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ANTECEDENTES.

La hormona estimulante del tiroides (TSH) pertenece a la familia
de hormonas glucoproteicas que incluye ademas a la hormona
luteinizante (LH), la hormona estimulante del foliculo (FSH) y la
gonadotropina coridonica (HCG) (2 ). Con un peso molecular de
28Kkd, 1a TSH esta compuesta por dos subunidades unidas en
forma no covalente (1,2 ). La subunidad o es la misma en todas
las hormonas glucoproteicas, mientras que la subunidad 8
confiere especificidad biol6gica, estructural e inmunolégica a
cada hormona (2,4 ).

La TSH es sintetizada y secretada por el tirotropo de la
adenohipofisis y se encuentra bajo el control de sefiales que
provienen tanto del hipotalamo como de la periferia (3 ). El
factor hipotalamico que regula predominantemente la sintesis y
secrecion de TSH es el tripéptido conocido como hormona
liberadora de tirotropina (TRH), el cual se localiza en la
eminencia media y el nuicleo paraventricular (3). La
somatostatina hipotalamica inhibe la sintesis y secrecion de TSH
pero su papel fisiologico en este eje se desconoce. El control
negativo de la sintesis y secrecion de TSH depende de las

hormonas tiroideas tiroxina (T4) y triyodotironina (T3) . Estas



hormonas tiroideas inhiben por retroalimentacion negativa tanto a
nivel hipotalamico como hipofisario las sintesis y secrecion de
TSH (2,3 ). En la actualidad se sabe que esta retroalimentacién
negativa depende de la integridad de los procesos de |
monodesyodinacién hipofisaria de T4 a T3 mediante la |

monodesyodinasa II (3,12 ).

Una caracteristica importante de las hormonas glucoproteicas es
su alto contenido de carbohidratos (8 ). Aproximadamente, el
21% del peso de la subunidad o y 12% del peso de la subunidad
B, esta constituido por carbohidratos complejos (2 ). Las
subunidades a y B son sintetizadas en forma separada, a partir de
genes distintos (la o esta codificada en el cromosoma 6 y la TSH-
B enel 1) (3). Como muchas otras hormonas hipofisarias, la TSH
circulante consiste de un grupo heterogéneo de moléculas . Esta
heterogeneidad molecular resulta de fendmenos pre y
postraduccionales, asi como postsecretorios (5). Uno de los
fenémenos postraduccionales que contribuyen importantemente a
esta heterogeneidad molecular, es la adicion de carbohidratos
complejos al esqueleto peptidico de esta hormona (2,8 ). La
glucosilacion de estas hormonas trae como consecuencia
variabilidad en el tamafio de la molécula, cambios en sus

caracteristicas fisicoquimicas (p.e. punto isoeléctrico), diferencias



en su actividad biolégica y modificaciones en las tasas de

depuracién metabolica (12).

Estudios de desglucosilacion han demostrado que la porcién |
peptidica de TSH es esencial para la unién con su receptor,
mientras que la presencia de oligosacaridos determina su
actividad biolégica y su indice de depuracion (1,4). Los peptidos
de las subunidades de TSH naciente son glucosilados con
oligosacaridos precursores ricos en manosa que sirven de
substrato para la formacidn de oligosacaridos complejos que
contienen fucosa, N-acetilglucosamina, sulfatos y residuos de

acido sialico (2,4).

Se han demostrado diferentes isoformas de TSH circulante en
diversos estados fisiopatolégicos (1,7,9 ). Esta diversidad de
formas moleculares se debe a diferencias en el contenido de acido
sidlico y otros carbohidratos pero también incluye diferencias en
el grado de sulfatacion (4,15 ). En el hipotiroidismo primario la
caida de las hormonas tiroideas libera de la retroalimentacion
negativa al tirotropo, con lo cual este aumenta su sintesis y
secrecion de TSH (3). Sin embargo, ademas de producirse una
mayor cantidad de TSH, esta tiene diferencias cualitativas
importantes si se compara con la TSH que se produce en el estado

eutiroideo (1,7,9). En la hipertirotropinemia del hipotiroidismo



primario no tratado, se produce una TSH con un gran contenido
de acido sialico, lo que resulta en una molécula mas grande, con
un punto isoeléctrico mas acidico y con una vida media mas larga
(1,7,9). Existen otros estados de hipersecrecion de TSH, que se
engloban en la llamada “secrecion inapropiada de TSH”,
condicién que incluye al adenoma hipofisario productor de TSH
(tirotropinoma) y a la resistencia pituitaria selectiva a hormonas
tiroideas (19,20). Al menos en el caso del tirotropinoma se ha
encontrado que la TSH secretada tiene un alto contenido de
manosa y relativamente bajas cantidades de acido sialico, lo cual

resulta en una molécula parecida a la TSH del neonato (20,21).

