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RESUMEN

Aceptado: 14/12/2021

La disfuncién endotelial asi como la hipercoagulabilidad han sido descritas como los factores
iniciales desencadenantes de la aterosclerosis y del dafno cardiovascular y se han asociado con el
hipotiroidismo subclinico (HSC). El objetivo de esta investigacion fue determinar la concentracién
de 6xido nitrico (ON), fibrinbégeno y lipidos circulantes en pacientes con HSC y correlacionar
dichas variables con la concentracién de tirotropina (T'SH) para establecer su posible asociacién
con el desarrollo de dafio cardiovascular. Se realiz6 un estudio descriptivo, correlacional de
corte transversal en el hospital IESS de Riobamba, Ecuador, en el periodo comprendido desde
enero de 2019 hasta septiembre de 2021. Se estudiaron 95 sujetos (65 pacientes con HSC y 30
controles). Se determind la concentracién de colesterol total, triglicéridos, HDL colesterol y LDL
colesterol, TSH, Tiroxina libre, ON y fibrinégeno. Resultados: Se encontr6 una disminucién en la
concentracién de ON (p<0.001), acompafiado de un incremento en la concentraciéon de colesterol
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total (p<0.0001), LDL colesterol (p<0.01) y fibrinégeno (p<0.0001) en los pacientes con HSC vs
los controles. Se observo una correlacion negativa (p<0.0001; r= -0.5020) entre la TSH y el ON
y una correlaciéon positiva (p<0.0001; r= 0.5412) entre la TSH y el fibrin6geno plasmatico en los
pacientes con HSC. Conclusion: los pacientes con HSC mostraron una disminucién en los niveles
séricos de ON y una elevacion en la concentracién plasmatica de fibrinégeno. Ambas mediciones
se correlacionaron significativamente con la concentracién de TSH. Estos parametros asociados
a un aumento del colesterol total y de LDL colesterol podrian favorecer la disfuncién vascular, el
desarrollo de aterosclerosis y el consecuente dafo cardiovascular.

Palabras clave: dafio cardiovascular, hipotiroidismo subclinico, 6xido nitrico, fibrinégeno, TSH.

1. Introducciéon

El hipotiroidismo subclinico (HSC) es una condiciéon bioquimica caracterizada por una elevacioén en
la concentracién de la hormona estimulante de la tiroides (T'SH) con niveles normales de triyodotironina
libre (T'3L) y de tiroxina libre (T'4L), sin sintomas clinicos significativos (Peeters, 2017). Sin embargo,
algunos pacientes pueden presentar cansancio, aumento de peso, estrefiimiento, intolerancia al frio,
resequedad de la piel, deterioro cognitivo, depresion, debilidad muscular, entre otros (Peeters, 2017).
El diagnéstico de HSC se fundamenta principalmente en las pruebas de laboratorio que evaltian la
funcién tiroidea (Peeters, 2017).

La asociacion entre el HSC y el riesgo de desarrollar enfermedad cardiovascular han sido
ampliamente documentadas (Hak, ¢t a/l., 2000; Lindeman, et al., 2003; Kvetny, et al., 2004; Sue &
Leung, 2020). Sin embargo los mecanismos moleculares subyacentes en esta asociacién siguen siendo
poco comprendidos.

Estudios previos han demostrado que la disfuncién endotelial juega un papel importante en la
patogénesis de la enfermedad cardiovascular y todos los factores de riesgo aterosclerdticos estan
altamente correlacionados con la misma (Tesauro, et al., 2017). Por otra parte, se ha descrito una
asociacion entre el HSC y el aumento de la resistencia vascular, engrosamiento de la pared arterial
y disfunciéon endotelial (Dagre, et al., 2005; Dagre, et al., 2007). En este contexto, el estudio del
comportamiento del 6xido nitrico (ON) en los pacientes con HSC tiene un papel clave. El ON es
una molécula altamente reactiva que se produce como consecuencia de la conversiéon enzimatica
del aminoacido L-arginina en L-citrulina por accién de una familia de enzimas denominadas éxido
nitrico sintetasas (ONS) (Ghimire, ¢t al., 2017). La produccién de ON en cantidades adecuadas
es una de las principales caracteristicas de un endotelio sano y garantiza la funcién e integridad
vascular (Farah, et al., 2018). La produccién fisiolégica de esta molécula tiene efectos beneficiosos en el
sistema cardiovascular (SGV), manteniendo el tono vascular, controlando la adhesién leucocitaria y la
agregacion plaquetaria (Farah, e/ al., 2018). Asimismo, el ON proporciona efectos anti-inflamatorios
y antioxidantes (Infante, et al., 2021).

