 (1,8 veces) y una expresion mas baja de
RXRB (2,7 veces), RXRG (4,6 veces), SRC-1 (2,2 veces), DIO2 (39
veces), SBP2 (340 veces) y UCP3 (5 veces). Los niveles de expresiéon de

la DIO1 fueron muy bajos en los dos tejidos (no se representa).
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Se observaron diferencias en la expresion de genes especificas para
cada tejido entre los grupos control y con SEET. El mdsculo esquelético de
los pacientes con SEET en comparacién con el grupo control mostré una
expresion mas baja de DIO2 (2,9 veces), THRB1 (1,6 veces), y RXRG (5
veces); Yy una expresion mas alta para RXRA (1,7 veces). No se
observaron diferencias significativas entre ambos grupos en lo que se
refiere a MCT8, SBP2, THRA1, RXRB, NCoR1, SRC-1, SMRT o UCP3
(Figura 5). El tejido adiposo subcutdneo del grupo que desarrollo SEET
mostrd una expresién mas baja si lo comparamos con el mismo tejido del
grupo control en lo que se refiere a MCT8 (3,4 veces), THRB1 (1,5 veces),
THRA1 (1,5 veces), RXRG (1,8 veces) y SMRT (1,6 veces); y unos niveles
de expresién mas altos de UCP3 (1,6 veces). No se encontraron
diferencias para la DIO1, DIO2, SBP2, RXRA, RXRB, NCoR1l o SRC-1

(Figura 6).
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5.3.EXPRESION DE TRalfa, TRbeta y RXRgamma EN TEJIDO

MUSCULAR.

Debido a la escasez de muestras tisulares de los pacientes, sélo se
pudieron determinar las expresiones proteicas de TRalfa, TRbeta vy
RXRgamma en tejido muscular de algunos pacientes. Los pacientes con
shock séptico y SEET presentaron un descenso en la expresion de las tres
proteinas respecto a los controles, de acuerdo a lo observado en la
expresidon génica. Resefiar que como proteina control no se pudo utilizar
la proteina habitual, tubulina, ya que ésta también disminuyé de forma
importante en los enfermos sépticos con SEET, cuyo significado
desconocemos. Por ello, se empleo como controles proteinas de
membrana cuya cuantificacién se realizd mediante tincion de Ponceau

(figura 7 y 8).

TRa

RXRy

Ponceau

& l

40 41 42 4344 45 3 13 19
Controles SEET
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Figura 7: Las expresion de las proteinas TRa (imagen superior) y RXRy
(imagen medio) disminuyd en enfermos con SEET respecto a los pacientes
controles. Como proteina de control se empled la tincion de Ponceau con

la que se tifien las proteinas de membrana.

TR-beta]

40 41 44 3 13 19

Controles SEET

Figura 8: Las expresidon de la proteina TRbeta también disminuyd en

enfermos con SEET respecto a los pacientes controles.

5.4.ACTIVIDAD DE LAS DEYODINASAS TISULARES.

En el musculo esquelético se detectd actividad deyodinasa 2 y 3, vy
no se encontré actividad deyodinasa 1. Los pacientes con SEET
presentaron mayor actividad D3 respecto a los controles (0,38 + 0,33
fmol/mg por minuto en pacientes con SEET versus 0,05 + 0,03 fmol/mg
por minuto en controles, p<0,01). A pesar de que la actividad D2 se

encontr6 en el musculo de todos los controles y soélo fue posible
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demostrarla en el 50% de las muestras de musculo esquelético de
pacientes con SEET, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos (0,01 + 0,01 fmol/mg por minuto en el
grupo con SEET versus 0,009 + 0,009 fmol/mg por minuto en el grupo

control, ns).

En el tejido adiposo subcutdneo se detectd actividad D1 y D3 y no
se detectd actividad D2. No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos grupos en actividad D1 (0,18 + 0,18 pmol/mg
por minuto en el grupo con SEET versus 0,11 + 0,07 pmol/mg por minuto
en el grupo control, ns) ni en la actividad de la D3 (0,25 + 0,24 fmol/mg
por minuto en pacientes con SEET versus 0,17 + 0,13 fmol/mg por minuto

en controles, ns) (Figura 9).

