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1. ABSTRACT







ABSTRACT

Hypothyroidism has been shown to activate coagulation, either by decreasing peripheral
hormones T3 and T4 in the case of overt hypothyroidism or by increasing TSH without
changes in peripheral hormones in subclinical hypothyroidism. rhTSH is a synthetic
hormone administered in patients with thyroid cancer that should be subjected to
treatment or exploration with radioiodine. There are few studies that evaluate the
relationship between the administration of rhTSH and its effects on coagulation, and
only one of them demonstrates a proaterogenic activation of the vascular endothelium
and platelets, others do not find alterations of coagulation in these patients. In relation
to coagulation, microparticles (MP) are emerging as very useful biomarkers. These MP
are anucleated plasma cellular vesicles of 0.1 to 1 um in diameter from a wide variety of
cells with procoagulant capacity and have the ability to modify the vascular function by

inducing biological responses that participate in vascular homeostasis.

The purpose of this PhD project is to evaluate coagulation parameters and quantification
of procoagulant MP in patients with overt and subclinical hypothyroidism and in patients
undergoing rhTSH treatment and therefore with transient elevation of TSH while

maintaining normal values of free T4 and free T3.

We measured the thrombin-antithrombin complex, prothrombin fragment 1+2,
activated factor VII, D dimer and procoagulant MP in the group of patients with overt
and subclinical hypothyroidism at the time of diagnosis and after 6 months of treatment
with levothyroxine and with a normalized thyroid function when measured. In the
patient group subjected to rhTSH, the level of procoagulant MP and activated factor VIl
was studied before treatment and on days 3, 5 and 10 post treatment. We have shown

that patients with overt as well as subclinical hypothyroidism exhibit higher levels of
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prothrombin fragment 1+2, thrombin-antithrombin complexes, activated factor VIl and
procoagulant MP at the time of diagnosis that after 6 months, when they already have
a normal thyroid function. Moreover, in the study of patients undergoing rhTSH we have
reported elevated procoagulant MP and activated factor VIl after synthetic hormone
administration, reaching a maximum peak 5 days after administration and returning to

baseline levels in day 10.

In conclusion, all situations evaluated where there is high TSH levels have shown an
activation of the coagulation, either through the increase of more classical parameters
of coagulation, or through the increase of procoagulant MP. Since procoagulant MP are
also increased in high-risk cardiovascular situations, as well as activated factor VIl which
has been measured to be elevated in cardiovascular diseases, it can be suspected that
these patients, apart from being in a procoagulant situation, may present a higher

cardiovascular risk when in situations of TSH elevation.
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ABSTRACT

L’hipotiroidisme s’ha demostrat que activa la coagulacié, ja sigui a través de la
disminucio de les hormones perifériques T3 i T4 en el cas de I'hipotiroidisme clinic o a
través de I'elevacié de la TSH en I'hipotiroidisme subclinic. La rhTSH és una hormona
sintética que s’administra en pacients amb cancer de tiroide i que han de ser sotmesos
a un tractament o exploracié amb radioiode. Hi ha pocs estudis que valorin la relacié
entre I'administracio de rhTSH i els seus efectes sobre la coagulacid, i només un d’ells
posa en evidencia una activacié proaterogénica de I'endoteli vascular i de les plaquetes,
els altres no troben alteracions de la coagulacié en aquests pacients. En relacié a la
coagulacié, darrerament s’estan estudiant uns biomarcadors molt prometedors: les
microparticules (MP). Aquestes MP sén vesicules cel-lulars plasmatiques anucleades de
0.1 a 1 um de diametre procedents d'una amplia varietat de céel-lules amb capacitat
procoagulant i habilitat per modificar la funcié vascular induint respostes biologiques

que participen en I'homeostasi vascular.

L'objectiu d’aquest projecte de tesi doctoral ha estat avaluar parametres de la
coagulacid i quantificacié de MP procoagulants en pacients amb hipotiroidisme clinic i
subclinic i en pacients sotmesos a tractament amb rhTSH i, per tant, amb elevacio

transitoria de la TSH mantenint valors normals de T4 lliure i T3 lliure.

En el grup de pacients amb hipotiroidisme clinic i subclinic s’"ha mesurat el complex
trombina-antitrombina, el fragment 1+2 de I'antitrombina, factor VIl activat, el dimer D
i les MP procoagulants, entre d’altres, en el moment del diagnostic i després de 6 mesos
de tractament amb levotiroxina i amb funcid tiroidal ja normalitzada. En el grup de
pacients sotmesos a rhTSH, se’ls ha estudiat el valor de MP procoagulants i de factor VII

activat, entre d’altres, abans del tractament i els dies 3, 5 i 10 posttractament. Hem
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objectivat que els pacients amb hipotiroidisme, tant clinic com subclinic, presenten
nivells més elevats de fragment 1+2 de la protrombina, de complexos trombina-
antitrombina, de factor VII activat i de MP procoagulants en el moment del diagnostic
que al cap de 6 mesos, quan ja presenten una funcié tiroidal normal. | a I'estudi dels
pacients sotmesos a rhTSH hem objectivat una elevacié de MP procoagulants i de factor
VIl activat després de I'administracié de I’hormona sintetica, assolint un pic maxim als 5

dies postadministracio i tornant a nivells basals al dia 10.

En conclusio, totes les situacions avaluades on hi ha elevacié de la TSH mostren una
activacio de la coagulacio, ja sigui a través de |'elevacid de parametres de la coagulacié
més classics, com de I’elevacié de MP procoagulants. Ja que les MP procoagulants també
s’han vist augmentades en situacions d’alt risc cardiovascular, igual que el factor VII
activat, que també s’ha objectivat elevat en situacions de malaltia cardiovascular, es pot
sospitar que, aquests malalts, a part d’estar en una situacié procoagulant, poden
presentar un risc de malaltia cardiovascular més elevat quan estan en situacions

d’elevacio de la TSH.
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INTRODUCCIO

Les hormones tiroidals regulen el metabolisme corporal i el funcionament de diferents
organs. L’hipotiroidisme és una de les malalties tiroidals més freqlient a la nostra
societat (1), on apareix un déficit progressiu d’hormona tiroidal, inicialment subclinic i
posteriorment clinic. Els efectes de I'hipotiroidisme sobre I'organisme huma sén
multiples i molts d’ells encara desconeguts, ja que la tirotropina (TSH), hormona que es
troba elevada en els pacients amb hipotiroidisme, i les hormones tiroidals perifériques,

hormones que poden estar disminuides, tenen receptors a moltes cel-lules del cos (1).

L’hemostasia és un procés vital essencial que pretén mantenir la integritat del torrent
sanguini en el cos huma aturant, amb el mecanisme de la coagulacid, el sagnat, pero
sense provocar que es produeixin coaguls que obstrueixin la circulacié (2). Uns dels
efectes ocasionats pel desequilibri coagulacié-anticoagulacié sén els processos de
trombosi, que comporten una de les principals causes de mortalitat al nostre entorn
(cardiopatia isquémica, ictus i tromboembolisme vends) (3). Aquest desequilibri pot ser
la rad per la qual parametres que indiquen el grau d’activacié de la coagulacié poden

servir com a biomarcadors de risc cardiovascular (4).

El coneixement de la fisiologia de ’lhemostasia s’ha anat complicant progressivament i,
actualment, als actors classics que regulen aquest sistema (factors de la coagulacid i la
fibrinolisi, anticoagulants naturals i plaguetes) se n’hi han afegit d’altres, entre els quals
destaquen les microparticules (MP) i els NETS (Neutrophil Extracellular Traps), que
poden ser, especialment les primeres, uns actors fonamentals en la fisiologia de

I’'hemostasia (5).
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La influencia de la disfuncid tiroidal sobre I’'hemostasia és una relacido complexa i encara
ara per ara no coneixem exactament ni els mecanismes subjacents, ni el seu impacte
clinic (6), ni el paper diferenciat de la TSH o de les hormones tiroidals com a origen de
I'alteracié de la coagulacid. En aquest sentit, una situacié clinica especial que des del
punt de vista de I'efecte de la TSH es gairebé un model experimental es la del pacient
tiroidectomitzat per carcinoma diferenciat de tiroide, que es pot aprofitar per fer estudis
en I'hemostasia. Aquest pacient esta en un estat d’hipertiroidisme subclinic sota
tractament amb levotiroxina sodica, i quan s’exposa a tractament amb TSH humana
recombinant (rhTSH, Thyrogen®, Genzyme Transgenics Corporation, Cambridge, MA) als

pocs dies passa d’una TSH proxima al 0 a una TSH >30muUi/mL (7).

Per aclarir els punts en qué es basen els estudis sobre I'efecte de la TSH en ’lhemostasia,
en els seglients apartats de la revisié es fara una exposicié del que és ’hemostasia, amb
especial referéncia a les MP i també a la patologia tiroidal (hipotiroidisme i elevacio de
la TSH per administracid de rhTSH) i de la relacié entre la TSH i alteracions de

I’hemostasia.

2.1. HIPOTIROIDISME

L’hipotiroidisme és el quadre resultant de la caréncia dels efectes de ’"hormona tiroidal
sobre els teixits de I'organisme (8). Aquest pot ser subclinic o clinic. La definicié de cada
un dels estats és només aplicable quan la funcid tiroidal ha estat estable durant
setmanes, I'eix hipotalam-hipofisi-tiroide és normal, i no hi ha malaltia greu actual o

recent (1). L'hipotiroidisme subclinic es caracteritza per unes concentracions de TSH
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superiors al limit de referencia, amb unes concentracions de T4 lliure normals.
L’hipotiroidisme clinic es defineix per una TSH elevada amb una concentracié de T4ll per

sota del limit de la normalitat (1).

Existeix consens general sobre tractar els pacients amb hipotiroidisme primari que
presentin TSH >10 mUI/L. L'American Thyroid Association també recomana considerar
el tractament en pacients amb TSH <10 mUI/L i que presentin simptomes
d’hipotiroidisme, anticossos antitiroidals positius, en el cas de dones embarassades, o
en pacients amb malaltia o risc cardiovascular (1). Pel tractament de I'hipotiroidisme

s’utilitzen preparacions sintétiques de levotiroxina sodica (1).

2.2. CARCINOMA DIFERENCIAT TIROIDAL

2.2.1 Definicié.

El carcinoma diferenciat tiroidal (CDT) és el que s’origina a partir de les cel-lules
fol-liculars de la glandula. Es el responsable de la majoria de cancers de la tiroide i és la
neoplasia endocrinolodgica més freqlient. Per ordre de freqiiéncia, I'estirp més freqlent
del CDT és la papil-lar, que suposa un 75-85% dels casos (9), seguida del carcinoma

fol-licular amb un 10-15% dels casos.
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Figura 1. Histologia del carcinoma papil-lar de tiroide.

2.2.2. Tractament i seguiment

La gran majoria de pacients amb CDT se sotmeten a una tiroidectomia total, seguit de
tractament ablatiu amb radioiode (*3!1) si esta indicat (10). El iode radioactiu també
s’administra a posteriori per realitzar rastrejos corporals totals que poden detectar

lesions no visualitzades en el moment del diagnostic o recidives de la malaltia.

La tiroglobulina (Tg), proteina produida per cel-lules de la tiroide (ja siguin cél-lules sanes
com cel-lules tumorals), s'utilitza com a un marcador tumoral especific i extremadament
util per al seguiment de pacients amb carcinoma diferenciat de tiroide, sempre en
aquells pacients a qui s’ha realitzat préviament una tiroidectomia total. Un dels criteris
utilitzats per considerar que els pacients estan lliure de malaltia és presentar
concentracions minimes o indetectables d’aquesta proteina després d’haver rebut el

tractament esmentat (11).

Per a realitzar una determinacié efectiva de Tg en el seguiment dels pacients amb CDT

es requereix d’'una estimulacié de Tg adequada amb TSH, considerant-se que aquesta
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ha d’arribar a un valor >30mUI/L en el moment de la determinacio de la Tg (12). Per a
aconseguir aquesta situacié es pot administrar rhTSH mentre el pacient continua el
tractament amb levotiroxina sodica, amb augment de la TSH, perdo mantenint valors de

T3 i T4 normals i, per tant, preservant la qualitat de la vida (7).

La rhTSH s’injecta intramuscularment durant dos dies consecutius, i el tercer dia
s’administra la dosi de iode radioactiu (10). Després de I'administracié de rhTSH, el
pacient presenta concentracions de TSH elevades, perd mantenint la concentracio de
T4ll normal i sense variacions al llarg dels dies d’estudi. Aixi, les concentracions maximes
de TSH obtingudes després I'administracié de rhTSH s'observen en el 3r dia després de

la primera injeccid, i retornen als valors basals en el dia 7 (13). (Figura 2).

Figura 2. Esquema d’administracié de rhTSH (Thyrogen©), de radioiode i canvis en els
valors de la TSH al llarg dels dies.

o—e TSH

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia7

f
Thyrogen Thyrogen Radioiode

Modificat de Luster. Endocrine-related cancer. 2005 (10)

2.3. HEMOSTASIA

L’hemostasia és un sistema biologic regulador del procés de formacio de coaguls de sang

gue actua en el lloc on s’ha presentat la lesié d’un vas. Quan s'interromp la paret d’un
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vas sanguini la resposta hemostatica ha de ser rapida, localitzada i regulada

acuradament per produir un taponament sanguinii aturar el sagnat de la zona lesionada.

El sagnat excessiu i el seu contrari, la trombosi (és a dir, la coagulacié de la sang no
fisiologica i no requerida per a la regulacié hemostatica que porta a I’oclusié de vasos
sanguinis) poden océrrer quan es perd I'adequada regulacié dels elements biologics

especifics implicats en els processos de I’'hemostasia o aquests son disfuncionals (14).

El procés fisiologic per aturar el sagnat tradicionalment s’ha considerat dividit en quatre
etapes: a) vasoconstriccié de la zona lesionada; b) formacié d’un agregat de plaquetes
sobre la lesid; c) formacid i estabilitzacié de la fibrina, a través de la generacié de
trombina, i, finalment, d) eliminacié de la fibrina per la fibrindlisi. Seguidament
revisarem els diferents components implicats i les seves funcions en el procés de

I’hemostasia fisiologica.

2.3.1. Endoteli

En condicions normals I'endoteli disposa d’una superficie antitrombotica que inhibeix
I'adhesid i agregacié plaquetaria, alhora que produeix inhibidors de la coagulacié i de
I'agregacié de les plaquetes. La lesié de I'endoteli provoca I'exposicid dels elements
subendotelials a la sang que circula (principalment el col-lagen, el factor von Willebrand,
la fibronectina i la vitronectina), promovent el reclutament de les plaquetes i, com a

consequencia, de cél-lules de diferents tipus, de MP i d’altres factors procoagulants (15).
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2.3.2. Plaquetes

Les plaquetes son fragments cel-lulars anucleats procedents de la fragmentacié del
citoplasma dels megacariocits de la medul-la 0ssia (14). Les plaquetes s'activen en el lloc
de la lesié vascular per formar un tap de plaquetes que proporciona la resposta
hemostatica inicial per aturar el sagnat i, a més, contribueixen en els processos de la
coagulacié plasmatica, sobretot per exposici6 de fosfolipids anionics a la seva
membrana, per alliberament local de factors procoagulants i per reclutament de MP

procoagulants (14).

Inicialment, es produeix I'activacié plaquetaria, que esta estimulada pel col-lagen, que
queda exposat en el moment de produir-se una lesié de la paret del vas, i la trombina
principalment, i d’altres com I'adenosina difosfat (ADT) i I'epinefrina (14,15). Després de
I'activacid, les plaquetes canvien la seva forma i produeixen pseudopodes allargats, fent-
les extremadament adhesives, iniciant-se I'adhesié plaquetaria. Aquesta adhesié és
causada, basicament, per la interaccié de les glicoproteines receptores de les seves
membranes (principalment el complex glicoproteic GP-lb-IX) amb les proteines
associades a les superficies vasculars, especialment subendotelials, com el fibrinogen, el
col-lagen, la fibronectina, la vitronectina i el fYW. Conjuntament a I'adhesio, es produeix

I'alliberament de els granuls de les plaquetes (16).

Una vegada adherides les plaquetes es produeix un canvi de conformacié de la
glicoproteina de membrana plaquetaria GP IlIb/Illa amb alta afinitat pel receptor del
fibrinogen, fet que facilitara I'agregacié plaquetaria, entre elles i amb més plaquetes

lliures (17). Seguidament, per externalitzacié, incrementen el seu contingut de
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fosfolipids de carrega negativa, especialment de fosfatidilserina, cosa que facilita la unié

dels factors de la coagulacid que porten a la generacié de la trombina (18). Alhora,

aquest canvi de conformacié també afavorira la interaccid de les plaquetes amb el fVW,

fet que fara que les plaquetes s’estenguin cap al subendoteli (19).

Subendothelial
matrix

S~ Exposed co!lagen

Platelet %

activation (
Activation 7

A p 9 Fibrinogen
AvgV VPV P,

CCF

Figura 3. Agregacio plaquetaria.

Extret de Halker. Cleveland Clinic Journal of Medicine. 2016. (20)

ADP = adenosina difosfat; GP = glicoproteina; TXA2 = tromboxa A2; vWF = fVW,

2.3.3. Coagulacio plasmatica

La coagulacié és el conjunt de reaccions que condueixen a la formacié de fibrina, que és

una proteina insoluble que forma la base dels coaguls que eviten la pérdua de sang quan

es lesiona un vas (14). La caracteristica central de la cascada de coagulacid és |'activacio
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seqiliencial d'una serie de proenzims o proteines precursores inactives a enzims actius,

que acaben produint una amplificacio significativa de la resposta(15).

El model actual de la coagulacié plasmatica és un model mixt plasmatic i cel-lular que
inclou les proteines del plasma i les plaquetes, a les que cal afegir-hi altres components

d’origen cel-lular com sén els monocits i les MP circulants (15).

a) Fase d’iniciacid de la coagulacié plasmatica.

Actualment s'ha establert que el principal esdeveniment fisiologic en l'inici de la
coagulacid és la generacio o I'exposicid del factor tissular (TF) al torrent sanguini. Els
monocits previament activats poden expressar el TF a les seves membranes dins de la
circulacid, en canvi les cel-lules endotelials no I'expressen a la cara luminal del vas i
només queda exposat en el moment de la lesié endotelial. El TF també pot estar
circulant pel torrent sanguini dins de MP derivades d’altres cel-lules, amb capacitat de

fusionar-se amb les plaquetes activades i iniciar també la coagulacié (21-23).

El TF exposat pateix un canvi de conformacio, promogut per enzims alliberats per les
plaguetes, i aleshores serveix de cofactor per activar el factor VIl a factor VIl activat. El
complex TF -factor VII activat activa al factor X a factor X activat i aquest inicia la
generacié de trombina pel complex protrombinasa (factor X activat, factor V activat i
fosfolipids anionics) que converteix la protrombina a trombina (24). La petita quantitat
de trombina generada activa al factor V, al factor VIII (que esta unit al fVW plasmatic) i
a les plaquetes, que aportaran la superficie fosfolipidica perqué es puguin muntar els
complexos enzimatics de multi-component. Tot aix0 és el que es diu fase d’iniciacié de
la coagulacid plasmatica (25).
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La trombina formada activa també al factor IX iniciant-se aixi la fase d’amplificacio de la
coagulacié. La trombina generada, a més, activa el factor XI en forma de

retroalimentacio, cosa que fa que s’amplifiqui encara més la generacié de trombina.

b) Fase d’amplificacio de la coagulacid plasmatica.