Estudios recientes sugieren que los niveles séricos de ON podrian ser un indicador adecuado del
riesgo cardiovascular y pueden incluso considerarse en la definicién de la dosis y la introduccién de la
terapia de sustituciéon de levotiroxina en pacientes con HSC (Obradovic, ¢t al., 2016).

Por otro lado, la activacién del sistema hemostatico también juega un papel importante en la
progresion y en las complicaciones cardiovasculares, en particular en la ateroesclerosis. En este sentido
se ha descrito claramente la implicacion del fibrin6geno, una glicoproteina de fase aguda sintetizada
principalmente en el higado en el desarrollo y mantenimiento de la placa ateromatosa (Golia, et al.,
2014; Bertrand & Tardif, 2017).
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Por todo lo antes expuesto el objetivo de esta investigaciéon fue determinar la concentracion
sanguinea de ON, fibrinégeno y lipidos circulantes en pacientes con HSC y correlacionar dichas
variables con la concentraciéon de TSH, para establecer su posible asociacion con el desarrollo de
enfermedad cardiovascular.

2. Materiales y métodos

Se realiz6 una investigacién de tipo descriptiva, correlacional con un diseflo no experimental de
corte transversal, en el periodo comprendido desde enero de 2019 hasta septiembre de 2021. Se
estudiaron 95 sujetos de ambos sexos que acudieron a la consulta de Medicina Interna del Hospital
IESS de Riobamba, Ecuador, los cuales se dividieron en dos grupos (65 pacientes con hipotiroidismo
subclinico y 30 controles). Las edades de los participantes estuvieron comprendidas entre los 18 y 55
anos. Se excluyeron del estudio los pacientes con patologia tiroidea diagnosticada (hipotiroidismo
manifiesto, hipertiroidismo, cancer de tiroides), sujetos con diabetes mellitus, insulinorresistencia,
hipertensos, fumadores, pacientes con procesos infecciosos o inflamatorios, pacientes con un indice de
masa corporal (IMC) >30 y aquellos que estuviesen recibiendo tratamiento con beta-bloqueadores,
esteroides y amiodarona. En el caso de las mujeres se excluyeron las embarazadas y las menopausicas.

Se obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes y se siguieron las pautas éticas
dadas en la Declaracion de Helsinki. Todo el procedimiento fue aprobado por el comité de bioética y
la direccién de investigacién del Hospital IESS de Riobamba.

Se realizaron las respectivas historias clinicas y el examen fisico a cada paciente y se procedi6 a la
toma de las muestras sanguineas para determinar los parametros bioquimicos y hormonales.

Determinacion de parametros bioquimicos y hormonales

Para la determinacién de colesterol total, triglicéridos, HDL colesterol y LDL colesterol se
utilizé el equipo Cobas G501 (Laboratorios Roche Diagnostics; USA). El cual se basa en un método
colorimétrico que utiliza un fotbmetro multicanal.

La cuantificacion de las hormonas (TSH y T4,) se realiz6 mediante el método de electro-
quimioluminiscencia (ECLIA) usando el equipo Cobas E601 (Laboratorios Roche Diagnostics; USA).
Se tomaron como valores de referencia de T4,: 0.3-1.7 ng/dl y de TSH 0.270-4.20pUl/L.

Determanacion de la formacion de nitritos y nitratos

La formacién de 6xido nitrico fue detectada mediante la acumulacién de nitratos (NO3-) y nitritos
(NO2-). Los niveles de ON en el suero se midieron mediante el ensayo colorimétrico de Nitrato/Nitrite
Colorimetric Assay Kit (Cayman Chemical I.N. 780001) siguiendo las instrucciones del fabricante,
mediante una reaccién de dos pasos. La primera reaccion incluy6 la actividad de la nitrato-reductasa,
y la segunda fue la reaccion de Griess (Hevel & Marletta, 1994; Lundberg, et al., 2009). Las densidades
opticas se midieron a 540 nm en un lector de microplacas automatizado (Perkin Elmer, Wallac 1420
Victor) y las concentraciones de ON se calcularon a partir de una curva estandar de NaNO3 y se
expresaron como pMol/L.

