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Resumen:

Los pacientes con sepsis presentan alteraciones en los niveles séricos
y metabolismo de las hormonas tiroideas, que se caracterizan por un
descenso de la triyodotironina o T3, elevacion de la reversa de la T3 o
rT3, niveles normales o bajos de tiroxina o T4 y niveles
inapropiadamente normales o bajos de la tirotropina 0 TSH. A este
fenomeno se le conoce universalmente como “Sindrome de la enfermedad
no tiroidea” (NTIS, del inglés: Nonthyroidal illness syndrome), aunque
nosotros preferimos el nombre de hipotiroidismo causado por la
enfermedad.

Los pacientes con hipotiroidismo causado por enfermedad presentan
un hipotiroidismo central, junto a cambios tejido especifico que implican
un aumento del consumo de hormona tiroidea y una disminucion de la
sensibilidad a la accion de las hormonas tiroideas. A nivel clinico no se
ha Ilegado a un consenso si el tratamiento con hormonas tiroideas seria
beneficioso para estos pacientes, debido en parte al desconocimiento de
los mecanismos moleculares que causan este cuadro y, a la falta de
estudios clinicos concluyentes sobre los beneficios de la terapia con
hormonas tiroideas en sujetos enfermos.

Debido al limitado acceso a tejidos humanos y a las diferencias entre
el metabolismo de las hormonas tiroideas entre el humano y los actuales
modelos de roedores, proponemos como modelo animal para el estudio
del hipotiroidismo causado por la enfermedad, el cerdo doméstico (Sus
scrofa). Nuestros objetivos principales son identificar los efectos del
shock séptico inducido por la administracion de (lipopolisacarido

bacteriano) LPS sobre 1) los niveles de hormonas tiroideas en suero y



tejidos, 2) los cambios en la expresion de genes relacionados con el
metabolismo y accidn de las hormonas tiroideas, y 3) la relacion entre la
activacion del factor de trascripcion NF-xB (del inglés nuclear factor
kappa-chain-enhancer of activated B cells), elemento central en la
respuesta inflamatoria, y el descenso de la expresion del gen del receptor
beta de hormonas tiroideas (THRB).

El shock séptico inducido por LPS causd una disminucion de las
hormonas tiroideas en el suero y en la mayoria de los tejidos estudiados,
una disminucion de la expresion de deyodinasa 1 (DIO1) en el higado y
rifdn acompafiada con disminucion de la actividad DIO1 en el rifion y un
aumento de la actividad deyodinasa 3 en el hipotalamo, el higado y la
tiroides. Ademés, se observd disminucion de la expresion del
transportador de hormonas tiroideas MCT8 (transportador de
monocarboxilato 8) en la hipofisis, el corazon, el higado, la corteza renal,
el pulmon y la glandula suprarrenal, y disminucion de la expresion del
receptor de hormonas tiroideas THRB en el l6bulo frontal, la hipdfisis, el
higado, el corazon, el rifion y la glandula suprarrenal. La activacion de
NF-kB se asoci6 con la disminucién de THRB en algunos -1ébulo frontal,
glandula adrenal y cortex renal- pero no en todos los tejidos estudiados

.En conjunto, nuestros resultados sugieren que el shock séptico causa
una disminucion de la biodisponibilidad de hormona tiroidea a nivel
tisular, y cambios tejido-especificos en dianas moleculares que pudieran
causar una reduccion de la sensibilidad a la accion de las hormonas

tiroideas
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Abreviaturas:

°C: grado Celsius
MCi: microcurio
[g: microgramo
pL: microlitro

MM: micromolar
125 Yodo-125

ACC: acetil-CoA carboxilasa

ACHE: acetilcolinesterasa

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNCc: acido desoxirribonucleico complementario
AF-1: del inglés “activation function-1”

AMPc: adenosin monofosfato-3',5' ciclico
AMPK: quinasa activada por AMP

AP-1: del inglés “Activator Protein 1”
APACHE II: sistema de clasificacion de la severidad de la enfermedad,
del inglés, "Acute Physiology and Chronic Health Evaluation I1"

AR: receptor adrenérgico
ARN: &cido ribonucleico
ARNmM: acido ribonucleico mensajero

ATA: Asociacion Americana de Tiroides
ATP: adenosin trifosfato

bp: par de bases
BSA: albumina de suero bovino

Ca?*: calcio

Ci: curio (unidad de radiactividad)
Cl,Ca: cloruro calcico

COX-2: ciclooxigenasa 2

CPE: carboxipeptidasa

cpm: cuentas por minuto
CPTI: del inglés, fatty acyl-CoA transporter carnitine
palmitoyltransferase-1



ABREVIATURAS

CT: ciclo umbral (del inglés, “cycle threshold”)

DAG: diacilglicerol

DBD: del inglés “DNA binding domain”
DEHAL-1: yodo tirosina deshalogenasa 1
DIO: deyodinasa

DIO1: deyodinasa 1

DI102: deyodinasa 2

DI103: deyodinasa 3

DIT: diyodotirosina

dL: decilitro

DTT: ditiotreitol
DUOX: enzima dual oxidasa

EDTA: acido etildiaminotetraacético

EGF: factor de crecimiento epidérmico

EGTA: acido etildiaminotetraacético

EMEM: del ingles, "Eagle’s minimum essential médium"
EMSA: ensayo de retardo en gel

EP4: receptor para la protaglandina E2
ERK1/2 : del inglés, “extracellular-signal-regulated kinases”

FBS: suero bovino fetal

FGF: factor de crecimiento de fibroblastos
fmol: femtomol

FSH: hormona foliculo estimulante

FT3: triyodotironina libre
FT4: tiroxina libre

g: fuerza g

G: gauge

GH: hormona de crecimiento

GlIn: glutamina

Gly: glicina

GRK: quinasa de receptores acoplados a proteinas G

H,0,: peroxido de hidrégeno



ABREVIATURAS

hCG: gonadotropina coriénica humana

HCI: cloruro de hidrogeno (&cido clorhidrico en su forma hidratada)
HEPES: N-(2-hidroxietilo) piperacina-n'-(2-etano de acido sulfonico )
HEPG2: linea celular de hepatocarcinoma

HIF-1: del inglés, “hypoxia-inducible factor-1”

His: histidina

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

Hr/hrs: hora/horas

HRE:elemento de respuesta a las hormonas tiroideas

HSkMCs: cultivo celular de células musculares humanas
Ht: hormona tiroidea

i.m.: intramuscular

IACUC: Comité Institucional para el Uso y Cuidado de Animales
ID: didmetro interno

IL: Hllinois

[I-1: interleuquina 1

IP5: inositol 1, 4, 5-trifosfato
I'YD: yodo tirosina desyodinasa

KCI: cloruro de potasio

kD: kilodalton
kg: kilogramo

LBD: del inglés “ligand binding domain™
LH: hormona luteinizante

LPS: lipopolisacarido bacteriano
LTCC: canal de calcio tipo L

M: Molar

MA: Massachusetts

MAPK: del inglés, “mitogen-activated protein kinase”
MCA4R: Receptor de melanocartina 4

MCT: transportador de monocarboxilato

MCT10: transportador de monocarboxilato 10

MCTS8: transportador de monocarboxilato 8



ABREVIATURAS

MEK: del inglés, “Mitogen-activated protein kinase kinase”
mg: miligramos

MgCI2: cloruro de magnesio

MI: Michigan

min: minuto

MIT: monoyodotirosina

mL: mililitro

mm: milimetro

mM: milimolar

M-MLYV RT: retrotranscriptasa "Moloney Murine Leukemia Virus"
M-MLYV: "Moloney Murine Leukemia Virus"

MN: Minnesota

MSHa: hormona estimulante de melanocitos o
MYH: gen que codifica la cadena pesada de la miosina

NaCl: cloruro de sodio
NCoAL: coactivador receptor nuclear 1

NE: norepinefrina
NFkB: del inglés “Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells”

ng: nanogramos
NH: New Hampshire

NIS: del inglés “sodium-iodine symporter”

NLS: del inglés “nuclear localization signal”

nm: nanémetro

nM: nanomolar

NO: dxido nitrico

NTIS: Enfermedad No Tiroidea, del inglés "Nonthyroidal illness
syndrome"

OATP: transportados de aniones organicos
PAM: enzima monooxigenasa amidante de peptidilglicina
PAXS: del inglés “Paired box gene 8”

PC: enzima proconvertasa
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa



ABREVIATURAS

pg: picogramos
PGC-1: del inglés, peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-
activator-1

pH: potencial hidrogeno

Pi: fosforo inorganico

PI3K: del inglés, “phosphatidylinositol 3-kinase”

PIP,: fosfatidilinositol bifosfato

PKC: del inglés, “Protein kinase C”

PLN: fosfolamban

pmol: picomol

PNK: polinucleétido-kinasa

poly(dI-dC): Acido polideoxiinosinico y deoxicitidilico
POMC: propiomelanocortina

PPAR: receptor activado por proliferadores de peroxisomas
PRL: prolactina

Pro: prolina

PTGS2: gen que codifica la prostaglandina-endoperéxido sintasa 2

PTU: propiltiouracilo
PVN: ndcleo paraventricular del hipotalamo

Rafl: del inglés, “Rapidly Accelerated Fibrosarcoma”
RAR: receptor de cido retinoico

Ras: del inglés, “Rat sarcoma”

RIA: radioinmunoanalisis

ROS: especies de oxigeno reactivo

RPLA4: proteina ribosomica L4

rpm: revolucién por minuto

rT3: 3,3',5'-triyodotironina

RXR: receptor X retinoide

RXRa: receptor X retinoide o

RXRb: receptor X retinoide 3
RYR: receptor de rianodina

SECIS: secuencia de incorporacion de selenocisteina
SECISP2: del inglés, "Selenocysteine Insertion Sequence-Binding Protein
2ll



ABREVIATURAS

SERCA: del inglés, Sarcoendoplasmic reticulum adenosine
triphosphatase

SKA: actina del musculo esquelético
SLC16A2: del inglés, "solute carrier family 16 member 2"

STAT1: del inglés, "Signal Transducer and Activator of Transcription 1"
STATS3: del inglés, "Signal Transducer and Activator of Transcription 3"

T2: diyodotironina

T3: 3,3',5-triyodotironina

T4: tiroxina

TBE: disolucion tampdn formada por Tris, borato y EDTA
TEMED: N,N,N',N'-tetrametiletilenodiamina

TETRAC: &cido tetrayodoacético

Tg: tiroglobulina

TGB: globulina transportadora de tiroxina

THRA1: gen que codifica el receptor de hormonas tiroideas ol
THRAZ2: gen que codifica el receptor de hormonas tiroideas a2
THRB: gen que codifica el receptor de hormonas tiroideas 3
TNF: factor de necrosis tumoral

TNFa: factor de necrosis tumoral alpha

TPO: peroxidasa tiroidea

TR: receptor de hormonas tiroideas

TRH: hormona liberadora de tirotropina

TRIAC: acido triyodoacético

Tris: tris(hidroximetil)aminometano

TRal: receptor de hormonas tiroideas ol

TRa2: receptor de hormonas tiroideas o2

TRB: receptor de hormonas tiroideas

TSH: hormona estimulante del tiroides

TSHR: receptor de TSH

TTF-1: factor de transcripcion nuclear tiroideo 1
TTF-2: factor de transcripcion nuclear tiroideo 2

Ul: Unidad Internacional
V: voltio



1. INTRODUCCION

Durante la enfermedad, en especial en casos severos, se producen
una serie de cambios en sistema endocrino, gque se asumen C€oOmo
adaptativos'®. En relacién al eje tiroideo, los cambios consisten
inicialmente en un descenso en los niveles séricos de la triyodotironina
(T3), manteniéndose los niveles séricos de tirotropina (TSH) normales —
“inapropiadamente” normales->°. En situaciones de mayor severidad y
cronicidad, la tiroxina (T4) sérica también disminuye®. A esta forma de
hipotiroidismo se la denomina con diferentes nombres tales como
sindrome del enfermo eutiroideo, sindrome de la enfermedad no tiroidea
o sindrome de la T3 baja ’. Aunque a partir de ahora utilizaremos el
término inglés NTIS —abreviatura de “non-thyroidal illness syndrome”-,
nosotros entendemos que ninguno de estos nombres es correcto.
Sindrome del enfermo eutiroideo implica que no existe hipotiroidismo;
sindrome de la enfermedad no tiroidea, implica que la glandula y eje
tiroideo no tienen un papel primario en el cuadro; sindrome de la T3 baja
implica que la T4 sérica no se afecta. Nosotros creemos que este cuadro
se debiera llamar hipotiroidismo causado por la enfermedad, y en este
trabajo presentaremos datos en favor de esta denominacion: NTIS es una
situacién clinica de hipotiroidismo causado por la enfermedad, y de hecho
es la principal causa de hipotiroidismo en enfermos hospitalizados. Sin
embargo, la mayoria de los endocrindlogos, internistas o especialistas en
cuidados intensivos no comparten esta vision; por ello, NTIS es una
entidad clinica ignorada, y los pacientes que la presentan no reciben

tratamiento, ya sea sustitutivo con hormona tiroidea o con péptidos



INTRODUCCION

liberadores de TSH. Nosotros tenemos la impresion que la mayoria de los
médicos -e incluso lideres en el campo sanitario que abogan por no tratar
a pacientes con NTIS-, desconocen en realidad esta situacion y creen que
es un cambio bioquimico mas asociado a enfermedad; en los casos méas
beligerantes la respuesta suele ser que NTIS es “una respuesta adaptativa
beneficiosa para el organismo®“. Sin embargo, ante la pregunta de que
“significa una respuesta adaptativa beneficiosa para el organismo”, la
respuesta suele ser ninguna o “las hormonas tiroideas aumentan el
metabolismo y eso es malo en situaciones de enfermedad severa”. Por
supuesto que si profundizamos en lo que significa “que las hormonas
tiroideas aumentan el metabolismo y porque normalizar niveles de
hormona tiroidea es malo” posiblemente no obtengamos una respuesta
satisfactoria o ninguna repuesta. Llevado la argumentacion al absurdo
siempre podriamos proponer que todo sujeto hipotiroideo en caso de
enfermedad severa deberia de suspender la toma de hormona tiroidea, o
incluso ser mas radical y recomendar el bloqueo de la funcion tiroidea
ante el minimo dato de enfermedad, porque todos sabemos que “las
hormonas tiroideas aumentan el metabolismo y eso es muy malo en

situaciones de stress metabdlico severo”.

1.1. FISIOLOGIA DEL EJE TIROIDEO.
La funcion del eje hipotalamo-hipofisis-glandula tiroidea es regular
los niveles séricos de hormonas tiroideas, y asi proveer niveles

fisioldgicos de hormonas tiroideas a los tejidos®.

Las principales hormonas del eje tiroideo son la TRH u hormona

liberadora de tirotropina, TSH, T4, y T3. La secrecion de estas hormonas
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estd regulada por clasicos mecanismos endocrinos de retroalimentacion

negativa (Figura 1).

Figura 1. Regulacion del eje hipotdlamo -hipdfisis- glandula tiroides. TRH hipotalamica
estimula la secrecion hipofisaria de TSH, que a su vez estimula la secrecion de T4y T3,
por la glandula tiroides. T4 y T3 ejercen un control negativo sobre la sintesis y secrecion
de TSH y TRH. T4 es un precursor de T3, que es la hormona tiroidea con mayor
actividad biologica. La mayoria de la T3 circulante proviene de la conversion de T4 a T3
en el higado, el rifidn y glandula tiroides, bajo la accién de la enzima deyodinasa | o

DIO1



INTRODUCCION

1.1.1. REGULACION DE LA SINTESIS Y SECRECION DE TRH

TRH es una hormona peptidica compuesta de tres aminoacidos:
acido piroglutdmico, histidina y prolina. TRH se sintetiza a partir de un
precursor (pro-TRH) de 242 aminoéacidos, que contiene 6 copias de la
secuencia Glutamina-Histidina-Prolina-Glicina (GIn-His-Pro-Gly)®, el
cual se modifica post-traduccionalmente para dar lugar a TRHY. Los
cambios post-traduccionales se llevan a cabo por dos proconvertasas
PC1/3 y PC2™: los productos intermedios generados sufren otras
modificaciones ejercidas por las carboxipeptidasas E y D que hidrolizan
el enlace peptidico situado en el extremo carboxiterminal*'. Finalmente,
la amidacion de este pro-TRH péptido por la enzima monooxigenasa
amidante de peptidil-glicina genera la TRH madura®.

La expresion de TRH es extensa, y solo a nivel hipotalamico se

13,14 13-16

expresa en el nucleo paraventricular—"", eminencia media~>"", nucleo

13,14,16

dorsomediano y nticleo preéptico™™ (Figura 2).

» 2. Nucleo paraventricular
» % 5 3. Area hipotaldmica anterior
33'/** 4. ljldcleo supradptico
1 % Hipotalamo 5. Area hipotalamica dorsal
3 8 : .
6. Nucleo dorsomedial
4 7 7. Nucleo ventromedial
9 10 8. Area hipotaldmica posterior
v 9. Area hipotalémica lateral
\ Eminencia 10. Cuerpo mamilar
media
Hipofisis
L J\ J
|l Y
Lébulo Lébulo

anterior posterior

Figura 2. Areas del hipotdlamo donde se expresa TRH: nlcleo predptico, nicleo

paraventricular, ndcleo dorsomedial y eminencia media.

10



INTRODUCCION

TRH se expresa también en el cuerpo estriado (nticleo accumbens)®®,
nlcleo septal lateral***®, hip6fisis***"*8, nicleos motores de la médula

14,20

espinal™®®®, bulbo raquideo™* y bulbo olfatorio****?'. Fuera del sistema

nervioso, TRH se expresa en la glandula tiroides?, placenta®, vesicula

biliar**, pancreas® y testiculo®®?’.

TRH regula la sintesis, liberacion y actividad biolégica de la TSH*
%0 A pesar de que en el cerebro se encuentran varios grupos de neuronas
capaces de sintetizar TRH, solamente las procedentes del ndcleo
paraventricular regulan la sintesis y liberacién de TSH *.. Las neuronas
productoras de la TRH hipofisiotropa proyectan sus axones hacia la zona
externa de la eminencia media donde liberan TRH*! para desde ahi ser
transportada por medio del sistema portal hipofisario a la glandula
hipéfisis. Una vez en la hipofisis, la TRH regula la secrecion de TSH por
31,32

las células tirotropas y prolactina por las células lactotropas
3).

(Figura

/Nucleoparaventricular Figura 3. La TRH del

o nacleo  paraventricular
Quiasma . .
éptico se libera en sistema

r— Hipotdlamo

sistema portal

Eminencia
Plexo capilar media = hipofisario de la
primario

Sistema portal

hipofisario Venas portales

N
Plexo capilar _—» %dﬁ

secundario

L nipsfisis ~ eminencia media por

donde llega a la

hipofisis anterior donde
Lbulo  Lébulo estimulara la sintesis y
anterior posterior

liberacion de TSH vy
PRL.
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En condiciones normales, la actividad de las neuronas secretoras de
TRH hipofisiotropa esta regulada mediante un sistema de
retroalimentacion negativo por las hormonas tiroideas. Ademas, estas
neuronas integran diversas sefiales para facilitar la adaptacion del
organismo al ayuno, disminucion de la temperatura, u otras condiciones
adversas como una infeccion. Ademas de las hormonas tiroideas, otros
elementos como leptina, melanocortina, y norepinefrina estimulan la
sintesis de proTRH y proconvertasas en el ndcleo paraventricular del

hipotalamo.