El factor IX activat és generat per la trombina a la fase d’amplificacid, o apareix com a
resultat de la activacié del factor Xl o per la trombina o per el factor Xll activat, que prové
de I'activacio del factor Xl per les superficies carregades negativament com les fibres de
col-lagen (26), generant-se grans quantitats de trombina en la que es diu fase
d’amplificacid de la coagulacié plasmatica (25). El factor IX unit al factor VIII sobre una
superficie fosfolipidica anionica i en presencia de Calci, forma el complex tenasa (18),
que activa el factor X a factor X activat a partir del qual es forma el complex
protrombinasa (factor X activat, factor V activat i fosfolipids anionics) (27,28) que
provoca la formacié de trombina a partir de la protrombina (29,30). Durant aquest
procés d’activacid de la protrombina a trombina, s’allibera un fragment de la
protrombina conegut com fragment 1+2 de la protrombina (F1+2). L'F1+2 es pot fer
servir com a un indicador de la quantitat de trombina generada, ja que sén directament
proporcionals. La trombina converteix el fibrinogen en fibrina soluble formant-se la
xarxa de fibrina sobre la que s’adhereixen hematies, leucocits i plaquetes, formant el
coagul (31). Aquesta és la fase de propagacid. Finalment, la trombina activa el factor Xl
a factor Xlll activat, el qual converteix la fibrina soluble en insoluble substituint els

enllagos ionics a enllagos covalents (32), en un procés anomenat fase d’estabilitzacid.
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Figura 4. Representacié classica de la cascada de coagulacio incloses les seves quatre

vies (iniciacié, amplificacid, propagacio i estabilitzacid).

Extret de Bittar. Biomarkers in Cardiovascular Disease. 2015 (33)

TF = factor tissular. VWF = fVW.

2.3.4. Mecanismes reguladors

La cascada de coagulacid explicada dona lloc a una resposta hemostatica rapida i
localitzada, pero si no es controla pot produir trombosi i dany tissular. Els mecanismes
reguladors de la coagulacié impedeixen que es produeixin aquestes situacions, sén

mecanismes anticoagulants naturals i el sistema de la fibrinolisi (14,15).

Els principals factors reguladors son I’antitrombina, la proteina Ci Sil'inhibidor de la via
del factor tissular (TFPI). L’antitrombina és el principal inhibidor de la trombina i del
factor X activat, perd també dels factors IX activat, XI activat i XIl activat (14). Quan
I’antitrombina s’uneix a la trombina es forma el complex trombina-antitrombina (TAT),

que es pot fer servir com a marcador de la quantitat de trombina produida, en

41



INTRODUCCIO

conseqliencia, de I'activacié de la coagulacié. La proteina C inhibeix la formacié de
trombina i s’activa per accié de la trombina unida a trombomodulina. La forma activa de
la proteina C conjuntament amb la proteina S com a cofactor, inactiven per degradacié
proteolitica els factors V activat i VIl activat, aturant d’aquesta forma la cascada de la
coagulacié i la formacié de trombina (14,15). |, finalment, el el TFPI, present en molta
menys quantitat que I'antitrombina, i que inhibeix com a pas final el factor VII activat

que esta unit al TF impedint la formacié de trombina (34-36).

2.3.5. Sistema fibrinolitic

El sistema fibrinolitic té com objectiu la lisi de la fibrina i és un sistema reactiu a
I'activacié de la coagulacié i a la generacid final de trombina (14). Els principals

components de la fibrinolisi sén:

a) Plasminogen i plasmina

El plasminogen s’'uneix a la fibrina i a l'activador tissular del plasminogen (tPA)
convertint-se en plasmina, enzim principal i central d’aquest sistema fibrinolitic(14), la
qgual provoca la degradacié proteolitica de la fibrina (37,38). En aquesta degradacio es

produeix el dimer D.

b) Activadors del plasminogen

Els dos principals activadors del plasminogen sén el tPA i I'activador del plasminogen de
tipus, secretats per les cél-lules endotelials vasculars. El tPA s’uneix al plasminogeniala

fibrina fent que el plasminogen es converteixi en plasmina. L’activador del plasminogen
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de tipus urokinasa s’activa per la plasmina, provocant |’activacié del plasminogen. La
urokinasa no s’uneix a la fibrina, sind que la seva accid es produeix principalment a la

superficie cel-lular unint-se al seu receptor (37,38).

c) Inhibidors de I'activacié del plasminogen

Els principals inhibidors de I'activacié del plasminogen sén el PAI-1 i PAI-2 (plasminogen
activator inhibidors type 1 itype 2) (37,38). El PAI-1 és alliberat fonamentalment per les
cél-lules de I'endoteli i per les plaquetes quan existeix activacié cel-lular. El PAI-2 és molt
similar al PAI-1, perd d’origen a la placenta, i es troba a titols elevats a la gestacid (39).
El PAI-1 i 2 actuen inhibint el tPA i el TAFI (thrombin-activatable fibrinolisi inhibidor). El
TAFI és activat per la trombina/trombomodulina i la plasmina. Aixi, la trombina que s’ha
generat durant |'activacio de la coagulacid no només és responsable de la formacié de
fibrina, sind que, a través de la trombina/trombomudulina o del complex TAT, també és
capac de protegir-la de la lisi mitjancant I'activacid del TAFI (14). El TAFI, doncs, inhibeix

la fibrinolisi i provoca un retard en la lisi del coagul (15).

d) Inhibidors de la plasmina

L’alfa 2 antiplasmina és el principal inhibidor fisiologic de la plasmina (40), formant un
complex irreversible plasmina/antiplasmina. Es pot enllagar al coagul de fibrina
mitjancant el factor Xlll activat i confereix al trombus resisténcia davant de la plasmina.
De totes maneres, I'alfa 2 antiplasmina esta present en concentracions més baixes que
el plasminogen i mentre que es continua produint plasmina, I'alfa 2 antitripsina va

desapareixent (40).
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2.4. ALTRES ELEMENTS REGULADORS DE L’HEMOSTASIA

2.4.1. Microparticules circulants

Les microparticules (MP) sén petites estructures vesiculars sense nucli que s'alliberen
per gemmacié exofitica de la membrana plasmatica de diferents tipus cel-lulars en
resposta a l'activacio cel-lular o a I'apoptosi (41-43). Segons la definicié de consens del
Scientific Subcomimittee on Vascular Biology (SSC-VB) de la International Society on
Thrombosis and Haemostasis (ISTH) les MP sén “vesicules cel-lulars d'entre 0,1 i 1 um
de diametre que es troben en el plasma, procedents d'una amplia varietat de cél-lules,
que no posseeixen nucli ni capacitat de sintesi, que poden tenir citoesquelet, i que
contenen quantitats variables de fosfatidilserina i dels antigens de superficie de les

cél-lules de les quals procedeixen” (44).

Figura 5. Mida relativa de les MP en comparaciéo amb les plaquetes.

Extret de Jackson. Blood. 2006 (45).
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Les MP, ja que contenen part dels efectors bioactius de les cél-lules on s’han originat,
poden modificar la funcié vascular i poden induir respostes bioldogiques que participen
en I'homeostasi vascular (41). La majoria de MP a la sang humana s'originen a partir
d’eritrocits i de plaquetes (42,43). Les MP també poden alliberar-se d’altres tipus
cel-lulars, com soén els leucocits, les cél-lules endotelials, les cél-lules de muscul llis, o les

cél-lules canceroses (44,46-50).

Les MP intervenen en processos fisiologics com |'hemostasia, la inflamacio i
I’'angiogenesi (43). El seu efecte biologic depén sobretot de la seva composicio en lipids
i en proteines de membrana, que varien segons el tipus cel-lular del qual procedeixen.
Caracteristicament, les MP contenen fosfatidilserina a la seva membrana externa, un
aminofosfolipid carregat negativament que habitualment es troba a la part interna de
les membranes cel-lulars de les cel-lules d’on provenen (44,51), proporcionant una
superficie procoagulant que permet la unié dels components de les vies de la coagulacio,
alhora que poden exposar TF a la seva membrana, afavorint la formacié de trombinaila
coagulacio (44). L'exposicio de la fosfatidilserina de la superficie de les MP no només
facilita la formacié de complexos de coagulacio, sind que també promou la capacitat del
TF per iniciar la coagulacié en condicions normals (52). S’ha objectivat que les MP poden
iniciar la coagulacid, ja sigui a través del complex factor VII/ TF o bé de forma
independent, sense necessitat de cap altre factor de coagulacié (52). Durant el dany
vascular, la sang entra en contacte amb el TF extravascular, activant-se i iniciant la
coagulacié i la formacié de fibrina, pero el TF també es pot activar quan les MP
s’adhereixen i es fusionen amb les plaquetes activades, iniciant la coagulacié d’aquesta
manera (53).
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Al'inrevés, a la superficie de les MP es pot trobar trombomodulina i proteina C, aixi com
TFPI, per la qual cosa també poden tenir una funcié anticoagulant fisiologica (44,54,55).
Aleshores, segons quina sigui la composicié de les seves membranes, les MP poden
comportar-se com pro o com anticoagulants, contribuint a la regulacid de la coagulacio.
Possiblement, I'equilibri entre el TF i el TFPI a la superficie de les, MP sigui una
caracteristica crucial per a la iniciaci6 de la coagulacid i, probablement les
concentracions de TF de la superficie de les MP siguin majors que les de TFPI, de manera

gue I'efecte procoagulant del TF supera I'anticoagulant del TFPI (55).

Figura 6. Factors precipitants de la formacioé de MP i els seus efectes.

Figura reproduida amb permis de JC Reverter.
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Inicialment es va pensar que les MP estaven relacionades sempre amb malaltia, ja que
expressaven fosfolipids, de caracter procoagulant, i per tant eren generadores de
trombosis i malaltia. Aixi, es va veure que les MP estan elevades en malalties
trombotiques que tenen lloc als llits venosos i arterials (56—59). Darrerament, pero, s’ha

objectivat que aquest sistema d’inici de la coagulacid s'activa no només en estats de
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malaltia, sind també en individus sans (53). Berckmans et al (60) van observar que les
MP en individus sans ajuden a la generacié de trombina en un grau baix, i Sinauridze et
al (60) van objectivar que les MP d’origen a les plaquetes de persones sanes tenen de

50 a 100 vegades més activitat procoagulant especifica que les plaguetes activades.

a) Determinacio de MP

La determinacié de les MP al laboratori es complexa. Hi ha diverses técniques que poden
ser classificades en quatre grups: citometria de flux, quantificacié de la capacitat
procoagulant, metodes d’ELISA de captura de les MP, microscopia electronica i noves

metodologies. (Taula 1).

- Citometria de flux:

La citometria de flux és la metodologia més habitual. Es relativament rapida i permet la
deteccid simultania de multiples marcadors antigenics amb els que es poden identificar
diferents poblacions d’origen de les MP (61). La citometria de flux té I'inconvenient que
no detecta les MP menors a 0,5 um, encara que els instruments digitals més moderns i,
sobretot, els nous citometres d’'impedancia sén de més gran resolucié (62). De tota
manera, per aquesta limitacid, les MP mesurades per citometria de flux sén només una
petita fraccié de les que realment hi ha. Es una técnica cara, que precisa d’operadors
especialitzats i la seva estandarditzacié no és encara prou satisfactoria (62). Com a

avantatges trobem que requereix d’'un volum molt petit de mostra (44,63,64).

47



INTRODUCCIO

- Quantificacié de la capacitat procoagulant:

La quantificacié de la capacitat procoagulant es basa en la mesura de I'expressié de
fosfolipids anionics amb capacitat de contribuir a la generacié de trombina a la superficie
de les MP (65,66). La majoria d’aquestes tecniques sén barates, es poden automatitzar
i realitzen una avaluacié global de la funcid biologica de I’hemostasia. Com a
inconvenient no donen informacié de la mida de les MP ni del seu origen (66). Aquests
metodes de quantificacid de la capacitat procoagulant es veuen limitats per la necessitat

d’obtenir un plasma realment lliure de MP.

- Méetodes d’ELISA de captura de les MP:

Els metodes d’ELISA de captura de les MP es fonamenten a immobilitzar les MP a sobre
d’una superficie recoberta d’annexina V, amb capacitat per unir-se a la fosfatidilserina
de la superficie de les MP, dins d’'un pouet d’una placa d’ELISA (62). Aleshores, les MP
capturades es detecten o bé per anticossos monoclonals marcats en un assaig de tipus
Sandwich, amb més sensibilitat que la citometria de flux per la deteccid d’antigens debils
(66), o bé per la quantificacié funcional de la seva capacitat per suportar la coagulacio.
Aquesta mesura de la capacitat de suportar la coagulacio es fa afegint factor Il, factor V
y factor X activats i calci ionic, activant la coagulacié i, per tant, es pot determinar la
capacitat procoagulant de les MP capturades (66,67). Els métodes de captura sén
relativament barats i poden ser parcialment automatitzats (65,66). Igual que els
metodes de capacitat procoagulant, els metodes d’ELISA de captura donen informacié

de la funcionalitat de les MP, pero no de la seva mida ni del seu origen (62).

48



INTRODUCCIO

v Thrombin Peptide
Substrate +

X PNA
2 Ca++
I%

Prothrombin
Micro-particles complex
N pe Annexin V

ELISA plate '

Figura 7. Metode Elisa de determinacié de MP.
Figura reproduida amb permis de JC Reverter.

- Microscopia electronica

La microscopia electronica es pot fer servir també per avaluar les MP circulants.

Figura 8. MP vistes per microscopia electronica.

Extret de Boulanger. Hypertension. 2006 (68).

La microscopia electronica pot mesurar no solament la mida, siné també la forma i

estructura interior. A més, es pot utilitzar una tinci6 immunologica que permeti
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identificar I'origen de les MP i localitzar de forma precisa les diferents proteines que
puguin tenir interés funcional (66). Com a inconvenient, la microscopia electronica és
una técnica cara i precisa d’operadors especialitzats (66). Com a técnica complexa que

és, poden produir-se artefactes durant la fixacid, processament i tincid.

- Noves metodologies

A aquests metodes s’hi ha afegit darrerament la possibilitat de la quantificacié de les MP
per Dinamic Light Scattering (DLS) i per microscopia de forca atomica, que poden

detectar MP de mida molt petita.

La tecnica de DLS permet avaluar de forma molt exacta MP de molt petita grandaria.
Esta fonamentada en la mesura de les fluctuacions en la dispersioé de la llum en diferents
angles, produida pel moviment brownia de les MP (69). Amb aquesta técnica es pot
mesurar la mida i analitzar els histogrames de distribucié de mides, pero no es poden

analitzar els components estructurals ni la seva funcié (66,69).

La microscopia de forga atomica és una técnica on les MP primer s’'immobilitzen a una
superficie mitjancant anticossos especifics i, posteriorment, una sonda registra la
topografia a nivell nanometric (66). Amb aquest procediment s’analitzen les

caracteristiques antigéniques. Per la seva complexitat i cost és molt poc emprada.
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Taula 1. Principals caracteristiques dels metodes per a la mesura de les MP circulants

Quantificacio | Metodes
Dinamic | Microscopia
Citometria dela d’ ELISA de | Microscopia
Light de forga
de flux capacitat capturade | electronica
Scattering atomica
procoagulant les MP
Quantificacié ++ +++ +++ No ++ no
Origen cel-lular +++ + + + no +
Especificitat ++ + + +++ no ++
Mida + No no ++ ++ +++
Automatitzable ++ +++ +++ no + no

En qualsevol cas, per totes les técniques, la fase preanalitica és crucial per a la correcta

determinacié de les MP. Les recomanacions del subcomite per biologia vascular de la

ISTH indiquen que cal fer especial atencidé en I'extraccié de la mostra sanguinia pel que

fa a la mida de I'agulla, I'Us de torniquet, el tipus d’anticoagulant usat, la preparacioé del

plasma amb vigilancia del temps transcorregut des de I'extraccid, la centrifugacio i

congelacio i descongelacié dels espécimens (63,64,67,70).

b) MP en situacions patologiques

Les MP es troben augmentades a moltes situacions cliniques (71,72) incloent gairebé a

totes les malalties trombotiques que tenen lloc al territori vends o arterial (56-59), aixi

com en situacions associades amb la inflamacid, l'activacid i disfuncid cel-lular, i
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I'angiogenesi (73—80). Les principals situacions cliniques en qué s’han trobat MP
augmentades en nombre sén les seglients: cancer, infeccions, malalties cardiovasculars,
malalties autoimmunitaries, diabetis mellitus, hipertensié arterial greu, trombosis
venosa profunda, embolisme pulmonar, infeccid per virus de la immunodeficiéncia
humana, anémia falciforme, trombocitopénia induida per heparina, preeclampsia,

purura trombotica trombocitopénica, insuficiencia renal i esclerosis multiple (62).

- Arteriosclerosi, malaltia cardiovascular i MP

S’ha descrit que quan existeix arteriosclerosi hi ha una produccié més elevada de MP
derivades de plaquetes, cél-lules endotelials i de leucocits (81,82), i que aquestes MP
tenen efectes funcionals sobre la malaltia aterotrombotica (83). Aquestes MP circulants
originades de plaquetes i leucocits promouen el reclutament de cél-lules inflamatories,
indueixen I'adhesidé cel-lular i plaquetaria a través de I'augment de citocines (84),
afavoreixen el reclutament de plaquetes (83) i la infiltracid de monocits a les plaques
d’ateroma (85), donant com a resultat final la formacid de trombes. S’ha suggerit que la
trombina que es forma al voltant dels coaguls inicials a les zones de dany vascular
arteriosclerotic potencia la formacié de MP plaquetaries procoagulants, les quals juguen
un paper important en la propagacié del trombe (86). Aixi doncs s’han objectivat
elevacions de les MP en pacients amb sindrome coronari agut (83), ICTUs (87,88) i
diabetis amb malaltia aterotrombotica i malaltia arterial periférica ja establerta (89)

entre d’altres.

El desenvolupament i la progressié de les plaques arteriosclerotiques s'associen amb la

mort cel-lular apoptotica, fet que causa la formacié d’'una gran quantitat de MP
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procoagulants dins de les plaques (90). Aquestes MP atrapades dins les plaques
d’arteriosclerosis tenen un potencial trombogénic encara major que les MP circulants.
La majoria de MP que es troben dins les plagues sén derivades de leucocits activats, tipic
de les situacions d’inflamacid (91), pero també s’hi ha observat MP derivades de cél-lules
endotelials i de cél-lules de muscul llis (90). Les MP no només contribueixen a I'augment
d’aterogenicitat i risc trombotic de la placa, sind que, a més, n‘augmenten el
reclutament de cel-lules inflamatories, fet que contribueix a la seva inestabilitat. Aixi
doncs, esta descrit que les MP circulants poden produir inflamacid vascular, disfuncié
endotelial, adhesio de leucocits, i reclutament de cél-lules inflamatories. Tot aixo podria

contribuir al creixement de la placa d’arteriosclerosi (92).

A I'aterosclerosi acostuma a haver-hi una elevada forca de cisallament (definida com la
forca d’arrossegament que actua sobre les cél-lules endotelials com a resultat del flux
sanguini) i aguest augment de la forca de cisallament pot iniciar I'agregacié plaquetaria
i, alhora, la aparicié de MP procoagulants (93), tant d’origen plaquetari (43,94-96) com

endotelial (97,98).

S’ha observat que els pacients amb una sindrome coronaria aguda presenten una
elevacid de les MP derivades de cel-lules endotelials en comparacié amb els pacients
amb angina estable o amb els controls (99). També s’ha descrit que les MP derivades de
cel-lules endotelials estan més elevades en pacients que tenen lesions coronaries d’alt

risc en comparacié amb els que tenen lesions de baix risc (100).

D’aquesta manera, les MP estan implicades en el desenvolupament i progressio de la

aterosclerosi, que és la causa subjacent de la malaltia cardiovascular (101,102). Fins i tot
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s’ha descrit que podrien predir infarts de miocardi fins a tres anys abans que es
produeixin, com s’ha estimat en un grup de pacients amb hipercolesterolemia familiar

(103).

S’ha proposat que les MP podrien ser considerades biomarcadors per al diagnostic,
valoracio de I'activitat, prediccié de la resposta al tractament i pronostic de la malaltia

cardiovascular aterotrombotica (71).