Determanacion de fibrinogeno plasmatico

Se recogieron 3 mililitros de sangre venosa en un tubo de ensayo con citrato de sodio. La punciéon
se realizo con una aguja de calibre 20 en una region del brazo sin grietas, pliegues ni roturas en la
piel. Las muestras anticoaguladas se centrifugaron inmediatamente a una temperatura de 4 ° C, y el
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plasma obtenido se utiliz6 para determinar los niveles de fibrinégeno plasmatico por el método de von
Clauss (Clauss, 1957).

El analisis estadistico se realizé utilizando el software GraphPadInstat 3.1 y Graph Pad Prism
6.0. Los datos se expresaron como media * desviaciéon estandar (DE), La diferencia entre los grupos
estudiados se analizé mediante la prueba de Mann—Whitney. La correlacién fue analizada mediante el
test de correlacion de Pearson. Se consider6 un valor de p <0,05 como estadisticamente significativo.

3. Resultados

EnlaTabla 1 se presentan los resultados de los parametros bioquimicos y hormonales estudiados. Al
comparar los parametros bioquimicos analizados, se encontro diferencia estadisticamente significativa
en la concentracion de colesterol total y LDL colesterol entre los pacientes con HSC y los controles.
Adicionalmente se observo una diferencia significativa en la concentracion de TSH entre ambos
grupos. No se observaron diferencias significativas en el IMC entre los grupos estudiados.

Tabla 1
Valores de IMC, parametros bioquimicos y hormonales en pacientes con HSC y controles
Parametros Hipotiroidli?r:négsubclinico C(IJ\In:tléoées Valor de P
Edad (anos) 455 42+7 NS
TSH (mUI/L) 7,32 £ 1,40 2,50 £ 0,72 <0.0001**
T4libre (ng/dl) 1,31 £ 0,27 1,22 £ 0,20 NS
Colesterol Total (mg/dL) 187,5 + 16,38 165,3 £ 10,19 <0.0001%**
Triglicéridos
(mg/dL) 111,5 + 28,21 101,67 £ 17,35 NS
HDL colesterol 44,46 + 4,83 44,62 + 4,72 NS
(mg/dL)
LDL colesterol 92,48 + 9,54 84,84 + 14,40 0.003*
(mg/dL)
IMC 26,7£3,0 25,4 £ 2,95 NS

Los datos se expresan como promedio * desviacién estandar. El analisis estadistico se

realiz6 utilizando la prueba de Mann—Whitney. *Significancia estadistica; NS= no significativo

estadisticamente; IMC= indice de masa corporal.

Con respecto a la concentraciéon de ON se encontr6 una disminucion significativa en los pacientes
con HSC versus los controles (p<0.0001) Fig. 1.
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Figura 1.
Valores de ON en suero. Se encontr6 una disminucién en la concentraciéon de ON en los pacientes
con HSC al compararlos con los controles. El analisis estadistico se realiz6 utilizando la prueba de

Mann—Whitney. Control (N= 30); HSC: hipotiroidismo subclinico (N=65).

Al correlacionar la concentraciéon de T'SH con la concentraciéon de ON, se encontr6 una correlacion
negativa o inversa entre ambas variables (p<0.0001; r = -0.5020) Fig. 2.

Figura 2.
Se encontr6 una correlacién inversa entre los niveles de T'SH sérico y el contenido de ON en los
pacientes con HSC. Correlaciéon de Pearson

Por otra parte los pacientes con HSC exhibieron concentraciones plasmaticas de fibrindgeno mas
elevadas que el grupo control (p<0.0001) Fig. 3.
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Figura 3.
Valores de fibrindgeno en plasma. Se encontré incremento en la concentraciéon de fibrinégeno en

los pacientes con HSC al compararlos con los controles. El andlisis estadistico se realizé utilizando la

prueba de Mann—Whitney. Control (N= 30); HSC: hipotiroidismo subclinico (N=65).

Al correlacionar la concentracién de TSH con la concentracion de fibrindégeno, se observo una
correlacién positiva entre ambas variables (p<0.0001; r = 0.5412) Fig. 4.

Figura 4.
Se encontr6 una correlacion positiva entre los niveles de TSH sérico y el contenido plasmatico de
fibrinégeno en los pacientes con HSC. Correlaciéon de Pearson

4. Discusion

EIHSC es un trastorno comin que afecta aproximadamente al 10% de la poblacién adulta (Biondi,
et al., 2019). Esta condicion ha sido asociada con anomalias cardiovasculares, como la bradicardia, la
disfuncion endotelial, el aumento del grosor de la intima-media, la disfuncién diastélica, aumento de

la resistencia vascular, la aterosclerosis, entre otras (Chaker, et al., 2017).