La disminucion de los niveles de hormonas tiroideas ademéas de
aumentar la sintesis de proTRH, también incrementa el procesamiento de
proTRH debido a un aumento en la expresién de PC1/3 y PC2%. Al
contrario, el aumento de los niveles de hormonas tiroideas disminuye los
niveles de TRH en el ndcleo paraventricular® y la expresion de PCs™.
Esta regulacion negativa mediada por las hormonas tiroideas se explica
debido a la presencia de lugares de union para el receptor de hormonas
tiroideas en los promotores de proTRH® y PC*®. La leptina estimula
directamente la expresion del gen proTRH a través del factor de
transcripcion transductor de sefial y activador de la transcripcion 3
(STAT3)¥, e indirectamente mediante el sistema de la melanocortina®.
La norepinefrina estimula la sintesis de TRH en respuesta a la exposicion

al frio o hipervolemia a través del receptor adrenérgico a2°**! (Figura 4).

12
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Nucleo

Leptina
arcuato

PC1/3, PC2

!
|

PAM

Figura 4. Regulacion de la expresion de TRH en el nicleo paraventricular. T3 actla
sobre el promotor de TRH y PC inhibiendo su expresion; norepinefrina (NE) y leptina
estimulan la expresion de proTRH. Leptina actla directamente en las neuronas
secretoras de TRH hipofisiotropa o indirectamente en las neuronas del ndcleo arcuato
que expresan propiomelanocortina (POMC) donde estimula la liberacion de
melanotropina o o hormona estimulante de melanocitos oo (MSH a), la cual activa el

receptor de melanocortina 4 (MC4R).

1.1.2. REGULACION DE LA SINTESIS Y SECRECION DE TSH.

La TSH es una hormona glicoproteica compuesta por dos
subunidades, a y B. La subunidad o es comun para la TSH, la hormona
luteinizante (LH), la hormona foliculo estimulante (FSH) y la
gonadotropina coridnica humana (hCG); la subunidad f§ es exclusiva para

la TSH y le confiere la especificidad bioldgica.
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La TSH es sintetizada y secretada por la células tirotropas de la
adenohipofisis y es el principal regulador de la funcion de la glandula
tiroides. La sintesis y secrecion de TSH esta regulada por la TRH a través
de su unién a un receptor de membrana plasmatica. El receptor de TRH
estd acoplado a las proteinas G de membrana Gg y G11, que activan la
fosfolipasa C y dan lugar a la hidrdlisis del fosfatidilinositol bifosfato
(P1P,) generando inositol 1, 4, 5-trifosfato (IP3) y el diacilglicerol (DAG).
El DAG activa la proteina kinasa C (PKC) dando lugar a una cascada de
sefializacion necesaria para activar los factores de transcripcion
encargados de la expresion de las subunidades o y B de la TSH*”, y la
fosforilacion de proteinas implicadas en la liberacion de TSH mediante
exocitosis. Por su parte, IP3 interactia con receptores especificos en
reticulo endoplasmico causando la liberacion de calcio su interior, que

H 43-46

estimula la secreciéon de TS (Figura 5). TRH estimula también la

glicosilacién de TSH, regulando asf su actividad biolégica®’.

Las hormonas tiroideas inhiben la sintesis y la secrecion de TSH
directamente en la hipofisis al inhibir la expresion de las subunidades o y
B “8, e indirectamente al reducir la secrecién de TRH por el hipotalamo.
De esta forma, niveles circulantes elevados de hormonas -ej.
hipertiroidismo- se asocian a niveles séricos bajos de TSH vy, en
situaciones de hipotirodismo lo habitual es observar una elevacion en los

niveles séricos de TSH.
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Figura 5. TRH estimula la secrecion de TSH a través de la activacion de PLC para
producir IP; y DAG. IP; induce la liberacién de calcio (Ca®") del reticulo endoplasmico

que estimula la exocitosis de las vesiculas que contienen TSH. La activacion de PKC

estd implicada en la estimulacién de la sintesis de TSH.

Otros factores implicados en sintesis y secrecion de TSH son la
dopamina®®, somatostatina>, glucocorticoides® y leptina®. La dopamina
inhibe la transcripcion de las subunidades o y B a través de la activacion
del receptor de dopamina D2°%. Somatostatina reduce la secrecién de TSH
afectando al calcio intracelular. La leptina estimula la transcripcion de las
subunidades o y p>*. Los glucocorticoides inhiben la secrecién de TSH

indirectamente inhibiendo la expresion de TRH y directamente
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inhibiendo la transcripcion de las subunidades o y B a través de la

proteina anexina 1 (antes llamada lipocortina 1) que inhibe PKC 3.

1.1.3. REGULACION DE LA SINTESIS Y SECRECION DE HORMONAS

TIROIDEAS.

La sintesis de hormonas tiroideas por la glandula tiroidea requiere de
TSH y su receptor, de tiroglobulina (Tg) y de un sistema de captacion y

procesamiento de yodo.

TSH es el principal regulador de la morfologia y funcion de la
glandula tiroides>. Para ello se requiere de la presencia del receptor de
TSH (TSHR), un receptor de siete dominios transmembrana acoplado a
proteinas G y cuya activacion da lugar a un aumento de AMPc a través
de la activacion de la adenilato ciclasa y del calcio intracelular através de

la activacion de la fosfolipasa C".

La sintesis de hormonas tiroideas requiere de tiroglobulina, principal
componente del coloide en el lumen folicular tiroideo. EIl gen de la Tg
humana esta ubicado en el brazo largo del cromosoma 8 y contiene 48
exones. EI mondmero pre proteico posee 2768 aminoacidos, de los cuales
los primeros 19 aminoacidos presentes en el extremo amino-terminal
corresponden al péptido sefial. La estructura primaria del monémero de
Tg presenta en la parte aminoterminal 19 unidades repetitivas ricas en
cisteinas, agrupadas en 3 dominios diferentes, denominados tipo 1, tipo 2
y tipo 3%, Los 11 elementos de tipo 1 se localizan entre los aminoacidos
12 y 1191 y entre 1492 y 1546 y regulan la degradacion de la Tg madura
por una inhibicion reversible de las proteasas lisosomales. EI dominio

tipo 2 estd compuesto por 3 elementos localizados entre los amino&cidos
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1437 y 1484 y el dominio tipo 3 comprende cinco elementos entre los
aminoécidos 1584 y 2168, La region carboxilo terminal de la Tg no
presenta zonas de repeticion interna, y en ella existe una region
comprendida entre las posiciones 6630 (exdn 38) y 8205 (exdn 48) del
ADNCc, que posee un 47% de homologia con la acetilcolinesterasa
(ACHE)®® (Figura 6).

Tipo 1

7 T Tipo 2
0 0 e 8
[ 'l P

Figura 6. Representacién de la tiroglobulina humana. Se indican las repeticiones tipo 1,
2 3y el dominio de homologia con la Acetilcolinesterasa (ACHE). (Imagen modificada
de Rivolta CM , Targovnik HM. Molecular advances in thyroglobulin disorders. Clin
Chim Acta 374:8-24. 2006)

La sintesis de hormonas tiroideas se realiza en etapas secuenciales
(Figura 7). El proceso se inicia con la captacion y concentracion de
yoduro (I) en la glandula tiroides. El yoduro se transporta al interior del
tirocito mediante un transportador de Na'/I" conocido como NIS (del
inglés “sodium-iodine symporter”) situado en la membrana basal de las
células foliculares del tiroides®®. Una vez en el interior del tirocito, el
yoduro se transporta hacia el lumen folicular a través de transportadores
localizados en la membrana apical, de los cuales Pendrina es el mejor

60,61

caracterizado La enzima peroxidasa tiroidea (TPO), localizada en

membrana apical del tirocito, es crucial para la sintesis de hormonas
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tiroideas. TPO cataliza la oxidacién de yoduro en yodonio, permitiendo la
yodacion de determinados residuos tirosilicos de Tg. Ademas, interviene
en el acoplamiento de las moléculas de yodotirosina, monoyodotirosina
(MIT) y diyodotirosina (DIT), para formar yodotironinas (T4 y T3)%%.
La T4 se forma mediante el acoplamiento de dos residuos DIT y la T3
mediante el acoplamiento de un residuo MIT y otro DIT. Estos procesos,
que tienen lugar en el lumen del foliculo tiroideo, requieren perdxido de
hidrégeno (H,0,) que actia como un aceptor de electrones. El sistema
generador de H,O; asociado a la TPO esta catalizado por dos enzimas
dual oxidadas, DUOX1 y DUOX2%*% (también denominadas THOX1 y
THOX2), enzimas dependientes de Ca®* y NADPH. Una vez sintetizadas,
T4 y T3 junto con los residuos MIT y DIT se almacenan en el coloide

formando parte de la molécula de la tiroglobulina yodada.

El primer paso para la secrecion de hormonas tiroideas consiste en la
endocitosis de Tg yodada desde el lumen folicular al citoplasma del
tirocito. Posteriormente, las vesiculas endociticas que contienen Tg
yodada se fusionan con los lisosomas, constituyendo los fagolisosomas,
en donde se produce la protedlisis de Tg yodada por enzimas
endopeptidasas como las catepsinas y tiol proteasas®’, dando lugar a la
liberacion de T4 y T3 de Tg y posterior secrecion a la circulacion. Las
yodotirosinas que no pasan a la circulacién son desyodadas en el interior
de la célula por accién de la yodo tirosina deshalogenasa 1 (DEHAL-1),
conocida también como yodo tirosina desyodinasa (I'YD), y el yodo asi
liberado por deshalogenacion puede ser reutilizado para la sintesis de

novo de hormonas tiroideas.
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Folicular
o
e lumen

Coupling of lodination of ~ Oxidation of I Figure 1
iodotyrosines tyrosines

Figura 7. Regulacidn de la sintesis de hormonas tiroideas en el tirocito. (Imagen tomada
de Targovnik HM, Esperante SA, Rivolta CM. Genetics and phenomics of
hypothyroidism and goiter due to thyroglobulin mutations. Molecular and Cellular
Endocrinology 322 44-55. 2010).

La TSH estimula la transcripcion de los genes del receptor de TSH,
la tiroglobulina, la TPO y el NIS a través de los factores de transcripcion
TTF-1, TTF-2 y PAX8%® TSH también regula la secrecién de las
hormonas tirodeas través de la via del AMPc, induciendo la endocitosis
de la tiroglobulina yodada y la fusion de estas vesiculas con los

lisosomas.
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1.1.4. TRANSPORTE DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.
1.1.4.1. TRANSPORTE EN LA CIRCULACION SANGUINEA.

Las hormonas tiroideas circulan en sangre unidas de forma reversible
a proteinas especificas. T4 circula unida a proteinas en un 99.96% vy libre
(FT4) en un 0.04%°: T3 circula unida en un 99.6% y libre (FT3) en un
0.4%. Las principales proteinas transportadoras son la globulina
transportadora de tiroxina (TBG), transtirenina y albumina. TBG es el
principal transportador (77% de T4 y 80% de T3), seguido de
transtirenina (15% de T4 y 27% de T3) y albumina, proteina con gran
capacidad transportadora (sobre todo de T3) pero de baja afinidad. Las
tres proteinas transportadoras son sintetizadas en el higado y variaciones
en su sintesis, degradacion y estructura, generan cambios en los niveles
séricos de las hormonas tiroideas totales. EI aumento o disminucién de
proteinas transportadoras, como se observa en algunas situaciones
clinicas, da lugar cambios en las concentraciones sericas de las hormonas
medidas como totales, aunque las concentraciones de las hormonas

tiroideas libres y de TSH permanecen dentro de la normalidad ™.
1.1.4.2. TRANSPORTADORES DE MEMBRANA.

Se han descrito dos grupos de transportadores de membrana para las
hormonas tiroideas, la familia del polipéptido transportador de aniones
organicos (OATP) y la familia de los transportadores de monocarboxilato
(MCT).

Dentro de los OATP1, al menos cinco miembros (OATP1AZ2,
OATP1B1, OATP1B2, OATP1B3 y OATP1C1l) son capaces de
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transportar hormonas tiroideas. OATP1A2 se expresa en higado, cerebro
y rifidn, y transporta T4, T3, rT3 y sales biliares. OATP1B1, OATP1B2 y
OATP1B3 se expresan en higado y muestran gran afinidad por T4 y T3"2.
OATP1C1 se expresa en cerebro, testiculos y coclea, y tiene mayor
afinidad por T4 y rT3 que por T3; su expresion en el endotelio vascular
de las capilares del cerebro sugiere que puede ejercer un papel importante

en el transporte a través de la barrera hematoencefalica’.

En relacién a los transportadores de monocarboxilatos, MCT8 vy
MCT10 transportan hormonas tiroideas. MCT8 transporta T4, T3, rT3 y
T2, y MCT10 transporta T3"*. MCT8 se expresa en el cortex cerebral,
hipotdlamo e hipdfisis, asi como en higado, rifidén, miocardio, glandulas
suprarrenales y tiroidea”™ . La distribucién de MCT10 es también amplia
e incluye intestino, rifion, higado, muasculo esquelético, miocardio y

placenta’ .

MCT8 tiene un papel primordial en la biodisponibilidad de hormonas
tiroideas a nivel neuronal cerebral, como lo demuestra el hallazgo de que
el sindrome de Allan-Herdon-Dudley, un cuadro congénito de retraso
psicomotor severo ligado al cromosoma X, se debe a mutaciones en
MCTS8, lo que limita el acceso durante la embriogénesis de hormona

tiroidea a neuronas en el sistema nervioso central®’.
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Figura 8. Transporte y metabolizacién de hormonas tiroideas a nivel tisular. T4 entra en
la célula diana mediante el transportador especifico MCT8. Dentro de la célula, T4 se
metaboliza a T3 (forma activa) mediante las enzimas deyodinasa 1 y/o deyodinasa 2, o
bien se metaboliza a rT3 (forma inactiva). Una vez en el ndcleo, T3 se une a sus
receptores nucleares (TR) regulando la transcripcién génica.

1.1.5. PAPEL DE LAS DEYODINASAS EN EL METABOLISMO DE LAS
HORMONAS TIROIDEAS.

La deyodinacion progresiva constituye la via mas importante de
metabolizacion de las T4 y T3, y esta catalizada por unas enzimas
denominadas deyodinasas. Las deyodinasas (DI1Os) son selenoproteinas,
grupo de enzimas que en su centro activo contienen el aminoacido
selenocisteina (Se-Cis), por lo que su funcionamiento es susceptible a la
deficiencia de selenio. El efecto de la deficiencia de selenio es tejido

dependiente, siendo méas pronunciada en el higado, muasculo esquelético y
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coraz6n®*®. La incorporacién de selenocisteina al centro activo de las
deyodinasas requiere el reconocimiento en el ARN mensajero de una
secuencia de incorporacion de selenocisteina (SECIS) a través de un
complejo del que forma parte la proteina SECISBP2 (del inglés
“Selenocysteine Insertion Sequence-Binding Protein 2’). Mutaciones
recesivas en SECISBP2 causan un fenotipo similar al observado en
ratones knock-out para DIO1 y DIO2, que consiste en elevaciones de T4,
reversa de T3 y TSH sérica con concentraciones bajas de T3. Este
fenotipo es consecuencia de una menor actividad de las deyodinasas
debido una incorporacion deficiente de selenio secundario consecuencia
de las mutaciones en SECISBP2®°,

T4 puede deyodinarse en el anillo externo dando lugar a la sintesis de
T3, o en el anillo interno dando lugar a rT3. DIO1 y DIO2 son
responsables de generar T3, y DIO3 es responsable de generar rT3
(Figura 9). Dado que DIO1 y DIO2 son capaces de deyodinar el anillo
externo de tirosina también pueden producir T2 a partir de rT3, y DIO3

puede producir T2 a partir de T3 (Figura 9).
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I |
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DIO1,DIO2 Tiroxina (T4) DIO3
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H, NH, e NH,
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3,3’,5- triyodotironina (T3) 3,3',5'- triyodotironina (rT3)
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Diyodotironina (T2)

Figura 9. Metabolizacion de las hormonas tiroideas catalizadas por las enzimas
deyodinasas. DIO1 cataliza la deyodinacion del anillo externo de la T4 convirtiendo T4

a T3 y de metabolizar T3 reversa a T2. DIO2 actla sobre el anillo externo de la T4 y

rT3. DIO3 actla sobre el anillo interno de la T4y T3.

DIOL1 se localiza en la membrana plasmatica y su centro activo esta
situado en el citosol®®. Los tejidos que presentan mayor actividad DIO1
son higado y rifién®, aunque nuestro laboratorio demostré que en
humanos existe actividad DIO1 también en tejido adiposo subcutaneo®
La expresion y actividad de DIO1 estan reguladas por factores
hormonales y nutricionales, siendo T3 el més importante®®. T3 aumenta la
expresion del gen DIO1 a través de su union al receptor beta de hormonas
tiroideas, que se une a dos elementos de respuesta a las hormonas

tiroideas (HRE) situados en el promotor del gen. Uno de los HRE se une
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con un homodimero del receptor beta de hormonas tiroideas, y otro HRE
se une con un heterodimero formado por el receptor de hormonas tirodeas
y el receptor del 4cido retinoico®. Asi mismo, sujetos con hipertiroidismo
presentan mayor actividad enzimatica DIO1% y estudios in vitro
mostraron que T3 estimula dicha actividad®. Existen otros factores que
regulan la expresion y actividad de DIO1 en forma especifica de tejido.
Asi, TSH induce la sintesis de DIO1 en la glandula tiroides humana
mediante un mecanismo que implica AMPc®*®?. La administracién de
hormona de crecimiento (GH) en adultos eutiroideos incrementa la
proporcién de T3 respecto a T4 en el suero y reduce la de rT3 respecto a
T4% sugiriendo que GH podria aumentar de la actividad DIO1 en los
tejidos periféricos. Sin embargo, en un estudio reciente realizado en
pacientes con déficit de hormona de crecimiento, antes y después del
tratamiento con GH, nosotros no observamos un aumento de la actividad
DIO1 en biopsias de grasa subcutanea®, por lo que los cambios en los
niveles séricos de hormonas tiroideas tras administracion de GH no se
pueden explicar por cambios en la actividad deyodinasa en la grasa

subcutanea.