- Diabetis Mellitus i MP

La Diabetis Mellitus és un dels principals factors de risc associats a I'aterosclerosi i
malaltia cardiovascular. Les MP estan elevades en els pacients amb diabetis i el fenotip
de les MP pot variar segons el tipus de diabetis que presenta el pacient (54,97,104). Un
estudi va objectivar que el potencial procoagulant de les MP estava elevat en els
pacients amb diabetis mellitus tipus 1 i que es correlacionava amb el grau de control
glucemic. Altres estudis han objectivat que les concentracions de MP derivades de
plaquetes i de monadcits es correlacionen amb les complicacions de la diabetis, incloent
el grau de retinopatia diabetica (associada a dany microvascular) (105-111). L’elevacid
de les MP derivades de cel-lules endotelials en pacients diabetics és predictiu de lesions
d’artéries coronaries, i podria comportar-se com un factor de risc independent, fins i tot
més potent que la durada de la diabetis, les concentracions de lipids o la preséncia
d’hipertensié arterial (112). L’elevacié de les MP derivades de cél-lules endotelials en
diabétics pot servir per identificar una subpoblacié de pacients sense clinica anginosa,

pero amb alta probabilitat de presentar lesions coronaries a I’angiografia.
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- Cancer i MP

El cancer és una entitat associada amb hipercoagulabilitat i risc elevat de trombosi, de
prodommini vends, perdo també arterial, fet que influeix negativament en la seva
morbimortalitat. En els pacients amb cancer, les MP poden originar-se tant de les
propies cel-lules tumorals com de cél-lules endotelials, monocits i plaquetes (62). Esta
descrit que les MP participen en l'angiogenesi, en transportar factors de creixement
(62), promouen la progressié del cancer i la disseminacié en forma de metastasis
(62,113). En el cas de pacients amb cancer de pulmé i de mama s’ha objectivat que les
MP indueixen metastasi i augment de I’'angiogénesi, i poden ser bons biomarcadors de

possibles complicacions vasculars.

2.5 HIPOTIROIDISME, MALALTIA CARDIOVASCULAR |

COAGULACIO

“There was edema of the skin... much serous effusion in the pericardium... the heart was
large... the arteries were everywhere thickened, the larges ones atheromatous” [Dr.
William Smith Greenfield, Autopsy findings in a 58 year old woman with myxoedema,

1878] (114).
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2.5.1. Hipotiroidisme subclinic, malaltia cardiovascular i trombosi

Cada vegada més estudis relacionen I’hipotiroidisme subclinic amb I'augment de risc
cardiovascular i I'augment de mortalitat del mateix origen. Diferents estudis han
demostrat que I'hipotiroidisme subclinic pot provocar insuficiéncia cardiaca (115-117) i
major progressio de la disfuncié ventricular en aquells que ja presenten la malaltia
cardiaca, quan es comparen amb un grup de pacients amb funcid tiroidal normal
(118,119), major risc d’aterosclerosi i d’episodis de malaltia coronaria. Tot aquest efecte

s’ha demostrat més evident en aquells pacients que presenten una TSH 210mU/L (120).

Els mecanismes implicats en el desenvolupament de la malaltia cardiovascular en els
pacients amb hipotiroidisme subclinic no estan del tot clars. La dislipemia (121),
I’elevacié de la tensié arterial (122), un estat d’hipercoagulabilitat (123), I'efecte directe
de la TSH sobre el seu receptor endotelial augmentant I'angiogénesis (124)(124,125) o
sobre el seu receptor del miocit cardiac (126), o fins i tot de I'elevacié de les MP
apoptotiques (120,127) sén els causant d’aquest augment de risc i mortalitat

cardiovascular.

2.5.2. Hipotiroidisme clinic, malaltia cardiovascular i trombosis

Des de fa anys, es reconeix que un dels principals efectes de I'hipotiroidisme clinic és

I’afectacio del sistema cardiovascular.

La disminucio de les hormones tiroidals periferiques (T3 i T4) actuen sobre la funcié

cardiaca i I’'hemodinamica cardiovascular, produint, entre d’altres, augment de la
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resisténcia vascular periférica, insuficiencia cardiaca, malaltia coronaria arterial,
resisténcia a la insulina, inflamacio, aterosclerosi i reduccié de la freqiiéncia cardiaca
(128). Aquest augment de malaltia cardiovascular s’ha explicat basicament per la
disminucio de les hormones tiroidals perifériques (T3 i T4) (128), que provoquen un clar
augment del colesterol (129) i hipertensid diastolica (128), a part de 'efecte directe de

la T3 i T4 sobre el seu receptor al miocit cardiac i la vascularitzacié periférica (128).

Totes aquestes alteracions sén potencialment reversibles si s’inicia tractament

substitutiu amb hormona tiroidal (128).

2.5.3. Hipotiroidisme subclinic i coagulacié

L’hipotiroidisme subclinic pot estar relacionat amb algunes alteracions de I'hemostasia.
Alguns estudis mostren un estat d’hipercoagulabiliat a I'hipotiroidisme subclinic (130-
135), perod d’altres, contrariament, observen una tendéncia a la hipocoagulabilitat (136)
0 cap canvi respecte als pacients amb normofuncié tiroidal (137,138). Aix0 pot ser degut,
en bona part, als diferents parametres considerats, a diferéncies en la metodologia feta

servir i en els subgrups de pacients amb hipotiroidisme reclutats.

L’estat d’hipercoagulabilitat de I'hipotiroidisme subclinic ha restat objectivat per un
augment del fibrinogen, del factor VII:C, de la ratio factor VII:C/factor VIl antigen, de
I"'augment del PAI-1 i de disminucié de la concentracid de I’antitrombina (130,131,134).
Muller et al. (131) van observar en pacients amb hipotiroidisme subclinic un augment
de la ratio del factor VIl coagulant/factor VII antigen, cosa que podria reflectir la

preséncia de quantitats més grans de factor VIl activat, el qual, juntament amb el TF,
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és capital en l'inici fisiologic de la coagulacio (24), alhora que activa la coagulacié a través
de les MP (139). Guldiken et al. (133) van descriure que la capacitat fibrinolitica estava
disminuida als pacients amb hipotiroidisme subclinic, Akinci et al. (132) van objectivar
una elevacié de I'antigen del TAFI en pacients amb hipotiroidisme subclinic, cosa que
causaria hipofibrinolisi, i Lupoli et al. (135), en 41 pacients amb hipotiroidisme subclinic
abans i després del tractament hormonal substitutiu amb levotiroxina, van demostrar
gue abans del tractament hi havia uns valors més elevats de factor VII, de PAI-1i del tPA,
els quals disminuien després del tractament amb levotiroxina durant 6 mesos. Tots els

resultats sén de caracter procoagulant.

Per altra banda, hi ha resultats que suggereixen un estat d’hipocoagulabilitat i de risc
hemorragic en els pacients amb hipotiroidisme subclinic. Aixi, Gullu et al. (136) van
observar discrets canvis amb disminucié en els nivells de factor VIl i de factor von

Willebrand, que eren reversibles quan se subministrava tractament amb levotiroxina.

Altres estudis no han objectivat diferéncies en I'estat de la coagulacié entre pacients
amb hipotiroidisme subclinic i pacients eutiroidals. Anagnostis et al. (137) no van trobar
diferéncies en I'antitrombina, la proteina C, la proteina S o el fibrinogen a
I’hipotiroidisme subclinic. Aixi mateix, Akinci et al. no van objectivar diferéncies en els
valors de t-PA, TFPI (lliure i total) o PAI-1 (138) entre els pacients amb hipotiroidisme
subclinic i els eutiroidals. Finalment, en el 5th Tromsg study (140), no es van trobar
diferéncies significatives entre els valor de factor VII ni de factor VII activat en una

poblacié de pacients amb hipotiroidisme subclinic comparats amb controls sans.
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Berezin et al (141) van descriure la possible associacid entre I’hipotiroidisme subclinic i
les MP endotelials en pacients amb insuficiéncia cardiaca cronica. De forma
retrospectiva, en una poblacié de 388 pacients amb insuficiéncia cardiaca cronica, en
van diagnosticar 53 amb hipotiroidisme subclinic (tots ells amb valors de TSH >10mUl/L
i T4 lliure normal) i van objectivar que presentaven una alteracié del patré de MP
endotelials circulants, basicament amb un augment del nombre de MP endotelials
apoptotiques. De tota manera, 'associacié era deébil i fins i tot desapareixia quan

s’ajustava per marcadors d’insuficiencia cardiaca.

Finalment, el 2018, Tomczyriska M et al. (142) van estudiar 25 pacients amb tiroiditis de
Hashimoto i 59 amb malaltia de Graves. L’avaluacié de les MP d’origen plaquetari va ser
per citometria de flux i van estudiar també I'activacié plaguetaria. Van observar un
augment de entre 2 i 2,5 vegades de les MP d’origen plaquetari a la tiroiditis de
Hashimoto. Els autors opinen que a les malalties tiroidals autoimmunes les MP poden
causar una situacié d’inflamacié cronica i, a més, poden interaccionar amb els
autoanticossos circulants i amb el complement (Clqg) contribuint a la formacid

d’'immunocomplexos, els quals poden desencadenar la resposta immune (143).

2.5.4. Hipotiroidisme clinic i coagulacié

També hi ha discrepancies sobre |'efecte de I'hipotiroidisme clinic en la coagulacid: uns

objectiven hipocoagulabilitat, altres hipercoagulabilitat.

En els primers estudis es va descriure una tendéncia a I'hemorragia en els pacients amb

hipotiroidisme clinic (144-146). Alguns estudis més recents objectiven la mateixa
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tendéncia (136,147-149). Aixi, s’"ha observat que els pacients amb hipotiroidisme clinic
presentaven concentracions disminuides dels factors VIII, IX i XI, estat que conferiria una
disminucié de la capacitat de coagulacid, i que aquests factors augmentaven quan
s’iniciava tractament amb levotiroxina (144,145). Bennett et al. van observar que
I’hipotiroidisme clinic s’associava a hiperfibrinolisi amb un augment del plasminogen i
del PAI-1 (146). Verkleij et al. (149), en 20 pacients amb hipotiroidisme clinic abans de
comencar tractament, van objectivar que tenien disminuit el temps de lisi del coagul en
comparacio amb ells mateixos després d’assolir un estat eutiroidal. Un altre estudi (150),
continuacié de I'anterior, va mostrar una menor absorbancia maxima del coagul, un
temps de lisi del coagul més curt i la presencia de coaguls menys compactes (avaluats
per microscopia electronica). També, i com a possibles causes, van trobar que les
determinacions de fibrinogen i de PAI-1 eren baixes. En la mateixa linia d’'un estat de
major risc de sagnat, Gullu et al. (136) van identificar en 15 pacients amb hipotiroidisme
clinic un allargament del temps de protrombina i del temps de tromboplastina parcial
activat (APTT), aixi com una disminucié del factor VIl i del factor von Willebrand
activitat. Palareti et al. (151) van estudiar 21 pacients amb hipotiroidisme adquirit
després de tiroidectomia, i van trobar una agregacid plaguetaria disminuida. Totes les
alteracions descrites als diferents estudis revertien després del tractament amb
levotiroxina. Yango et al. (152) van objectivar hipocoagulabilitat en 22 pacients que
havien estat tiroidectomitzats i que havien abandonat el tractament amb levotiroxina
durant 4-6 setmanes per sotmetre’s a un rastreig corporal total amb radioiode. En ells
van observar que després de la supressio del tractament estaven disminuits el factor

VI, el factor von Willebrand col-lagen binding activity i el factor von Willebrand antigen
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mentre que I’APTT estava allargat. Aquestes alteracions no es corregien a les 6-8
setmanes de reinstaurar el tractament amb levotiroxina. Finalment, també s’ha
assenyalat la possible associacié amb la sindrome de von Willebrand adquirida. Stuijver
et al. van objectivar en una cohort de 90 pacients amb hipotiroidisme clinic una
sorprenentment elevada prevalenca de la sindrome de von Willebrand adquirida del

33% (153).

No obstant aixd, altres estudis han suggerit un estat d'hipercoagulabilitat o
hipofibrinolisi en els pacients amb hipotiroidisme clinic (130,132,154-157). Chadarevian
et al., en un primer estudi (130), van observar que les concentracions de tiroxina lliure
tenien una correlacid inversa amb les concentracions de dimer D, de factor VI, de factor
VIl i del PAI-1, i en un segon estudi van descriure un augment del fibrinogen (155). En
aquest mateix sentit, Akinci et al. (132), Cetinkalp et al. (156), i Erem et al. (158), en tres
estudis diferents, van descriure en un grup de pacients amb hipotiroidisme clinic un
augment de I'antigen del TAFI. Erem et al. també van descriure una augment del factor
VIl i de la trombomodulina, disminucio del factor VIII, el factor von Willebrand, les
proteines C i S i el TFPI (158), i augment del fibrinogen, d’antitrombina i de PAI-1 en

comparacio amb el controls sans (159).

La controveérsia arriba fins a separar I'efecte de I'hipotiroidisme sobre I’'hemostasia en
funcié de si aquest és clinic o subclinic. Revisions sistematiques proposen un estat
hipocoagluable per hipotiroidisme clinic i un d’hipercoagulable a I‘hipotiroidisme

subclinic (160,161).
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2.6. TSH HUMANA RECOMBINANT (rhTSH) | COAGULACIO

Es ben conegut que la TSH és I’lhormona sintetitzada a la hipofisi i que té receptor a la
glandula tiroidal. Darrerament, pero, diferents estudis, ja en humans, han demostrat la
presencia de receptors funcionals de la TSH a altres organs a part de la glandula tiroidal,
com son les cel-lules endotelials (162), les cel-lules de muscul llis de les artéries
coronaries (163), els cardiomiocits (164) o les cel-lules del moll d’os (165), entre altres.
Aqguests receptors de la TSH extratiroidals podrien explicar en part els efectes de
I’hipotiroidisme i, principalment, en [I'hipotiroidisme subclinic on les hormones

perifériques T3 i T4 sén normals i I'Unic que es modifica és la TSH que es troba elevada.

En humans es coneix poc sobre els efectes de la TSH sobre aquests receptors
extratiroidals. Un bon model on avaluar I'efecte directe de la TSH sobre els seus
receptors sense que hi hagi influencia de les hormones periferiques és en els pacients
amb carcinoma de tiroide que seran exposats a rhTSH per realitzar un rastreig corporal
total amb radioiode, on la TSH augmenta sense variar les concentracions de T3 lliure i
T4 lliure (7). Hi ha, pero, pocs estudis que valorin la relacié entre I'administracié de rhTSH
i els seus efectes sobre la coagulacid. Desideri et al. (166) van avaluar els canvis en les
concentracions de les formes solubles de I'ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule 1) i
d’E-selectina (ambdds indicadors d’activacié de I'endoteli), de P-selectina soluble i de
CD40L (ambdds indicadors d’activacié plaquetaria) en 20 pacients amb cancer de tiroide
lliures de malaltia i sotmesos a rhTSH i comparats amb 20 controls. Després de la injeccid
de rhTSH es va observar un augment significatiu les concentracions de totes les

molecules estudiades, concloent que la injeccid de rhTSH s’associa a una activacié
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proaterogénica de I'endoteli vascular i de les plaquetes. A partir d'aquestes dades, els
autors plantegen la hipotesi que la TSH pot tenir un paper rellevant en I'aparicié de dany
aterosclerotic precog en pacients amb hipotiroidisme. Per la seva banda, Debeij et al.
(157) no van trobar cap canvi en les concentracions del factor Il, VIII o IX, ni en les
concentracions d’antitrombina, proteina S, fibrinogen, complexes TAT ni F1+2 1en un
grup de 17 pacients amb carcinoma de tiroide curat exposats a rhTSH, concloent
d’aquesta manera, al contrari que I'anterior, que I'elevacié de TSH per si mateixa no
sembla tenir efectes en la coagulacié. Finalment, Yango et al. (152) no van trobar
modificacio dels parametres estudiats (plaquetes, fibrinogen, temps de trombina, temps
de protrombina, temps de tromboplastina parcial activat, factor VIII i factor von

Willebrand antigen) en 30 pacients exposats a rhTSH.

Fins el moment actual Unicament hi ha un estudi realitzat sobre I'efecte de larhTSH i les
MP. Burger et al. (167), el 2015, van realitzar un estudi on 'objectiu era determinar si
I’'administracié de rhTSH alterava les concentracions de MP totals (mesurades per
citometria de flux), la seva activitat procoagulant (mesurada a través de la preséncia de
fosfatidilserina a la seva superficie) i quantificava les d’origen endotelial. Van estudiar
una poblacié de 18 persones i van objectivar que hi havia un augment després de la
injeccié de rhTSH de les MP totals (1.6 vegades el dia 3i 1.9 el dia 5) i de la seva activitat
procoagulant (1.5 vegades el dia 3 1.9 vegades el dia 5) en comparacié amb la quantitat
basal. Al no haver-hi canvis en els valors de les MP endotelials, els va fer concloure que

la resposta a la rhTSH podia ser deguda, basicament, a les MP d’origen plaquetari.
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Els pacients amb hipotiroidisme pateixen més arteriosclerosi i patologia trombotica més
elevada de la que es podria esperar per la seva edat, sexe i factors de risc cardiovascular.
Aquesta major presencia de malalties vasculars i trombotiques s’ha suposat que podria
estar relacionada amb una modificacié del perfil de la coagulacié, originant un estat
protrombotic latent. La demostracid d’aquesta hipercoagulabilitat no s’ha assolit encara
de forma satisfactoria per raons de la insuficient estructuracid i variabilitat de la
interpretacio de la funcié fisiologica que detecten els marcadors que fins ara s’han pogut
fer servir. El desenvolupament de nous marcadors, més sensibles i especifics dels
diferents passos de ’hemostasia que es suporten en els coneixements actuals de noves
vies activadores i reguladores, pot permetre afinar el coneixement de I’hemostasia a
I’hipotiroidisme. Podem suposar que amb els nous marcadors per a I'exploracié de
I’hemostasia es podria clarificar la situacié d’hipercoagulabilitat o no hipercoagulabilitat

en aquesta entitat clinica, i a quina o quines vies promotores o reguladores pot afectar.

Aixi mateix, la controvérsia sobre I'efecte que pot exercir en I’hemostasia I'administracid
d’hormones tiroidals, com tractament substitutiu, tampoc esta satisfactoriament
resolta. Encara que la majoria d’estudis apunten a una normalitzacié pel tractament dels
parametres préviament alterats, altres estudis, fent servir marcadors
d’hipercoagulabilitat diferents, troben uns resultats oposats. Podem suposar que una
determinacié més afinada de la situacié de I'hemostasia, tant basal com després d’un
periode de tractament, feta amb els nous marcadors podria donar llum a les
controversies encara presents. Es d’esperar que amb I’Gs d’aquestes noves técniques
s’aconsegueixi identificar quins sén els passos de I’hemostasia, si és que n’hi ha, que es
normalitzen amb el tractament i quins altres no.
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Per una altra banda, actualment no es coneix si les alteracions de I’hemostasia que fins
ara s’han identificat, i les que es poden trobar en el futur amb nous marcadors, son
conseqliencia de I'efecte de I'augment de les hormones tiroidals, o de 'augment de la
TSH o de totes dues causes. Una situacio clinica especial, la del pacient tiroidectomitzat
per carcinoma diferenciat de tiroide, esta sota tractament amb levotiroxina i que
s’exposa a lI'administraci6 de TSH humana recombinant, podria fer-se servir com un

model quasi experimental per aclarir I'efecte agut de I'increment de la TSH.
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OBIJECTIUS

4.1. OBJECTIU PRINCIPAL:

Estudiar I’estat de la coagulacid i la fibrinolisi en pacients en situacié d’hipotiroidisme
subclinic, hipotiroidisme clinic i en pacients abans i els primers 10 dies després de

I’administracié de rhTSH fent servir nous marcadors de I’hemostasia.

4.2. OBJECTIUS SECUNDARIS:

- Avaluar la relacié dels marcadors de I’hemostasia amb els valors d’hormona

tiroidal i de TSH.