En éste estudio, se encontr6 una disminucion en la concentracién sérica de ON en los pacientes
con HSC, la cual result6 estadisticamente significativa al compararlo con los sujetos eutiroideos. En
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este sentido, algunas investigaciones relacionadas con el comportamiento del ON durante el HSC son
contradictorias. Mientras algunos trabajos han informado una disminucién de esta molécula en éstos
pacientes (Obradovic, et al., 2016), otros estudios no han encontrado diferencia significativa (Gluvic,
etal., 2019).

El ON es producido en diferentes células, en una reaccién bioquimica catalizada por un grupo de
enzimas denominadas 6xido nitrico sintetasas, en la cual el aminoacido L-arginina en presencia de
oxigeno es convertido en L-citrulina (Férstermann & Sessa, 2012). Es una molécula que posee una
amplia gama de propiedades biolégicas que incluyen la modulacién del tono vascular, la regulacién
del crecimiento celular, la respuesta inmunitaria y el equilibrio redox. Desempefiando de esta manera

un papel crucial en la funcién endotelial normal (Tousoulis, e al., 2012).

Diversos estudios indican que el HSC es un factor de riesgo independiente de enfermedad
cardiovascular (ECV), incluida la aterosclerosis, la insuficiencia cardiaca congestiva, la enfermedad
coronaria, la cardiopatia isquémica y la mortalidad asociada (Chaker , et al., 2017; Gluvic, et al.,
2019). La relacién entre el HSC y ECV ha sido bien documentada, pero el mecanismo molecular
subyacente sigue siendo poco comprendido. Se ha descrito que la disfunciéon endotelial es un paso
inicial que conduce a la ECV en pacientes con HSC (Zhang, et al., 2014; Yasar, et al., 2019). En este
contexto, los cambios en el perfil lipidico, la inflamacién y/o el estrés oxidativo contribuyen a la
disfuncion endotelial (Tousoulis, et al., 2012). En este estudio se encontré un incremento significativo
en la concentracion sérica de colesterol total y LDL colesterol en los pacientes con HSC. Al respecto,
el efecto que las hormonas tiroideas ejercen sobre el metabolismo de los lipidos esta claramente
establecido, y la conexion entre el HSC, la dislipidemia y el aumento del riesgo de aterosclerosis ha
sido documentada ampliamente (Zhang, et al., 2014; Yasar, et al., 2019).

Dado que la disfuncién endotelial se ha asociado con el envejecimiento, la hipertension y el
tabaquismo, todos los pacientes evaluados en esta investigacion tenian una edad por debajo de los 55
afos, eran no obesos, no fumadores, normotensos y no presentaban alguna condicién inflamatoria
o enfermedad infecciosa manifesta. Por lo tanto la elevaciéon en los parametros estudiados en los

pacientes con HSC no parece ser el resultado de estas condiciones.

Adicionalmente, en este estudio se observo una correlaciéon negativa significativa entre los niveles
de ON vy el incremento de la concentraciéon de TSH. Al respecto, tanto el tejido miocardico como el
endotelial vascular presentan receptores para ésta hormona, por lo que incluso ligeras alteraciones en
las concentraciones de ésta, podrian afectar el funcionamiento del SCV (Yang, et al., 2019). En éste
contexto, estudios previos han demostrado que la TSH puede inhibir la actividad de la enzima éxido
nitrico sintetasa en células endoteliales microvasculares humanas (HMEC-1) en cultivo (Chen, ¢t al.,
2019). Lo cual es consistente con nuestros resultados.