DIO2 es una enzima residente en el reticulo endoplasmico, cuyo
dominio N-terminal esta localizado en el lumen de reticulo y el dominio
catalitico en el citosol®. DIO2 cataliza la deyodinacién del anillo tirosina
externo de las hormonas tiroideas, por lo que puede convertir T4 en T3,y
producir T2 a partir de la rT3. La expresion de DIO2 es ubicua, y su
mayor actividad reside en cerebro, hipofisis anterior, placenta, tiroides y
musculo esquelético humanos®®?%. A diferencia de las otras deyodinasas,

tiene una vida media corta de 20 min, debido a su degradacion
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dependiente del sistema ubiquitina/proteosoma’®’. La regulacién de D102
por las hormonas tiroideas es compleja, y se ejerce a nivel transcripcional,
post-transcripcional y post-traduccional. T3 inhibe la expresion del gen
DIO2 mientras que T4 inhibe la actividad de DIO2 actuando a nivel post-
traduccional'®%, Esta regulacién negativa mediada por T4 controla la
produccién de T3 y sus niveles intracelulares, dependiendo de la
disponibilidad de T4. EI gen DIO2 esta regulado por TTF-1 (del inglés
“Thyroid Transcription Factor 1), AP-1 (del inglés “Activator Protein
1”) y NF-«xB (del inglés “Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells”)!**%_ Esta regulacion es importante en situaciones de
enfermedad caracterizadas por el aumento de citoquinas proinflamatorias,
tales como el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) y la interleuquina-1
(IL-1), que tras su union a los receptores especificos inducen las cascadas
de sefializacién que conllevan a la activacién de los factores de
transcripcion AP-1 y NF-«xB, y por lo tanto, también afectan la expresion
de DIO2. En cultivo celular de células musculares humanas (HSKMCs) se
observoé como TNFa disminuye la expresion de DIO2 de manera dosis

dependiente®””.

DIO3 cataliza la deyodinacion del anillo tirosina interno de las
hormonas tiroideas, convirtiendo T4 en rT3 'y T3 en T2, ejerciendo asi un
papel muy importante como inactivador de las hormonas tiroideas. DIO3

se localiza en la membrana plasmatica'®

, tiene expresiéon ubicua y su
actividad es mayor en la placenta, cerebro y epidermis en el adulto; su
expresion en tejidos fetales es mas abundante, y se encuentra en el

109-111

higado, la piel, el pulmén, el corazon y el intestino . Diversos

estudios han descrito reactivacion de la expresion de DIO3 en diversas
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condiciones patolégicas como canceres, hipertrofia cardiaca, infarto de
miocardio e inflamacién crénica''®. Las hormonas tiroideas y el 4cido
retinoico estimulan la expresion del gen DIO3™3. Los estrégenos y
progesterona en el Gtero™* o el factor de crecimiento epidérmico y de
fibroblastos (EGF y FGF)*** también estimulan la expresién de DIO3. El
promotor del gen DIO3 presenta una secuencia de union al factor de
transcripcion factor 1 inducible por hipoxia o HIF-1, por lo que su
expresion aumenta en situaciones de hipoxia **. En cultivos primarios de
astrocitos de rata se observd que el estrés oxidativo incrementa la

expresion D103,

Otras rutas de metabolizacion de las hormonas tiroideas son la
desaminacion y decarboxilacién por oxidacion de la cadena lateral de
alanina, dando lugar a la produccion de 4&cido tetrayodoaceético
(TETRAC) vy triyodoacético (TRIAC), que luego son deyodados y
conjugados en el higado y eliminados por la via biliar*'’. TRIAC tiene
afinidad por los receptores de hormonas tiroideas alfa 1 y beta (TRal y

TRP), y puede actuar como agonista competidor de T3.

Un aspecto esencial en el metabolismo y accion fisioldgica de las
hormonas tiroideas es su produccion por tejidos periféricos. En humanos
sanos, la glandula tiroides genera solo el 20% de la T3 circulante,
mientras que el 80% restante se genera por conversion de T4 a T3
mediada por la DIO1 en higado y rifidn, y posiblemente por DIO2 en el
musculo esquelético ®*82° Sin embargo, existe cierta discrepancia
entre el papel relativo de DIO1 con respecto a DIO2 en la produccion de

T3 periférica. Esta controversia se debe por que la DIO1 tiene preferencia
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por rT3 y yodotironinas sulfatadas como sustrato, lo que sugiere que
DIOL1 tiene un papel en la deyodinacion de yodotironinas inactivas vy el
reciclaje de yodo en el organismo*?*. En pacientes hipertiroideos DIO1 es
importante en la generacion de T3 periférica ya que a diferencia de la

D102, la expresion del gen de DIO1 esta regulada positivamente por T3.

1.1.6. MECANISMOS MOLECULARES DE LA ACCION DE LAS HORMONAS

TIROIDEAS.

Las hormonas tiroideas ejercen acciones gendmicas y acciones no

gendémicas.
1.1.6.1. ACCIONES GENOMICAS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS.

Las acciones genomicas de las hormonas tiroideas son las mejor
caracterizadas. Se ejercen a través de la union de T3 con un grupo de
factores de transcripcion nuclear conocidos como receptores nucleares de
hormonas tiroideas (TRs). Estos receptores tienen 1) un dominio
regulador N-terminal A/B, que posee una funcion activadora
independiente del ligando conocida como AF-1 ( del inglés “activation
function-7"), 2) un dominio de unién al ADN conocido como DBD (del
inglés “DNA binding domain”), que tiene una estructura denominada
dedos de zinc necesaria para el reconocimiento de la secuencias
especificas del ADN -conocidas como elemento de respuesta a hormonas
o HRE (del inglés “hormone response element”); el dominio DBD
contiene también parte de la sefial de localizacion nuclear o NLS (del
inglés “nuclear localization signal”), 3) un dominio o0 region bisagra y
contiene el resto de la NLS, 4) el dominio de union al ligando o LBD (del

inglés “ligand binding domain’) que proporciona la especificidad del
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receptor por el ligando -T3- (Figura 10B), modula la capacidad de formar
homodimeros o heterodimeros con otros miembros de la superfamilia de
receptores nucleares’® 'y contiene la funcién activadora de la
transcripcion dependiente de ligando o AF-2, y 5) el dominio C-terminal

gue interacciona con proteinas coactivadoras (Figura 10A).

A

Dominio de union Dominio de union
a ADN (DBD) a ligando (LBD)

| |

D _F
! f f

Dominio Regidn Dominio
N-terminal bisagra C-terminal

Figura 10. A) Estructura bésica de
los receptores nucleares de
hormonas tiroideas. B) Estructura
del dominio de unién al ligando del
receptor beta de hormonas tiroideas

unido a T3 (amarillo).

Los receptores para hormonas tiroideas estan codificados por dos
genes, THRA y THRB'®, que se encuentran en cromosomas diferentes,
THRA en el cromosoma 17 y THRB en el cromosoma 3. La expresion de
estos receptores es relativamente ubicua pero los niveles de expresion

varfan dependiendo del tejido™?2*.
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THRA codifica para tres variantes TRo que se generan por splicing
alternativo (figura 12) y dos formas truncadas Aal y Ao2. La TRal, es un
receptor funcional capaz de unirse a T3 y al ADN, y las TRa2 y TRa3 no
se unen a T3y tienen capacidad dominante negativa in vitro - bloqueo de
la accion de T3 - aunque su papel in vivo no esté claro'®?, La diferencia
entre TRo2 y TRa3 con respecto a TRal reside en su extremo C-
terminal; TRa2 carece de los 40 ultimos aminoacidos de TRal que son
sustituidos por una secuencia de 120 aminoacidos. Las TRAa carecen del

dominio de DBD.

THRB codifica cuatro isoformas TRB1, B2, B3 y p4'*° que se generan
por el uso de un promotor alternativo (Figura 11) y la forma truncada
TRAB3. Por el momento, TRB3 se ha identificado solo en la rata. Las
isoformas 1, 2 y 3 unen T3 y se diferencian en la region N-terminal. La
isoforma TRPB4 se genera mediante splicing alternativo de la region C-
terminal de la isoforma TR 1, por lo que contiene los dominios A/B, Cy
D idénticos a los de TRB1 pero carece del dominio de unién al ligando y

no se une a T3,
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Figura 11. Isoformas de los receptores nucleares de hormonas tiroideas. En la figura se
muestran 2 isoformas para el gen THRB (TRB1 y TRB2) generadas por el uso de un
promotor alternativo situado entre los exones 2 y 3 del gen THRB. Ademas, también se
muestran dos isoformas para el gen THRA (TRal y TRo2) que se originan por el
splicing alternativo entre los exones 8 y 9, que corresponden con el dominio de unién a
ligando.

En la mitocondria existen por lo menos otras dos proteinas TRa, mas
cortas y capaces de unir T3. Una proteina tiene un peso molecular de 28
kDa (p28) y se localiza en la membrana interna de las mitocondrias; la
otra tiene un peso molecular de 43 kDa (p43) y se localiza en la matriz
mitocondrial. Ninguna de estas dos isoformas se encuentra en el nicleo,
pero p43, a diferencia de p28, contiene el dominio de unién a ADN. p43
actua a nivel del genoma mitocondrial regulando la sintesis de proteinas
mitocondriales. Ambas isoformas se producen a partir de un codén de

inicio de la traduccion (met 39 y met 150)***** (Figura 12).
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Figura 12: Las dos isoformas mitocondriales de TRa, p28 y p43, se originan por
traduccidn alternativa a partir de distintos AUG internos del ARN mensajero (109 y 442)
que corresponden con las metioninas 39 y 150. En el receptor TRal se muestran los
nameros de amino &cidos 1, 53, 120, 194 y 410.

La capacidad de los TRs de regular la expresion génica depende de la
presencia en los promotores de genes de HRE. Los TRs se pueden unir a
los HREs en forma de mondmeros o de dimeros, formando homodimeros
(TR-TR) o heterodimeros con otros factores de transcripcion. Entre éstos
factores estan el receptor retinoideo X (RXR), el receptor de estrogenos,
el receptor de é&cido retinoico (RAR) y el receptor activado por
proliferadores de peroxisomas (PPAR), siendo la interaccion con el RXR

la méas abundante.

La union de T3 al complejo TR-HRE de un gen regulado
positivamente por T3 da lugar un cambio conformacional en el TR

causando la disociacion de represores de la transcripcion del complejo y
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el reclutamiento de coactivadores. Algunos de esos coactivadores son
proteinas que inducen la acetilacion del ADN o poseen actividad histona
acetiltransferasa, haciendo asi accesibles los genes regulados por las
hormonas tiroideas al complejo de iniciacion de la transcripcion (Figura
13).

0999

Homodimers Heterodimers

( ERH ) ¢ ERH )

Co-Represor

RNm pol II

“FIIF

TFIIE

Figura 13. Mecanismo gendémico de accion de las HT. Los TR se unen al DNA
formando homodimeros (TR-TR) o heterodimeros (RXR-TR). En un HRE regulado
positivamente por T3 la ausencia de T3 hace que el heterodimero RXR-TR este unido a

co-represores que inhiben la transcripcién de los genes regulados.

1.1.6.2. ACCIONES NO GENOMICAS DE LAS HORMONAS TIROIDEAS

Las acciones de las hormonas tiroideas independientes de la union
del receptor al ADN se conocen como acciones no genomicas de las
hormonas tiroideas™. Estas acciones dependen de la activacién de

receptores situados en la membrana plasmatica o en el interior de la
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célula, fundamentalmente en el citoplasma, el nticleo o la mitocondria®®*
136

La integrina aVPB3 es una proteina estructural de la membrana
plasmética que puede interactuar con las proteinas de la matriz
extracelular y con las hormonas tiroideas*®’. aVB3 tiene dos sitios de
unién a las hormonas tiroideas **; uno de éstos se une exclusivamente T3
y activa la via de la PI3K (del inglés, “phosphatidylinositol 3-kinase™) lo
que da lugar a la translocacion de TRal al nucleo celular y la
transcripcion del factor HIF-1; el otro lugar puede unir T3 o T4,
activando la via PKC, Ras-Rafl-MEK (del inglés, “Rat sarcoma”,
“Rapidly Accelerated Fibrosarcoma” y “Mitogen-activated protein
kinase kinase”) dando lugar a la fosforilacion, activacion y translocacion
nuclear de MAPK-ERK1/2 (del inglés “mitogen-activated protein kinase”
y “extracellular-signal-regulated kinases’) dando lugar a 1) fosforilacion
de TR provocando su disociacion de co-represores y aumentando su
actividad transcripcional, 2) interaccion con el TR, forméando el complejo
MAPK-/TR que a su vez se une a p53 fosforilandola y disminuyendo su
actividad transcripcional™>** o 3) fosforila STAT! (del inglés, “Signal
Transducer and Activator of Transcription 1), STAT3 (del ingles,

135,140

“Signal Transducer and Activator of Transcription 3”) provocando

su translocacién al nucleo y activando la transcripcién génica (Figura 14).

La activacion de la via MAPK (ERK1/2) estd implicada en

angiogénesis™’*** y proliferacién de la células tumorales™*®**, mientras
que la activacion de la via PI3K esta relacionada con el trafico

intracelular de proteinas*® (Figura 14).
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Figura 14. Acciones no genoémicas iniciadas a nivel del receptor integrina alphaVB3 en
la membrana plasmatica. Las hormonas tiroideas estimulan ERK1/2 a través de PKC, la
activacion de ERK1/2 promueve su translocacién al nicleo y la fosforilacién de TR, p53
y STATSs. T3 activa PI3K que esta implicada en la translocacion de TRa y activacion de
la transcripcion de HIF-1

La translocacion al nucleo de los receptores de hormonas tiroideas
sugiere que tanto los efectos gendmicos como los no gendmicos de las

hormonas tiroideas podrian actuar conjuntamente.

1.2. FISIOPATOLOGIA DEL HIPOTIROIDISMO CAUSADO POR

ENFERMEDAD O NTIS.

NTIS es una situacion de hipotiroidismo presente en sujetos con
enfermedad severa 0 en ayuno prolongado. Se caracteriza por un
descenso en los niveles séricos de T3, aumento de rT3, y valores

normales o bajos de TSH. Los niveles séricos de T4 se mantienen
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normales, aunque en los casos de mayor severidad y prolongados en el

tiempo, también se observa un descenso en esta hormona®> (Figura 15).

THYROID HORMONE TEST

" B CONTROL
** W SEPTIC SHOCK

H Normal Range

*k

-

TSH FT4 FT3 rT3
(WI/mL) (ng/dL) (pg/ml)  (ng/dL)

o = N W b

Figura 15. Niveles séricos de TSH, FT4, FT3 y rT3 en un grupo de pacientes control y
un grupo de pacientes con shock séptico. Los pacientes con shock séptico muestran
disminucién significativa de TSH, T3 libre y un aumento de rT3 comparado con
controles. (Tomado de Lado-Abeal J, Castro-Piedras |. Nonthyroidal Iliness Syndrome.
Hot Thyroidol. e11. ISSN 2075-2202. 2009).

En nuestra experiencia, esta situacion se presenta en casi todos los
enfermos criticos tras 48 horas de ingreso en unidades de cuidados
intensivos. En clinica, niveles bajos de T4 se asocian a un aumento en la
mortalidad, y de hecho en sujetos con niveles séricos de T4 inferiores a 4
pg/dL la probabilidad de muerte aumenta al 50%, y si los niveles de T4
son inferiores a 2 pg/dL, dicha probabilidad de muerte alcanza 80%?°.
Queda por dilucidar si este aumento de mortalidad es consecuencia del
hipotirodismo profundo, o es una mera asociacion clinica reflejo de la

gravedad del cuadro clinico.

36



INTRODUCCION

1.2.1. MECANISMOS RESPONSABLES DE LOS CAMBIOS EN LOS NIVELES

DE HORMONAS TIROIDEAS Y TSH.

La disminucion de los niveles sericos de T3 se debe
fundamentalmente a cambios en la actividad de las deyodinasas. Diversas
observaciones, tanto en modelos animales como en humanos enfermos,
apuntan a que un descenso en la actividad DIO1 a nivel hepatico y renal,
tiene papel relevante en el desarrollo de NTIS. En condiciones
fisiologicas, higado y rifiones generan el 70% de la T3 circulante, a partir
de la conversiéon de T4 en T3 por accién de DIO1 (Figura 16), lo que
explicaria la elevada frecuencia de niveles séricos bajos de T3 en

enfermos con insuficiencia renal cronica y con cirrosis hepatica.

Figura 16. Expresiéon de DIO1 (color marrén oscuro) medida por inmunohistoquimica
en rifién (A), higado (B) y tiroides(C) humanos. Puede apreciarse una mayor expresion
de la enzima tanto rifibn como en higado respecto a tiroides. (Cortesia del Dr. Jose
Cameselle Teijeiro, Servicio de Anatomia Patologica, Complexo Hospitalario de
Santiago de Compostela

Al igual que la enfermedad severa, el ayuno prolongado es una causa
de disminucion de T3 y en modelos animales se observé una disminucion
de la actividad DIO1 hepética durante el ayuno'®. Asi mismo, en
situaciones que desencadenan una respuesta inflamatoria severa, como el

shock séptico o abscesos infecciosos, existe un descenso de la T3 sérica
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que se asocia a una disminucién en la actividad DIO1 hepética***. Sin

embargo, todavia no se ha aclarado si existe una relacion causal entre
disminucion de la expresion y actividad de DIO1 y el descenso en los
niveles séricos de T3. En este sentido, tanto en ratones knock-out para
D101 como ratones de la cepa CH3 -presentan baja expresion de DIO1 en
el higado y rifién-, las concentraciones séricas de T3 y TSH son

norma|e8121,146,147

, presentando niveles elevados de T4 y rT3. Sin
embargo, es posible que animales crénicamente deprivados de actividad
DIO1 desarrollen mecanismos compensatorios que permitan mantener
niveles séricos de T3 dentro de la normalidad.

La participacion DIO2 en el descenso de T3 durante el NTIS se
desconoce. D102 es esencial en la regulacion hipotaldmo-hipofisaria de la
secrecion de TSH, y por ello, en la secrecién de hormonas tiroideas.
Ratones knock-out para DIO2 (D2KO) tienen niveles séricos de T3, T4 y
TSH elevados, y el tratamiento con T3 disminuye los niveles de TSH, que
sin embargo no se afectan por la administracion de T4. Estas
observaciones indican que la ausencia de actividad DIO2 causa
resistencia central a la accion de T4, y que T3 inhibe secrecién de TSH*®
(Figura 18). Dado que los ratones D2KO presentan niveles normales de
ARNm de TRH en el nlcleo paraventricular del hipotadlamo TSH', se
hipotetiz6 que T3 actua a nivel hipofisario bloqueando la secrecién de
TSH vy, que para que las hormonas tiroideas ejerzan un efecto de
retroalimentacion negativo en el hipotdlamo se requiere de actividad
DIO2 (Figura 17).
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Figura 17. Papel de la DIO2 en la regulacion negativa del eje hipotdlamo-hipofisis-
glandula tiroides. D2 es la principal enzima en el cerebro responsable de convertir T4 en
T3. La produccién de T3 por DIO2 en las células tirotropas de la hipofisis anterior es la
encargada de inhibir la produccion de TSH en la hipdfisis. DIO2 también se expresa en
la eminencia media y unas células gliales especializadas llamadas tanicitos que tapizan
parcialmente la pared del tercer ventriculo en el hipotalamo mediobasal. La produccion
de T3 por los tanicitos conlleva a la supresién de TRH en el nlcleo paraventricular del
hipotalamo.