- Valorar I'efecte sobre la coagulacid i la fibrinolisi del tractament amb levotiroxina
en pacients amb hipotiroidisme clinic i subclinic fent servir nous marcadors de

I’lhemostasia.
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PACIENTS | METODES
5.1. ESTUDI 1: EFECTES DE L’ELEVACIO DE LA TSH PER
HIPOTIROIDISME SUBCLINIC I CLINIC SOBRE PARAMETRES DE LA

COGULACIO | LES MICROPARTICULES PROCOAGULANTS.

5.1.1. Poblacio de I’estudi

a) Grup de pacients amb hipotiroidisme subclinic

Es van incloure pacients amb hipotiroidisme subclinic procedents de les consultes
externes d’Endocrinologia de |I’"Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, segons ordre

de visita, al llarg de 3 mesos.
Criteris d’inclusio:

- presentar una TSH per sobre del limit alt de la normalitat (normalitat entre 0.3 i 5.5

uu/mL).
- presentar una T4 lliure dins del rang de la normalitat (normalitat entre 0.6 i 1.8 ng/dL).
Criteris d’exclusié:

- presentar qualsevol malaltia associada que pugui influir en I’hemostasia (com cancer

actiu, insuficiéncia renal cronica o diabetis mellitus).

- antecedents de trombosi arterial o venosa o de trombofilia coneguda.
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- prendre farmacs que puguin influir en la funcid tiroidal (com corticoides, liti o
amiodarona), farmacs que poguessin influir en el perfil de lipids (com estatines) o que

poguessin influir en ’"hemostasia (com cumarinics o heparina).

Els pacients van ser reclutats després de donar el seu consentiment informat.

Els pacients que complien criteris de tractament segons les guies de practica clinica (1)
van rebre tractament hormonal substitutiu amb levotiroxina sodica amb I'objectiu de

normalitzar les concentracions de TSH.

Els pacients van ser reavaluats als 6 mesos de I'inici del tractament.

b) Grup de pacients amb hipotiroidisme clinic

Es van incloure pacients amb hipotiroidisme clinic procedents de les consultes externes
de I'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, segons ordre de visita, al llarg de tres

mesos.

Criteris d’inclusio:

- presentar una TSH per sobre del limit alt de la normalitat (normalitat entre 0.3 i 5.5

uu/mL).

- presentar una T4 lliure per sota del limit de la normalitat (normalitat entre 0.6 i 1.8

ng/dL).
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Criteris d’exclusio:

- presentar qualsevol malaltia associada que pugui influir en la coagulacié (com cancer

actiu, insuficiéncia renal cronica o diabetis mellitus).

- antecedents de trombosi arterial o venosa o de trombofilia coneguda.

- prendre farmacs que puguin influir en la funcié tiroidal (com corticoides, liti o
amiodarona), farmacs que puguin influir en els lipids (com estatines) o que puguin influir

en I’hemostasia (com cumarinics o heparina).

Els pacients van ser reclutats després de donar el seu consentiment informat.

Tots els pacients del grup van rebre tractament substitutiu amb levotiroxina sodica
segons les guies de practica clinica (1) amb I'objectiu de normalitzar les concentracions

de TSH, essent reavaluats als 6 mesos de tractament.

c) Grup control

Es va seleccionar un grup control per a la comparacié de les variables cliniques i
analitiques. Aquests subjectes van ser similars en edat, sexe i eétnia als pacients inclosos

a I'estudi.

Els controls van ser subjectes sans, voluntaris, pertanyents al personal sanitari de
I'Hospital Germans Trias i Pujol de Badalona, aixi com familiars dels pacients inclosos en
els grups a estudi, sense malaltia relacionada amb la coagulacid, sense diabetis mellitus

ni dislipemia, i sense cancer ni malaltia tiroidal.
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Criteris d’exclusio:

- presentar qualsevol malaltia associada que pugui influir en la coagulacié (com cancer

actiu, insuficiéncia renal cronica o diabetis mellitus).

- antecedents de trombosi arterial o venosa o de trombofilia coneguda.

- prendre farmacs que puguin influir en la funcid tiroidal (com corticoides, liti o
amiodarona), farmacs que poguessin influir en els lipids (com estatines) o que poguessin

influir en I’hemostasia (com cumarinics o heparina).

- tenir patologia tiroidal de qualsevol origen.

Els subjectes del grup control van ser reclutats després de donar el seu consentiment

informal.

5.1.2. Metodes

a) Dades cliniques

Es van recollir les caracteristiques cliniques seglients, tant dels pacients amb

hipotiroidisme subclinic i clinic, com dels subjectes sans:

-Edat

-Sexe

-[ndex de massa corporal
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-Hipertensio arterial

‘Tabaquisme actiu

b) Avaluacid dels parametres bioquimics, hormonals i de ’hemostasia.

- Fase preanalitica.

L’extraccié de sang es va realitzar sense venoclusio, al mati, en dejuni, amb I'individu

assegut després d’un repos minim de 30 minuts.

En el cas dels pacients amb malaltia tiroidal, I'obtencié de mostres va ser realitzada en
el moment del diagnostic. La determinacid, després de rebre tractament substitutiu amb
levotiroxina, en els que van rebre tractament, es va realitzar als 6 mesos, quan
presentaven ja una funcid tiroidal completament normalitzada sota tractament,

aprofitant una visita de control programada per avaluacié de |'efecte de la medicacio.

Es van obtenir les mostres de sang per puncié venosa en tubs de polipropile amb citrat
sodic al 3.8% (1/9, vol/vol) (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, Estats Units). Alhora, a la
mateixa puncié venosa, es van obtenir mostres en tubs sense additius (Becton

Dickinson) per a fer els estudis analitics bioquimics i hormonals

Els tubs de sang obtinguda en citrat es van centrifugar immediatament (10 min, 20°C,
2.000 g) per a l'obtencié de plasma pobre en plaquetes per a realitzar-ne les
determinacions d’hemostasia. Una part del plasma obtingut en citrat es va sotmetre a
una segona centrifugacié (10 min, 4°C, 5.000 g) per a obtenir plasma lliure en plaquetes

per a les determinacions de microparticules.
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Les mostres en tubs sense additius, per a obtenir-ne sérum, es van deixar coagular i es
van centrifugar (15 minuts, 49C, 3.000 g), per a realitzar els estudis bioquimics i

hormonals.

Totes les mostres van ser fetes servir immediatament per a les determinacions
analitiques i, per a les que es van fer en diferit, el plasma obtingut es va congelar
immediatament a —-80°C. Totes les mostres van ser processades o congelades en un
temps maxim de 4 h des de la seva obtencid. Les mostres processades en diferit no van
ser sotmeses a cicles de congelacié descongelacio perqué es van conservar en aliquotes
de petit volum (100 pL). Les proves d’ hemostasia van ser realitzades sense coneéixer a
quin grup pertanyia cada mostra. Els parametres es van determinar per duplicat i, quan
va caldre per discrepancia en el resultat, es van revaluar. No hi va haver mostres no

determinades.

- Fase analitica.

Parametres bioquimics :

-Glucosa

-Creatinina

-Colesterol

-LDL Colesterol

-HDL Colesterol

-Triglicerids
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-Aspartat aminotransferasa (ASAT)

-Lactat deshidrogenasa (LDH)

La glucosa, la creatinina, el colesterol, els triglicérids, la LDH i I’ASAT es van determinar
per metodes de rutina amb un autoanalitzador Schimadzu CL-7300 (lzasa, Barcelona,

Espanya).

Parametres hormonals:

TSH

T4 lliure

-Anticossos antiperoxidasa (aTPO)

-Anticossos antitiroglobulina (aTg)

La TSH i T4 lliure seriques es van mesurar utilitzant un assaig quimioluminiscent (Chiron

Diagnostics ACS Centaur; Chiron Corporation, Emeryville, CA, Estats Units).

Els anticossos antiperoxidassa i antitiroglobulina es van avaluar mitjancant un assaig
immunoradiomeétric-/RMA- (BioCode TMAb i TgAb; Applied BioCode, Santa Fe Springs,

CA, Estats Units).

Parametres de I’lhemostasia:

‘Temps de protrombina

‘Temps de tromboplastina parcial activat (APTT)

-Fibrinogen
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82

-Factor VII coagulant

-Antitrombina

-Proteina C

-Proteina S lliure

t-PA

-PAI-1 activitat

-PAI-1 antigen

-Plasminogen

F1+2

TAT

-Dimer D

-Trombomodulina

‘Inhibidor de la via del TF

-Factor VIl activat

-Expressio induida de TF en monocits

-Activitat procoagulant induida en cél-lules sanguinies mononucleades

‘Microparticules procoagulants
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El temps de protrombina i ’APTT es van determinar amb un coagulometre automatitzat
(Siemens, Marburg, Alemanya), utilitzant reactius estandard (Siemens) i es van
expressar com a proporcions (temps del pacient /temps mitja de la poblacié sana). El
fibrinogen es va mesurar per la técnica de la Clauss (Siemens) (168). L’activitat coagulant
del factor VII (VII:C) es va determinar mitjancant un assaig de coagulacié d'una etapa
utilitzant tromboplastina estandard (Siemens) i plasma huma deficient en factor VII

(Siemens).

L'activitat de la proteina C i de lI'antitrombina es van mesurar mitjancant assaigs
colorimetrics (Siemens) (169,170). La proteina S lliure i el t-PA es van mesurar mitjancant

tecniques d'ELISA (Stago, Asnieres, Franga) (171,172).

El PAI-1 i l'activitat de plasminogen es van quantificar per assajos cromogenics
(Chromogenix; Diapharma, West Chester, OH, Estats Units) (173,174). L’antigen del PAI-

1 es va avaluar per ELISA (Hyphen Biomed, Neuville-sur-Qise, Franca) (175).

Les concentracions plasmatiques dels marcadors de la generacié de trombina fragment
1+ 2 delaprotrombinaiel TAT es van quantificar per ELISA (Enzygnost-F1+2 i Enzygnost-
TAT, Siemens) (176,177). Les concentracions del marcador de degradacio de la fibrina

estabilitzada, el dimer D, van ser mesurades mitjancant ELISA (Stago, Asnieres, Franca).

La trombomodulina i el TFPI es van mesurar per métodes ELISA (Stago i American

Diagnostica, Greenwich, CT, EUA, respectivament) (178,179).

El factor VIl activat es va mesurar per un assaig de coagulacio (Stago) usant TF soluble
recombinant (corresponent a la porcié extracel-lular del TF natiu). EIl TF soluble

recombinant pot produir la coagulacié del plasma en preséncia de factor VIl activat, de
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fosfolipids i de Ca*?, perd no pot activar el factor VIl a factor VIl activat (180,181). Les
concentracions de factor VIl activat es van expressar en mU/ml, utilitzant un patré de
calibratge enfront d'un estandard secundari derivat del primer International Standard

Factor Vlla Concentrate (89/688, NIBCS).

L'expressid induida de TF en monocits normals es va realitzar com es descriu a |'article
de Reverter et al. (182). Resumint, es van aillar cél-lules sanguinies mononucleades de
sang anticoagulada amb citrat, fosfat i dextrosa (CPD; concentracié final de citrat 19
mmol/L) obtinguda de voluntaris sans amb grup sanguini O. L’aillament es va fer per
sedimentacid en un gradient de Ficoll-Paque (GE Healthcare, Uppsala, Suécia). Després
d’un rentat en PBS (phosphate buffered saline) a pH 7,2 (Bio-Mérieux, Marcy-I'Etoile,
Franca), es van incubar les cél-lules mononucleades durant 6 hores a 372C en mostres
de plasma de pacients o de controls (concentracio final 20x108 cél-lules/mL). Després de
la incubacid, les cél-lules mononucleades es van rentar dues vegades amb PBS a pH 7,2,
afegint-hi albumina de serum bovi a I'1% (Sigma) i serum huma AB a I'1%, inactivat per
calor, i es van incubar durant 30 minuts a 222C conjuntament amb un anticos
monoclonal anti-CD14 marcat amb ficoeritrina (LeuM3; Becton Dickinson) i amb un
anticos monoclonal contra el TF marcat amb fluoresceina (American Diagnostica). La
unid no especifica es va avaluar mitjancant un anticos monoclonal irrellevant del mateix
isotip marcat amb fluoresceina. La citometria de flux es va realitzar en un citoflurimetre
(Becton Dickinson). Es van determinar els monocits mitjancant dispersié frontal
(Forward Scatter), dispersido lateral (Side Scatter) i finestra de fluorescéncia per
ficoeritrina (de 585 nm de fluorescéncia). L'expressio del TF es va llegir amb
fluorescéncia per fluoresceina (a 530 nm de fluorescéncia) i es van recollir les dades un
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minim de 5x10% monocits en I'amplificacié logaritmica. L’analisi dels histogrames de
doble color es va fer fixant el negatiu de la poblacio control en menys de 0.5% ceél-lules
positives. Es va recollir el percentatge de monocits positius per factor tissular en

percentatge (%TF).

L’activitat procoagulant induida en cél-lules sanguinies mononucleades normals es va
determinar per un assaig coagulatiu d'una etapa en la superficie de cel-lules viables, com
s'ha descrit préviament (182). Per resumir, es van obtenir cél-lules sanguinies
mononucleades de la manera que s’ha indicat a la determinacié de I'expressié induida
de TF en monocits normals. Després de la incubacié dels monocits amb els plasmes dels
pacients o dels controls (6 hores, 372C), es van rentar les cel-lules mononucleades amb
PBS a pH 7,2 (Bio-Mérieux), es van resuspendre (concentracid final 10°® cél-lules
mononucleades/mL) en PBS a pH 7,2, i es van usar en |'assaig de coagulacid. En |'assaig,
es van incubar (1 min, 372C) en plasma huma obtingut en citrat, lliure de plaquetes
(procedent de una barreja de vint donants normals), o bé 100 uL de la suspensié de
cel-lules mononucleades, o bé 100 plL d'estandard de tromboplastina. La coagulacié es
va iniciar mitjangcant I'addicié de 100 pL de CaCl; (25 mmol/L,) i el temps de coagulacié
es va registrar en un sistema KC10 (Siemens). La corba estandard es va generar amb
dilucions seriades de tromboplastina de placenta humana (Siemens) (10> mU assignades
a un pes en sec de 40 mg de tromboplastina/mL) en una corba log-log estandard. Els
resultats es van expressar com mU/10°> mondcits. L’activitat procoagulant induida en
cél-lules sanguinies mononucleades es va reduir en un 88% amb la incubacid de les
cél-lules (2 h, 372C) amb 50 pg/mL d’un anticos monoclonal anti-TF amb capacitat de
blogueig (American Diagnostica) (182).
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Les MP procoagulants es van mesurar per un assaig de captura en plaques d’ELISA, basat
en la propietat de I'annexina V (adherida a les plaques) d’unir-se a la fosfatidilserina de
les MP circulants dipositades als pouets (Hyphen BioMed). La mesura es va basar en
I'activacié de la capacitat protrombinasa a la superficie de les MP adherides amb
I’addicid als pouets de factors bovins X activat i V activat i de protrombina humana.
Després d’incubar, es va quantificar la trombina generada amb un substrat cromogeénic
especific per a aquesta. Es va aturar la reaccié amb acid citric al 2% abans de procedir a
la seva lectura, mesurant I'absorbancia a 405 nm. Les MP procoagulants es van
determinar per duplicat i es van expressar com equivalents de nanomolar de
fosfatidilserina (nM PS eq). El limit de deteccié de la tecnica esta establert en 0.05 nM
PS eq. Al laboratori, el coeficient de variaciod intra-assaig va ser del 5% i el inter-assaig

del 8%.

c) Consentiment informat

Els estudis es van realitzar en conformitat amb la Declaracié d'Helsinki i van ser aprovats
pel Comité local d'Investigacié Etica Humana de I'Hospital Germans Trias i Pujol. Tots els

participants van donar el seu consentiment informat abans de ser inclosos en I'estudi.

d) Analisi estadistica

L’analisi es va portar a terme a partir de I'exportacio des d’una base de dades en Excel,

amb un registre univoc per pacient, que va ser anonimitzat en aquest procés.
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Las variables continues s’han expressat amb la mitjana * desviacid estandard, i les

variables qualitatives, com freqliéncies.

L’analisi estadistica s’ha realitzat amb el paquet estadistic SPSS versié 20.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) fent servir proves parametriques (ANOVA seguit de
prova de Bonferroni i t de Student per comparacié de variables continues, aparellades
quan calia; Chi2 per les variables qualitatives) o no parametriques (U de Mann Withney
i T de Wilcoxon), segons les seves condiciones d’aplicacié. La correlacid entre variables

es va mesurar per regressio lineal.

El valor de p de <0.05 bilateral es va considerar estadisticament significatiu.
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5.2. ESTUDI 2: EFECTE DE L’ADMINISTRACIO EXOGENA DE TSH
HUMANA RECOMBINANT SOBRE L'ACTIVACIO DE LA
COAGULACIO | LES MICROPARTICULES PROCOAGULANTS EN

PACIENTS AMB CARCINOMA DIFERENCIAT DE TIROIDE.

5.2.1. Poblacid de I’estudi

Es van incloure pacients amb CDT que van ser consecutivament reclutats al Servei
d'Endocrinologia de I’'Hospital Universitari Germans Trias i Pujol de Badalona i de

I’'Hospital Althaia de Manresa.

Seguint les directrius internacionals, tots els pacients van ser sotmesos a tiroidectomia
total seguida de tractament ablatiu amb iode radioactiu després de I'administracio de

TSH recombinant humana (rhTSH) (183).

Tots els pacients rebien tractament supressor de la TSH amb terapia amb levotiroxina

seguint les recomanacions de les guies actuals(184).
Criteris d'exclusio:
- Tenir menys de 18 anys o més de 70 anys d'edat,

- Condicions i factors de risc clinics amb efecte conegut sobre la inflamacidé o sobre la
hemostasia (com altres tipus de cancer, diabetis mellitus, insuficiéncia renal cronica o

malalties inflamatories),
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- Antecedents de trombosi venosa o arterial o de trombofilia coneguda.

- Estar en tractament que podria influir en I'estat aterotrombotic o arteriosclerotic, com

ara corticosteroides, agents hipolipemiants, anticoagulants o tractament antiagregant.

- Parametres bioquimics o hematologics anormals que no estiguin relacionats amb la

funcié tiroidal.

5.2.2. Metodes

a) Dades cliniques

Es van recollir les caracteristiques cliniques segiients:

-Edat

-Sexe

‘BMI

-Hipertensio arterial

‘Tabaquisme actiu
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b) Administracio de rhTSH

Seguint les indicacions d’administracié de la rhTSH, els dos dies previs a la dispensacid
de iode radioactiu, els pacients van rebre una dosi intramuscular al gluti de rhTSH

(Thyrogen®) 0,9mg durant dos dies consecutius (10).

Primera injeccio de Segona injeccio de Administracio de
rhTSH rhTSH radioiode
Dia1 Dia 2 Dia 3

Figura 10. Esquema d’administracié de la rhTSH.

c¢) Avaluacio dels parametres bioquimics, hormonals i de I’lhemostasia

- Fase preanalitica.

L’extraccidé de sang es va realitzar sense venoclusid, al mati, en dejuni, amb I'individu

assegut després d’un repos minim de 30 minuts.

L'obtencié de mostres va ser realitzada el dia 1 immediatament abans de I'administracié
de la primera dosi de rhTSH; el dia 3, 24 hores després de la segona dosi de rhTSH i
immediatament abans de I'administracio de la dosi de 31; el dia 5, 48h després de

I’administracié de la dosi de *31I; i finalment als 10 dies des de la primera extraccio.
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Analitica + Analitica +

rhTSH rhTSH Analitica Analitica Analitica
| | | l |

¢ ¢ ¢ ¢ 4 ¢ ¢ ® ¢ L

t | t t 1 f | ! t !

Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10

Figura 11. Esquema de I'administraciéo de rhTSH i de les determinacions analitiques
realitzades al llarg dels dies de I’estudi.

Es van obtenir les mostres de sang per puncid venosa en tubs de polipropile amb citrat
sodic al 3.8% (1/9, vol/vol) (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, Estats Units). Alhora, a la
mateixa puncid venosa, es van obtenir mostres en tubs sense additius (Becton

Dickinson) per a fer els estudis analitics bioquimics i hormonals

Els tubs de sang obtinguda en citrat es van centrifugar immediatament (10 min, 20°C,
2.000 g) per a l'obtencid6 de plasma pobre en plaguetes per a realitzar-ne les
determinacions d’hemostasia. Una part del plasma obtingut en citrat es va sotmetre a
una segona centrifugacié (10 min, 4°C, 5.000 g) per a obtenir plasma lliure en plaguetes

per les determinacions de microparticules.

Les mostres en tubs sense additius, per a obtenir-ne sérum, es van deixar coagular i es
van centrifugar (15 minuts, 49C, 3.000 g), per a realitzar els estudis bioquimics i

hormonals.

Totes les mostres van ser fetes servir immediatament per a les determinacions
analitiques i per a les que es van fer en diferit, el plasma obtingut es va congelar
immediatament a -80°C. Totes les mostres van ser processades o congelades en un
temps maxim de 4 h des de la seva obtencié. Les mostres processades en diferit no van

ser sotmeses a cicles de congelacié descongelacio perque es van conservar en aliquotes
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de petit volum (100 pL). Les proves d’hemostasia van ser realitzades sense coneixer el
temps d’extraccié de cada mostra. Els parametres es van determinar per duplicat i es
van revaluar quan va caldre per discrepancia en el resultat. No van haver-hi mostres no

determinades.

- Fase analitica.

Parametres bioquimics:

-Glucosa

-Creatinina

-Colesterol

-LDL Colesterol

-HDL Colesterol

‘Triglicerids

‘ASAT

-LDH

-Proteina C reactiva (PCR) ultrasensible

-Ferritina

La glucosa, la creatinina, el colesterol, els triglicérids, la LDH i I’ASAT es van determinar
per metodes de rutina amb un autoanalitzador Schimadzu CL-7300 (lzasa, Barcelona,
Espanya).
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Les concentracions seriques de PCR es van mesurar utilitzant una prova de PCR
ultrasensible (N High Sensitivity CRP) en un BN-ProSpec nephelometer (Siemens) amb
un coeficient de variacio interassaig per sota de 3,7% i una sensibilitat de 0,175 mg/L,

en una dilucio de la mostra de 1:20.

La ferritina es va mesurar per turbidimetria (RAL, Barcelona, Espanya). Els coeficients de
variacio intraassaig van ser de 7,5%, 1,16% i 1,6%, i els coeficients de variacié interassaig

van ser 8,5%, 3,3% i 3,2% (interval de referéncia: 0-500 pg/L).

Parametres hormonals:

TSH

T4 lliure

-Tg sérica

-aTPO

-aTg

Els valors de TSH i T4 lliure al serum es van mesurar fent servir un analitzador

d’electroquimioluminescéncia (Modular I, Roche Diagnostics GmbH, Alemanya).

Les concentracions seriques de Tg es van mesurar mitjancant un assaig
quimioluminiscent immunomeétric (Immulite 2000, Siemens), calibrat per I'estandard

CRM 457 amb una sensibilitat funcional de 0,9 ng/ml i un coeficient de variacio
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intraassaig de 4,8 i 6,8% en una concentracido de dosi mitjana de 10 i 279 ng/ml,

respectivament, amb un limit de deteccié de 0,2 ng/mL de Tg sérica.

Els aTPO i aTgivan ser detectats per ELISA (Orgentec Diagnostica, Mainz, Alemanya). Els

valors superiors a 150 U/ml i 100 U/ml, respectivament, es van considerar positius.

Parametres de ’hemostasia:

‘Temps de protrombina

‘APTT

-Fibrinogen

F1+2

TAT

-Dimer D

-Factor VIl activat

-MP

El temps de protrombina i e I'APTT es van determinar amb un coagulometre
automatitzat (Siemens, Marburg, Alemanya), utilitzant reactius estandard (Siemens) i es
van expressar com a proporcions (temps del pacient /temps promig de la poblacié sana).

El fibrinogen es va mesurar per la técnica de la Clauss (Siemens) (168).

Les concentracions plasmatiques del marcador de la generacio de trombina fragment 1

+ 2 de la protrombina es va quantificar per ELISA (Enzygnost-F1+2, Siemens) (176).
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Les concentracions del marcador de degradacié de la fibrina estabilitzada, el dimer D,

van ser mesurades mitjancant ELISA (Stago, Asniéres, Franca).

Els complexos plasmina-antiplasmina, com a marcador d’activacié de la fibrinolisi en
forma de generacié de plasmina es van mesurar per ELISA de la forma préviament
descrita (185). En resum, es va adherir als pouets de la placa d’ELISA un anticos dirigit
enfront dels complexos plasmina-antiplasmina i es va utilitzar com a anticos de mesura
un anticos de cabra marcat amb peroxidasa. El coeficient de variacié intraassaig al

laboratori és menor al 10%.

L’antigen del PAI-1 es va avaluar per ELISA (Hyphen Biomed, Neuville-sur-Oise, Franca)

(175).

El factor VII activat es va mesurar per un assaig de coagulacié (Stago) usant TF soluble
recombinant (corresponent a la porcié extracel-lular del TF natiu). EI TF soluble
recombinant pot produir la coagulacid del plasma en presencia de factor VIl activat, de
fosfolipids i de Ca*?, perd no pot activar el factor VIl a factor VIl activat (180,181). Les
concentracions de factor VIl activat es van expressar en mU/mL utilitzant un patré de
calibratge enfront d'un estandard secundari derivat del primer International Standard

Factor Vlla Concentrate (89/688, NIBCS).

Les MP procoagulants es van mesurar per un assaig de captura en plaques d’ELISA basat
en la propietat de I'annexina V (adherida a les plaques) d’unir-se a la fosfatidilserina de
les MP circulants dipositades als pouets (Hyphen BioMed). La mesura es va basar en
I'activacié de la capacitat protrombinasa a la superficie de les MP adherides amb I’adicié
als pouets de factors bovins X activat i V activat i de protrombina humana. Desprées
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d’incubar es va quantificar la trombina generada amb un substrat cromogénic especific
per aquesta. Es va aturar la reaccié amb acid citric al 2% abans de procedir a la seva
lectura mesurant I'absorbancia a 405 nm. Les MP procoagulants es van determinar per
duplicat i es van expressar com a equivalents de nanomolar de fosfatidilserina (nM PS
eq). El limit de deteccié de la técnica esta establert en 0.05 nM PS eq. Al laboratori, el

coeficient de variacid intraassaig va ser del 5% i el interassaig del 8%.

El recompte de leucocits i de plaquetes es va dur a terme mitjancant un comptador

Coulter (Hialeah, FL, Estats Units).

d) Consentiment informat

Els estudis es van realitzar en conformitat amb la Declaracié d'Helsinki i van ser aprovats
pel Comité local d'Investigacié Etica Humana de |'Hospital Germans Trias i Pujol i
I'Hospital Althaia. Tots els participants van donar el seu consentiment informat per escrit

abans de ser inclosos en I'estudi.

e) Analisi estadistic

L’analisi es va portar a terme a partir de I’exportacié des d’una base de dades en Excel,

amb un registre univoc per pacient, que va ser anonimitzat en aquest procés.

Las variables continues s’han expressat amb la mitjana + desviacié estandard i les

variables qualitatives com a freqliéncies.
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L’analisi estadistica s’ha realitzat amb el paquet estadistic SPSS versié 20.0 (Statistical
Package for the Social Sciences) fent servir proves parametriques (ANOVA seguit de
prova de Bonferroni i t de Student per comparacié de variables continues, aparellades
quan calia; Chi2 per a les variables qualitatives) o no parameétriques (U de Mann Withney
i T de Wilcoxon), segons les seves condicions d’aplicacié. La correlacid entre variables es

va mesurar per regressio lineal.

El valor de p de <0.05 bilateral es va considerar estadisticament significatiu.
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RESULTATS

7.1. RESULTATS ESTUDI 1: EFECTES DE L’ELEVACIO DE LA TSH PER
HIPOTIROIDISME SUBCLINIC | CLINIC SOBRE PARAMETRES DE LA
COAGULACIO | LES MICROPARTICULES PROCOAGULANTS.

Es van incloure 36 pacients amb hipotiroidisme subclinic i 12 pacients amb
hipotiroidisme clinic. L'edat mitjana del pacients amb hipotiroidisme subclinic era de
47.6 £ 18.9 anys i el 94.4% eren dones. L'edat mitjana dels pacients amb hipotiroidisme

clinicerade 45.3 +9.3 anys i el 83.3% eren dones.

El grup control de subjectes sans estava composat per 48 persones, amb una mitjana

d’edat de 46.7 + 12.2 anys, essent el 91.6% dones.

7.1.1. Dades cliniques

Les dades cliniques dels pacients i dels controls es recullen a la taula seglient (Taula 2).

No es van trobar diferencies significatives entre els grups.
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Taula 2: Dades cliniques dels controls i dels pacients amb hipotiroidisme subclinic i

hipotiroidisme clinic:

Controls Hipotiroidisme | Hipotiroidisme
Parametre subclinic clinic
(n=48) (n=36) (n=12)
Edat (anys) 46.7 +12.2 47.6+18.9 45.3+9.3
Sexe (%dones) 91.6 94.4 83.3
BMI (Kg/m?) 246143 248+4.6 26.3+5.2
Hipertensio arterial (%) 14.5 13.9 16.7
Tabaquisme actiu (%) 10.4 11.4 16.7
Mitjana = SD

Diferéncies significatives amb el grup control: *:p<0.05, T:p<0.01, $:p<0.001.

7.1.2. Parametres bioquimics

Els resultats dels parametres bioquimics avaluats als tres grups de I'estudi es recullen a

la taula seglient (Taula 3).
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Taula 3: Resultats de les determinacions dels parametres bioguimics al moment basal

del grup control, hipotiroidisme subclinic i hipotiroidisme clinic:

Controls Hipotiroidisme Hipotiroidisme
Parametre subclinic clinic
(n=48) (n=36) (n=12)
Glucosa (mg/dL) 97 +11 95+12 93+14
Creatinina (mg/dL)
0.7+£0.2 0.8+0.2 0.7+0.2
Colesterol (mg/dL)
190+ 21 195+ 24 252+61+%
Triglicerids (mg/dL
= (mg/dL) 112 +61 98 + 54 185+83 ¢
ASAT (U/L) 22+10 21+11 24 +£10
LDH (U/L) 159+ 34 167 £ 45 161+ 54
Mitjana £ SD

Diferéncies significatives amb el grup control: *:p<0.05, t:p<0.01, $:p<0.001.

D’aquests parametres cal destacar que només es van trobar diferéncies en les xifres de

colesterol i triglicerids. Les concentracions de colesterol i de triglicerids del grup de

pacients amb hipotiroidisme subclinic no van mostrar diferencies significatives amb els

controls. En canvi, als pacients amb hipotiroidisme clinic les concentracions de colesterol

i les de triglicerids van ser significativament més elevades que en el grup control.

No es van observar diferéncies estadisticament significatives entre els controls, els

pacients amb hipotiroidisme subclinic i els pacients amb hipotiroidisme clinic pel que fa
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a la resta de parametres bioquimics analitzats (glucosa, creatinina, colesterol total,

triglicerids, ASAT i LDH).

7.1.3. Parametres hormonals

Les dades dels parametres hormonals avaluats dels pacients i dels controls es recullen a

la taula seguient (Taula 4)

Taula 4: Resultats de les determinacions dels parametres hormonals al moment basal

dels controls i dels pacients amb hipotiroidisme subclinic i clinic.

Controls Hipotiroidisme | Hipotiroidisme
subclinic clinic
Parametre
(n=48) (n=36) (n=12)
TSH (mUI/1) 2.0+0.9 8.8+6.1 105.2+105.4 %
T4 lliure (ng/dL) 1.0+0.5 1.0+0.4 0.05+0.03 F
aTPO o aTg positius
0% 55.6% t 33.3% t
(%)
Mitjana £ SD

Diferéncies significatives amb el grup control: *:p<0.05, T:p<0.01, $:p<0.001.

En concordanca amb els criteris d’inclusié emprats, es van observar diferéncies

estadisticament significatives en les concentracions de TSH entre els grups, essent
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normal en el grup control, minimament elevada en el grup amb hipotiroidisme subclinic

i marcadament levada en el grup d’hipotiroidisme clinic.

De la mateixa manera, la concentracié de T4 lliure va ser normal en els grup control i en
el grup amb hipotiroidisme subclinic, pero estadisticament disminuida en el grup amb

hipotiroidisme clinic.

El titol d’anticossos antitiroidals va resultar positiu en els pacients amb malaltia tiroidal

i negatiu en els controls sans.

7.1.4. Parametres de I’ hemostasia

Els resultats dels parametres de I’'hemostasia avaluats als tres grups de I'estudi es

recullen a la taula seglient (Taula 5).
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Taula 5: Resultats de les determinacions dels parametres de I'hemostasia al moment

basal dels controls i dels pacients amb hipotiroidisme subclinic i clinic.

Hipotiroidisme

Hipotiroidisme

Controls
subclinic clinic

(n=48) (n=36) (n=12)
Temps de protrombina 1.01+£0.15 0.98£0.16 0.99£0.20
APTT 1.02+0.11 1.02£0.10 1.04+0.13
Factor VII (U/mL) 106.3 +20.2 97.6+19.7 86.9+25.9
Fibrinogen (g/L) 2.71+0.84 2.67+£0.85 2.79+0091
Antitrombina (%) 101.2+14.6 98.1+11.4 90.1+10.8
Plasminogen (%) 101.9+17.7 105.5+19.5 117.8+16.3
Proteina C (%) 99.8+19.0 96.5+21.8 104.1+£20.0
Proteina S lliure (%) 102.3+22.3 106.2£22.0 98.7+20.8
Dimer D (png/mL) 0.23+0.09 0.36+0.12t 0.48+0.19%
Antigen tPA (ng/mL) 5.16+2.11 5.30+2.18 5.09+1.99
Activitat PAI-1 (U/mL) 17.7+9.9 15.5+8.7 143+7.9
Antigen PAI-1 (ng/mL) 22.7+12.8 28.8+18.0 21.9+14.3
Trombomodulina (ng/mL) 24.1+10.5 26.3+11.0 28.4+10.1
F1:2 (hmol/L) 0.71+0.24 1.46+0.76 ¢ 1.28+0.63 t
TAT (ng/mL) 3.1+28 10.1+9.7 9.2+9.0*
Factor VIl activat (mU/mL) 56.3+25.9 211.6+479% | 184.7+52.2+%
TFPI (ng/mL) 97.6+30.4 81.0+26.1 80.5+24.4
TF induit (%TF) 85+31 9.1+4.2 9.4+3.2
Activitat procoagulant induida 74+5.1 8.1+4.9 83+5.6

(mU/10° cel)

MP procoagulants ( nM PS eq) 15.6 £ 8.1 29.2+6.2 % 321+7.2¢%

Mitjana £ SD

Diferéncies significatives amb el grup control: *:p<0.05, t:p<0.01, $:p<0.001.
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Els pacients amb hipotiroidisme subclinic presentaven marcadors suggestius d’un estat
d’hipercoagulabilitat, determinat per un augment significatiu dels marcadors de la
generacié de trombina (F1+2 i complexos TAT) i del producte de degradacié de la fibrina

(dimer D) en comparacié amb el grup control.

No es van observar als pacients amb hipotiroidisme subclinic diferencies significatives
en les concentracions de fibrinogen, antitrombina, plasminogen, proteina Ci proteina S
lliure en comparacié amb els controls. L'antigen de PAI-1, I'activitat de PAI-1 i I'activitat
de t-PA no van ser estadisticament diferents als observats al grup control. La
concentracio de trombomodulina, marcador de lesié endotelial, no va ser diferent de
I’observada al grup control. La concentracio de TFPI va ser lleugerament inferior en els
pacients amb hipotiroidisme subclinic no tractats respecte als controls, pero sense

significacid estadistica.

Tot i que el factor VII:C es va mantenir dins dels limits de la normalitat als pacients amb
hipotiroidisme subclinic, es va observar en ells un marcat increment en el factor Vi
activat, pero sense que aixo s’acompanyés d’'un augment en la capacitat del plasma per
induir I'expressio del TF en monocits o d’un augment en l'activitat procoagulant induida

en les cel-lules mononucleades.

Les MP procoagulants es van veure molt augmentades en els pacients amb

hipotiroidisme subclinic, també marcador suggestiu d’un estat d’hipercoagulabilitat

El grup de pacients amb hipotiroidisme clinic presentava també marcadors suggestius

d’un estat d’hipercoagulabilitat. En ells es va observar un augment significatiu dels
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marcadors de generacid de trombina (F1+2 i complexos TAT) i del dimer D en

comparacié amb el grup control.

No es van observar canvis estadisticament significatius als pacients amb hipotiroidisme
clinic en les concentracions de fibrinogen, antitrombina, plasminogen, proteina C,
proteina S lliure, PAI-1 antigen, PAI-1 activitat, t-PA o trombomodulina en comparacié
amb el grup control. El TFPI i el factor VII:C van ser moderadament inferiors, perd de

manera no significativa en comparacié amb el grup control.

La concentracio del factor VIl activat va ser més elevada en pacients amb hipotiroidisme
clinic respecte al grup control, pero el TF induit en monocits i I'activitat procoagulant
induida a les cel-lules mononucleades no van augmentar en aquests pacients en

comparacioé amb els controls.

Les MP procoagulants també es van observar molt augmentades en els pacients amb

hipotiroidisme clinic.

7.1.5. Avaluacié dels parametres de I’hemostasia després del tractament amb

levotiroxina

a) Pacients amb hipotiroidisme subclinic

Es van tractar amb levotiroxina sodica un total de 18 pacients i es van revaluar al cap de
6 mesos, després de confirmar que la concentracié de TSH era normal. La dosi mitjana

de tiroxina sodica necessaria per a assolir I'eutiroidisme va ser de 1,4 + 0,38 ug/Kg/dia.
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El tractament substitutiu amb hormona tiroidal durant sis mesos va induir canvis en els
parametres d'hemostasia avaluats. A la taula segilient (Taula 6) es mostren els resultats
obtinguts en aquests parametres abans i després del tractament als 18 pacients que es

van tractar.
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Taula 6: Resultats de les determinacions analitiques abans i després del tractament amb

levotiroxina sodica en els pacients amb hipotiroidisme subclinic:

Hipotiroidisme subclinic

Hipotiroidisme subclinic

Pretractament Posttractament

(n=18) (n=18)
Temps de protrombina 0.99+0.17 1.01+0.11
APTT 1.01+0.10 1.01£0.09
Factor VII (U/mL) 96.9+194 96.4+17.3
Fibrinogen (g/L) 2.65+0.89 2.59+1.01
Antitrombina (%) 99.1+13.1 1023124
Plasminogen (%) 106.7 £18.1 108.3+13.5
Proteina C (%) 96.0 +£18.8 945+12.6
Proteina S lliure (%) 106.1+22.4 104.1+£23.2
Dimer D (pg/mL) 0.36 +0.10 0.21+0.12 **
Antigen tPA (ng/mL) 5.31+2.16 5.33+2.21
Activitat PAI-1 (U/mL) 15.6+ 8.6 159+7.8
Antigen PAI-1 (ng/mL) 26.7+17.8 247 +16.6
Trombomodulina (ng/mL) 249+12.0 21.2+143
F1:2 (hmol/L) 1.47+0.71 0.96 + 0.45 **
TAT (ng/mL) 10.0+9.4 5.2+4.9 **
Factor VIl activat (mU/mL) 213.7+46.3 70.5+49.1 *t
TFPI (ng/mL) 81.0+25.9 99.7 £20.9 **
TF induit (%TF) 9.1+4.1 9.0+34
Activitat procoagulant induida 83147 8654
(mU/10° cel)
Microparticules procoagulants 29.8+6.5 16.3+5.8 Tt
(nM PS eq)

Mitjana £ SD

Diferencies significatives amb el resultat previ al tractament: **:p<0.05, Tt:p<0.01.