Por otra parte, el incremento en la concentracion plasmatica de fibrinégeno ha sido descrito como
un predictor independiente de trastornos cardiovasculares (Lowe, et al., 1991; Erem, 2006; Itakura,
et al., 2007). En los pacientes con HSC estudiados en esta investigaciéon, se observé un incremento
significativo en la concentracion plasmatica de fibrinégeno, la cual se correlacioné positivamente con la
concentraciéon de T'SH. En éste sentido, estudios previos han descrito un estado de hipercoagulabilidad
en el HSC. Un estudio retrospectivo donde se evaluaron 6.408 pacientes de la base de datos PreCIS
(sistema de informacién de cardiologia preventiva, clinica de cleveland) encontrd, que los niveles de
fibrin6geno fueron significativamente mas altos en los pacientes con HSC en comparacion con los
sujetos eutiroideos (McQuade, et al., 2011).
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Existen varios mecanismos potenciales por medio de los cuales el fibrindgeno puede promover el
desarrollo de aterosclerosis y trombosis (Lowe, ¢t al., 1991; Thompson & Smith, 1989). Un punto clave
de estos mecanismos es la inflamacion, la cual juega un papel central en la patogenia de la aterosclerosis
y en este sentido, el fibrindgeno es una proteina de fase aguda y por lo tanto un biomarcador de la
respuesta inflamatoria (Luyendyk, et al., 2019). Adicionalmente se ha demostrado que el mismo puede
promover la expresiéon de moléculas de adhesion celular, la producciéon de mediadores inflamatorios
por parte de las células endoteliales y la captaciéon de LDL colesterol por parte de los macrofagos.
Todos éstos mecanismos favorecedores del proceso ateromatoso (Drouet, ¢t al., 2002).

Los datos clinicos muestran que un nivel mas alto de fibrinégeno determina un incremento de la
viscosidad plasmatica, afecta al sistema hemostatico y predice el riesgo de eventos cardiovasculares
(Drouet, et al., 2002; Tousoulis, ¢t al., 2011).

Lainfluencia de la insuficiencia tiroidea en la hemostasia es controvertida, se han informado estados
de hipocoagulabilidad e hipercoagulabilidad. Dado que tanto el hipotiroidismo subclinico se ha
asociado con la aterosclerosis, un estado de hipercoagulabilidad ademas podria representar un factor
de riesgo de enfermedad tromboembolica. En este orden de ideas, Cantiirk y col. midieron la actividad
fibrinolitica en 35 pacientes con HSC y encontraron un nivel de fibrindgeno significativamente mas
alto en los pacientes con HSC que en los controles sanos (Cantiirk, ¢t al., 2003). Por otra parte, Miller
y col. investigaron diversas variables hemostaticas en 42 mujeres con HSC y las compararon con
66 controles eutiroideos y no encontraron diferencias entre los grupos con respecto al fibrinégeno
(Muller, et al., 2001).

Tomando en cuenta los antecedentes previamente descritos y los resultados de ésta investigacion,
podemos concluir que en la muestra estudiada, los pacientes con HSC mostraron una disminuciéon
en los niveles séricos de ON y una elevacion en la concentracion plasmatica de fibrinégeno. Ambas
mediciones se correlacionaron significativamente con la concentraciéon de TSH. Estos parametros
asociados a un aumento del colesterol total y de la LDL colesterol podrian favorecer la disfuncion
vascular, el desarrollo de aterosclerosis y el consecuente dafo cardiovascular.
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ABSTRACT

Endothelial dysfunction as well as hypercoagulability have been described as the initial triggers
of atherosclerosis and cardiovascular damage and have been associated with subclinical
hypothyroidism (SHC). The aim of this research was to determine the concentration of nitric
oxide (NO), fibrinogen and circulating lipids in patients with SCH and to correlate these variables
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with thyrotropin (T'SH) concentration to establish their possible association with the development
of cardiovascular damage. A descriptive, cross-sectional, correlational study was conducted at
the IESS Hospital in Riobamba, Ecuador, in the period from January 2019 to September 2021.
Ninety-five subjects were studied (65 patients with SCH and 30 controls). The concentration of
total cholesterol, triglycerides, HDL cholesterol and LDL cholesterol, TSH, free thyroxine, ON and
fibrinogen were determined. Results: We found a decrease in the concentration of ON (p<0.001),
accompanied by an increase in the concentration of total cholesterol (p<0.0001), LDL cholesterol
(p<0.01) and fibrinogen (p<0.0001) in patients with SCH vs. controls. A negative correlation
(p<0.0001; r= -0.5020) was observed between TSH and ON and a positive correlation (p<0.0001;
r= 0.5412) between TSH and plasma fibrinogen in patients with SCH. Conclusion: patients with
SCH showed a decrease in serum ON levels and an elevation in plasma fibrinogen concentration.
Both measurements correlated significantly with TSH concentration. These parameters associated
with an increase in total cholesterol and LDL cholesterol could favor vascular dysfunction, the
development of atherosclerosis and consequent cardiovascular damage.

Keywords: cardiovascular damage, subclinical hypothyroidism, nitric oxide, fibrinogen, TSH.
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