En lo que existe un mayor acuerdo es en que DIO3 tiene una funcién
relevante en el descenso de T3 en NTIS. Estudios en humanos y modelos
animales han mostrado que la actividad DIO3 aumenta en el higado y
musculo esquelético®™ %% El aumento en la actividad DIO3 causa una
mayor conversion de T4 a rT3, y una mayor conversion de T3 en T2, lo
que explicaria el aumento de rT3 y descenso de T3 en sujetos con
enfermedad severa, fendmeno que se conoce como hipotiroidismo por

consumao.
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El aumento en el nivel sérico de rT3, se debe al aumento en la
actividad D103 y a una menor actividad DIO1. El aumento de actividad
D103 incrementa la conversién de T4 en rT3 (Figura 18), y el descenso
de la actividad DIO1 disminuye la conversion de rT3 a T2, siendo el
resultado final el aumento de rT3 (Figura 18). EI aumento de la actividad
DIO3 y descenso DIO1 explicarian la necesidad de administrar dosis
sustitutivas muy elevadas de tiroxina y triyodotironina en sujetos criticos
con hipotiroidismo para normalizar los niveles de TSH y la observacion

del aumento de rT3 circulante tras sus administracion®®.

Figura 18. EIl hipotiroidismo por

T4
DIO1,DI02 D|03 consumo es un cuadro resultante
del aumento de la conversion de

T3 T4 arT3 y la conversion de T3 a
rT3 |
T2 por el incremento de Ia

Dado que la produccion de rT3 esta limitada por la concentracion de
sustrato, en situaciones prolongadas en las que T4 esta disminuida, la rT3
sérica no se eleva. Sin embargo, en estas situaciones el cociente rT3/T4
aumenta. En nuestro laboratorio se describié que pacientes con shock
séptico ingresados en una unidad de cuidados intensivos presentaban un
incremento de los niveles séricos de rT3 asociado a un aumento de la
actividad DIO3 en el musculo®®. Otros estudios realizados en muestras

obtenidas postmortem procedentes de enfermos criticos, también
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encontraron una inhibicién de DIO1 en el higado y un incremento de la

actividad D103 en higado y musculo esquelético™.

Los pacientes con enfermedad critica tienen valores séricos de TSH
normales o bajos. Estos valores son inapropiados para los niveles séricos
de hormonas tiroideas que presentan estos pacientes, ya que seria
esperable una elevacion en la TSH como repuesta al descenso en los
niveles séricos de hormonas tiroideas. Los mecanismos que previenen el

incremento de TSH no se han caracterizado del todo®

, aunque la idea
vigente es que existe un descenso en la liberacion de TRH hipotalamico.
Asi, estudios postmortem en humanos encontraron un descenso en la
expresion de TRH a nivel del ndcleo paraventricular en sujetos que
fallecieron tras sufrir una enfermedad critica respecto a aquellos que

fallecieron por otras causas**®

(Figura 19). Ademas, estudios en humanos
demostraron que la administracibn de TRH a pacientes criticos
reestablecié la concentracién normal de TSH en el suero™. Estas
observaciones junto a estudios experimentales en roedores, en donde la
administracién de citoquinas inflamatorias causa un descenso en la
expresion de TRH y beta-TSH'*®>'*® ha extendido la creencia de que
durante la enfermedad severa existe un hipotiroidismo central secundario
a un bloqueo de la secrecion de TRH y de TSH inducido por citoquinas

inflamatorias y otros mediadores de stress como glucocorticoides.
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Figura 19. Autoradiografias de secciones representativas de hibridacion in situ para
ARNmM de TRH de dos pacientes, mostrandose la region paraventricular (PVN) del
hipotalamo a lo largo de la pared del tercer ventriculo. A. Sefial de hibridacién de baja
intensidad de un paciente con enfermedad critica. B. Sefial de hibridacion de alta
intensidad de un paciente con concentraciones normales de hormonas tiroideas. (Imagen
tomada de Fliers et al. Decreased hypothalamic thyrotropin-releasing hormone gene
expression in patients with nonthyroidal illness. J Clin Endocrinol Metab 82, 4032-
4036.1997)

Sin embargo, nosotros hemos observado en pacientes gravemente
enfermos y que padecian hipotiroidismo primario severo no tratado, que
niveles séricos bajos de T4 y T3 se asocian con niveles elevados -en
ocasiones extremadamente elevados- de TSH sérica'®®. Ademas, la
administracién a estos pacientes de levotiroxina o de una combinacion de
levotiroxina y triyodotironina, logrdé disminuir e incluso normalizar en
algunos sujetos, los niveles de TSH. Este estudio clinico demuestra que
durante la enfermedad severa, para mantener los niveles normales de TSH
se requiere la presencia de T4. La aparente discrepancia en los niveles
séricos de TSH durante la enfermedad critica entre sujetos no

hipotiroideos antes de la enfermedad (niveles normales) y sujetos
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hipotiroideos (niveles elevados), pudiera explicarse por los cambios en la
actividad de DIO2 inducidos por la respuesta inflamatoria a la
enfermedad critica. En roedores, la expresion y actividad de DIO2
aumenta en el hipotdlamo y otras areas del cerebro durante situaciones de
stress inflamatorio™"**®, Como hemos comentado con anterioridad, DIO2
aumenta la conversion de T4 en T3, haciendo posible que en sujetos
enfermos no previamente hipotiroideos este mecanismo mantenga niveles
de T3 hipotalamicos dentro del rango normal, previniendo asi la
elevacion de TSH, es decir se mantendria una situacion de eutiroidismo
hipotaldmico; incluso, cuando se observa un descenso de la TSH, habria
entonces un exceso de hormona tiroidea a nivel local. En caso de que no
haya suficiente T4 circulante, como sucede durante el hipotiroidismo
primario, se observaria la elevacion de TSH; de hecho, el descenso en los
niveles de TSH tras la administracion de tiroxina observada en estos
pacientes enfermos con hipotiroidismo primario no tratado apoya nuestra
hipotesis.

Los niveles séricos y tisulares de T4 disminuyen en casos de
enfermedad severa prolongada. Asi, estudios postmortem en humanos,
han mostrado que la concentracion de T4 en el higado de enfermos
criticos fue un 66% menor que en sujetos muertos por enfermedad no
critica’®. En estos casos, ademas de un aumento en la metabolizacion de
T4 en rT3 mediada por DIO3%, existe posiblemente un aumento en la
conversion de T4 a T3 a nivel hipotalamico-hipofisario mediada por
DI102"%% |0 que conllevaria un descenso en los niveles séricos de TSH,
que unido a una posible menor actividad bioldgica, tendria como

resultado una menor produccion de T4 por la glandula tiroides.
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1.5.2. OTROS CAMBIOS MOLECULARES POTENCIALMENTE RELEVANTES
ASOCIADOS ANTIS ANIVEL TISULAR.

Durante NTIS se producen cambios tisulares que podrian causar una
menor sensibilidad a la accion de las hormonas tiroideas. Entre éstos,
cabe citar una menor expresion de transportadores especificos de
hormonas tiroideas® y de los receptores nucleares para hormonas
tiroideas y algunos de sus cofactores'®’. Estos cambios son ademas tejido
especifico como hemos demostrado previamente en estudios en pacientes
critico®™. En pacientes criticos nosotros encontramos una disminucién en
la expresion de DIO2 y un incremento de la actividad DIO3 en el
mausculo, y un descenso en la expresion de MCT8 en el tejido adiposo.
Ademas, en musculo esquelético se observé una disminuciéon en la
expresion de THRB1, RXRA y RXRG, y en el tejido adiposo un descenso
en la expresion de THRB1, THRAL y RXRG (Figura 20 y 21) % Estos
hallazgos sugieren que durante la enfermedad critica, unido a una menor
biodisponibilidad de hormona tiroidea, existe un descenso en mediadores

moleculares de sus acciones nucleares.

En esta misma linea, estudios en roedores tratados con
lipopolisacarido bacteriano mostraron una disminucion de la expresion de
THRAL1, THRA2, THRB, RXRA, RXRB y RXRG en el higado™® y
corazén™; asi mismo, en ratones en ayuno, se observé un descenso en la

expresion de THRB1 e aumentd en la expresion de DIO3 en el higado™®.
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La administracion de leptina después del ayuno restablecio los niveles de
expresion de DIO3, mientras que los niveles de hormonas tiroideas en el
suero y la expresion de THRB1 en el higado siguié siendo baja. Estos
datos sugieren que el aumento de la expresion DIO3 relacionado con el

ayuno puede ser debido a los niveles bajos de leptina™®.

O Control Skeletal muscle
1 B Septic shock

" MCT8 DIO2 SBP2 THRB1 THRA1 RXRA RXRB RXRG NCOR1 SRC1 SMRT UCP3

3 ’ )
O Control Subcutaneous adipose tissue

W Septic shock

mRNA expression ratio (relative to control)

0_
MCT8 DIO2 SBP2 THRB1 THRA1 RXRA RXRB RXRG NCOR1 SRC1 SMRT UCP3

Figura 20: A, Expresién de ARNm del transportador 8 de monocarboxilatos (MCT8),
deyodinasa 2 (D102), proteina fijadora de SECIS tipo 2 (SBP2), receptores de hormonas
tiroideas (THRB1, THRAL), receptores X retinoide (RXRA, RXRB, RXRG),
correpresor 1 de receptor nuclear (NCORZ1), coactivador 1 de los receptores esteroideos
(SRC1), mediador silenciador de los receptores de hormonas tiroideas y retinoides
(SMRT), y proteina desacopladora mitocondrial 3 (UCP3) en el musculo y el tejido
adiposo de los pacientes con NTIS respecto al grupo control. (*P < 0.05, P < 0.01)
(Tomado de: Rodriguez-Perez, A. et al. Identification of molecular mechanisms related
to nonthyroidal illness syndrome in skeletal muscle and adipose tissue from patients
with septic shock. Clin Endocrinol (Oxf) 68, 821-827, 2008)

45



INTRODUCCION

A Skeletal muscle

0-50
O Control
W Septic shock "

0-25 -

0-00 i

D1 D2 D3
(pmol/mg/min) (fmol/mg/min)
B Control NTIS
THRA - [FE R e |
B-Tubulin —+ - —— 1501 . £ contol
THRB1 - [ =0 | * .

100 1

B-Tubulin - = - |

RXRG"l.—ﬁ-Z“-"..“ MI 50

il 10

PPARE — [ v e o o e e | THRA THRB1 RXRA RXRG PPARG

RXRA = e = e o o

B-Tubulin —» [se s e e 0 o s o= |

Figura 21: A, Actividad deyodinasa en el musculo de los pacientes con NTIS respecto al
grupo control. (Tomado de: Rodriguez-Perez, A. et al. ldentification of molecular
mechanisms related to nonthyroidal illness syndrome in skeletal muscle and adipose
tissue from patients with septic shock. Clin Endocrinol (Oxf) 68, 821-827, 2008) B,
Expresion proteica de THRA, THRB, RXRG, RXRA y PPARG en el musculo de
pacientes con NTIS respecto al grupo control. (Tomado de: Lado-Abeal J, et al. Thyroid
hormone receptors are down-regulated in skeletal muscle of patients with non-thyroidal
illness syndrome secondary to non-septic shock. Eur J Endocrinol. 163(5):765-73, 2010)
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El factor de necrosis tumoral-a (TNF-0) esta implicado en la
inhibicion del gen DIO1, a través de la activacion del factor de
transcripcion NF-kB, el cual una vez activado interfiere en la union del
complejo T3-TR con el elemento HRE del gen DIO1, inhibiendo asi su
expresion'®. En la linea celular hepética HepG2, IL-1 inhibe la expresion
de DIO1 y THRB1'®. La inhibicién de la expresién de THRBL1 es debida
exclusivamente a la via de NF-xB, mientras que la inhibicion de la

expresion de DIO1 es necesaria la cooperacion de la via de NFkB y AP-
1165

Shock séptico como modelo de enfermedad severa.

Sepsis se define como la presencia probable o documentada de
infeccion unido a una respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), que puede
dar lugar a disfuncion aguda de érganos -sepsis severa- e hipotension
(presion arterial sistolica <90 mmHg, o presion arterial media<70 mm
Hg, o un descenso en la presion arterial sistélica>40 mmHg) que no
responde a la administracion de fluidos -shock séptico-'®. La sepsis
severa y shock séptico son la causa mas frecuente de mortalidad en las
unidades de cuidados intensivos, con una mortalidad intrahospitalaria del
30%, que aumenta al 70% en casos de disfuncién miocérdica™’**°. En
USA estas situaciones clinicas son las que acarrean un mayor gasto

sanitario, con un costo anual superior a 20,000 millones de USD.

Los pacientes con SRIS presentan al menos 2 de las siguientes
manifestaciones: anormalidades en la temperatura corporal (hipotermia o
hipertermia), taquicardia, taquipnea, y en el recuento de linfocitos

(leucocitosis o leucopenia)*™. El SRIS es la respuesta del organismo a
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maultiples insultos, incluyendo la infeccion, isquemia, politraumatismo o

shock hemorragico,

La iniciacion de la respuesta del huésped durante la sepsis o dafio
tisular est4 asociada a la activacion de los receptores de reconocimiento
de patrones (RRP), como son los receptores TLR (del inglés, toll-like
receptor), por secuencias de moléculas encontradas en patdgenos
denominadas patrones moleculares asociados a patdégenos (PAMPS).
Estos receptores inician la respuesta inmune innata y regulan la respuesta
inmune adaptativa. La expresion de TLR4 aumenta significativamente en
pacientes con sepsis, modelos animales de sepsis y trauma, incluyendo

trauma térmico’*.

Los modelos animales de sepsis se pueden dividir en 3 categorias: a)
inyeccion de una toxina exdgena como LPS, b) alteracion de la barrera
protectora enddgena del animal como el modelo de ligacion y puncién
cecal y ¢) administracion o inoculacién de bacterias por via intravenosa o

intracavitaria.

La administracion de LPS induce inflamacién sistémica que
mimetiza muchas de las caracteristicas iniciales de la sepsis, incluyendo
el incremento de citoquinas proinflamatorias como TNF-a y IL-1, pero
sin bacteriemia. EI modelo de ligacion y puncién cecal induce sepsis con
un perfil de citoquinas similar al humano y mimetiza la inmunosupresion
caracteristica de la fase tardia de la sepsis. La reproduccion de este
modelo es complicada ya que esta manipulacion quirdrgica hace que
multiples especies de bacterias estén presentes en el torrente sanguineo y

el tratamiento de apoyo con fluidos y antibioticos varia entre laboratorios.
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La administracion de bacterias puede ayudar en el caso del estudio de
sepsis producidas por un patdgeno en concreto como neumonia causada
por infeccion nosocomial*™. El modelo estudiado con més frecuencia es
el de la administracion exdgena de endotoxina a través de diferentes vias,
intravenosa, intraperitoneal o intratraqueal. Este modelo es el mas
sencillo de realizar, produce la mayor homogeneidad y es relativamente

facil de replicar'’,

Una consideracion a tener en cuenta al elaborar estos modelos es la
especie animal en la que se realiza. En fisiopatologia humana, lo ideal es
el empleo de especies que se asemejan lo maximo posible al ser humano.
Aunque el uso de ratas y ratones es muy comun debido a la facilidad de
cria y su coste relativamente bajo, existen importantes diferencias en
fisiologia tiroidea entre estos animales y humanos. Ademas, los roedores

son relativamente resistentes a la endotoxemia "

En este trabajo hemos elegido 1) el shock séptico como modelo de
enfermedad debido a su importancia y frecuencia en el medio
hospitalario, 2) el LPS como medio para crear el shock debido a su
contrastada efectividad y reproducibilidad asi como facil manejo y bajo
costo, y 3) el cerdo doméstico como animal de experimentacion por ser
un animal grande, con una fisiologia extrapolable a la humana al menos
en cuanto a respuesta cardiovascular a la sepsis, de bajo coste y facil

disponibilidad en nuestra institucion.
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2. OBJETIVOS

El principal objetivo del presente trabajo es el de establecer un
modelo porcino de shock séptico con la finalidad de estudiar el
hipotiroidismo causado por enfermedad. En concreto, pretendemos
evaluar 1) los efectos del shock septico sobre los niveles de hormonas
tiroideas en suero y tejidos, y 2) cambios de la expresion génica de los
genes relacionados con el metabolismo de hormonas tiroideas y 3) la
relacion entre el factor de trascripcion NF-kB y el descenso de la

expresion del receptor de hormonas tiroideas THRB durante la sepsis.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. ANIMALES:

El uso de animales de experimentacion fue aprobado por el Comité
Institucional para el Uso y Cuidado de Animales (IACUC) de Texas Tech
University.

Se estudiaron 20 hembras porcinas prepuberes, de 3 meses de edad,
con un peso de 9.5 a 10.5 kg. Los animales se distribuyeron en dos grupos

de 10 animales cada uno, grupo control y grupo sepsis.

Los animales se trasladaron desde el criadero al lugar de
experimentacion con al menos 24 horas de antelacion a la cirugia, para
facilitar su aclimatacion. Los animales se estabularon en jaulas
individuales, con comida y agua ad libitum, en una sala con control de
temperatura (22+2°C), humedad (55+£5%), y ciclos de luz-oscuridad de 12
horas (Figura 22).

En cada animal se insertaron dos catéteres centrales a través de las venas
yugulares, que se utilizaron para la extraccion de sangre, y administracion
de sueros, medicacién y LPS a los animales en libre movimiento. Los
catéteres se prepararon en nuestro laboratorio con material de vinilo (SCI
Scientific Commodities, AZ), con un didmetro interno de 1.40 mm vy
externo de 1.91 mm. En cada catéter se pegaron con silicona dos trozos
de tubo de vinilo amarillo de diametro 3.17 x 6.40 mm para facilitar la
sujecion del cateter al musculo. Finalmente, el extremo del catéter por
donde se extrajeron las muestras se prepard insertando con una aguja

recortada de puncion venosa de 19G.
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Para la inserciébn de catéteres, los animales se sedaron con

Tiletamina/Zolazepam, Ketamina y Xylazina, (0.022-0.044 mL/kg/i.m.),
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Figura 22. Detalle de las jaulas en las que se acomodaron los animales. En la imagen se
observa los dipensadores de agua y comederos.

manteniéndose luego con isofluorano administrado mediante una méascara
facial. La cirugia requirio incisién por planos del cuello, en el area
comprendida entre la rama caudal mandibular, el tubérculo mayor del
hamero y el manubrio del esternén (Figura 23A). Tras visualizacion y
exposicion de las venas yugulares externa o interna, se colocaron dos
suturas a ambos lados de donde se va a realizar la incisién venosa para
introducir el catéter (Figura 23B). Previamente a la introduccion del
catéter, éstos se llenaron de suero salino con heparina (10Ul/mL) para
evitar la formacion de codgulos. Tras realizar la incision e introducir el
catéter se cerraron las suturas firmemente, la sutura anterior a la incision

evita el flujo de sangre y la sutura posterior sirve para sujetar el catéter en
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la vena. Posteriormente se tunelizé el catéter por debajo de la piel hasta

detras de la oreja.

