Rev Esp Endocrinol Pediatr 2013; 4 (Suppl)

MESA REDONDA

10.3266/RevEspEndocrinolPediatr.pre2013.Mar. 176

¢ DE LA CLINICA AL GEN, O DEL GEN A LA CLINICA?

Hipotiroidismo congénito central:
nuevos fenotipos, nuevos genes

Marta Garcia y José Carlos Moreno

Laboratorio Molecular de Tiroides. Instituto de Genética Médica y Molecular (INGEMM). Hospi-

tal Universitario La Paz. Madrid.

El Hipotiroidismo Congénito Central (HCC) es un gru-
po heterogéneo de patologias causadas por la dismi-
nuciéon de la sintesis, secrecion o bioactividad de la
hormona tirotropa (TSH), que no consigue estimular
correctamente una glandula tiroidea completamente
normal. Esta patologia no es detectada en el cribado
neonatal de HC por TSH realizado en Espafia y en
la mayoria de paises europeos. Por este motivo sue-
le ser una entidad infra-diagnosticada, que se revela
mayoritariamente, pero no siempre, con una sinto-
matologia clinica moderada, sin retraso psicomotor
grave, y en el que destaca el retraso de crecimiento.
La base molecular del HCC es ampliamente desco-
nocida. Tan solo se han identificado mutaciones/de-
leciones en tres genes como causa de HCC en hu-
manos: los clasicos de TSHB 'Yy TRHR, que codifican
la subunidad beta de la TSH y el Receptor de TRH
respectivamente, y recientemente, el gen IGSF1 (Im-
munoglobulin Superfamily factor 1) cuyos defectos se
han asociado a un hipotiroidismo hipofisario que aso-
cia un macroorquidismo.

Dada la complejidad fisiologica de la regulacion
central de la sintesis de hormonas tiroideas, es
obvio que los defectos genéticos que conducen a
HCC han de abarcar necesariamente una base ge-
nética mas amplia, mas genes que, por el momen-
to, son desconocidos. La identificacion de los mis-
mos puede ser la clave de un mejor conocimiento
de la fisiopatologia molecular de la enfermedad, un
objetivo que reclama un mayor indice de sospecha
clinica de esta patologia en las consultas de Endo-
crinologia Pediatrica, y su investigacion etiologica
detallada del HCC con determinaciones hormona-
les seriadas, estudios morfolégicos de hipotalamo
e hipdfisis y los tests de estimulacion de TSH (test
de TRH) o los ensayos in vitro de bioactividad de
la TSH.

CONTROL CENTRAL DEL EJE HORMONAL TI-
ROIDEO

Autoregulacion hormonal del eje hipotalamo-hi-
pofisis-tiroides

Las hormonas tiroideas son esenciales para el
correcto desarrollo, diferenciacion y funciéon de
practicamente todos los sistemas del organismo,
regulando el metabolismo celular e intervinien-
do criticamente en el desarrollo del cerebro tan-
to en el periodo embrionario como en el fetal y
postnatal. Por ello, su sintesis y secrecion estan
muy finamente controladas y reguladas desde
estructuras centrales, tanto hipotaldmicas como
hipofisarias. Las hormonas tiroideas se sintetizan
en la glandula tiroides en forma mayoritaria de ti-
roxina (T4), pero también de tri-yodotironina (T3),
la forma biolégicamente activa. En los tejidos, un
sistema de desyodasas de yodotironinas activan
(DIO1, DIO2) o inactivan (DIO3) estas yodotironi-
nas segun las necesidades individuales y especi-
ficas de cada tejido .