Musculo Esquelético Tejido Adiposo Subcutaneo
0.50 7 0.50
O Control
| M Shock Séptico +
0.25 1 0.25
0.00 0.00
D1 D2 D3 D1 D2 D3
(pmol/mgxmin) (fmol/mgxmin) (pmol/mgxmin) (fmol/mgxmin)

Figura 9: comparacién de la actividad de las deyodinasas tipo 1, 2y 3
(D1,D2 y D3) entre el grupo control y shock séptico con SEET en el

musculo esquelético y en el tejido adiposo subcutaneo (t p<0.01).
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6.DISCUSION
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Los estudios de los mecanismos moleculares implicados en el
Sindrome del Enfermo Eutiroideo en humanos son escasos (13),
centrandose, principalmente, en las alteraciones en las actividades de las
deyodinasas en muestras de higado y musculo esquelético, obtenidas de
pacientes fallecidos que habian desarrollado SEET en Unidades de

Cuidados Criticos(32).

Se cree que el descenso de la T3 y el aumento de rT3 séricas, en
pacientes con SEET, estdn causados por la disminucion de la actividad de
la D1 hepatica y la D2 del musculo esquelético, y por el incremento de la

actividad o de la expresién de la D3 de estos tejidos (32).

En el presente estudio, hemos encontrado que el musculo
esquelético de pacientes con SEET expresa ARN mensajero de D2 y tiene
actividad de D2; sin embargo, no hemos encontrado expresion ni
actividad de D1. Los pacientes con shock séptico que desarrollan SEET
presentan niveles significativamente mas bajos de expresion de ARN
mensajero de D2 en el musculo comparados con los pacientes control.
Ademas, en el 50% de las muestras de musculo esquelético del grupo de
pacientes con SEET se ha encontrado también actividad D2, hallazgo que
contrasta con los estudios previos en los que no se encontrd actividad D2
(32). El hecho de que nuestras muestras fueron tomadas en individuos

vivos, en lugar de fallecidos, podria explicar estas diferencias.

Al contrario que en las muestras de los pacientes con SEET, todas
las muestras de musculo esquelético procedentes del grupo control
presentaban actividad de la D2, aunque sus niveles de actividad en

general fueron muy bajos. No se encontraron diferencias estadisticamente
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significativas en la actividad de la D2 del musculo esquelético entre el
grupo control y el de los pacientes con SEET, lo que probablemente
obedece a la gran dispersién encontrada en la actividad D2 en el grupo de
SEET, que van desde valores indetectables a actividades superiores al

grupo control.

Encontramos actividad D3 en musculo esquelético, tanto de
controles como de SEET; este hallazgo sugiere que D3 tiene un papel
fisioldgico en el metabolismo de las hormonas tiroideas en el musculo
esquelético. Los pacientes con SEET presentaron valores de actividad D3
en musculos esquelético muy superiores a los controles, lo que sugiere
que, durante el SEET asociado a shock séptico, existe un aumento en la
conversion de T4 en rT3 y en la degradacion de la T3 a T2 a nivel de
musculo esquelético y que, posiblemente, éste sea un mecanismo
implicado en los cambios del metabolismo de las hormonas tiroideas que

tienen lugar en el shock séptico de pacientes con SEET.

En tejido adiposo subcutaneo se encontré actividad D1 y D3, no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas entre el grupo
control y SEET. Estos resultados sugieren que los cambios en los niveles
de expresion de las deyodinasas y de sus actividades en el tejidos adiposo
no estan implicadas el SEET de enfermos sépticos, de modo que los
cambios en la actividad de las deyodinasas son tejido-especificos, y no
implicarian al tejido adiposo. No somos conocedores de ninguna
comunicacién previa sobre la actividad de la D3 en el tejido adiposo