Tras la cirugia, se permitié la recuperacion del animal durante al
menos 24 horas, transcurridas las cuales se les aplicé un sistema de
telemetria externo (Jacketed External Telemetry, Data Sciences
International, MN, USA.), mediante el cual se registré de forma continua

la temperatura y frecuencia cardiaca de los animales (Figura 23C).

Rama caudal
mandibular
Tubérculo
mayor del
hamero e 8

Figura 23. A) Fotografia mostrando la
region en la que se hace la incisién. B)
Fotografia mostrando la vena en la que se
introdujo el catéter. C) Fotografia de los
cerdos posterior a la cirugia, con la
chaqueta portadora del sistema de

telemetria
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Los registros de temperatura y actividad cardiaca se iniciaron 12

horas antes de la fase experimental.

La administracion de LPS se realiz6 en bolus a 3.5 pg/kg/minuto
durante 5 minutos seguido de la infusion continua a 3.5 pg/kg/hora
durante 12 horas. Si transcurridas 12 horas, el incremento de temperatura
corporal se mantuvo por debajo de 2°C respecto a la temperatura inicial,
la concentracién de LPS a infundir se aumento6 a 4 pg/kg/minuto durante
5 minutos y se mantuvo a 4 pg/kg/hora durante 12 horas. En caso de que
la temperatura aumentd por encima de 2°C respecto a la inicial, se
mantuvo la infusion al ritmo inicial, 3.5 pg/kg/hora. Transcurridas las
primeras 24 hrs, se procedié a dar otro bolus con un incremento en la
concentracion de 1 pg/kg respecto a la previa, siempre que la temperatura
corporal no superara los 41 °C. La administracion de LPS se suspendio

siempre que la temperatura corporal superara 41 °C.

Las muestras de sangre venosa Se obtuvieron antes de empezar la

infusion, y transcurridas 8, 16, 24, 32, 40 y 48 horas del inicio.

A las 48 horas desde el inicio de la infusion, los animales se
sacrificaron mediante la administracion de Fatal Plus (Vortech
Pharmaceuticals, MI, USA). En el grupo LPS, algunos animales
fallecieron o se decidi6é su sacrificio antes de las 48 horas debido a la

gravedad clinica del shock.
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3.2. DETERMINACIONES HORMONALES:
3.2.1. ANALISIS DE LOS NIVELES HORMONALES EN SUERO.

Los niveles séricos de FT4, FT3, rT3 y cortisol, se midieron en las
muestras de sangre obtenidas a los tiempos O hrs y al final del estudio
(grupo control: 48-hrs; grupo LPS: 48 hrs 0 momento de muerte segun lo
que ocurrié primero). La determinacion de FT4, FT3y cortisol de realizé
mediante quimioluminiscencia usdndose los inmunoensayos comerciales
ADVIA Centaur (Bayer Diagnostics, Leverkusen, Alemania) para FT4 y
FT3, e Immulite 2000 (DPC, Gwynedd, R.U.) para el cortisol. La
determinacion de rT3 se realizd mediante radioinmunoanalisis (RIA)

comercial (Alpco Diagnostics, Salem, NH, USA.).
3.2.2. ANALISIS DE LOS NIVELES HORMONALES EN TEJIDO.

Los niveles de T4 y T3 en l6bulo frontal, pulmén, ventriculo
izquierdo del corazén, higado, corteza renal y musculo esquelético se
midieron por RIA de desarrollo propio. Los tejidos (100-150 mg) se
homogeneizaron en 10 volimenes de metanol, a los que se afiadieron
2000 cpm de [*M]-T4 y [**®1]-T3 por muestra como controles internos
para evaluar la recuperacion de T4 y T3. Las hormonas se extrajeron en
una mezcla de cloroformo y metanol (2:1), a la que posteriormente se
afiadieron 0.25 volumenes de Cl,Ca al 0,005%. Los extractos se
purificaron por cromatografia de intercambio i6nico en columnas de
resina Bio-Rad AG 1X2 (Bio-Rad Laboratories, USA.), eluyendo las
yodotironinas de la columna con acido acético al 70%. La radioactividad
de cada eluido se cuantifico con un contador gamma (Packard Cobra

Gamma Counter, Perkin Elmer, MA, USA.), medicion que se empled
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para calcular la recuperacion individual de cada hormona en cada una de
las muestras analizadas. El eluido se concentr6 por evaporacion hasta
secarse por completo, resuspendiéndose luego en 100 pL de tampon de
RIA (0.04M tampon fosfato pH 8.0, 0.2% BSA, 0.06 mM mertiolato) que
contiene 6000 cpm de [**1]-T4 6 [***1]-T3 y 100 pl del antisuero
especifico (en una dilucion 1/300000 para T4 y 1/150000 para T3).
Después de 12-24 horas de incubacion, se afiadieron 1.5 mL de tampon
de RIA con 90 mg de polietilenglicol 6000 y 45 pul de suero bovino. Las
muestras se precipitaron por centrifugacion y se contd la radiactividad del
precipitado. Se realizaron las curvas estandar tanto para T3 como para T4.
La curva patron del RIA de T4 cubrié el rango de 2.5 a 320 pg, siendo el
limite de deteccion de 2.5 pg/tubo. La curva patrén del RIA de T3 cubrio
el rango de 1.5 a 100 pg, siendo el limite de deteccion de 1.5 pg/tubo.

Cada muestra se proceso por duplicado.

Las concentraciones de cada hormona en la muestra inicial se
calcularon teniendo en cuenta el peso de la muestra original
homogeneizada, la recuperacion de los trazadores durante el proceso de
extraccion y el volumen de cada alicuota, y se expresaron en ng por mg

de tejido

Las hormonas [*'1]-T4, [*®I]-T3 and ['*1]-T4 con una alta actividad
especifica (>3000 uCi/ pg) se sintetizaron en el laboratorio de la
Profesora Maria Jests Obregén (Instituto de Investigaciones Biomédicas

Alberto Sols, Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, Madrid).
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3.3. CUANTIFICACION DE EXPRESION GENICA.

La expresion de los genes estudiados se cuantifico mediante PCR en
tiempo real a partir de muestras tisulares de ARN total. Este
procedimiento se realizd en tres pasos: extraccion del ARN total, sintesis

del ADN complementario (ADNCc) y PCR en tiempo real.
3.3.1. EXTRACCION DEL ARN TOTAL.

El ARN de tejidos se extrajo mediante TRIZOL (Reagent®
Invitrogen™ Life Technologies). Para ello, muestras de 50 mg se
homogeneizaron en 1.0 mL de TRIZOL®, mediante un Polytron PT
(Kinematica AG). El tejido homogenizado se incub6 5 minutos a
temperatura ambiente para permitir la completa disociacion de los
complejos de nucleoproteinas. A continuacion, se afiadieron 200 uL de
cloroformo frio, se agité vigorosamente durante 15 segundos y se incub6
3 minutos en hielo. Posteriormente la muestra se centrifugd a 10,000 rpm
durante 10 min a 4°C; en este paso se forman dos fases por la diferencia
de densidad; la fase fendlica organica, contiene el ADN vy los restos de
proteinas desnaturalizadas y la fase superior acuosa contiene el ARN en
cloroformo. La fase acuosa se transfirio a un tubo de 1.5 mL y se
afiadieron 500 pL de isopropanol, para precipitar el ARN. EI ARN asi
precipitado se lavo con 1 mL de etanol al 75%, y se centrifugd 5 minutos
a 7,500 rpm a 4°C. En el ultimo lavado, el etanol se elimin6d y el ARN
precipitado se secO al aire aproximadamente 10 minutos. Finalmente el

ARN se resuspendio en 30-50 pL de agua libre de ARNasas.

La concentracion y pureza del ARN se determind en un

espectrofotometro (Nanodrop, Thermo Scientific, IL, USA.). Se tomé una
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alicuota de 2 puL del ARN obtenido mediante la extraccion con Trizol y se
midié la absorbancia a 260 nm para determinar la concentracion y la
razon de las absorbancias a 260/280 nm para determinar la pureza en un
espectrofotometro. En este estudio se descartaron las muestras con
relacion 260/280 < 1.8.

3.3.2. SINTESIS ADN COMPLEMENTARIO POR TRANSCRIPCION

REVERSA.

ADN complementario se sintetiz6 a partir del ARN total por medio
de transcripcidn reversa usando la enzima retrotranscriptasa M-MLV RT
(del inglés, “Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase”).
El procedimiento se realizé en un tubo de 200 uL estéril, al que se le
afiadieron 10 pL de la siguiente mezcla: 1.5 pg ARN, 1 pL hexameros
aleatorios (Sigma, USA.) y H,O. La reaccion se sometié a un ciclo de
desnaturalizacion a 70°C durante 5 minutos en un termociclador
(Mastercycler® pro PCR thermal cycler, Eppendorf, USA.), transcurridos
los cuales los tubos se transfirieron a hielo, se centrifugaron y se
agregaron 5 pL de Buffer de reaccion 5X M-MLV RT (Promega, USA.),
1 uL de 10 mM dNTP’s (Sigma, USA), 1 pL de la transcriptasa reversa
M-MLV (Promega, USA.) y 3 pL de H0. La mezcla resultante se incubo
10 minutos a temperatura ambiente, trasladandose luego al termociclador
donde se sometieron a un ciclo de sintesis de ADNc a 37°C durante 60
minutos y a un ciclo final de 90°C durante 10 minutos en el que se

desnaturaliza la enzima.
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3.3.3. PCR EN TIEMPO REAL.

La cuantificacion de los genes se realiz6 mediante PCR en tiempo
real usando RT2SBYR green ROX master mix (Qiagen, USA.). Para cada
reaccion se usaron 5 pL de 5X RT? Fast SYBR® Green Mastermix
(Quiagen, USA.), 4.8 puL de H,O, 1 pL de cebadores especificos a
concentracion 10uM y 1 puL de ADNc en un volumen total de 10 puL en
cada pocillo del plato (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate,
Applied Biosystems®). La amplificacion de ADNc se realizo en el
termociclador a tiempo real (7500 Fast Real-Time PCR System, Applied
Biosystems, USA) bajo las siguientes condiciones: 95°C 5 minutos, 40
ciclos de 95°C 20 segundos y 60°C 30 segundos seguidos de una curva de
disociacion para confirmar la especificidad del producto amplificado. Los
valores obtenidos se normalizaron usando el gen control RPL4 mediante

el método 2724 CT73,

El disefio de los oligonucledtidos para la amplificacion por PCR en
tiempo real se realizd mediante el programa Primer 3

(http://primer3.wi.mit.edu/). Para el disefio se considerd que el producto

de PCR deberia tener entre 70-200 bp, que los oligonucle6tidos no
formasen dimeros, para evitar que el fluoroforo SYBR green se uniria a
ellos, y que los oligonucledtidos estuviesen situados en las uniones exon-
exon para evitar la amplificaciébn de ADN gendmico que produciria un

resultado falso positivo®™ (Figura 24).
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ADN
gendémico

ARN 0 ADNG

Figura 24. Esquema del disefio de los oligonuclettidos. Los oligonucleétidos,
representados con las flechas, se situaron en las unién de dos exones para evitar la

amplificacion de ADN gendmico.

Los genes y secuencias de oligonucleotidos utilizados se muestran en
la siguiente tabla:

Gen Secuencia Sentido Secuencia anti-sentido

Proteina ribosémica L4 (RPL4) 5’ -CCOAATCCAGCGCAGGGGAC-3 5’-COTCCCACATGCCCACCAGG-3
Receptor de HT P (THRB) 5’ -ATCAGTGCCAGGAATGTCGC-3 5’ -GATCAGCTTCCTCTTGGCCA-3
Receptor de HT al (THRAI) 5’-CACTGCCCCGTCCCTCCTCA-3' 5’-GCCACGGTCCTCCATCCCCT-3
Receptor de HT a2 (THRAZ) 5’-GTACAAGGGGGCAGCGGCAG-T 5’-TGCTGCTCAAGCTGCCGGAC-3
Deiodinasa 1 (DIO1) 5’-GCCCCOTGOTGOTGGACACA-T 5’-GGGTGGTAGTTCCAGGGGCCA-3
Deiodinasa2 (DIO2) 5 - TCOGATGCCTACAAACAGGTGA-3 57 -TTGGCAAAGTCCAGAAGGTG-3
Transportador MCT8 (SLCI 6A2) 5’ -GTGGAGTTCCAAGCAGCATGG-3 5’-CCCCCGCGGTTGCTGTGATT-3
Coactivador receptor nuclear 1 (NCoAl) 5"-CATTGGCATCAAGCACTGAAA-3 5"-GCTGTCAATGTCACTGATGTTGG-3
Receptor X retinoide o (RXRA) 5’ -CTGGTGGAGTGGGCCAAGCG-3 5’-CGTTCCAGCCTGCCCTCAGC-3
Receptor X retinoide p (RXRB) 5-TAGCGGCAGCAGCCCGAATG-3 5’-TCCAGCCTGCCCGTAGCAGT-3
Prostaglandina-endoperdxido sintasa2 (PTGS2) 5 -GGCTGATACTCGATAGGAGAAACG-3® 5 -GGAATTGCTGGTTGAAAAGC-3
Factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1) 5"-ACCCTCTGACTTAGCCTGTAGACTC-3" 5'-GCTGCCTTGTATAGGAGCATTAAC-3”

3.4. MEDICION DE LA ACTIVIDAD DEYODINASA:

La actividad de las deyodinasas se cuantificO midiendo la
deyodinacién producida por la enzima correspondiente tras la incubacién
de los tejidos con una concentracion elevada de hormona marcada y los
substratos necesarios para cada enzima. Este procedimiento se realizo en
tres pasos: purificacion de la hormona marcada, preparacion de la

columna, y ensayo de actividad deyodinasa.
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3.4.1. PURIFICACION DE LA HORMONA MARCADA!

Las hormonas marcadas radiactivamente se purificaron mediante
diélisis con el fin de eliminar el I libre®. Tras calcular la cantidad
necesaria de hormona marcada para el ensayo®, se procedié a purificar
tres veces esta cantidad, ya que en este paso se pierde un 70%. A cada 15-
20 pL de hormona marcada a purificar se afiadieron 200 pL de suero libre
de hormonas tiroideas. Esta mezcla se introdujo en una membrana de
didlisis (Spectra/Por 1, Spectrumlabs, USA.) con un didmetro de malla
que retiene elementos de peso molecular mayores de 6-8 kD. En la
situacion de equilibrio el | libre difunde hacia el exterior quedando la

hormona marcada en el interior de la membrana (Figura 27).

En un matraz Erlenmeyer se afiadié 500 mL del buffer de diélisis
(0.15M fosfato potasico, pH 7.4 a 4°C) y se colocé la membrana de
dialisis con la mezcla. La didlisis se realizé en una camara fria (4°C),
agitandose mediante una barra magnética. Trascurridos 60 min. se cambio
el buffer de dialisis y se dializ6 de nuevo durante 1 hora. Al final de éste
periodo se comprobd que la radiactividad de este buffer era menor de 200
cpm, si fuese mayor se volveria a cambiar el buffer y dializar otra hora.
Al final del proceso, se extrajo la mezcla radiactiva de la membrana y se
colocé en un tubo de 1.5 mL, afiadiéndose 800 pL de etanol 100%,
seguido de centrifugacién a 14000 rpm durante 10 minutos. Se recogi6 el
sobrenadante y se colocé en un tubo de 1.5 mL, se elimino el etanol
usando un secador de vacio. La hormona purificada se resuspendio en
100-200 pL del buffer de reaccion y de los cuales se us6 1 pL para

cuantificar la cantidad de hormona pura obtenida después de este proceso.
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3.4.2. PREPARACION DE LAS COLUMNAS DOWEX AG50WX2:

Para la elaboracion de la columna se usé una resina de intercambio
cationico AG50WX2 (Bio-Rad, USA). Se humedeci6 la resina
AG50WX2 con 10% de acido acético 1.74 M empapandose
completamente, y se conservo a 4°C. Se atemperd al menos 30 minutos
antes de usarse. Las columnas se construyeron con una pipeta Pasteur de
cristal y una bola de cristal, que se introdujo en la pipeta. Se marco en la
pipeta el nivel del volumen de 1 mL y se relleno la columna con la resina
hasta ese nivel. La columna se equilibré con 10 volimenes (10 mL) de
10% de &cido acético 1.74 M, y se selld6 con parafilm en el extremo

superior, hasta su uso.
3.4.3. ENSAYO DE LA ACTIVIDAD DEYODINASA:

Para la determinacion de la actividad DIO1 y DIO2, los tejidos se
homogenizaron en un tampén 0.1M fosfato potasico que contenia 2mM
EDTAy2mM DTT a pH 7.0. Para la determinacion de la actividad DIO3
se utilizé el mismo tampon sustituyendo 2mM DTT por 10mM DTT. La
concentracion proteica se determind mediante el método Bradford (Bio-
rad, USA.). Para la cuantificacién de proteina se elaboré una curva patrén
con BSA, el rango lineal de BSA para este ensayo es 1.25 a 10 pg/mL. Se
pipetearon los estandares de BSA (de concentraciones entre 1.25 y 10
pg/mL), los blancos (no contienen proteina) y las muestras a cuantificar
en los pocillos del microplato. Los estandares, los blancos y las muestras
se realizaron por triplicado. Se afiadi6 150 pL del colorante 1X, la
muestra o el estandar y agua hasta un volumen final de 250 pL. La

mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos. La lectura
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de la absorbancia se realizé a 595 nm en un lector de placa (BIO-RAD
Model 550 Microplate reader, USA.).

El ensayo de DIO1 se realizé a 37°C durante 1 hora, con 25-50 mg
de proteina del tejido homogenizado en una reaccion que contenia los

siguientes componentes:

e Reaccién DIO1 (Volumen total 100uL): [**1]-rT3
(100000cpm/tubo), 400 nM rT3y 2mm DTT.

e Reaccion DIO1 con propiltiouracilo (PTU) (Volumen
total 100pL): [**°1]-rT3 (100000cpm/tubo), 400 nM rT3, 2mm
DTT y 1ImM PTU. Esta reaccion se utiliz6 para evaluar la
actividad real de D101, ya que PTU es un inhibidor de DIO1.

Las muestras se analizaron por duplicado y los resultados se

expresaron en pmol/min/mg de proteina.

El ensayo de DIO2 se realiz6 a 37°C durante 2 horas, con 50 mg de
proteina del tejido homogenizado en una reaccion que contenia los

siguientes componentes:

e Reaccion DIO2 (Volumen total 100uL): [**1]-T4
(200000cpm/tubo), 1 uM T3 (para inhibir la actividad DIO3),
20mm DTT, ImM PTU (para inhibir la actividad DIO1) y 2nM de
T4.

e Reacciéon para saturar DIO2 (Volumen total 100uL):
[*#1]-T4 (200000cpm/tubo), 1 uM T3, 20mm DTT, 1mM PTU y
500nM de T4.
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Para cuantificar la actividad inespecifica de la enzima se realizo otra
reaccion con las mismas condiciones en la que se sustituyé 2 nM T4 por
500 nM T4. Todas las muestras se analizaron por duplicado y los

resultados se expresaron en fmol/min/mg de proteina.