No se conoce con precision el porque de las diferencias en el
grado de glucosilacion en el hipotiroidismo primario y otros
estado de hipersecrecion de TSH. Sin embargo, existen estudios
experimentales en ratones hipotiroideos que demuestran un
incremento en los niveles de RNAm de la B-1,4-
galactosiltransferasa y de la oo manosidasa II, enzimas

involucradas en los procesos de glucosilacion {5).

Hasta la fecha, no han sido estudiados los cambios que sufre la
molécula de TSH conforme el paciente con hipotiroidismo

primario es tratado con levotiroxina y llevado asi al eutiroidismo.



HIPOTESIS

El tratamiento del hipotirodismo primario con levotiroxina

produce cambios en el perfil cromatografico de TSH circulante.

OBJETIVO.

Determinar si la sustitucion del hipotiroidismo primario mediante
la utilizacion de levotiroxina produce cambios en las formas

moleculares de TSH circulante.

MATERIAL Y METODOS.

e Diseiio del estudio:

Estudio prospectivo, longitudinal, comparativo.

e Universo de tfrabajo:
Pacientes con hipotiroidismo primario de reciente diagndstico,
sin tratamiento previo, detectados en la consulta del servicio de

Endocrinologia del Hospital de Especialidades del Centro Médico



Siglo XXI en el periodo comprendido entre mayo de 1995 a enero
de 1996. Grupo control de sujetos eutiroideos, estratificados de

acuerdo a edad y sexo con el universo estudiado.

e Protocolo de estudio:

Se seleccionaron pacientes con diagnostico de hipotiroidismo
primario en base a datos clinicos y bioquimicos mediante pruebas
de funcion tiroidea (PFT) en forma basal. Todos ellos con
elevacion de TSH entre 30 y 50 uU/ml. A estos pacientes se les
inici6 tratamiento con 100 pg de levotiroxina sodica. Se
realizaron controles de PFT cada 4 semanas, en base a los cuales

se ajusto la dosis de levotiroxina hasta lograr normalizar la TSH.

Se realizé cromatografia por exclusion molecular de TSH
circulante antes de iniciar tratamiento sustitutivo, un mes después
de que el paciente habia recibido 100 pg de levotiroxina y una
vez logrado el eutirodismo, el cual se definié como la

normalizacion de TSH.

e Ensayos:

a) Pruebas de funcidn tiroidea: La T4 total fue determinada
mediante un radioinmunoensayo (RIA) de anticuerpo policlonal
(“Amerlex-M T4 RIA”, Johnson & Johnson Clinical Diagnostics,
Amersham UK, Rochester, NY, USA) con coeficientes de



variacion (CVs) inter e intra ensayo de 4 y 3% respectivamente.
La T4 libre se determind mediante un RIA competitivo que usa
un anticuerpo anti-T4 monoclonal marcado de ratén (“Amerlex-
MAB FT4”, Johnson & Johnson Clinical Diagnostics, Amersham
UK, Rochester, NY, USA) con CVs inter e intraensayo de 61 y
5.3% respectivamente. La T3 total se midi6é con un RIA
policlonal (Cis Bio International, Gif-Sur-Yvette, Francia) con
CVs intra e interensayo de 7%. Se uso6 un ensayo
inmunoradiométrico (IRMA) de doble anticuerpo para medir
TSH en los perfiles tiroideos de rutina (no en los perfiles
cromatograficos). Este IRMA de TSH tiene una sensibilidad de
0.03 mUI/L y CVs inter e intraensayo de 4.2 y 5.6%

respectivamente.

b) Cromatografia de TSH: La cromatografia de exclusion
molecular de TSH se realizé en una columna de 1 x 50 cm, con
Sephadex G-100 (Pharmacia, Uppsala, Suecia). La
inmunoreactividad de TSH en las fracciones colectadas se
determiné mediante un RIA policlonal (Diagnostic Products
Corp, Los Anegeles, CA, USA) con un limite de deteccién de
0.14 mUI/L y CVs inter e intraensayo de 6 y 4%.