subcutaneo en humanos.
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Las deyodinasas son selenoproteinas y, tanto la deficiencia de
selenio como mutaciones en la proteina transportadora encargada de la
insercion de la selenocisteina en la molécula (SBP2), son una causa de
bajos niveles séricos de T3 (40, 63), debido a una menor conversién de
T4 en T3 en tejidos periféricos, principal fuente de T3 sérica, que ademas
es la hormona bioldgicamente mas activa. En el presente estudio, los
niveles plasmaticos de selenio fueron bajos en ambos grupos, aunque en
el grupo con SEET los pacientes presentaron niveles de selenio mas bajos
que en el grupo control. No obstante, estudios previos en pacientes
criticamente enfermos que desarrollaron SEET encontraron que no existe
un efecto directo de la administracién de suplementos de selenio sobre los
niveles de hormonas tiroideas (41). Ello sugiere que las alteraciones
sistémicas, iniciadas por la enfermedad primaria, son las responsables de
la coincidencia de selenio plasmatico bajo y baja T3. De hecho, los
resultados del presente estudio no demuestran actividades de la
deyodinasa mas bajas en los pacientes con SEET, que tenian niveles
plasmaticos de selenio mas bajos. Del mismo modo, no se encontraron
diferencias en los niveles de expresién del ARN mensajero de SBP2 entre
controles y pacientes con SEET, lo que refuerza la idea de que el selenio
no juega un importante papel en los niveles de T3 bajos vistos en el
SEET. Curiosamente , los niveles de expresion del ARN mensajero de
SBP2 fueron mucho mas bajos en el tejido adiposo subcutédneo que en el
musculo esquelético, lo que sugiere que las deyodinasas requieren niveles
mucho mas bajos de SBP2 en el tejido adiposo subcutdneo, aunque
también los niveles de expresion de las deyodinasas fueron muchos mas

bajos en el tejido adiposo que en el musculo esquelético.
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La captacién de hormonas tiroideas esta disminuida en los tejidos
de pacientes con SEET (25, 26 y 64). Varios factores, como los acidos
grasos no esterificados y la bilirrubina, han sido identificados como
inhibidores de la captacion celular de T4 en hepatocitos de rata, aunque
su mecanismo de accién permanece desconocido (27). Nuestros estudios
revelan que la expresion de MCT8, un transportador selectivo de
hormonas tiroideas localizado en la membrana plasmatica (65), es mas
alta en tejido adiposo subcutaneo que en musculo esquelético (tanto en el
grupo control como en pacientes con SEET), y una disminucion
significativa en la expresion de MCT8 en el SEET con respecto a los
controles fue observada sélo en el tejido adiposo. Estos datos, junto con
nuestros resultados en la actividad tisular de la deyodinasa, sugieren que
la biodisponibilidad de las hormonas tiroideas en pacientes con shock
séptico que desarrollan SEET estan seriamente disminuida por cambios en
la actividad de la deyodinasa, especialmente en musculo esquelético, pero
deberia mediar una disminucidn en el transportador de las hormonas

tiroideas, como ocurre con el MCT8 del tejido adiposo.

La expresidon génica y proteica de los receptores nucleares de
hormonas tiroideas estd disminuida en pacientes con shock séptico
asociado a SEET: la expresion de THRB1 disminuyé en musculo
esquelético y tejido adiposo subcutaneo, mientras que la expresién de
THRA1 disminuyd en tejido adiposo subcutdneo. Estos hallazgos son
similares a los encontrados en ratones después de la administracion de
lipopolisacaridos de membranas bacterianas (LPS), que da lugar a una
disminucién en las proteinas TRal, TRa2, TRB, y en la expresiéon de su

ARNm a nivel hepatico, grasa blanca y corazén (45,46). Curiosamente,
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estudios previos en humanos encontraron un incremento de
concentraciones de ARNm de THRA y THRB en células mononucleares
periféricas de pacientes con SEET debido a enfermedad hepatica o fallo
renal crdénico; sin embargo, cuando las células se obtuvieron en las
primeras 48 horas después del ingreso en la Unidad de Cuidados Criticos
(47), dicho incremento no se observd. Un reciente estudio, en el que se
realizaban biopsias hepaticas de pacientes criticamente enfermos que
fallecieron en la Unidad de Cuidados Criticos, demostraba que la relacidn
en la expresion de ARNm de las dos isoformas de THRA, TRal/ TRa2, era
mas alta en pacientes con enfermedad mas grave (66). Esto llevo a
postular que el aumento en la expresidon de los receptores nucleares para
las hormonas tiroideas podria suponer un incremento de la sensibilidad
hormonal, para compensar la disminucién de la biodisponibilidad de la T3,
en un intento de mantener su actividad bioldégica(47,66). Sin embargo, en
seis de los pacientes que fallecieron después de una muy corta estancia
en la Unidad de Cuidados Criticos, la ratio TRa1l/ TRa2 no fue diferente de
la vista en los controles (66). Coincidiendo con nuestros resultados, se
observé que la expresion de los genes de THR disminuye durante la fase

aguda de una enfermedad grave.