El ensayo DIO3 se realizd a 37C durante 2 horas, con 50 mg de

proteina del tejido homogenizado y la reaccion contenia:

e Reaccién DIO3 (Volumen total 100pL): [**°I]-T3
(200000cpm/tubo), 1 nM T3, 10mM DTT, 2mM EDTA y 1mM
PTU.

e Reaccion para saturar DIO3 (Volumen total 100uL):
[*#1]-T3 (200000cpm/tubo), 1 uM T3, 10mM DTT, 2mM EDTA
y ImM PTU.

Para cuantificar la actividad inespecifica de la enzima se realizo otra
reaccion con las mismas condiciones en la que se sustituyé 1 nM T3 por 1
MM T3. Todas las muestras se analizaron por duplicado y los resultados

se expresaron en fmol/min/mg de proteina.

Las reacciones DIO1 y DIO2 se pararon afiadiendo 100 uL de 2 %
BSA fria 'y 800 pL de 10 % de acido tricloroacético, se centrifugaron y se
recogioé 800 pL del sobrenadante. Este se transfirid a las columnas AG
50W-X2 previamente preparadas como se describi6 arriba. El **I se
eluyd de la columna afiadiendo a esta 10% de acido acético glacial y se
midié en un contador gamma (Packard Cobra Gamma Counter, Perkin
Elmer, MA, USA)).
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Las reacciones D103 se pararon afiadiendo 100uL de metanol frio, se
centrifugaron y el sobrenadante se inyecté a una columna analitica 250 x
4.6 mm ID, 5um Viva C18 conectada a un sistema HPLC Rainin HPXL.
Para la elucion de la columna se emple6 el método isocratico con una
solucion de metanol y H,O (55:45) pH 3.0 con un flujo de ImL/min. Se
recogieron fracciones cada 0.3 minutos y se midieron en un contador

gamma.

El limite de deteccion de cada ensayo se realizd en las muestras
blanco analizadas por cuadriplicado, en la que se sustituyé el tejido
homogenizado por el buffer de homogenizacién. El limite de deteccién
del ensayo se calculé como la media de *#1 (DIO1 y DIO2) o [**1]-T2
(DIO3) producido por los blancos y multiplicado por 3.3 veces la

desviacion estandar. Este valor se resto al valor obtenido por las muestras.

3.5. ENSAYO DE RETARDO EN GEL DE POLIACRILAMIDA O

""ELECTROPHORETIC MOBILITY SHIFT ASSAY"" (EMSA):

El andlisis de la union de NF-kB al ADN se realizé6 mediante EMSA.
El procedimiento se realizd en tres pasos: obtencion de los extractos
nucleares, preparacion del oligonucledtido marcado y ensayo de retardo

en gel.
3.5.1. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS NUCLEARES

Se obtuvieron extractos proteicos nucleares de lobulo frontal,
cerebelo, ventriculo izquierdo del corazdn, pulmén, higado, corteza renal,
bazo, glandula suprarrenal y masculo esquelético. Para ello se utilizé un

kit de extraccion nuclear (Signosis, Inc, USA), empleando
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homogenizados de 20-100 mg. Después de la homogenizacion, el tejido
se centrifugd a 500 X g durante 5 minutos a 4°C, eliminandose el
sobrenadante y resuspendiéndose el precipitado con 1 ml del buffer |
(Signosis, Inc, USA). La muestra se agité en hielo a 200 rpm durante 10
minutos, centrifugdé a 10,000 X g durante 5 minutos a 4°C, y elimind el
sobrenadante completamente, afiadiéndose 100 uL del buffer 1l (Signosis,
Inc, USA). La muestra se agitd de nuevo en hielo durante dos horas,
centrifugd a 12,000 rpm durante 5 minutos a 4°C, y el sobrenadante
obtenido es el extracto nuclear que se utilizO para realizar los

experimentos.

Como control positivo se usO extracto nuclear obtenido de células
HepG2 tratadas con TNFa, citoquina proinflamatoria que activa NF-kB.
La células HepG2 se cultivaron en medio EMEM (Eagle’s minimum
essential médium, ATCC, USA) al que se afadié 10% de suero bovino
fetal (FBS, Atlanta Biologicals, USA) y 50 pg/mL de gentamicina
(Atlanta Biologicals, USA). El medio de cultivo se cambid 24 horas antes
del tratamiento, por un medio EMEM sin FBS. Las células se trataron con
TNFa, 50 ng/mL, durante 30 minutos, tras lo cual se procedid a la
obtencion del extracto nuclear. Las células se resuspendieron en Buffer A
(10mM HEPES, 10mM KCI, 0.2mM EDTA, 0.1mM EGTA y 1mM
DTT) y se lisaron con ayuda de una aguja de 27G, el lisado se paso 6
veces a través de la jeringa. Tras una centrifugacion a 12,700 g durante 5

minutos a 4°C el sobrenadante (extracto nuclear) se almaceno a -80°C.

La cuantificacion de la proteina obtenida se realiz6 mediante el

método Bradford.
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3.5.2. PREPARACION DEL OLIGONUCLEOTIDO MARCADO

Se disefiaron oligonucle6tidos con una secuencia consenso para su
unién al factor NF-xB, 5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3', y con
la secuencia mutada que evita asi su uniébn a NF-xB, 5'-
AGTTGAATTCACTTTCCCAGGC-3'.

Los oligonucledtidos (Invitrogen, USA) se anillaron para obtener una
sonda de doble cadena; para ello, se mezclaron en tubo de 1.5 mL los
siguientes componentes: 20 pl de cada oligonucledtido 25pmol/pL
(sentido y anti-sentido), 5 L de 10X buffer ligasa y 5 pL de agua. Esta
mezcla se calent6 a 95°C durante 5 minutos en un blogque térmico y se
dej6 en el bloque térmico apagado para permitir que se enfriase
lentamente hasta alcanzar la temperatura ambiente. La sonda de ADN se
marc6 enzimaticamente usando la T4-Polinucledtido-kinasa (PNK) (New
England Biolabs, USA). Esta enzima cataliza la transferencia del ?Pi en
la posicion y del ATP al grupo hidroxilo del extremo 5' terminal del
oligonucledtido. Los oligonucleétidos ya anillados se diluyeron a la
concentracion 1.75 pmol/uL. En un tubo de 1.5 mL se mezclaron los
siguientes componentes: 4 uL de los oligonucledtidos 1.75 pmol/pL, 1
pL del tampon 10X PNK, 3 pL H,O, 1pL de la enzima PNK y 1 pL de
[y-3P] ATP (3000Ci/mmol at 10mCi/mL, Perkin Elmer). Esta mezcla se
incubd a 37°C durante 1 hora, se pard la reaccién afiadiendo 1 pL de
EDTA 0.5M y se afiadio 89 uL de agua obteniéndose un volumen final de
100 pL. El oligonuclettido marcado se purificé usando columnas de
exclusion molecular de Sephadex G-50 (lllustra ProbeQuant, GE
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Healthcare, NJ, USA) mediante centrifugacion a 735¢g durante 2 minutos
a4°C.

3.5.3. ENSAYO DE RETARDO EN GEL

Se utiliz6 un gel no desnaturalizante de 6% de poliacrilamida en
05X TBE  buffer. EI gel se realizd mezclando 6%
Acrilamida/Bisacrilamida (37.5:1), tampén TBE (90 mM Tris-Base, 90
mM Acido Boérico, 2mM EDTA pH 8.0), 0.25% Nonidet P-40 (10%)
(Sigma, USA), 0.055% Persulfato amonico (Bio-Rad, USA) y 0.002%
TEMED (Gibco BRL, USA). La reaccién de union es necesaria para
permitir la formacion de los complejos ADN-proteina. ES necesario
ajustar las condiciones de incubacion a cada oligonucle6tido y tipo de
extracto nuclear. Para realizar las reacciones de union se mezclaron en un
tubo de 1.5 mL los siguientes componentes: 10 pg de extracto nuclear,
0.25 mg/ml poly(dl-dC), oligonucledtido marcado en 1X Tampon de
union (5 mM MgCl;,, 2.5 mM EDTA, 2.5 mM DTT, 250 mM NacCl, 50
mM Tris-HCI, pH 7.5 y 20 % glicerol). Esta mezcla se incubd a
temperatura ambiente durante 20 minutos. Para los experimentos de
competencia, que permiten analizar la especificad de los complejos
formados entre las proteinas nucleares y las sondas marcadas
radiactivamente, a la mezcla de union se afiade el nucleotido sin marcar o
frio (100X), durante la incubacion previa a la reaccidon de unién. De esta
forma, todos los complejos inespecificos con ADN marcado no se
desplazan y los complejos que permanecen unidos a la sonda representan
las asociaciones especificas. Esto se confirma por la desaparicion del

complejo en presencia de exceso de sonda fria.
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El ensayo EMSA es lo suficientemente sensible como para afiadir un
anticuerpo especifico que causa un retardo en la migraciéon o “‘super-
retardamiento” al unirse este anticuerpo a la proteina que estd unida al
oligonucledtido. La movilidad del complejo anticuerpo-proteina-
oligonucledtido es mucho menor a la del complejo proteina-
oligonucledtido. Para los experimentos de “super-retardamiento” se
afiadio 0.4 pg del anticuerpo p50 o p65 (Santa Cruz, USA) al buffer de
unién con la proteina 20 minutos antes de afiadir poly(dI-dC) y la sonda
marcada. Se realizd una pre-electroforesis del gel (anterior a la carga de
las muestras, para equilibrar el gel y eliminar las trazas de acrilamida y
radicales libres que pueden interferir en la union ADN-proteina) a 130V
durante 45 min usando como tampo6n TBE 0.5X. Se cargaron las muestras
(reacciones de union) y 2 uL de tampdn de carga no desnaturalizante
(15% glicerol y 0.1 % azul de bromofenol). La electroforesis se realiz6 en
TBE 0.5X durante 2 horas a 250V. El gel se seco al vacio a 80°C durante
2 horas en un secador de geles (Hoefer SE 1160 GEL DRYER).

El gel seco se introdujo en un casete con una placa de radiografia
(Thermo Scientific, USA) y se expuso a -80°C (Figura 25).
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Figura 25. Esquema del ensayo EMSA para NF-xB. El oligonucledtido marcado, que
contiene la secuencia consenso para su union al factor de transcripcion NF-xB, se incuba
con el extracto nuclear (reaccion de unién) para formar los complejos ADN-proteina.
Estas reacciones se analizan mediante electroforesis y se visualizan por autorradiografia.
En la muestra A del gel se observa el oligonucledtido marcado y en la muestra B se
observan dos bandas, la banda correspondiente al oligonucleétido marcado y otra banda
més retardada que corresponde al complejo ADN-NF-kB. (Imagen modificada de
Knight JC. Functional implications of genetic variation in non-coding DNA for disease
susceptibility and gene regulation. Clin Sci. 104(5):493-501. 2003)
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4. RESULTADOS

4.1 EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE LPS SOBRE LA FISIOLOGIA

ANIMAL.

La administracion de LPS caus6 cambios en la conducta y
pardmetros fisiolégicos de los animales. LPS aumentd la temperatura
corporal y frecuencia cardiaca (Figuras 26A y 26B), disminucion de la

ingesta de nutrientes, aumento de la ingesta de agua, vomitos, diarrea y

letargia.
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LPS caus6 a una elevada mortalidad temprana y solo tres de los
nueve cerdos sobrevivieron 48 horas de infusion. Dos animales murieron
en las primeras 5 horas, tres entre 6-8 horas, y uno a las 12 horas del
inicio de la infusion (Figura 27). Los dos cerdos que murieron en las

primeras cinco horas se excluyeron del analisis estadistico.
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Figura 27. Curva de supervivencia de los cerdos tratados con LPS (n=9) y los cerdos
control (n=8).
4.2. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE LPS SOBRE LOS NIVELES

SERICOS Y TISULARES DE HORMONAS TIROIDEAS.

La infusion de LPS caus6 la disminucion en los niveles séricos de T4
y T3 libres, y un aumento de los niveles séricos de cortisol en
comparacion con el grupo control. No se observaron cambios
significativos entre el grupo control y LPS en los niveles séricos de rT3
(Figura 28); sin embargo, en el grupo LPS si se observé un aumento de la

relacion rT3/T4 libre al final del periodo de infusion (valor previo al

74



RESULTADOS

inicio de la infusién: 0.30 + 0.06, valor al final de la infusién: 0.92 + 0.30,

P<0.005).

La administracion de LPS se asocidé también a una disminucién en la

concentracion tisular de T4 y T3, excepto en pulmdn para T4 y I6bulo

frontal para T3 (Figura 29).
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Figura 28. Niveles
séricos de las
hormonas tiroideas
y cortisol en el
grupo control y el
grupo tratado con
LPS previos al
inicio de la infusion
de LPS (PRE) y
después de la
infusion (POST). El
grupo tratado con
LPS muestra una
disminucion en los
niveles de T3y T4.
*, P<0.05; ***
P<0.001.
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Figura 29. Niveles
tisulares de las
hormonas tiroideas
en el grupo control
y el grupo tratado
con LPS. La
infusion de LPS se
asocié a la
disminucion de las
hormonas tiroideas
en los  tejidos
estudiados. *
P<0.05

4.3. EFECTOS DE LA ADMINISTRACION DE LPS SOBRE LA EXPRESION

GENICA Y ACTIVIDAD DE LAS DEYODINASAS.

1. Deyodinasa tipo 1 (DIO1).

Se detectd expresion del gen DIOL en todos los tejidos estudiados,

aunque las diferencias en los niveles de expresion fueron notables entre

los diferentes tejidos analizados (Figura 30A).

Los tejidos que

presentaron mayor expresion fueron el higado y el cortex y médula renal.

Los restantes tejidos mostraron un grado de expresion baja. La infusion

de LPS se asocio a una disminucion estadisticamente significativa en la

expresion DIO1 en el higado, cortex renal y médula renal (Figura 30B).
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Los unicos tejidos en los que se detectd actividad DIO1 fueron

higado y rifion, lo que se corresponde ademas con los tejidos de mayor

expresion de DIO1. La administracion de LPS se asocio a un descenso en

la actividad DIO1 tanto en higado como en cértex y médula renales,

aunque sélo alcanzo significacion estadistica en coértex renal (Figura

30C).
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Figura 30. A) Expresion relativa
de DIOL respecto a la expresion
en el higado en los diferentes
tejidos estudiados en el grupo
control. B) Expresion relativa del
gen DIO1 en higado, corteza y
médula renal del grupo LPS
respecto al grupo control. LPS
induce la disminucion de la

expresion del gen DIO1 en higado

y rifion. Higado: ***, P<0.001; corteza renal: **, P<0.01; médula renal: ***, P<0.001.

C) Actividad enzimatica de DIO1 en grupo control, y LPS, *, P<0.05
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2. Deyodinasa tipo 2 (D102).

RESULTADOS

Al igual que con DIO1, también se detectd expresion del gen D102

en todos los tejidos analizados. Los tejidos que presentaron mayor

expresion fueron el l6bulo frontal, la hipofisis y el higado (Figura 31A).

La infusion de LPS indujo una disminucidn significativa en la expresion

DIO2 en el higado, y un aumento en el cortex renal (Figura 31B).

La actividad enzimatica DIO2 se detecto en la hipdfisis y, a niveles

muy bajos, en hipotalamo y tiroides. No se encontraron diferencias

significativas en actividad D102 tras la infusion de LPS (Figura 31C).
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Figura 31. A) Expresion relativa de DIO2
respecto al l6bulo frontal en los diferentes
tejidos estudiados del grupo control. B)
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actividad DIO2 vy efectos de la infusion de
LPS
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3.

Deyodinasa tipo 3 (DI1O3).

RESULTADOS

La actividad enzimatica DIO3 se detectd en todos los tejidos

controles estudiados con la excepcion del musculo cardiaco y bazo. Los

tejidos con mayor actividad DIO3 fueron el I6bulo frontal, hipotalamo,

hipdfisis y glandula suprarrenal (Figura 32A). La administracion de LPS

se asocid a un aumento significativo de la actividad DIO3 en hipotalamo,

higado y glandula tiroides (Figura 32B).
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Figura 32. Actividad de la enzima
DIO3 en tejidos del grupo control.
A) Actividad DIO3 en los
diferentes tejidos estudiados. B)
Aumento de la actividad DIO3
respecto al control en
hipotalamo (*, P<0.05), higado (*,
P<0.05) y tiroides (*, P<0.05)
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4.4, LA ADMINISTRACION DE LPS INDUCE CAMBIOS EN LA EXPRESION
GENICA DE LOS RECEPTORES DE HORMONAS TIROIDEAS, COFACTORES Y
EN EL TRANSPORTADOR DE HORMONAS TIROIDEAS MCT8 DE FORMA

TEJIDO-ESPECIFICA.

La expresion de THRB, THRAL y THRA2, se detectd en todos los
tejidos analizados, aunque con importantes diferencias en sus niveles de
expresion. En la figura 33 se puede ver los niveles de expresion relativa
de estos receptores respecto al I6bulo frontal en los tejidos del grupo

control.

La administracion de LPS se asocié a una disminucion de la
expresion de los receptores de hormonas tiroideas de forma tejido
dependiente. THRB disminuyd de forma significativa en l6bulo frontal,
hipdfisis, corazdn, higado, rifion y glandula suprarrenal (Figura 34).
THRA1 disminuyd en la médula renal y la glandula suprarrenal (Figura
34). THRA2 disminuy6 unicamente en la glandula suprarrenal (Figura
34). En estos tejidos la disminucion de la expresion para los tres genes

fue aproximadamente del 50% con respecto al control.
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Figura 33. A) Expresion relativa de THRB en los tejidos estudiados procedentes del
grupo control respecto al I6bulo frontal. B) Expresion relativa de THRA1L en los tejidos
estudiados del grupo control respecto al I16bulo frontal. C) Expresion relativa de THRA2

en los tejidos estudiados respecto al I16bulo frontal
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Figura 34. A) Disminucion de la expresion de THRB respeto al grupo control tras la
administracion de LPS, en los tejidos que presentan diferencias significativas (**,
P<0.01) (*, P<0.05). B) Disminucion de la expresion de THRA1 respeto al grupo control
tras la administracion de LPS, en los tejidos que presentan diferencias significativas (*,
P<0.05). C) Disminucion de la expresién de THRA2 respeto al grupo control tras la
administracién de LPS en la glandula suprarrenal, Unico tejido que mostro diferencias

significativas (*, P<0.05).