110




RESULTATS

Després d'aconseguir |'eutiroidisme, els marcadors de generacié de trombina (F1 + 2 i
TAT) i el dimer D es van normalitzar, i el factor VIl activat va disminuir significativament
respecte al valor basal. La concentracions de TFPlI també van augmentar
significativament després del tractament amb I'hormona tiroidal, perd sempre dins del

rang de la normalitat.

Les MP procoagulants també es van normalitzar després del tractament amb

levotiroxina, assolint valors similars als del grup control.

No es van detectar canvis significatius en els valors de temps de protrombina, APTT,
Factor VI, fibrinogen, antitrombina, plasminogen, proteina C, proteina S lliure, antigen
tPA, activitat PAI-1, antigen PAI-1, trombomodulina, TF induit ni activitat procoagulant

induida.

b) Pacients amb hipotiroidisme clinic

Es van tractar amb levotiroxina sodica tots els pacients amb hipotiroidisme clinic (n=12).
Després de 6 mesos de tractament amb levotiroxina sodica, en tots els casos la

concentracié de TSH es va normalitzar.

La dosi mitjana de tiroxina sodica necessaria per a assolir |'eutiroidisme va ser de 1,65 +

0,32 ug/Kg/dia.

El tractament substitutiu amb hormona tiroidal durant sis mesos va induir canvis en els
parametres d'hemostasia avaluats. A la taula seglient (Taula 7) es mostren els resultats
obtinguts en aquests parametres abans i després del tractament als 12 pacients que es

van tractar.
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Taula 7: Resultats de les determinacions analitiques abans i després del tractament amb

levotiroxina sodica en els pacients amb hipotiroidisme clinic:

Hipotiroidisme clinic Hipotiroidisme clinic

Pretractament Posttractament

n=12 n=12
Temps de protrombina 0.99£0.20 1.02+0.18
APTT 1.04+£0.13 1.01+0.20
Factor VIl (U/mL) 86.9+25.9 100.3 £19.9
Fibrinogen (g/L) 2.79+0.91 2.59+0.86
Antitrombina (%) 90.1+10.8 96.1+£129
Plasminogen (%) 117.8+16.3 109.8 +20.2
Proteina C (%) 104.1 £ 20.0 97.7+23.3
Proteina S lliure (%) 98.7+20.8 100.7+£22.4
Dimer D (ng/mL) 0.48 £0.19 0.26 £0.15 **
Antigen tPA (ng/mL) 5.09+1.99 5.10+1.77
Activitat PAI-1 (U/mL) 143+7.9 16.2+7.9
Antigen PAI-1 (ng/mL) 21.9+143 229+11.3
Trombomodulina (ng/mL) 28.4+10.1 23.7+12.7
F1:2 (hmol/L) 1.28+0.63 0.84 £0.43 **
TAT (ng/mL) 9.2+9.0 4.0+3.1%**
Factor VIl activat (mU/mL) 184.7 +52.2 70.3+53.5 1t
TFPI (ng/mL) 80.5+24.4 98.2 £25.1 **
TF induit (%TF) 9.4+3.2 81+3.6
Activitat procoagulant induida 83+5.6 8.6+4.7

(mU/10° cel)
Microparticules procoagulants 321+7.2 15.7+6.1 Ft
(nM PS eq)
Mitjana £ SD

Diferencies significatives amb el resultat previ al tractament: **:p<0.05, tt:p<0.01.
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Als sis mesos de tractament, el F1+2, el TAT i el dimer D es van normalitzar. Les
concentracions plasmatiques de factor VIl activat es van reduir significativament
respecte a les concentracions basals. Les concentracions de TFPl van augmentar
significativament després de sis mesos de tractament des de valors que estaven al limit

inferior de la normalitat fins a nivells similars als dels controls sans.

Les MP procoagulants també es van normalitzar després del tractament amb

levotiroxina, assolint nivells similars als del grup control.

També es va objectivar una disminucio significativa del colesterol seric (2.17 £ 0.29 g/L,

p<0.05) i dels triglicerids (1.33 + 0.55 g/L, p<0.05) respecte dels valors basals.

No es van detectar canvis significatius en els valors de temps de protrombina, APTT,
Factor VI, fibrinogen, antitrombina, plasminogen, proteina C, proteina S lliure, antigen
tPA, activitat PAI-1, antigen PAI-1, trombomodulina, TF induit ni activitat procoagulant

induida.

7.1.6. Avaluacio global de I’lhemostasia als pacients amb hipotiroidisme

A la taula seglient (Taula 8) es mostren conjuntament els resultats obtinguts en els
parametres de ’lhemostasia en els controls i en els pacients amb hipotiroidisme clinic i

subclinic:
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Taula 8: Parametres de ’hemostasia en controls i pacients amb hipotiroidisme subclinic i clinic abans del tractament i 6 mesos després.

Controls Hipotiroidisme subclinic Hipotiroidisme clinic
Pretractament Posttractament Pretractament Posttractament

(n=48) (n=36) (n=18) (n=12) (n=12)
Temps de protrombina 1.01+£0.15 0.98 £0.16 1.01+0.11 0.99 £0.20 1.02+£0.18
Temps de tromboplastina parcial activat | 1.02 £0.11 1.02+0.10 1.01+£0.09 1.04 £0.13 1.01+£0.20
Factor VII (U/mL) 106.3 +20.2 97.6 +19.7 96.4+17.3 86.9+25.9 100.3 £19.9
Fibrinogen (g/L) 2.71+0.84 2.67 £0.85 259+1.01 2.79+0.91 2.59 +0.86
Antitrombina (%) 101.2+14.6 98.1+11.4 10231124 90.1+10.8 96.1+12.9
Plasminogen (%) 101.9+17.7 105.5+19.5 108.3+13.5 117.8+16.3 109.8 £20.2
Proteina C (%) 99.8+19.0 96.5+21.8 9451126 104.1 £ 20.0 97.7+233
Proteina S lliure (%) 102.3+22.3 106.2£22.0 104.1+23.2 98.7 £20.8 100.7 £22.4
Dimer D (pg/mL) 0.23+0.09 0.36+0.12t 0.21+£0.12** 0.48+0.19 0.26 £ 0.15 **
Antigen tPA (ng/mL) 5.16+2.11 5.30+2.18 533+221 5.09+1.99 5.10+1.77
Activitat PAI-1 (U/mL) 17.7+9.9 155+8.7 159+7.8 143+7.9 16.2+7.9
Antigen PAI-1 (ng/mL) 22.7+12.8 28.8+18.0 24.7+16.6 219+143 229+113

Mitjana £ SD

Diferéncies significatives amb el grup control: *:p<0.05, T:p<0.01, $:p<0.001.

Diferencies significatives amb el resultat previ al tractament: **:p<0.05, Tt:p<0.01.




Taula 8 continuacio: Parametres de I’'hemostasia en controls i pacients amb hipotiroidisme subclinic i clinic abans del tractament i 6 mesos després

(continuacio)

Controls Hipotiroidisme subclinic Hipotiroidisme clinic
Pretractament Posttractament Pretractament Posttractament
(n=48) (n=36) (n=18) (n=12) (n=12)
Trombomodulina (ng/mL) 24.1+10.5 26.3+11.0 21.2+143 28.4+10.1 23.7+12.7
F1:2 (hmol/L) 0.71+0.24 146+0.76 0.96 + 0.45 ** 1.28+0.63 t 0.84 £0.43 **
TAT (ng/mL) 3.1+2.8 10.1+9.7 ¢ 5.2+4.9** 9.2+9.0* 4.0+3.1**
Factor VIl activat (mU/mL) 56.3+25.9 211.6+479% 70.5+49.1 tt 184.7 £52.2 £ 70.3+£53.5tt
TFPI (ng/mL) 97.6+30.4 81.0+26.1 99.7 £20.9 ** 80.5+24.4 98.2 +£25.1 **
TF induit (%TF) 85%31 9.1+4.2 9.0£34 9.4+3.2 8.1+3.6
Activitat procoagulant induida 7.4+51 8.1+4.9 8.6+5.4 8356 8.6+4.7
(mU/10°cel)
Microparticules procoagulants 15.6+8.1 29.2+6.2 % 16.3+5.8 Tt 321+7.2¢% 15.7+6.1 1t
(nM PS eq)
Mitjana + SD

Diferéncies significatives amb el grup control: *:p<0.05, t:p<0.01, $:p<0.001.
Diferéncies significatives amb el resultat previ al tractament: **:p<0.05, T1:p<0.01.
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7.1.7. Correlacions entre variables de ’hemostasia i TSH i T4 lliure

Es van avaluar les correlacions entre les variables de ’hemostasia i les xifres de TSH i de
T4. Per a aquesta analisi es van triar les variables que mostraven diferéncies

significatives entre els pacients amb hipotiroidisme i els subjectes normals

Els coeficients de correlacid i els seus intervals de confianga es recullen a la taula seglient

(Taula 9).

Taula 9. Correlacio entre les variables de ’hemostasia avaluades i la TSH i la T4 lliure en

el grup amb hipotiroidisme subclinic i clinic de forma conjunta.

TSH (mUI/L) T4 lliure (ng/dL))
r de Pearson r de Pearson
(interval de confianga) (interval de confianga)
Dimer D (png/mL) -0.4911 -0.3230
(-0,2405 a -0,6803) (-0,0427 a -0,5561)
F12 (nmol/L) 0.7053 0.3841
(0,8232 2 0,5290) (0,6004 a 0,1153)
TAT (ng/mL) 0.6651 0.3987
(0,7983 a 0,4697) (0,6133 2 0,1291)
Factor VIl activat (mU/mL) 0.7961 0.4945
(0,8809 a 0,6616) (0,6827 a 0,2447)
Microparticules procoagulants (nM PS eq) 0.8214 0.4851
(0,8963 a 0,7008) (0,6760- 0,2330)
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La correlacid de totes les variables analitzades va ser molt més intensa amb les xifres de
TSH que amb les de T4 lliure. Les tres variables que van mostrar una millor correlacid
amb la TSH van ser els fragment F1+2 de la protrombina, el factor VIl activat i les MP

procoagulants circulants.

7.2. RESULTATS ESTUDI 2: EFECTE DE L’ADMINISTRACIO
EXOGENA DE TSH HUMANA RECOMBINANT SOBRE L’ACTIVACIO
DE LA COAGULACIO | LES MICROPARTICULES PROCOAGULANTS

EN PACIENTS AMB CARCINOMA DIFERENCIAT DE TIROIDE.

El grup d'estudi estava format per 57 pacients (46 dones). La dosi mitjana de tractament
amb levotiroxina que rebien va ser de de 2,17 * 0,43 ug/Kg/dia. La mitjana d’edat dels

pacients de I'estudi era de 46 + 15 anys i el 73.7% eren dones.

Pel que fa a la histologia, 48 pacients presentaven un carcinoma papil-lar de tiroide i 9

pacients un carcinoma fol-licular.

Tots ells havien rebut tractament quirudrgic (tiroidectomia total amb limfadenectomia

segons indicacid clinica).
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7.2.1. Dades cliniques

A la taula segiient (Taula 10) es mostren les dades cliniques de la poblacié seleccionada:

Taula 10. Dades cliniques dels pacients sotmesos a rhTSH.

Parametre
(n=57)
Edat (anys) 46 + 15
Sexe (dones) (%) 73.7
IMC (Kg/m?) 241+ 4.2
Hipertensio arterial (%) 16.1%
Tabaquisme actiu (%) 5.3%

Mitjana * desviacié estandard

7.2.2. Parametres hormonals, bioquimics i de I’'hemostasia abans de I’administracié de

rhTSH

Les concentracions de TSH sérica basal van ser de 0,52 + 2,47 mUI/L i les de T4 lliure

basals van ser de 1,76 * 0,39 ng/dL.

La concentracio de tiroglobulina basal va ser de 0,15 + 0,2 mg/dL.

Tots els pacients inclosos tenien unes concentracions basals de leucocits, plaquetes,

fibrinogen, PCR i ferritina normals.
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determinacions analitiques en el moment inicial dels pacients abans de

I’administracioé de rhTSH es mostren a la taula segiient (Taula 11).

Taula 11: Resultats de les determinacions analitiques basals abans de I'administracio de

rhTSH:
Parametre Valor basal
(n=57)
TSH (mUl/L) 0.52 +2.47
T4 lliure (ng/dL) 1.76 £ 0.39
Leucocits (x10°/L) 6900 + 4217
Plaquetes (x10°/L) 231+ 64
Fibrinogen (mg/dL) 418 + 90
Proteina C reactiva (mg/dL) 2.7+25
Ferritina (ug/L) 55,49 + 61,88
Antigen PAI-1 (ng/mL) 24,2 +11,2
Fragment 1+2 (nmol/L) 0,84+ 0,24
Complexos plasmina-antiplasmina (pg/L) 288 + 132
Dimer D (kg/mL) 0.25+0.12
Factor VIl activat (mU/mL) 535 +26.9
Microparticules procoagulants (nM PS eq) 19.4+5.6

Mitjana + desviacid estandard
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7.2.3. Parametres hormonals, bioquimics i de ’hemostasia després de I'administracié

de rhTSH

La TSH va presentar una concentracié maxima el dia 3 i va disminuir als valors inicials el
dia 10 (Figura 12). La concentracio de T4 Iliure no va presentar canvis significatius al llarg

de totes les determinacions realitzades durant |'estudi després de I'administracié rhTSH.

La concentracié de tiroglobulina es va mantenir per sota de 0,5 mg/dL al llarg de totes
les determinacions. Tots els pacients tenien proves de malaltia activa de CDT
(persisténcia o recurrencia) negatives (definit com a determinacions de tiroglobulina

<0,5 mg/dL i imatges de rastreig corporal total negatives) (183).

Com es mostra a la Taula 12, les concentracions dels parametres inflamatoris com el
nombre de leucocits, el recompte de plaquetes, el fibrinogen i la PCR i no van mostrar

canvis significatius al llarg del seguiment.

Pel que fa als parametres de I’"hemostasia, no es van trobar diferéncies significatives en
les concentracions del F1+2, del complex plasmina-antiplasmina, en les avaluacions

realitzades als dies 3, 5i 10 després de I'administracié de rhTSH.

La concentracid de MP procoagulants va presentar un augment significatiu amb una
concentraciéo maxima el dia 5 (basal: 19,4 + 5,6, dia3:26,6 + 6,1, dia5:27,8 + 7,3,
dia 10: 20,6 * 4,4 ; p < 0,001 ) (Figura 12). Aixi mateix, es va veure una elevacio
estadisticament significativa del factor VIl activat els dies 3 i 5 després de I'administracio

de rhTSH (figura 13).
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Figura 12. Evolucid de la concentracié de la TSH i les MP procoagulants des d’abans de

I’administracio de la rhTSH i durant els 10 dies de seguiment posteriors a I’ladministracié

de rhTSH.
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Figura 13. Evolucid de la concentracio de la TSH i del Factor VII activat des d’abans de

I"administracié de la rhTSH i durant els 10 dies de seguiment posteriors a I'administracié

de rhTSH.
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La taula seglient (Taula 12) mostra les concentracions basals i als dies 3, 5 i 10 després

de I'administracié de rhTSH dels diferents parametres avaluats.
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Taula 12: Resultats de les determinacions analitiques després de I'administracié de

rhTSH:
Basal Dia 3 Dia5 Dia 10 P
(n=57) (n=57) (n=57) (n=57)

TSH (mUI/L) 2105+

052 +2.47 | 167.78 +62.11 o 1.66+6.27 | <0.001

14.15
T4 lliure (ng/dL) 1.76 +0.39 1.79 +0.40 1.81+0.41 1.78 +0.39 NS
. - 9
Leucacits (x10°/L) | £950 4 4717 6696 £ 4635 | 7133+4872 | 6630 £ 4257 NS
9

Plaquetes (x10°/1) 231 %64 235+ 65 241 %72 237 67 NS
Fibrinogen
(mg/dL) 418 + 90 410 £ 90 407 + 88 424 +91 NS
Proteina C reactiva
(mg/dL) 2725 23120 24%25 38454 NS
Ferritina (ug/L) 55.49+61.88 | 56.12+63,48 | 49.95+53.1 | 48.16+58.37 | NS
Antigen PAI-1
(ng/mL) 242+112 29.9+13.1 27.8+145 23.2+153 NS
F1+2 (nmol/L) 0.84 +0.24 0.87+0.26 0.86 + 0.31 0.86 +0.27 NS
Complexos
plasmina-
antiplasmina 288 + 132 295 + 136 280 + 147 299 + 129 NS
(ng/L)
Dimer D (ug/mL) 0.25+0.12 0.26+0.14 024+013 | 0.26+0.15 NS
Factor VIl activat
(mU/mL) 53.5 + 26.9 115.6+59.1 | 131.0+56.2 | 65.3+39.4 | <0.001
MP procoagulant
(nM PS eq) 19.4+5.6 26.6 6.1 27.8+7.3 206+4.4 | <0.001

Mitjana + desviacié estandard
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En els dos estudis que hem realitzat es demostra que I'elevacio de la TSH, ja sigui en una
situacio d’hipotiroidisme subclinic o clinic, o per administracié exogena de rhTSH,
s'associa a una activacid de la coagulacid, augmentant els valors dels marcadors
d’hipercoagulabilitat, en especial els de generacié de trombina in vivo (el F1+2 i els
complexes TAT), el factor VIl activat i les MP procoagulants. Aixo revela I'aparicié d’un

estat procoagulant i protrombotic en els pacients amb TSH elevada.

8.1. HIPOTIROIDISME | ALTERACIONS DE LA COAGULACIO

L’hemostasia s'ha estudiat en I'hipotiroidisme i s’han descrit alteracions en la coagulacié
dels pacients amb hipotiroidisme, alhora que s’han proposat un gran nombre de
possibles causes per justificar els trastorns de la coagulacié identificats. De tota manera
cal dir que, en els diversos els articles publicats, hi ha discrepancies pel que fa a si
I'hipotiroidisme esta associat a una situacié d’augment, o de disminucid tant de la
coagulacié com de la fibrinolisis, donant o no lloc a un estat d’hipercoagulabilitat

(161,186).

Aquestes discrepancies es poden deure en bona mesura als diferents parametres
considerats als treballs realitzats, parametres que han estat la majoria de vegades poc
estructurats, aixi com a diferencies en la metodologia analitica, del disseny de I'estudi i
dels subgrups de pacients amb hipotirodisme que s’han reclutat. De tota manera les

dades cliniques suggereixen més una tendencia protrombotica per la freqient
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associacio de I'hipotiroidisme amb patologia vascular arterioesclerotica i de malaltia
tromboembolica per sobre de I'augment del sagnat que només es déna en alguns
pacients. En aquest sentit, els resultats obtinguts en el nostre primer estudi en pacients
amb hipotiroidisme clinic i subclinic recolzen que aquestes situacions cliniques

s’associen a un estat procoagulant, la transcendéncia del qual esta per determinar.

En el cas dels pacients amb hipotiroidisme clinic, pel que fa a una possible tendéncia a
I'hemorragia, diversos estudis han demostrat que el fVW pot estar disminuit, pero altres
autors han trobat en pacients amb la mateixa malaltia valors normals del mateix
parametre (136,152,187). En suport a una teorica hipocoagulabilitat en pacients amb
hipotiroidisme clinic també s'han trobat disminucions en els factors de la coagulacié,
com ara els factors VII, VIII, IX, Xl i XIl (136,145,148,188), o augment del tPA (135). Els
mecanismes pels que es poden veure concentracions valors reduides dels factors de
coagulacioé en pacients amb hipotiroidisme clinic no sén ben coneguts (6). S’ha suggerit
gue es podrien deure a la disminucié generalitzada de la sintesi de proteines o a una
disminucié del seu metabolisme, propies de I'hipotiroidisme (6,178) Els nostres
resultats no donen suport a una situacié d’hipocoagulabilitat en I’hipotiroidisme clinic.
No hem observat eap disminucid de cap dels components procoagulants de I’hemostasia
als pacients en aquesta situacié clinica abans del tractament, ni canvis rellevants després

del tractament substitutiu amb levotiroxina sodica.