Las tres isoformas de RXR se expresan en el musculo esquelético y
el tejido adiposo subcutdneo. En los tejidos de los sujetos control, la
isoforma mas abundante fue la RXRA, mientras que la expresién de RXRB
y RXRG fue mas alta en el musculo esquelético que en el tejido adiposo
subcutaneo. En roedores, la administracion de LPS indujo una disminucion
de las tres isoformas de RXR en higado (45) y corazén (46), la cual, junto

con una disminucidn en los receptores de hormonas tiroideas, PPARalfa,
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PPARgamma y los coactivadores CBP/300, SRC-1, SRC-3, TRAP220 vy
PGC1, ayudan a explicar la disminucién de la expresion de proteinas
requeridas para la oxidacién de &acidos grasos, observada durante la
sepsis en estos modelos animales (46). Curiosamente en nuestros
resultados, en los pacientes con shock séptico que desarrollan SEET
respecto al grupo control, la expresion de ARNm de RXRG estaba
disminuida en musculo esquelético y tejido adiposo subcutaneo, la
expresion de RXRA estaba aumentada en musculo esquelético, mientras
gue la expresion de RXRB no mostré cambios, tanto en musculo
esquelético como en tejido adiposo subcutdneo. Los RXRs juegan un
importante papel en el metabolismo del musculo esquelético, aumentando
la captacidon y la oxidacion de acidos grasos saturados y, por lo tanto,
aumentando la cantidad de acidos grasos insaturados sobre los saturados.
Mas auln, los ratones con deficiencia de RXRG tienen aumentada la
actividad de la lipoprotein lipasa del musculo esquelético y niveles mas
bajos de triglicéridos (67). Los cambios en la expresion de las isoformas
de RXR, vistas en las muestras de musculo esquelético y el tejido adiposo
subcutdneo de los pacientes con shock séptico que han desarrollado un
SEET, parecen estar dirigidas a una disminucién de la resistencia a la
insulina y un desplazamiento en la produccion de ATP desde la grasa

hacia el musculo esquelético durante el shock séptico.

En los humanos, la T3 incrementa la termogénesis, favoreciendo el
desacoplamiento mitocondrial de la producciéon energia en el musculo
esquelético (68). La T3 incrementa la expresion del UCP3 en el musculo
esquelético, y se ha sugerido que el desacoplamiento energético

promovido por la T3 deberia estar parcialmente mediado a través de este
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mecanismo (68-70). La administracion de suplementos de T3 en
voluntarios sanos provocé un incremento del metabolismo basal y un
descenso del cociente respiratorio, que coincidid con elevacién de la
expresion del ARNm de UCP2 y UCP3 (69). Sin embargo, el posible papel
de la UCP3 como proteina desacopladora es cuestionable, y se ha
postulado que el incremento mediado por hormonas tiroideas en la
expresion de la UCP3 estaria provocado, probablemente, por una
elevacién de los niveles séricos de acidos grasos, y se baraja mas su
papel como transportador mitocondrial, aunque a dia de hoy se
desconocen cuales serian sus moléculas diana (71). En relacidon con esto,
los niveles bajos de T3 libre, observados en pacientes con shock séptico
gue desarrollaron SEET, no estuvieron acompanados por una disminucion
de la expresion del ARNm del UCP3. Curiosamente, nuestros hallazgos
sobre la expresion de la UCP3 en pacientes con shock séptico que habian
desarrollado SEET fueron tejido especificos: la expresion aumentd en el
tejido adiposo subcutaneo, y no se demostraron cambios en el musculo
esquelético. Estos datos sugieren que la expresién de la UPC3 estd
regulada por vias diferentes en el musculo esquelético y en tejido adiposo
subcutdneo durante el shock séptico, y que, en el shock séptico en
pacientes con SEET, la expresién de la UCP3 estd regulada por otros

factores distintos de las hormonas tiroideas.