La expresion relativa respecto al 16bulo frontal de los cofactores de
los receptores nucleares de hormonas tiroideas, RXRalfa, RXRbeta y
NCoA, se muestra en las figuras 35 y 36. RXRalfa mostrd una expresion

elevada en la médula renal como el musculo esquelético (Figura 35),
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RXRbeta se expresa principalmente en la médula renal (Figura 35), y

NCoA en el I6bulo frontal (Figura 36)
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Figura 35: A) Expresion relativa
de RXRalfa respecto al l6bulo
frontal en los diferentes tejidos
estudiados.  B)  Expresion
relativa de RXRbeta respecto al
I6bulo frontal en los diferentes

tejidos estudiados
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La administracion de LPS se asocié una disminucion estadisticamente
significativa de RXRalfa en el corazén, higado y corteza renal (Figura
37A), y de RXRbeta en el corazon, pulmoén y glandula suprarrenal (Figura
37B). No se observaron cambios significativos en la expresion de NCoA
tras la administracion de LPS.
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Figura 37. A). LPS se asoci6 a una disminucién significativa de la expresion de RXRalfa
en corazon, higado y corteza renal B) LPS se asocid la disminucion significativa de la
expresion de RXRbeta en el corazon, en el pulmén y la glandula suprarrenal. (*,
P<0.05;**, P<0.01)
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La expresion relativa del transportador de hormonas tiroideas MCT8

respecto al l16bulo frontal se representa en la figura 38. En el tejido que se

observd mayor expresion fue la corteza renal, seguido del cerebelo,

hipotalamo e hipofisis (Figura 38A). La infusion de LPS indujo una

disminucion de la expresion de MCT8 en la hipofisis, el corazon, el

higado, el pulmon, la glandula suprarrenal y la corteza renal (Figura

38B).
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Figura 38. A) Expresion
relativa de MCT8 respecto
al lébulo frontal en los
diferentes tejidos
estudiados. B) Disminucién
de la expresion de MCT8
respeto al grupo control tras
la administracion de LPS,
en los tejidos que presentan
diferencias  significativas
(*, P<0.05;**, P<0.01)
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4.5. LA ADMINISTRACION DE LPS SE ASOCIA A LA ACTIVACION Y
AUMENTO EN LA UNION DEL FACTOR DE TRANSCRIPCION NF-kB A suUs

ELEMENTOS DE RESPUESTA DEL ADN.

En el andlisis de la union del complejo NF-kB-ADN observamos que
la incubacion del oligonucledtido que contiene la secuencia consenso de
unién a NF-kB con ¢l extracto nuclear de los tejidos estudiados produce
al menos dos bandas. Para comprobar la especificidad de la unién se
realiz6 la incubacion con el oligonucledtido mutado, que produjo la
desaparicion de una de las bandas (union especifica a NF-kB) mientras
que la otra banda no cambio su intensidad (union no especifica). Ademas,
tras la incubacion del extracto nuclear con la combinacion de
oligonucle6tido marcado y un exceso de oligonucledtido mutado no
marcado observamos la banda especifica de unién a NF-xB y la
desaparicion de la banda no especifica por competicion con el
oligonucle6tido mutado (Figura 39). Para analizar la composicion de
estos complejos se incubd el extracto nuclear con los anticuerpos p50 y
p65. Con ambos anticuerpos observamos una disminucién en la
intensidad de la banda especifica de union a NF-xB y una nueva banda
mas retardada (super-retardo) que confirma que el complejo que se une a
la secuencia consenso en estos tejidos es el heterodimero p50/p65
(NFKB1/RELA) (Figura 39).
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Figura 39. Andlisis de la union de NF-kB a su elemento de respuesta mediante EMSA.
La unioén especifica de NF-«B a la secuencia consenso se observa en las muestras 3 y 8
del gel. Bandas de unién no especifica, identificadas con el uso de un oligonucle6tido
que contiene la secuencia consenso mutada, se observan en las muestras 2 y 7 del gel. La
identificacion de las proteinas que forman el complejo NF-kB se realizé mediante super-

retardo con los anticuerpos p50 y p60, muestras 4, 5, 9 y 10 del gel.

La unién NF-xB p50-p65 a oligonucleétido con secuencia consenso,
se detectdo en todos los extractos tisulares analizados, l6bulo frontal,
corazon, pulmon, higado, bazo, glandula suprarrenal y corteza renal con
excepcidn de cerebelo y musculo esquelético (Figura 40). El tejido con
mayor activacion NF-kB p50-p65 fue el bazo. LPS caus6 aumento en NF-
kB p50-p65 activacion en extractos de I6bulo frontal, pulmon, corteza
renal y glandula suprarrenal (Figura 40). Sin embargo, no de observé
mayor activacion NF-xB p50-p65 activacion en corazon, higado y bazo.

87



RESULTADOS

Control Control

_
NF-kB mp
: kB-

Glandula suprarrenal Bazo

Control
Control

NF-KB mlp
i ) kB»-

Lébulo frontal Pulmén

Control Control

: kB- : kB-

Higado Corazén

Figura 40. Andlisis mediante EMSA de la formacion de complejos ADN-
NF-kB utilizando un oligonucle6tido marcado que contiene la secuencia
consenso de union de NF-xB. La administraciéon de LPS se asoci6 a un
aumento de la union de NFKB en la glandula suprarrenal, el 16bulo frontal

y el pulmon, y no se observan diferencias en el bazo, el corazén o el

higado
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No se observo una relacion directa entre la activacion de NF-xB y la

disminucion de la expresion del gen THRB tras LPS (Figura 41).
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Figura 41. Estudio de la relacion entre activacion NF-kB y la disminucion de la
expresion de THRB en los tejidos estudiados. La infusién de LPS indujo activacion NF-
kB y disminucion de la expresion de THRB en el l6bulo frontal y la glandula
suprarrenal. Sin embargo, el aumento en la activacion NF-kB en pulmon no se asoci6 a
cambios en la expresion de THRB. En higado, la disminucion de la expresion de THRB

tras LPS no se vio acompafiada por cambios en la activacion NF-xB.

4.6. EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE LPS EN LA EXPRESION DE LOS
GENES PTGS2 vy HIF-1.

La expresion relativa del gen prostaglandina-endoperéxido sintasa 2
(PTGS2), también Ilamado COX-2, respecto al lobulo frontal se
representa en la figura 42A. Los tejidos en los que se observd mayor
expresion fueron el 16bulo frontal, la medula renal y el pulmon. La
administracion de LPS aumentd significativamente la expresion de

PTGS2 en doce de los tejidos estudiados: hipotalamo, hipofisis, cerebelo,
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corazon, aorta, pulmén, higado, bazo, cortex y médula renal, glandula

suprarrenal y musculo esquelético (Figura 42B).
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Figura 42.

A) Expresion relativa
de PTGS2 respecto al
I6bulo frontal en los
diferentes tejidos

estudiados.

B) Aumento de Ia
expresién de PTGS2
respeto  al grupo
control tras la
administracion de LPS,
en los tejidos que
presentan  diferencias

significativas

(*, P<0.05; **, P<0.01;
*** P<0.001)

La expresion relativa del gen factor 1 inducible por hipoxia (HIF-1)

respecto al I6bulo frontal se representa en la figura 43A. En el tejido que

se observé mayor expresion fue la medula renal. La administracion de
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LPS indujo la expresion del gen HIF-1 en cinco tejidos: hipotalamo,

higado, bazo, suprarrenal y musculo (Figura 43B).
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En conjunto, higado, rifion y glandula adrenal fueron los tejidos en
donde se observo un mayor numero de cambios en la expresion génica
tras la infusion de LPS (tabla 1). En estos tres tejidos observamos un

incremento de la expresion de PTGS-2 a la vez que se produce una

91



RESULTADOS

disminucion de la expresion de THRB y MCT8. Esta disminucién de la
expresion de MCT8 en el rifién solo se observo en la corteza renal pero no

en la medula renal (tabla 1).

PTGS-2
HIF-1

Higado
Corteza renal

Médula renal

Glandula suprarrenal

Tabla 1: Resumen de los cambios en la expresion génica asociados a la infusién de LPS
en el higado, la corteza renal, la médula renal y la glandula suprarrenal. Color verde

indica aumento, rojo disminucion y blanco no cambios.
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5. DISCUSION

El hipotiroidismo asociado a la enfermedad o NTIS es la causa mas
frecuente de hipotiroidismo en sujetos hospitalizados, por ser una
complicacién presente de forma universal en sujetos con enfermedad de
intensidad moderada o severa. Durante la etapa aguda de la enfermedad
critica se observa en un descenso en la T3 circulante que obedece a una
menor conversion de T4 en T3 —por descenso en la actividad DIO188°-,
y a un mayor catabolismo tisular de la T3 —por aumento en la actividad
DIO3%-. La menor actividad DIO1 se atribuye a un efecto inhibitorio del
aumento de cortisol endogeno, acidos grasos y citoquinas
proinflamatorias'™. En la enfermedad prolongada existe ademés un
descenso en suero de la TSH y mayor descenso de la T4 que se relacionan

con una supresion de eje hipotalamo hiopofisario™-.

Dado que el hipotiroidismo asociado a la enfermedad se considera
por muchos una respuesta adaptativa, lo habitual es que estos enfermos
no reciban tratamiento sustitutivo con hormona tiroidea. De hecho, la
Asociacion Americana de Tiroides (ATA) en su Guidelines for the
Treatment of Hypothyroidism de 2014'", recomienda no administrar ni
levotiroxina (recomendacion fuerte basada en evidencias de moderada
calidad) ni liotironina (recomendacion débil basada en evidencias de
calidad moderada) a pacientes enfermos que presentan NTIS. Esta
recomendacion se basa en que “el pequefio niUmero de ensayos clinicos
bien controlados y aleatorizados comparando la terapia con levotiroxina
respecto a no tratamiento, no han demostrado beneficio clinico

significativo, y de hecho sugieren que su administracion podria no ser
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segura” y “aungue la administracion de dosis pequefias de liotironina no
se ha relacionado con ningun efecto nocivo, no existen datos de su efecto
clinico beneficioso”. Los autores de esta guia reconocen sin embargo,
que los ensayos clinicos aleatorizados son escasos y que incluyen un
nimero pequefio de pacientes con situaciones clinicas criticas muy
heterogéneas. Reconocen también que aunque no se haya observado un
aumento de la supervivencia, el poder estadistico de estos estudios es
bajo. Aunque comentan que en algunos casos la administracion de
hormona tiroidea puede ser perjudicial, en particular con dosis altas de
T3, no dan ninguna referencia bibliografica al respecto. Asi mismo
comentan que en un estudio en enfermos con fallo renal agudo la

d!’®: en dicho

administracion de T4 se asoci6 a aumento de mortalida
trabajo, Acker et al. estudiaron dos grupos de pacientes con fallo renal
agudo a los que administraron 150 pg de levotiroxine i.v. cada 12 horas
durante 48 horas —grupo tratado- o placebo —control-. La mortalidad en el
grupo control fue del 13% y en el grupo tratado con levotiroxina del 43%,
diferencia que se observo al cabo de varias semanas y no se pudo
relacionar con ningun efecto agudo de T4. De todas las variables
analizadas, la unica que se relacion6 de forma significativa con
mortalidad fue el nivel de TSH al inicio del estudio, observandose que los
sujetos que fallecieron presentaron niveles mas bajos de TSH con
independencia de su inclusion en uno u otro grupo. Aunque los autores no
encontraron diferencias en la puntuacion APACHE Il entre los dos
grupos, hoy sabemos que cuanto mas severa es la enfermedad, mas
disminuye la TSH debido a una mayor activacion de DIO2. Es posible

pués que los niveles de TSH al inicio del cuadro clinico sean indicadores
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sensibles de gravedad, algo que necesita estudios confirmatorios. Por
altimo, y a nuestro entender el dato mas relevante del estudio de Acker et
al., fue que la mortalidad por fallo renal agudo del 13% en el grupo
control es muy inferior a lo publicado para mortalidad intra-hospitalaria
por la misma institucion en donde trabajaban los autores, y por muchos
otros grupos para esta situacion, que se sitda en un 40-50%. Los mismos
autores comentan que la mortalidad de su grupo control fue inferior a la
publicada previamente por su institucion, al contrario de la mortalidad en
el grupo tratado que, con una mortalidad del 43%, fue similar a lo
esperado. Todo parece apuntar que en el citado trabajo existio un sesgo en
la seleccion de los pacientes y que los niveles séricos de TSH pudieran
usarse como marcadores de gravedad. La ATA en la citadas
recomendaciones menciona que la administracion de T3 se asocia a
efectos beneficiosos en alguno de los parametros estudiados, a pesar de lo
cual concluyen que “en la practica actual, la mayoria de los médicos
interpretan los datos publicados como que la administracion de hormona
tiroidea no es beneficiosa, y que aceptan el dogma de que es una
respuesta adaptativa”, y otra vez lo escriben sin dar ninguna referencia
que pruebe que esto es asi. Los autores de esta guia clinica de la ATA
concluyen que el estudio més reciente al respecto fue publicado en 2004,
y que para estas recomendaciones se basaron en cinco estudios en los que
se utilizé T4 y en dos estudios en que se utiliz6 T3. En base a lo expuesto,
creemos que la postura de la ATA en contra de la administracion de
hormona tiroidea en enfermos con NTIS no se sostiene en ensayos
clinicos controlados, ya que simplemente no existen, y se basa mas en

creencias que en evidencias cientificas.
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En humanos, existen pocos estudios sobre los mecanismos
moleculares implicados en el hipotiroidismo asociado a la enfermedad.
Estudios realizados en biopsias de higado obtenidas de sujetos que
fallecieron a consecuencia de enfermedad severa, y en biopsias de tejido
adiposo y musculo esquelético obtenidas en pacientes internados en la
unidad de enfermos criticos, se observé una disminucién en la expresion

88,144

de los receptores de hormonas tiroideas y del transportador de

hormonas tiroideas'’’ asi como alteraciones en la actividad de las enzimas

deyodinasas®®*° .

Respecto a éstas, se encontr6 un descenso en la
actividad DIO1 en el higado™ y expresién de DIO2 en el musculo
esquelético®™, asi como un aumento de la actividad DIO3 en ambos
tejidos®®**°, cambios que concuerdan con la disminucién de T3 vy el
aumento de rT3 observado en los pacientes. En el tejido adiposo no se
encontraron cambios en la actividad DIOs lo que sugiere que en este
tejido pudiera haber una disminucion de la captacién de hormona tiroidea
-menor expresion MCT8- y acciones genomicas —descenso de expresion
THRA y THRB- pero no en la metabolizacion de hormonas tiroideas.
Estos estudios sugieren que en el hipotiroidismo asociado a la
enfermedad existen cambios en el metabolismo y accion de hormonas

tiroideas que son tejido especificos.

Las limitaciones inherentes a la investigacion en humanos se pueden
solventar en parte con modelos animales. La investigacion en animales
grandes presenta la ventaja de poder reproducir no sélo los cambios
observados en humanos sino también protocolizar e implementar un
manejo de situaciones clinicas similar a lo que se aplica en humanos.

Entre las desventajas estan el coste en cuanto al precio de los animales,
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instalaciones y personal implicado en el manejo, complejidad de los
protocolos, y un mayor rechazo por parte de la comunidad a este tipo de
investigaciones. Esto supone la redaccion de protocolos de complejidad a
veces superior a estudios en humanos, asociados a controles muy estrictos
por parte de veterinarios institucionales y nacionales, y controles de

seguimiento también muy estrictos por parte de comités éticos.

En el presente trabajo se logro desarrollar hipotiroidismo secundario
a shock septico en el cerdo doméstico, y hemos demostrado que éste
modelo es de utilidad para investigar los mecanismos moleculares

implicados en el desarrollo del NTIS.

Los niveles séricos de hormonas tiroideas FT4, FT3, rT3 y de
cortisol el cerdo doméstico son similares a los humanos. No hemos
determinado los niveles séricos de TSH debido a la falta un ensayo que
ademas de especifico, sea barato y rapido como podria ser un radio- o
inmunoensayo. La administracion de LPS causo los efectos esperados de
fiebre, taquicardia, nausea, vomitos e hipotension asociado a una elevada
mortalidad de animales en las primeras 24 horas. Es importante resefiar
que en un estudio preliminar observamos que la reduccion en la dosis de
LPS en 1 pg/kg, causd fiebre pero no shock, no se observé mortalidad
animal, y tampoco se observaron cambios en los niveles séricos de
hormonas tiroideas entre el inicio y final de la administracion de LPS ni
respecto al grupo control. Se puede concluir que en cerdos, el margen en
la concentracion de LPS en ug por kg de peso para inducir shock séptico
es muy pequefio. Este modelo de shock séptico inducido por LPS (que

podriamos calificar de sepsis sin manejo intensivo en cuanto a fluidos, via
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aérea y vasopresores), se asocio a un descenso significativo en los niveles
séricos de FT4 y FT3 y un aumento muy notable en los niveles de cortisol
sérico al final de la administracion respecto al nivel basal, y también
respecto al grupo control. No se observd un aumento en los niveles
séricos de rT3, lo que obedece a que el nivel sérico FT4 (precursor de
rT3) fue muy bajo; sin embargo, el cociente rT3/FT4 fue muy superior en
animales tratados con LPS, lo que indica que existe una mayor
produccion o una menor degradacién de rT3, incluso en situaciones en las
que su precursor, FT4, esta bajo. Dado que T4 tiene una vida media larga,
el hecho de que en el grupo tratado haya habido animales que a las 12
horas presenten un descenso en los niveles de FT4 unido a un aumento en
el cociente rT3/FT4, sugiere un aumento en la metabolizacion de FT4

inducido por LPS.

Estudios post-mortem en pacientes criticos mostraron una
disminucion de los niveles de T3 en corteza cerebral, el hipotdlamo, la

159 observandose

hipofisis anterior, el higado, el rifion y el pulmoén
ademas una correlacion positiva entre los niveles séricos y tisulares de
T3'8. De acuerdo a estos estudios, en el presente trabajo también
observamos que los animales en shock séptico tenian un descenso en los
niveles tisulares de T4 y T3, con las excepciones de T4 en pulmény T3
en la corteza cerebral. La observacion de que los niveles de T3 en cerebro
se mantienen a pesar de un descenso en los niveles de T4 cerebral fue
desconcertante, e incluso ignorado durante cierto tiempo, debido a la
dificultad para su explicacion, y méas cuando este resultado no fue
producto de un error en el ensayo ya que el analisis se repitio en dos

ocasiones arrojando resultados similares. Estos resultados indican que en
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el shock séptico, al menos durante 12-48 horas, el cerebro es capaz de
mantener niveles de T3 similar a los controles, a pesar de un descenso en
los niveles séricos y cerebrales de T4. De acuerdo con nuestras
observaciones, estudios en conejos con enfermedad critica también han
encontrado que niveles séricos bajos de T4 y T3 se asocian con niveles
bajos de T4 pero normales de T3 dentro del hipotalamo*®. Aunque
todavia no hemos realizado experimentos al respecto, creemos que la
explicacion podria residir en una mayor expresion y actividad de la D102.
En roedores, durante estados de inflamacion, tanto la expresién como la
actividad DIO2 aumentan en leptomeninges, plexos coroideos, vasos
sanguineos cerebrales y tanicitos a través de la activacion de NF-kB**"%®,
A este respecto, nosotros hemos presentado evidencias clinicas en
humanos de que el sistema feedback de regulacion de TRH-TSH se
mantiene activado, y posiblemente incluso aumentado, en sujetos con
enfermedad severa. En concreto, en un grupo de sujetos con
hipotiroidismo primario sin tratamiento y hospitalizados por enfermedad
severa, hemos observado que los niveles séricos de TSH estaban muy
elevados, y que tras la administracion de levotiroxina a dosis altas estos
niveles de TSH disminuyeron, elevandose también los niveles de rT3**.
Esta observacion clinica sugiere que existe un aumento de la conversion
de T4 a rT3 en la periferia (raz6n por la que se necesita administrar
niveles altos de levotiroxina), y que la respuesta inhibidora de la
levotiroxina a nivel central estd conservada. En base a estas
observaciones, proponemos la hipdtesis de que durante la enfermedad
critica se ponen en marcha mecanismos centrales destinados a mantener

niveles adecuados de hormona tiroidea cuya consecuencia seria evitar un
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aumento de los niveles de TRH-TSH, y que es probable que existan otras
funciones todavia por descubrir.