RESULTADOS.

Se logro realizar estudio cromatogréfico, en el momento del
diagndstico de hipotiroidismo primario y posterior a la
sustitucion a eutiroidismo con levotiroxina en 4 pacientes. Las

caracteristicas basales de estos 4 pacientes eran las siguientes:

TSH T4 T3
PACIENTE EDAD SEXO @mU/L) (ug/dl) (ng/dl)
1 40 afios F 40.4 4.6 65
2 35afios  F 50 33 86
3 43 aflos F 50 1 59
4 38 afios F 42.7 3.5 110

A todas estas pacientes se les inicid terapia sustitutiva con
levotiroxina, de manera que a dos meses de iniciado el
tratamiento, la TSH se habia normalizado en todas ellas. La dosis
proﬁledio de levotiroxina que se requiri0 para lograr lo anterior
fué de 100 meg al dia, y dicha terapia se vi6 acompafiada de

resolucion de los sintomas de hipotiroidismo.

La inmunoreactividad de TSH se dividioé en cuatro grandes

grupos: a) Isoformas de mas de 38 Kd, b) Isoformas de 24-30



Kd, ¢) Isoformas de 18-22 Kd, d) [soformas de menos de 16 Kd.
La figura 1 es un ejemplo de cromatogramas de suero, midiendo
inmunoreactividad de TSH antes (a) y después (b) del tratamiento
con levotiroxina. En condiciones de hipertirotropinemia
secundaria al hipotiroidismo, no observamos un patrén en cuanto
a la prorporcién de las distintas isoformas de TSH. Asi mismo,
una vez que las pacientes fueron tratadas con levotiroxina y
llevadas al eutirodismo, la proporcion de isoformas de TSH
cambid, pero sin ningin patrdn o tendencia comun a las cuatro

pacientes (Fig. 1, tabla IT).

Tabla IT:

PACIENTE >38Kd 2430Kd 18-22Kd <16Kd

1) Antes: 26% 52% 19% 3%
Después: 16% 36% 45% 1.2%
2) Antes: 35% 38% 8% 12%
Después:  27.6% 55% 16% 0%
3) Antes: 19% 72% 9% 0%
Después: 30% 56% 0% 14%
4) Antes: 38% 62% 0% 0%

Después: 30% 68% 0% 2%
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DISCUSION.

El presente estudio muestra que la proporcion de isoformas de
TSH circulante se modifica al pasar a un estado de eutiroidismo.
Estos resultados son éemejantes a los informados en la literatura
(1,5,7), aunque no se logra de manera constante una disminucion
en el porcentaje de las formas moleculares mas grandes(; mas

sializadas ?) al normalizar la concentracion de TSH total.

Llamo la atencién que no se encontré una mayor proporcion de
subunidad o libre en el suero de las pacientes con hipotiroidismo.
Lo anterior indica que en el hipotiroidismo primario, 1a sintesis
de ambas cadenas de TSH es coordinada. En contraste de lo que
ocurre en la hipertirotropinemia por los adenomas hipofisarios
secretores de TSH, en los que de manera caracteristica sintetizan

un exceso de subunidad a (19).

Es importante notar que la cromatografia por exclusion molecular
permite solamente analizar diferencias en el peso molecular de las
isoformas. En el presente estudio no se analiza el grado de
glucosilacion de la TSH plasmatica y esto se logra mediante
cromatografia de afinidad en columnas con lectinas como la
concanavalina A y el gérmen de trigo, las cuales son moléculas

que fijan carbohidratos (1).



En conclusion, en este estudio se confirmé que las formas
moleculares de TSH circulan en diferentes proporciones con
relacion al estado de la funcién tiroidea. Ademas que la
proporcion de las variantes moleculares se modifica al cambiar el
medio ambiente hormonal. La presencia de las subunidades libres
en el hipotiroidismo difiere de otras circunstancias que cursan

con hipertirotropinemia como es el caso del adenoma hipofisiario
(22).
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