En los ratones, la sepsis disminuye la expresién de SRC-1 en el
corazén (46). Las citoquinas, como la IL-1 y la IL-6, empeora la
capacidad de la T3 para inducir la expresion de la D1 en cultivos primarios
de hepatocitos de ratoén, y la expresion forzada de la SRC-1 previene este

efecto de las citoquinas (72). Igualmente, la disminuciéon en los niveles
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hepaticos de D1 y plasmaticos de T3, en ratones inducidos por la LPS, se
evitaron con la administracion previa de un adenovirus que induce la
expresion de SRC-1 (72). En resumen, estos datos sugieren que durante
la sepsis en los ratones se produce una disminucién citoquina-inducida en
la SRC-1, que participa en la aparicidon de SEET, y que el SEET podria ser
evitado por una expresién forzada del coactivador SRC-1 (72). No
obstante, en el presente estudio no hemos observado ninglin cambio en la
expresion del ARNm del coactivador SRC-1, tanto en el musculo
esquelético como en el tejido adiposo subcutaneo. De hecho, los datos
que hemos obtenido en humanos sugieren que los distintos receptores
para las hormonas tiroideas y RXRs, SRC-1 y NCoR1 no estan afectados
por los mecanismos moleculares que provocan el SEET durante el shock
séptico, aunque no se puede descartar una respuesta a nivel de otros
tejidos. Del mismo modo, las concentraciones intracelulares de estos
coactivadores de la transcripcion genética, sobre los que actuan las
hormonas tiroideas, son bajas y carecen de especificidad por el receptor
(49), de manera que la situacion de estrés metabdlico que supone la
sepsis, podria desplazar a estos mediadores hacia tareas distintas de la
accion hormonal, concentrandose en traducir las érdenes inducidas por
las citoquinas (37). Sorprendentemente, el correpresor nuclear SMRT
muestra disminucion en el tejido adiposo subcutédneo de los pacientes con
shock séptico que desarrollaron SEET; el significado de este hallazgo

requiere estudios posteriores.
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En conclusion, los pacientes con shock séptico que desarrollan un
sindrome del enfermo eutiroideo muestran cambios en la expresion de
varios genes implicados en las acciones de las hormonas tiroideas en el
musculo esquelético y el tejido adiposo subcutaneo . La expresion de
THRB1 y RXRG disminuye en ambos tejidos, y la expresion de la THRA1
esta disminuida en el tejido adiposo, indicando una potencial disminucién
de la accion de las hormonas tiroideas, al disminuir los receptores
nucleares a través de los cuales estas hormonas desencadenan sus

efectos de control de la transcripcion de sus genes diana.

Los pacientes del grupo del shock séptico con SEET también
mostraron una disminucion en la expresion de deyodinasa tipo 2 y un
incremento de la actividad de la deyodinasa tipo 3 en el musculo
esquelético, lo que explicaria una disminucién de la conversion periférica
de la T4 en T3 a nivel de este tejido (disminucién de la expresiéon de la
deyodinasa tipo 2) y un aumento de la degradacion de la T3,
biolégicamente la mas activa, en T2 (aumento de la actividad de
deyodinasa tipo 3). No se demostraron cambios en la expresion de las
deyodinasas o su actividad en el tejido adiposo. Se demostré actividad de
la D3 en musculo esquelético y tejido adiposo subcutaneo de pacientes
sanos, en contra de referencias encontradas en estudios anteriores (32),
en los que se sugeria que la isquemia celular, ocasionada por los cambios
hemodinamicos de la sepsis, induciria la expresion y la actividad de la D3,
gue podrian representar cambios tejido-especificos encaminados a reducir

la actividad bioldgica de las hormonas tiroideas durante la hipoxia.
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Considerando todo ello, junto con los hallazgos que encontramos de
disminucién de la expresién del transportador de monocarboxilatos 8,
MCT8, en el tejido adiposo de los pacientes que desarrollaron SEET,
llevaria a un intento de establecer la hipotesis de que el SEET en el shock
séptico causa una disminucion en la biodisponibilidad de las hormonas
tiroideas, que esta regulada por vias tejido-especificas: en el tejido
adiposo a través de la disminucion en la expresion de los transportadores
de hormonas tiroideas, y en el musculo esquelético a través de un

disminucién en la produccion e incremento de la degradacién de la T3.
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