Pel que fa a una possible tendéncia a I’hipercoagulabilitat, estudis realitzats també en
pacients amb hipotiroidisme clinic han objectivat canvis que suggereixen un estat
protrombotic amb alteracions de la coagulacid i la fibrinolisis. Les investigacions

realitzades han detectat augments del fibrinogen, del dimer D, del TAFI, del PAI-1, del
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factor VII, del factor VIII, del factor IX i del fVW, com parametres principals, tots ells
d’accié procoagulant (130,132,154-159,189). Hi ha evidéncia d’una reduccié en
I'aclariment al plasma dels factors de la coagulacid Il, VII, IX i X en els pacients amb
hipotiroidisme clinic (190), tant en estudis experimentals en rates (191) con en éssers
humans (178). La reduccio de I’aclariment dels factors de coagulacid pot causar que en
els pacients amb hipotiroidisme clinic hi hagi un acimul de dels mateixos augmentant
la seva concentracié en plasma, exposant-los a ser activats amb més facilitat i intensitat
el que podria provocar un estat d’hipercoagulabilitat. Altres autors proposen que en els
pacients amb hipotiroidisme clinic els factors de coagulacié poden estar augmentats
degut a la baixa concentracié de triiodotironina, exercint un efecte directe sobre la
transcripcié genetica dels factors de coagulacié i augmentant-ne les seves

concentracions, situant-los en una situacié protrombotica (192).

Als nostres estudis hem observat als pacients amb hipotiroidisme clinic un increment
dels valors de marcadors d’hipercoagulabilitat com el F1+2 i els complexes TAT, tots dos
com mesura de la generacié de trombina in vivo; del factor VIl activat, com efector d’'un
increment de la coagulacid; del dimer D, com marcador de la formacid, estabilitzacio i
posterior destruccié de lafibrina; i de les MP procoagulants, particules relacionades amb
I'activacié de la coagulacié. Tot aix0 suporta la visié6 d’aquest pacients amb

hipotiroidisme clinic com a portadors d’alteracions propies d’un estat protrombaotic.

Pel que fa als trastorns de la coagulacié en el cas dels pacients amb hipotiroidisme
subclinic els resultats, de la mateixa manera que a I'hipotiroidisme clinic, han estat de

vegades contradictoris a la literatura. La majoria dels estudis mostren un estat
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d’hipercoagulabilitat, pero identificat també de forma poc sistematitzada tal i com passa

a I’hipotiroidisme clinic.

Existeix poca evidéncia cientifica per suportar la hipotesi d’'un estat d’hipocoagulabilitat
que pugui ser responsable de risc hemorragic en els pacients amb hipotiroidisme
subclinic. Gullu et al. (136) van observar discrets canvis amb disminucid en els valors de
factor VIl i de factor von Willebrand, que eren reversibles quan se subministrava

tractament amb levotiroxina.

L’evidéncia és més extensa en demostrar un estat d’hipercoagulabilitat en el grup de
pacients amb hipotiroidisme subclinic. Muller et al (131) van descriure un estat
d’hipercoagulabilitat en pacients amb hipotiroidisme subclinic objectivant un augment
de la ratio del factor VII coagulant/factor VIl antigen, cosa que podria reflectir la
preséncia de quantitats més grans de factor VIl activat. El factor VIl activat, juntament
amb el TF, és un dels factors principals en l'inici fisiologic de la coagulacio (24) alhora
gue activa la coagulacid a través de les MP (139). També el grup de Guldiken (133) van
descriure que la capacitat fibrinolitica estava disminuida als pacients amb hipotiroidisme
subclinic, suggerint un estat protrombotic, i Akinci et al. (132) van objectivar en aquests
pacients una elevacié de I'antigen del TAFI, el que causaria hipofibrinolisis i per tant seria
procoagulant. Lupoli et al. (135) van demostrar que els pacients amb hipotiroidisme
subclinic presentaven uns valors més elevats de factor VI, de PAI-1 i del tPA, i Cantirk
et al. (134) van observar augment del fibrinogen, del PAI-1 i del factor VIl i una

disminucioé de I'antitrombina en un grup de dones amb hipotiroidisme subclinic.
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Les dades dels nostres estudis donen suport a un estat d'hipercoagulabilitat biologica en
pacients amb hipotiroidisme subclinic com ja passava a I'hipotiroidisme clinic, amb
augment del F1+2, que és un fragment de la trombina generada i per tant marcador de
la quantitat de fibrina creada per formar el coagul; dels complexes TAT, usats també
com a marcadors de la quantitat de trombina produida i, en conseqliéncia, de I'activacié
de la coagulacio; del factor VIl activat, factor clau en l'inici de la coagulacid; del dimer D,
com marcador de la formacid, estabilitzacid i posterior destruccié de la fibrina; i de les
MP procoagulants, particules relacionades amb l'activacié de la coagulacid, deixant a

aquests pacients en un estat protrombotic.

Que coneguem, no existeixen estudis publicats fins a dia d’avui sobre la possible relacid
entre el F1+2 o els complexes TAT i I’hipotiroidisme, ja sigui clinic o subclinic, aixi com
de bastants dels altres parametres de I'hemostasia que hem estudiat. Altres estudis
publiats objectiven, a I'igual que nosaltres, un augment del dimer D o del factor VIl en

pacients amb hipotiroidisme tant clinic com subclinic (130,131,134,135,147).

En referencia a I'augment del factor VIl activat elevat que hem objectivat mencionar que
podria ser, conjuntament amb les altres alteracions de I’hemostasia que s’han descrit a
I’hipotiroidisme en els components de la cascada de coagulacio, el causant d’aquest
augment en la generacié de trombina in vivo descrit als nostres estudis (elevacié dels
complexes TAT, del F 1+2 i del dimer D). El factor VIl activat juga un paper important en
estats d'hipercoagulabilitat, sent un dels factors principals implicats en I'inici de la
cascada de la coagulacid i en la formacié de trombina (193). La seva presencia en plasma
pot indicar una major activacié de la coagulacié in vivo (14,15). Com que el factor VII

activat no té un inhibidor fisiologic eficient i la seva semivida és llarga, els pacients amb
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hipotiroidisme podrien mantenir a través del factor VIl activat la formacid de trombina
gue condueix a I'estat d’hipercoagulabilitat. Aquests valors elevats de factor VIl activat
resulten congruents amb les troballes als nostres estudis referents a 'augment de la
generacié de trombina in vivo, avaluada per els marcadors F1+2 i complexes TAT, i de la
formacié de fibrina, mesurada amb el dimer D. Destacar que Muller et al. (131) van
trobar resultats congruents amb els nostres d’elevacié del factor VIl activat en un estudi

realitzat en un grup de 42 dones amb hipotiroidisme subclinic.

Respecte a I'augment de produccié de MP observat a ambdds grups de malalts del
nostre estudi és un fet que recolza un estat protrombotic en aquests pacients. Aquestes
MP, sense nucli ni capacitat de sintesi, i que s’han alliberat per gemmacié exofitica de la
membrana plasmatica de diferents tipus cel-lulars (44), participen en I'homeostasi
vascular (41). Les MP contenen a la seva membrana externa proteines de les cél-lules on
s’han originat i aixd els confereix una capacitat procoagulant ja sigui unint-se als
components de les vies de la coagulacié (44,51), o iniciant elles mateixes i de forma
independent la coagulacié intravascular (52). D’aquesta manera |'agument de MP
observat al nostre estudi pot activar les vies de la coagulacié i donar aquest augment de

la generacié de trombina in vivo que hem objectivat.

Una de les conseqiiéncies més transcendents dels estats d hipercogulabiltat és la seva
associacido amb la malaltia tromboembolica i, per tant, I'augment del risc cardiovascular.
En aquest sentit, el factor VII activat s’ha trobat elevat en pacients amb malaltia

coronaria (194), on se li ha atribuit la promocié de la hiperplasia de la intima arterial
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(195), el que podria contribuir a l'elevada incidencia d'aterosclerosi i de malaltia
cardiovascular a I'hipotiroidisme (196). Es destacable que els pacients del nostre estudi
presentaven elevacié del factor VIl activat, cosa que els conferiria un augment en

general del risc cardiovascular.

Les MP també han estat relacionades amb augment de risc cardiovascular. S’ha descrit
que quan existeix arteriosclerosi hi ha una produccié més elevada de MP (81,82), i que
aquestes MP tenen efectes funcionals sobre la malaltia aterotrombotica (83),
promovent el reclutament de cél-lules inflamatories, induint I'adhesié cel-lular i
plaquetaria a través de l'augment de citocines (84), afavorint el reclutament de
plaquetes (83) i la infiltracid de monaocits a les plagues d’ateroma (85), i donant com a
resultat final la formacié de trombes. Per altra banda, a I'aterosclerosis es sol associar
una elevada forca de cisallament, cosa que pot iniciar I'agregacié plaquetaria i, alhora,
la aparici6 de MP procoagulants (93). S’ha objectivat una gran quantitat de MP
procoagulants dins de les plaques d’ateroma i aquestes MP confinades dins les plaques
d’arteriosclerosis tenen un potencial trombogénic encara major que les MP circulants
(90). Aquestes MP que podriem anomenar intraplaca augmenten el reclutament de
cel-lules inflamatories a la mateixa y aixo contribueix a la seva inestabilitat potenciant la
carga trombogenica i el creixement de la placa d’arteriosclerosis (92). Fins i tot s’ha
descrit que les MP podrien predir infarts de miocardi fins a tres anys abans de que es
produeixin (103). Amb tota I'evidéncia que tenim les MP podrien ser considerades
biomarcadors per al diagnostic, valoracié de l'activitat, prediccié de la resposta al

tractament i pronostic de la malaltia cardiovascular aterotrombotica (71).
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Diversos estudis han demostrat que I'hipotiroidisme augmenta el risc cardiovascular i de
malaltia coronaria (115-117). En el cas dels pacients amb hipotiroidisme clinic s’ha
descrit que aquest augment esta en relacid amb canvis en la contractilitat cardiaca, en
el consum d'oxigen del miocardi, en la despesa cardiaca, en la pressid arterial i en la
resisténcia vascular sistémica (197). Per altar banda, s’ha observat que pot haver-hi un
augment de la resisténcia vascular periférica, disminucid de I'inotropisme, resisténcia a
la insulina, inflamacid, aterosclerosis i reduccié de la freqiéncia cardiaca aixi com
disminucio de la contraccid i la relaxacié del miocardi que s’observa en els pacients amb
hipotiroidisme clinic acaba produint insuficiencia cardiaca (128)) (198). La malaltia
coronaria arterial que pot coexistir amb I'hipotiroidisme pot ser preexistent i no
simptomatica, pero es pot veure agreujada en el moment en que es presenta la disfuncié

tiroidal (128).

En el cas de |'hipotiroidisme subclinic I'augment de risc cardiovascular no esta tan ben
establert. S’ha descrit en aquests pacients amb uns efectes més evidents quan la TSH
és superior a 10mU/L (120). Varis estudis han demostrat que I'hipotiroidisme subclinic
pot provocar insuficiencia cardiaca (115-117) i major progressid de la disfuncié
ventricular en aquells que ja presenten la malaltia cardiaca quan es comparen amb un
grup de pacients amb funcié tiroidal normal (118,119). La disfuncié ventricular és
predominantment diastolica (199) i es manté significativa quan ajustem per altres
factors de risc cardiovasculars (116,119,200). L’hipotiroidisme subclinic també s’ha
associat a un major risc d’episodis de malaltia coronaria fatals i no fatals, d’aterosclerosis
i de malaltia arterial coronaria quan es comparen amb pacients amb funcid tiroidal
normal, amb un augment de la mortalitat cardiovascular en els pacients amb
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hipotiroidisme subclinic. Aquest risc no s’ha trobat significativament diferent quan
s’ajusta per edat, sexe, altres factors de risc o malaltia cardiovascular pre-existent, i
també ha estat més evident en pacients amb valors de TSH >10mU/L (120,201-204).
S’ha mostrat que els valors elevats de TSH, pero no els valors d’hormones tiroidals que
romanen normals en pacients amb hipotiroidisme subclinic, es correlacionen amb la
mida del trombe coronari a pacients amb infart de miocardi (205) i els confereix un
augment del risc de patir trombosi venosa (206). Tot i aquestes descripcions, quan la
TSH és inferior a 10 mU/L no existeixen fins el moment, evidencies clares de que siguin

pacients amb un risc cardiovascular incrementat.

En aquest sentit, els nostres estudis aporten noves dades al respecte. L'augment del
factor VIl activat i de les MP procoagulants que hem objectivat en els nostres pacients
també podria contribuir a explicar aquest augment de risc cardiovascular que presenten

els pacients amb hipotiroidisme.

Els mecanismes implicats en el desenvolupament de la malaltia cardiovascular en els
pacients amb hipotiroidisme no estan del tot clars. En el cas de I'hipotiroidisme subclinic,
es proposa que la dislipemia i I’elevacié de la tensio arterial present en aquest grup de
malalts (121) (122), 'augment del gruix de la intima-mitja carotidia (121), I'estres
oxidatiu (207), la disfuncié endotelial a través de |'afectacié de la produccid d’oxid nitric
facilitant 'augment de la degradacié dels vasodepressors (208) o la disfuncié vascular
amb augment de la rigidesa vascular (208) poden estar en I'origen d’aquest augment de
risc i mortalitat cardiovascular i de I'augment dels episodis d’insuficiéncia cardiaca.
També com en el noste cas, s"ha involucrat en algun estudi un estat d’hipercoagulabilitat

(124). Altres autors proposen també I'efecte de I'elevacié de les MP apoptotiques que
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s’observa en els pacients amb hipotiroidisme subclinic, MP que s’han trobat elevades en

processos de reparacié endotelial, dany tissular i remodelacié vascular (120,127).

En el cas de I'hipotiroidisme clinic aquest augment de risc cardiovascular s’explica
basicament per la disminucid de les hormones tiroidals periféeriques (T3 i T4) (128). Les
hormones tiroidals tenen un efecte no-gendmic extranuclear tant sobre el miocit cardiac
com sobre la vascularitzacio sistémica (197). Quan la T3 i T4 disminueixen s’observa un
clar augment del colesterol (129), hipertensio arterial diastolica, resisténcia a la insulina
i inlfamacio (128), a part de I'efecte directe de la T3 i T4 sobre el seu receptor al miocit
cardiac i la vascularitzacid periférica que també pot tenir un efecte directe sobre la

malaltia cardiovascular en aquest grup de malalts (128).

En vista dels resultats del nostre estudi podriem proposar que |'elevacié del factor VI
activat i de les MP procoagulants en pacients amb hipotiroidisme no només els confereix
un estat procoagulant si no que podria contribuir a aquest augment de malaltia

cardiovascular objectivat en aquest conjunt de pacients.

8.2. EFECTES DEL TRACTAMENT DE L’HIPOTIROIDISME AMB

LEVOTIROXINA

En els estudis d’intervencio realitzats el tractament amb hormones tiroidals normalitza
en la majoria d’ells els parametrs de la coagulacid identificats com alterats abans del
mateix (132,135,136,150,151). En el nostre treball hem observat que després del
tractament amb levotiroxina sodica els parametres de ’hemostasia que estaven alterats
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tant en els pacients amb hipotiroidisme clinic com a aquells amb hipotiroidisme subclinic
es normalitzaven. D’aquesta manera, el factor VIl activat, els F1+2, els complexes TAT,
el dimer D i les MP procoagulants es normalitzen als sis mesos de tractament als pacients
amb hipotiroidisme clinic o subclinic. Aquesta normalitzacid pot ser explicada per
I'efecte de la restitucid a limits fisiologics de les hormones tiroidals o de la TSH
plasmatiques en els pacients tractats en el cas dels pacients amb hipotiroidisme clinic, i
per I'efecte de la normalitzacié de la TSH en el cas dels pacients amb hipotiroidisme
subclinic ja que aquests no han vist modificats les seves concentracions de T3 i T4 lliures.
La bona correlacié observada al nostre primer estudi entre la TSH i els marcadors
d’hipercoagulabilitat avaluats als pacients amb hipotiroidisme suggereix que hi ha un
efecte predominant de I'elevacié de la TSH per sobre de I'efecte propi de la disminucid
de les hormones tiroldals (considerant els valors de T4 lliure a aquests pacients), el qual

te una correlacién menys intensa.

La normalitzacié dels parametres d'hipercoagulabilitat amb el tractament substitutiu en
els pacients amb hipotiroidisme pot ser un argument a favor del tractament amb
levotiroxina sodica en aquells pacients amb hipotiroidisme subclinic on el tractament
pot estar en controvéersia (1). En aquesta linea, els nostres resultats ens permeten
argumentar que en aquests pacients el tractament els podria ajudar en la prevencié del

risc cardiovascular inherent a la malatia tiroidal que pateixen.
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8.3. rhTSH | ALTERACIONS DE LA COAGULACIO

Al segon estudi que hem realitzat hem observat una relacié entre I'administracié de
rhTSH i una elevacio de les MP procoagulants circulants i del factor VIl activat. Recordem
que I'rhTSH és una hormona sintética administrada en pacients amb cancer de tiroide
que seran sotmesos a tractament amb radioiode o que seran examinats mitjangant
proves d’imatge o en un rastreig corporal total amb radioiode després de ser
intervinguts per carcinoma diferenciat de tiroide. Aquest tractament eleva la
concentracié de TSH pero mantenint les de T4 lliure dins del rang de la normalitat i sense
variacions al llarg dels dies (7). En el nostre estudi, efectivament, la T4 lliure es va
mantenir sense modificacions al llarg dels dies i Unicament va variar la TSH, que va
augmentar fins a un pic maxim al dia 5 i va tornar a la normalitat al dia 10. Per aquest
motiu es va poder avaluar I'efecte directe de la TSH sobre els parametres de coagulacid
i les MP procoagulants, independentment de les concentracions de les hormones

tiroidals.

Per aquest segon estudi vam triar com a variables de I'hemostasia aquelles que havien
sortit significatives a l'estudi 1. Els complexes TAT no es van incloure ja que vam
considerar-los redundants amb el fragment F1+2, al mirar el mateix fenomen de Ia
coagulaciod, i vam triar d’entre ells el de major significacié que al primer treball va ser el

F1+2.

Els resultats d’aquest segon estudi suggereixen que I'elevacié de la concentracié de TSH,

per si mateixa i independentment dels valors de les hormones perifériques (T3 i T4), pot
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estar relacionada amb l'augment de la concentracié de factor VII activat i de MP
procoagulants. A l'igual que al nostre primer estudi aquests resultats concorden en

assenyalar una activacié de la coagulacié en pacients que presenten elevacié de la TSH.

Abans del nostre només hi ha un estudi dissenyat per avaluar la possible relacié entre
I"administracio de rhTSH i les MP (167) al qual, a I'igual del que hem objectivat nosaltres,
Burger et al. van veure un augment de les MP procoagulants en pacients sotmesos a
I"administracié de rhTSH, mostrant el dia 3 un augment de 1.5 vegades el nivell basal, i
el dia 5 un augment de 1.9 vegades. Nosaltres hem vist un augment de 1.4 vegades el
nivell basal als 3 dies, un augment de 1.5 vegades al dia 5 i la normalitzacié del numero
de MP al dia 10 després de I'administracié de rhTSH. L’augment de MP procoagulants
als pacients del nostre estudi, i també al de Burger et al. (167), podrien indicar una major
disfuncié endotelial i activacié de les cél.lules de la sang i, per tant, un major risc
cardiovascular i tendéncia a la trombosi, situacié que ja han proposat altres autors per

justificar aquest augment de malaltia vascular endotel-lial (120,127).