88,144,150 151,152,179-181

Estudios en humanos y en modelos de roedores
habian mostrado cambios en la expresion y la actividad de las enzimas
DIOs en un numero limitado de tejidos, y se ha sugerido que estos
cambios serian en parte responsables del descenso de T3 y del aumento
de rT3 en suero. Sin embargo, hasta el presente trabajo no habia ningun
estudio que hubiera estudiado la expresion y actividad de las tres DIOs en
conjunto con la extension que nosotros presentamos. Si bien DIO1 se
expres6 en todos los tejidos analizados, sOlo se detectd actividad
enziméatica en el higado y en cértex y médula renales, tejidos que
presentaron ademas la mayor expresion del gen DIO1; es de resefiar que
no se encontro actividad DIO1 en la glandula tiroides. En cuanto a DIO2,
encontramos expresion en todos los tejidos analizados, aunque sélo se
detectd actividad enzimatica en hipotalamo, hipofisis y, a niveles muy
bajos, en la glandula tiroides. Por el contrario, detectamos actividad DIO3
en todos los tejidos analizados, siendo hipotalamo, lébulo frontal,
hipéfisis y glandula adrenal los tejidos que presentaron mayor actividad.
La administracion de LPS en el cerdo produjo una disminucion de la
expresion y la actividad de la DIO1 en el higado y el rifidén, y a un
aumento de actividad de DIO3 en higado, la glandula tiroides y el
hipotdlamo. Sin embargo, no se observaron cambios en la actividad D102
en hipotalamo, hipdfisis y glandula tiroides. Los cambios detectados en
DIO1 (higado y rifion) y DIO3 (higado) posiblemente estén implicados en
el descenso de los niveles de T3 y aumento en los niveles de rT3 en

suero. El aumento de la actividad de DIO3 en tiroides podria contribuir al
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descenso de los niveles de T4 al aumentar la conversion intratiroidea de
T4 a rT3. El aumento de DIO3 en hipotalamo podria contribuir a limitar
la conversion de T4 a T3. Ya se ha comentado con anterioridad que a
pesar de que los niveles de T4 en suero y cerebro estan bajos tras la
administracion de LPS, no se encontraron diferencias significativas en los
niveles de T3 en cerebro entre controles y sépticos, lo que podria
obedecer a una mayor conversion de T4 a T3 inducida por un aumento de
actividad DIO2. Sin embargo, nosotros no hemos observado un aumento
en la actividad D102 en hipotalamo ni en hipdfisis, si bien esto pudiera
obedecer a un problema de muestreo. La actividad DIO2 en hipotalamo
se limita a tanicitos, astrocitos y endotelio capilar, y nosotros hemos
analizado la actividad D1O2 en un bloque tisular amplio que incluyé todo
el hipotalamo, por lo que podria ser necesario un enriguecimiento previo
de estas células para observar diferencias; a este respecto, hay que resefiar
que la actividad DIO2 medida fue muy baja, lo que sugiere la necesidad

de un enriguecimiento con los elementos celulares citados.

Otros cambios relevantes asociados en la enfermedad grave que
pudieran originar una menor sensibilidad a la accion de las hormonas
tiroideas son cambios en la expresion de los transportadores de hormonas

tiroideas, los receptores nucleares y sus cofactores.

La importancia fisiopatoldgica del transportador MCT8 se establecio
tras el hallazgo que mutaciones en MCT8 son responsables del Sindrome
de Allan-Herdon-Dudley, un cuadro de retraso psicomotor severo ligado
al cromosoma X®. MCT8 transporta T3 al interior de las neuronas, y

ratones knock-out para MCT8 muestran resistencia central a la accion de
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las hormonas tiroideas *®%; al contrario, en los tejidos periféricos MCT8
regula la salida de hormona tiroidea del interior de la célula a la
circulacién sanguinea'®'®*. Por ello, un descenso en la expresion de
MCTS8 a nivel neuronal podria causar efectos similares al hipotiroidismo,
debido a la imposibilidad de proveer hormona en cantidad adecuada a la
neurona, mientras que en tejidos periféricos supondria una mayor
retencién intracelular de la hormona. En nuestro estudio observamos que
el shock séptico inducido por LPS causé disminucion de la expresion de
MCTS8 en la hipofisis, el corazon, el higado, la corteza renal, el pulmon y
la glandula suprarrenal. Sin embargo, no se observo una disminucién en
la expresion a nivel cerebral ni hipotalamica. Estos resultados concuerdan
con nuestra hipdtesis de que durante la enfermedad no existe
hipotiroidismo central, sino todo lo contario, que los niveles neuronales
de T3 se mantienen. La disminucion de MCT8 en tejidos periféricos
podria ser un mecanismo para retener la hormona en el tejido debido a su

descenso en la circulacion y en el propio tejido.

La informacion sobre la expresién de receptores de hormonas
tiroideas en tejidos humanos durante la enfermedad es limitada. En un
estudio previo, nuestro grupo encontrd que en pacientes ingresados en
una unidad de cuidados intensivos debido a enfermedad severa, incluido
el shock séptico, la expresion de THRB y THRA disminuye en musculo
esquelético y tejido adiposo ®***. En este sentido, en el presente estudio
también observamos una disminucion en multiples tejidos de la expresion
de THRB y, en menor medida de THRAs y RXRs.
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En conjunto, nuestros resultados sugieren que durante la enfermedad
severa existe un hipotiroidismo tisular asociado a cambios en la
metabolizacion de hormonas tiroideas (menor produccién de T3) y una
situacion potencial de resistencia 0 menor sensibilidad a su accion, que es
tejido especifica, consecuencia de un descenso en la expresion de THRB,
cuyas consecuencias fisiopatoldgicas se desconocen. Como ya hemos
comentado anteriormente, la mortalidad por shock séptico aumenta al 70-
90% en casos de disfuncién miocardica, lo que implica fallo sistdlico
(menor impulso) y diastdlico (mayor rigidez). Por ello creemos obligado
discutir, aunque sea en un plano hipotético, algunas consecuencias que el
hipotiroidismo asociado a la enfermedad podria tener sobre la funcién
cardiaca, y a partir de ahi inferir los posibles efectos de la administracion
de hormonas tiroideas sobre la dicha funcion durante la sepsis. En
concreto, nos enfocaremos en los efectos de la hormona tiroidea sobre la
contractilidad cardiaca y metabolismo energético.

Tanto productos bacterianos como citoquinas proinflamatorias

aumentan la produccion de 6xido nitrico (NO)'®>*®

188,189

y especies de

oxigeno reactivo (ROS) que pueden inhibir la funcion de proteinas

189,190

implicadas en la contraccion y relajacion miocardica como

Sarcoendoplasmic reticulum adenosine triphosphatase 2a (SERCAZ2a) y
el canal de calcio tipo L (LTCC). Lo que produce la disminucién de la
entrada de calcio en la célula y de la liberacion de calcio del reticulo
sarcoplasmatico 'y como consecuencia un acortamiento  del

191,192

sarcomero Estos  productos  bacterianos y  citoquinas

proinflamatorias inhiben también, la expresién génica de SERCA2a*®,
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reducen la sensibilidad del miofilamento al calcio*®*, e inhiben la

expresion y desentitizan los receptores adrenérgicos (AR)**1%,

Las hormonas tiroideas aumentan la contractilidad miocéardica
regulando la disponibilidad de calcio, la expresion de proteinas necesarias
para la contraccion y la respuesta adrenérgica. En concreto, las hormonas
tiroideas inducen la expresion de los genes SERCA2a y del receptor de
rayanodina 2 (RYRZ2), inhiben la expresién del gen fosfolamban (PLN) e
inducen la fosforilacion de PLN. Estos cambios conllevan a un
incremento en la amplitud y la velocidad de las ondas de calcio generadas
por la liberacion y entrada ciclica de calcio al reticulo sarcoplasmatico
que aumenta la funcién miocérdica*®’. Las hormonas tiroideas inducen la
expresion de la cadena pesada de la miosina o codificada por el gen
MYHG e inhiben la expresion de la cadena pesada de miosina B codificada
por el gen MYH7*. La MYH6 posee mayor actividad ATPasa
comparado con la MYH?7, por lo que un incremento en el la proporcion
de MYH6 conlleva a un aumento de la velocidad y de la fuerza de

198 - Ademas, las hormonas tiroideas

contraccion del ventriculo izquierdo
inducen la expresion de la alfa-actina esquelética (SKA-a) , lo que
también aumentaria la contractilidad del miocardio'®. La expresion de la
proteina titina, componente del sarcomero, en el miocardio también es
regulada por hormonas tiroideas®®. En el miocardio se expresan dos
isoformas de la titina, la isoforma N2BA vy la isoforma N2B, isoforma
mas pequefia y rigida. En pacientes con hipotiroidismo se observo un
incremento de la expresion de la isoforma N2BA que se relaciond con la

disfuncion diastélica asociada al hipotiroidismo®™.
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Las hormonas tiroideas regulan el nimero y la afinidad de los
receptores adrenérgicos y la actividad de la enzima adenilato ciclasa en el
miocardio®*?%, El hipotiroidismo esta relacionado con una disminucion
de la respuesta a agonistas beta-adrenérgicos?®**®, debido a la

disminucion de receptores adrenérgicos®>%

y al incremento de la
expresion de las quinasas de receptores acoplados a proteinas G 2

(GRK2) y 5 (GRK5)™".

Ademas de sus efectos directos sobre la mecénica cardiaca, las
hormonas tiroideas tienen importantes efectos sobre el metabolismo
energético. Durante el shock séptico existe una disminucion en la
oxidacion de &cidos grasos’® que no se compensa a expensas de
aumentar la oxidacion de glucosa, ya que la actividad del complejo
piruvato deshidrogenasa también disminuye durante la sepsis?®®#¥,
situacién que predispone a un déficit de ATP. Aunque no existe acuerdo
si durante el shock séptico existe de forma universal una menor
generacion de ATP, ya sea por defecto en la utilizacion de los sustratos
energéticos, o por anomalias a la cadena de transporte energético
mitocondrial, lo cierto es que en casos letales, los niveles de ATP tisular
disminuyen®*. Entre los factores responsables de la inhibicién de la
oxidacion de acidos grasos estarian la menor actividad CPTI (del inglés
fatty acyl-CoA transporter carnitine palmitoyltransferase-1) y la
disminucion en la expresion de los receptores nucleares PPAR-o y PGC-
la (del inglés peroxisome proliferator-activated receptor gamma co-

activator-/a)'%#12,
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Las hormonas tiroideas aumentan la oxidacion de acidos grasos que
prodria compensar el descenso de la oxidacién de glucosa observada en el
shock séptico. T3 induce la actividad de la proteina quinasa activada por
AMP (AMPK)™ lo que aumenta la expresién de transportadores de
4cidos grasos en la membrana®®. Ademas, la activacion de AMPK inhibe
la acetil-CoA carboxilasa (ACC), provocando una disminucion de los
niveles de malonil coenzima A, inhibidor de la actividad CPT-1?4?">, T3
también induce la expresion génica de CPT-1 y PGC-/a y regula el
ensamblaje y la degradacion de la proteina trifuncional mitocondrial
(MPT), un complejo enzimético asociado a la membrana mitocondrial

interna®l®218,

En nuestro estudio encontramos, que el miocardio porcino durante la
sepsis es hipotiroideo, pero no observamos cambios encaminados a
disminuir la sintesis de T3 (descenso de la actividad DIO2 y aumento de
la actividad DIO3) o a aumentar su aclaramiento (aumento de DIO3).
Ademas, la expresion de THRAL, principal receptor que controla los
efectos gendmicos de T3 sobre la contractilidad miocéardica, no se
modificé en los animales sépticos respecto a los controles. Como
consecuencia del hipotiroidismo miocardico, seria de esperar una menor
ocupacion del TRal, que sin embargo no seria inocua ya que el TRal sin
unién a ligando no es inactivo y causa hipertrofia miocardica y menor
contractilidad. Las dos circunstancias, hipotiroidismo y menor ocupacién

de TRal podrian originar disfuncién miocardica®*#%.

Nuestros hallazgos sugieren que el hipotirodismo miocardico

asociado al shock séptico es consecuencia principalmente de un descenso
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de los niveles de hormona a nivel sanguineo y que, por tanto, debido a los
efectos deletéreos del hipotiroidismo sobre la funcién miocardica, su

administracion serfa beneficiosa.

Los mecanismos moleculares implicados en el descenso de la
expresion de los receptores nucleares para las hormonas tiroideas no se
conocen. Uno de los posibles mediadores es NF-kB, debido a su papel
central en la respuesta inmune a la infeccion, a que la administracion de
LPS induce su activacion, y a que TNF-o induce su activacion y causa un

1??* En este sentido, en estudios realizados

descenso en la actividad DIO
en la linea celular de higado HepG2 se observd que la activacion de NF-
kB inducida por TNF-a bloquea el aumento de la expresion génica DIO1
dependiente de T3'. En el presente estudio observamos que la mayor
expresion de DIO1 la presentan higado y rifion, unicos tejidos en los que
se detect0 actividad enzimaética. La administracion de LPS se asocid a
mayor actividad NF-kB en rifibn pero no en higado, por lo que no
podemos concluir que exista una relacion inversa causal entre activacion
NF-kB y expresion DIO1. De igual manera, al igual que en higado, tras la
administracion de LPS no observamos activacion NF-kB en corazon,
tejidos en los que la expresion de THRB disminuyd. De los resultados
obtenidos en nuestro estudio no podemos concluir que exista una relacion
directa entre mayor activacion NF-kB y menor expresion de DIOL y

THRB en corazén e higado.

El gen PTGS-2 codifica para la enzima inducible prostaglandina-
endoperoxido sintasa 2 (PTGS2), también conocida ciclooxigenasa 2 6

COX-2. COX-2 participa en la sintesis de prostanoides (prostaglandinas,
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prostaciclinas y tromboxanos) que juegan un papel importante en
fisiopatologia de la sepsis; de hecho, ratones knock-out de PTGS-2
muestran un descenso de la mortalidad y de la inflamacion inducida por
sepsis®?2. En nuestro estudio, la administracién de LPS se asocié a un
aumento muy notable en la expresion de COX-2 en casi todos tejidos
estudiados, y de forma muy especial en aorta, miocardio, médula renal y
cerebelo. Las implicaciones del aumento de expresion en COX-2 en
nuestro modelo son desconocidas, aunque en el presente ya sabemos que
el receptor para prostaglandina E2, EP4, se expresa en el miocardio
porcino a niveles bajos, y que tras la administracion de LPS se produce
también un aumento superior a 10 veces en su expresion. El aumento en
la expresién miocardica de COX-2 y del receptor EP4 sugiere un aumento
en la produccién y actividad de prostaglandina E a nivel cardiaco cuyos
efectos estan por investigar. En un futuro esperamos medir los niveles de
prostaglandinas tisulares e investigar su participacion en el hipotiroidismo
asociado a la enfermedad.

HIF-1a es el principal mediador transcripcional de la respuesta
celular a hipoxia®®®. Sin embargo, se ha demostrado que LPS induce la
estabilizacion de HIF-1 incluso en condiciones de normoxia®*. HIF-1
contribuye en la activacion de citoquinas, los sintomas y la letalidad de la
sepsis inducida por LPS. Los ratones que presentan la deleccion de HIF-1
en macrofagos muestran menor mortalidad tras la infusion de LPS. Se ha
descrito que hipoxia incrementa la actividad de la enzima DIO3 en
multiples tipos celulares incluyendo neuronas (células SK-N-AS),
cardiomiocitos de rata neonatas, hepatocitos (células NCLP6E) y células

de coriocarcinoma humano (JEG-3) pero no asi en células de endometrio
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(células ECC-1) o fibroblastos (células AG104526 humanas), indicando
que el incremento en la actividad DIO3-inducido por hipoxia es
dependiente del tipo celular.®. Previamente se ha establecido que HIF
promueve supervivencia celular en situaciones de hipoxia ya que sus
genes diana reducen el consumo de oxigeno. Las hormonas tiroideas
estimulan el consumo de oxigeno, la regulacion local de T3 en los tejidos
afectados por hipoxia podria tener importancia fisioldgica®®. Sin
embargo, nosotros solo observamos una relacion entre el aumento de
expresion de HIF-1 y el incremento de la actividad DIO3 en hipotalamo,
por lo que el aumento en la actividad DIO3 tras la infusion de LPS esta en
relacion a aumento de expresion en HIF-1.

HIF-1 regula también genes relacionados con apoptosis celular como

p53 y la caspasa 3%’

La activacion de caspasa 3 juega un papel
importante en la disfuncion cardiaca inducida por endotoxinas, que puede
estar relacionado con la respuesta de los miofilamentos a calcio,
alteraciones en las proteinas contractiles (degradacion de troponina) y
desorganizacion del sarcomero®?®. Durante el shock séptico se observa
una disminucién de la sintesis de vasopresina por el hipotalamo que se
relaciona con vasodilatacion y disfuncion organica; el aumento de la
expresion de caspasa 3 en el nucleo paraventricular y supraoptico del
hipotalamo podria explicar este hallazgo®”®. En estudios realizados en
pancreas de ratones diabéticos e in vitro en trofoblastos de placenta se
observo que T3 reduce la activacion de caspasa 3 que conlleva a una
disminucién de la apoptosis®*?*!, En nuestro modelo observamos un

aumento significativo de la expresion de HIF-1 en ambos tejidos, por lo
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que seria de alto interés investigar si se activaron estas vias, y si el

tratamiento con T3 ejerce un efecto beneficioso en este sentido.
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6. CONCLUSIONES

1. El shock séptico inducido mediante LPS provocd NTIS.

2. NTIS causo6 hipotiroidismo con disminucion de la concentracion de
hormonas tiroideas a nivel tisular. Sin embargo, el l6bulo frontal mantuvo

niveles normales de T3.

3. En los principales tejidos productores de T3, higado y rifion, se produjo
una disminucion de expresion y actividad de DIO1 y aumento de la
actividad D103.

4. No se observo un aumento en rT3 sérica, debido a que su produccién

esta limitada por la disminucion de su sustrato (T4).

5. En varios tejidos se produjeron cambios en una direccion que sugiere la
posibilidad de una menor sensibilidad a la accién de las hormonas

tiroideas.

6. No se encontrd una relacién clara entre la activacion tisular de NFk-B

y el descenso en la expresion de THRB tisular.
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