Pocs autors abans que nosaltres han estudiat la relacié entre la rhTSH i altres possibles
alteracions de la coagulacié. En aquest sentit, Desideri et al. (166) van observar |’elevacid
de molecules que indiquen l'activacid de les cél-lules endotelials i de les plagquetes
després de I'administracié de rhTSH, com ara les concentracions plasmatiques de la
molécula d'adhesiod intercel-lular-1 soluble, de la E-selectina soluble, de la P-selectina
soluble, del CD40 lligant soluble i de les de 8-iso-prostaglandina F2a plasmatica. Tot aixo
suggereix que la rhTSH pot tenir un efecte proaterogenic través de I'activacid de les
cel-lules endotelials vasculars i de les plaquetes i d’altres célules sanguinies. Aquests

resultats concorden amb les nostres troballes, on els pacients es troben en una situacié
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d’augment molt rellevant de marcadors d’estat procoagulant i protrombotic després de

I’administracié de rhTSH.

Al contrari, Yango et al. (152) no van trobar modificacions dels parametres que van
estudiar (plaquetes, fibrinogen, temps de trombina, temps de protrombina, temps de
tromboplastina parcial activat, factor VI, factor von Willebrand col-lagen binding
activity i factor von Willebrand antigen) en 30 pacients exposats a rhTSH, i, per la seva
banda, Debeij et al. (157) tampoc van trobar cap canvi en les concentracions del factor
I, VIIl o IX, ni en les concentracions d’antitrombina, proteina S, fibrinogen, complexes
TAT ni F1+2 1en un grup de 17 pacients amb carcinoma de tiroide curat exposats a

rhTSH.

Les nostres dades objectiven que I'administracié aguda de rhTSH provoca una elevacid
del facto VII activat. Aquest factor VIl activat és un marcador nou que, fins a dia d’avui,
no ha estat estudiat per altres autors en pacients sotmesos a rhTSH. Els altres factors
implicats en la coagulacié analitzats al noste estudi no mostren canvis després de
I'administracié de rhTSH, resultats que sén concordants amb els estudis realitzats per
Debeij (157) i Yango (152). En aquest aspecte era d’esperar que si trobavem més factor
VIl activat també hauriem d’haver objectivat més F1+2, pero no ha estat el cas. Aquesta
resposta inesperada es podria dure a que |'efecte del farmac sigui massa curti en els
pocs dies en que hi ha exposicié a la rhTSH no hi hagi temps suficient per objectivar
elevacions en el F1+2. De tota manera, en estudis que han avaluat algun possible
desencadenat per I'activacié del sistema de coagulacié s’han observat canvis en els
marcadors de hipercoagulabilitat, amb augment o disminucié, entre 5i 8 hores després

del desencadenant (209,210), pel que aquesta justificacié no seria massa plausible. Una
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altra explicacié a donar per justificar aquesta situacid seria que |’elevacio aguda i breu
de la TSH que fa augmentar el factor VII activat pot ser contrarestada pel inhibidors
propis de la coagulacié pel que fa a la generacié de trombina. En aquest sentit podria
existir una accié important inhibidora del sistema proteina C — proteina S que impediria
la generacio excesiva de la trombina inicialment estimulada per 'elevacié del factor Vi
activat. Aquesta accio important del sistema proteina C — proteina S no es traduiria de
forma directa en una reduccié del factor VIl activat pero si que podria impedir 'augment
de generacié de trombina. En canvi, es pot suposar que en estats de TSH elevada de
forma cronica com es donen a I'hipotiroidisme clinic i subclinic I'eficacia de I'efecte de
control de la del sistema proteina C — proteina S acabi sent superat per la major
produccié i de forma perllongada en el temps del factor VII activat que esta sent
estimulat per la TSH, i en aquests casos es quan veiem elevacié del F1+2, el qual
augmenta en el moment en que la protrombina passa a ser trombina, tal com hem
observat en el nostre primer estudi en pacients amb hipotiroidisme. Aquesta disminucid
de I'accié del sistema proteina C — proteina S podria passar sense que necessariament
es produis la disminucié dels seus components si no una disminucid de la seva funcié.
Per poder comprovar aquestes hipotesis sobre I'acci6 moduladora del sistema proteina
C — proteina S actuant sobre I’activacié de la coagulacid induida per la TSH es podria
mesurar la proteina C activada circulant i aixi avaluar I'accié del sistema proteina C —
proteina S. Desafortunadament no existeix actualment una técnica disponible al nostre

abast per quantificar la proteina C activada en plasma.

Ni durant el nostre estudi ni en d’altres publicats que avaluen el mateix no es va produir
cap esdeveniment cardiovascular o trombotic entre els participants que van rebre
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rhTSH, probablement degut a que la TSH va estar elevada durant periode de temps un
molt curt. No és improbable que en I'hipotiroidisme prolongat, com I'hipotiroidisme
autoimmune, o en I'hipotiroidisme subclinic no diagnosticat i perpetuat en el temps,
I'efecte de les MP procoagulants en el risc cardiovascular i trombotic sigui més

pronunciat.

8.4. EFECTE DIRECTE DE LA TSH SOBRE LA COAGULACIO |

L'ENDOTELI

Un concepte interessant que s’ha avaluat als nostres estudis és I'efecte que exerceix la
TSH directament sobre els organs periférics i en el nostre cas concret sobre els trastorns
de la coagulacié. Justament al primer estudi els parametres marcadors d'estat
protrombotic es correlacionaven molt millor amb les concentracions de TSH que amb
les de T4 lliure, el que fa pensar que I'efecte sobre I'hemostasia pot ser degut en bona
part a l'efecte de la TSH i no al déficit de T4 o T3 lliures. En aquesta linia, al segons estudi
el gue s’ha avaluat ha estat I'efecte directe de la TSH sobre els seus receptors corporals,

independentment dels valors de T3 i T4 lliure.

La glandula tiroide expressa receptors per la TSH, pero aquests receptors també han
estat també descrits a les cél-lules endotelials humanes (162), al muscul llis de les
artéries coronaries humanes (163) i als cardiomiocits (164). Les MP procoagulants poden
sorgir de les cél-lules endotelials i I'estimulacié del receptor de la TSH a les cel-lules
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endotelials, independentment de les modificacions en la T4. Nosaltres proposem que
podria induir la formaci6 de MP procoagulants, cosa que en part podria explicar
I"augment d’aquestes MP en els pacients amb hipotiroidisme subclinic en el nostre
primer estudi, ja que aquests pacients van mostrar valors normals d’hormones
periferiques T3 i T4 lliure, i també en els pacients del nostre segon estudi després de
I"administracié de rhTSH, on les hormones periferiques també es mantenen normals al

llarg dels dies i només augmentava la TSH.

Aquesta activacid de les cél-lules endotelials vasculars suggerida pels nostres estudis
concorda perfectament amb els resultats del grup de Desideri (166), on observen
I'elevacié de molécules que indiquen l'activacié de les cél-lules endotelials i de les
plaquetes després de I'administracio de rhTSH. Presos en conjunt, els resultats dels dos
estudis, encara que no avaluin els mateixos parametres, podrien estar descrivint els

mateixos efectes sobre I'activacié de I'endoteli vascular per una accid directa de la TSH.

Sense dubte, calen més estudis per dil-lucidar I'efecte directe i independent de la TSH
sobre els seus receptors extratiroidals i sobre les funcions biologiques del cos huma. Es
de pensar que si existeixen receptors funcional d’aquesta hormona fora de la glandula
tiroide aquests exerceixen efectes sobre el funcionament cel-lular i per tant poden

modificar les respostes biologiques corporals.
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CONCLUSIONS

1. Els pacients amb hipotiroidisme subclinic i clinic presenten una alteracié de
I’'hemostasia, en el sentit de reflectir un estat procoagulant i protrombotic amb
elevacid de factor VIl activat, complexos trombina-antitrombina, fragment 1+2
de la protrombina, dimer D i MP procoagulant circulants. L'elevacié d’aquests

marcadors es correlaciona millor amb els nivells de TSH que amb els de T4 lliure.

2. En els pacients amb hipotiroidisme subclinic i clinic les alteracions de
I’'hemostasia en sentit procoagulant i protrombotic reverteixen mitjancant el

tractament amb levotiroxina sodica, arribant als valors de la normalitat.

3. El pacients amb cancer tiroidal, quan sén sotmesos a tractament amb
rhTSH, presenten elevacié de les MP procoagulants i del factor VIl activat, amb
un pic maxim el dia 5 després de I'administracié de I'hormona sintética i
normalitzacié dels nivells el dia 10, fet que indica un estat procoagulant i

protrombotic associat a I'administracié de rTSH.
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Els resultats obtinguts en els estudis realitzats que es presenten posen de manifest que
poden existir marcadors que reflecteixin canvis en la fisiologia que podrien estar
potencialment implicats en l'increment de la malaltia trombotica i de I'elevat risc
cardiovascular dels pacients amb hipotiroidisme. Aquestes dades introdueixen una nova
linia d’investigacio en aquesta condicid clinica, en la recerca de marcadors que de forma
el més acurada possible defineixin com i quan I’hemostasia es pot veure alterada en
aquesta entitat. Aixd pot arribar a ser molt rellevant principalment en el cas de
d’hipotiroidisme subclinic on hi ha debat cientific sobre quan s'ha d'iniciar el tractament
substitutiu. L'Us d’aquests marcadors podria ajudar a discriminar quan el tractament
substitutiu de I'hipotiroidisme amb levotiroxina estaria indicat i podria proporcionar
proteccié enfront el risc cardiovascular d’aquests malalts, risc que resulta deduible per

les dades obtingudes.

Dels marcadors identificats per l'avaluacié de I’hemostasia val la pena considerar,
especialment pel que fa a potencials linies de futur, aquells més nous i amb un futur més
prometedor. Un d’ells resulta especialment atractiu i és molt probable que sigui el que
en els proxims anys es pugui aprofundir més. Es tracta de les microparticules
procoagulants circulants. Aquest marcador, al qual recentment s’ha treballat en la
valoracié de la seva importancia, té un ambit d’accié molt ample i pot incidir en molts
punts del procés de trombosi i d’arteriosclerosi. Les MP ja estan sent valorades com a
biomarcadors molt prometedors i amb un gran potencial per a pronosticar en les
diferents malalties en que es troben elevades (221). S’estan establint com a reguladors
de la comunicacid intercel-lular, en particular en la biologia vascular, ja que a través de
la fusido de la seva membrana amb la d’altres cél-lules en transfereixen el contingut
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citoplasmatic de proteines, d'ARN i, fins i tot, d'oncogens (61). S’ha descrit que, a més,
les MP actuen en la inflamacié augmentant I'expressid de citocines i afavorint I'agregacié
dels leucocits, poden modular la resposta immune induint I'apoptosi dels limfocits T
citotoxics, i participen en l'angiogénesi transportant factors de creixement i
metaloproteinasa (61). Per tot aix0, les MP ens poden donar informacié de l'estat
vascular i de coagulacié dels pacients en diferents situacions cliniques, estat que es
podria utilitzar fins i tot per prendre decisions cliniques i de tractament en determinades
situacions, com podrien ser |'infart agut de miocardi, conéixer I'estat d’aterotrombosi
arterial dels pacient amb diabetis mellitus (assignatura pendent en l'estudi de les
complicacions croniques de la diabetis), o intuir les possibilitats de metastasi de certs
cancers, només per posar alguns exemples. En el cas del nostre estudi, serviria per saber
el potencial risc de trombosi dels pacients amb hipotiroidisme i dels pacients exposats a
rhTSH en pacients que han patit un cancer de tiroide, tot i que es necessiten més estudis

per analitzar I'efecte.

La linia d’avaluacié del paper de les MP procoagulants circulants en d’hipotiroidisme es
podria ampliar en estudis in vitro de caracteritzacio de la seva activitat quan s’obtenen i
es purifiquen, cosa que es pot fer rentant-les amb ultracentrifugacid, i es podria aplicar
no només en pacients amb hipotiroidisme o exposats a rhTSH, sind també en pacients
amb diferents situacions de patologia tiroidal. La magnitud i la complexitat de 'efecte
sobre I’hemostasia i el perfil trombotic en els pacients amb hipotiroidisme, es podria
estudiar avaluant no només l'efecte procoagulant d’aquestes MP en nous assajos ex vivo

de generacio de trombina, com la complexa prova de Potencial Endogen de Trombina,
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sind també estudiant el seu efecte en la fibrinolisi, una accié poc estudiada de les MP

circulants.

També s’obre una porta a consideracions metodologiques per plantejar si la millora de
la metodologia a I'hora de determinar i quantificar les MP reafirma els resultats
obtinguts. L'estudi de I'alliberament i la captacié de MP, tant en una situacié d’estudi in
vitro com in vivo, continua sent un repte, doncs no hi ha metodes fiables de deteccié per
discriminar cel-lules que poden absorbir i interaccionar amb les MP de cel-lules que no
ho fan (221). Recentment s’estan desenvolupant noves eines prometedores, una d’elles
utilitza el sistema CreloxP que identifica cel-lules que absorbeixen MP i estan marcades
amb fluorescéncia (222), que ens podran ajudar a determinar, caracteritzar i conéixer la

funcioé de les MP de forma més precisa.

Una altra manera molt interessant d’avaluar I'efecte que pot tenir I’hipotiroidisme sobre
les MP és anant a estudiar les possibles alteracions de la seva estructura, alteracions que
podrien ser induides per 'augment dels valors de TSH. Aquestes modificacions seria molt
interessant estudiar-les per protedmica de lisat de MP circulants purificades per
ultracentrifugacié en sang obtinguda de pacients amb diferents situacions de patologia
tiroidal. També es podria avaluar en estudis in vitro amb incubacié de les MP amb

diferents nivells de TSH.

En relacio a les investigacions presents, perd ampliant el tipus de malaltia a avaluar, part
d’aquests estudis es podrien fer en una situacié inversa, I'hipertiroidisme, en el qual la
majoria d’aquest marcadors identificats com a alterats a I’hipotiroidisme no han estat

estudiats.

153



LINIES DE FUTUR

També els pacients amb cancer tiroidal i els efectes del seu tractament sobre I'eix
hipotalamo-hipofitic-tiroidal conforma una poblaciéd molt rellevant per I'estudi d’alguns
dels marcador identificats, molt especialment les MP. Aquestes MP podrien donar
informacid de I'estat del cancer tiroidal més enlla de I'estrictament propia de la patologia
vascular i trombotica. Estudis in vitro i in vivo han demostrat que les cel-lules malignes
alliberen una gran quantitat de microvesicules de membrana en resposta a la
guimioterapia i, per tant, la seva concentracio circulant podria reflectir I'activitat tumoral
(113). Les MP derivades de cel-lules sanguinies en general poden actuar com a
potenciadors directes del creixement tumoral mitjancant I'alliberament de factors de
creixement potents en el microambient tumoral (211). L'empelt tumoral també pot ser
estimulat pels factors proangiogéenics alliberats per elles. A més, per les seves funcions
proinflamatories i immunomoduladores, també poden exercir un paper indirecte en el
procés metastatic de multiples passos en ajudar a les cel-lules malignes a escapar de la
vigilancia immunologica (211). Per tant, en I'estudi de les MP en cancer, com podria ser
el cas del cancer de tiroides, la quantificacié de les MP pot ampliar el seu paper i no
emprar-se només com a marcador de patologia vascular, sind que podria ser també util
com a marcador tumoral o d’activitat del cancer. Aquest és un camp que en el cancer en
general i especificament el cancer de tiroide ha estat, fins ara, poc explorat i que resulta

molt prometedor.

Més enlla dels marcadors estudiats, I’evolucio del coneixement de I’hemostasia amb un
grau de complexitat creixent fa que d’altres mecanismes no contemplats fins ara puguin
ser interessants com a linies de recerca futures. El model plasmatic i cel-lular de la
coagulacié resulta de vegades insuficient per a explicar tot el procés de I'hemostasia,
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especialment de la seva fase inicial, i de la formacio de trombes. Les MP ja han servit
per a ampliar el model de la coagulacié, perd recentment s’ha descrit un altre
mecanisme d’activacié de la coagulacido que inclou un nou component cel-lular: els
neutrofils, que son molt més abundants a la sang que els monaocits. Els neutrofils poden
ser molt rellevants en |'activacié de la coagulacié per la seva capacitat de formar NETs
(neutrophil extracellular traps). Els NETS sén DNA, histones i d’altres proteines
(mieloperoxidasa, elastasa, catepsina G i péptids microbicides) que provenen dels nuclis
dels neutrofils i que sén alliberades a I’espai extracel-lular un cop els neutrofils han estat
activats (212). Quan per l'activacié dels neutrofils es produeix el trencament de la
membrana nuclear, a la membrana externa es provoca el fenomen de NETosi en el qual
s’alliberen les xarxes de DNA a I'espai extracel-lular al voltant dels neutrofils afectats
(Figura 14) (212). Aquests productes de la NETosi queden estructuralment conformats
quan estan a l'espai extracel-lular, en aquest cas el plasma sanguini, en forma d’una

xarxa adhesiva estructuralment unida per les cadenes de DNA alliberades.

Els NETs son utils per a atrapar i eliminar agents infecciosos (213), que va ser la primera
funcié que es va identificar. Pero els NETs també poden activar el procés de la coagulacié
(214,215) i promoure la trombosi (216). Els NETs provoquen I'adhesié de les plaquetes
a la xarxa de DNA, a la qual també s’hi adhereixen MP amb capacitat d’expressar TF i,
d’aquesta manera, es pot activar el sistema de coagulacié (217). Aquesta forma
d’activacid de la coagulacié sembla molt rellevant, tant a I’'hemostasia fisiologica com a

la patologica.
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Figura 14. Procés de NETosi
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Figura reproduida amb permis de JC Reverter.

Amb aquest coneixements que complementen els previs, els NETs serien un marcador
molt interessant per valorar si també estan augmentats a les malalties de la tiroide.
Sobre la situacié dels NETs a I'hipotiroidisme en el moment actual no hi ha cap estudi
publicat que els avalui. Els estudis dels NETs es podrien fer in vitro, a l'estil dels que s’han
fet als dos estudis que es presenten i, a més, es podrien dissenyar també estudis in vitro
per veure la capacitat dels plasmes dels pacients d’estimular la NETosi en neutrofils

aillats de sang periferica.

Els NETs també s’han relacionat amb la malaltia autoimmunitaria, la diabetis,
I'aterosclerosi, i altres processos de risc cardiovasculars (218). Recentment, el paper dels
NETs ha estat estudiat i valorat com a molt rellevant a les lesions arteriosclerotiques on
poden contribuir a augmentar la mida de la lesié de la paret vascular i també repercutint
negativament en l'estabilitat de la placa (218).

156



LINIES DE FUTUR

Pel que fa al cancer, s’ha objectivat que els NETs poden proporcionar xarxes amb
potencial per modular diverses facetes de la biologia tumoral, incloent les metastasi, a
part d’afavorir la trombosi associada al cancer (219). LUestudi dels NETs al cancer tiroidal
podria, de manera similar al que s’ha comentat abans sobre les microparticules,
contribuir al coneixement i potencialment ampliar el seu paper com a marcador des de

la patologia vascular al de marcador tumoral o d’activitat del cancer

LUestudi d’aquests nous marcadors de I'hemostasia (i també marcadors d’altres
processos), les MP i els NETs, conformen, com s’ha comentat, diverses linies d’estudi en
el futur en relacid a la patologia tiroidal. La seva avaluacié com a marcadors en diverses
situacions és un camp prometedor i amb moltes possibilitats, que de segur aportara
noves explicacions a la fisiopatologia de les malalties tiroidals i poden contribuir en un

futur a decidir tractaments més precisos i personalitzats davant d’aquestes patologies.
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