En la regulacion del eje hipotalamo-hipdfisis-tiroi-
des intervienen dos sefiales hormonales principa-
les: la TRH (Thyrotropin Releasing Hormone) hipo-
talamica vy la tirotropina o TSH (Thyroid Stimulating
hormone) hipofisaria, que modulan la sintesis y
secrecion final de T4 y T3 por la glandula tiroidea
(Figura 1A). En las células tirotropas de la hipofisis
convergen las sefiales reguladoras del eje tiroideo,
tanto las de caracter inhibitorio (principalmente
T4 y T3, pero también dopamina y somatostatina
desde el hipotdlamo) como las de caracter esti-
mulador (TRH fundamentalmente), constituyendo
el tipo celular clave en la regulacion hormonal ti-
roidea?.
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Figura 1. Regulaciéon hormonal y transcripcional del eje tiroideo. (A) “Asas” de retroalimentacién negativa del eje hormonal
tiroideo: (1) larga, (2) corta, (3) ultracorta. (B) “Asa” ultracorta de retroalimentacién negativa por las células foliculo-estrelladas
de la hipdfisis y las células corticotropas liberadoras de tiroestimulina. (C) Cascada de sefializacion de sintesis, bioactividad y
secrecion de TSH desde el receptor de TRH. (D) Control transcripcional en genes TRHy TSH-B. (E) Factores de transcripcion
implicados en el desarrollo y funcién de los distintos linajes de células hipofisarias.
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Como se ha dicho, la estrecha regulaciéon de la
secrecion de hormonas tiroideas se ejerce a tra-
vés de 3 "asas” o circuitos de retroalimentacion
negativos que tienen lugar a nivel central: un asa
larga (accion de T3, T4 en el hipotalamo), otra cor-
ta (T3,T4 sobre células tirotropas hipofisarias) y
se postula otra ultracorta (por accién de la propia
TSH a nivel local), de mas reciente descripcion,
que tiene también lugar en la hipdfisis (Figura 1A).

Asa larga de retroalimentacion negativa (tiroi-
des-hipotalamo)

Las hormonas tiroideas son las principales ejecuto-
ras de la regulacion negativa del eje, actuando en
hipotalamo (controlando la secrecion de TRH) y en
hipofisis (controlando la secrecion de TSH).

La TRH u hormona liberadora de tirotropina e€s un
tri-péptido modificado (piroGlu-His-Pro) que se
produce en el ndcleo paraventricular (NPV) de la
parte anterior del hipotalamo. Se sintetiza en forma
de un pro-péptido precursor de 242 aminoacidos
que es procesado de forma post-traduccional por
enzimas endopeptidasas (las proconvertasas 1y
2, codificadas por los genes PCSK1y 2) que libe-
ran 5 moléculas maduras de TRH por cada molé-
cula de propéptido. Las moléculas de TRH son se-
cretadas en la eminencia media para llegar hasta
la hipdfisis donde estimulan la sintesis, liberacion
y bioactividad de la TSH a través de su unién a
receptores especificos (TRHR) en la membrana
plasméatica de la célula tirotropa ® 4. Una vez se-
cretada en la eminencia media, la TRH puede ser
degradada por el enzima piroglutamil peptidasa |l
(PPII), lo que sugiere una regulacién adicional de
la cantidad final de moléculas de TRH que llegan a
estimular la célula tirotropa hipofisaria®.

La fisiologia del TRH es gobernada en sentido ne-
gativo a través de las hormonas tiroideas. Estas
(T4) llegan a las neuronas del hipotalamo (NPV)
productoras de TRH atravesando la barrera hema-
to-encefdlica a través de transportadores especifi-
cos (OATP1C1) y desde el liquido cefalorraquideo a
través de los tanicitos, células de origen glial loca-
lizadas en la pared ventrolateral del tercer ventricu-
lo. Los tanicitos expresan tanto el transportador de
hormonas tiroideas MCT8, que permite el paso de
T4 a su interior celular, como la desyodasa DIO2,
que activa la T4 hacia T3 que, a su vez, pasara a
las neuronas hipotalamicas y ejercera los efectos
transcripcionales negativos sobre el promotor del
gen de TRH. Como DIO2 regula la disponibilidad
intracelular de T3, niveles bajos de DIO2 conduci-
rian a niveles disminuidos de T3 en el hipotalamo
que podrian perturbar la regulacion del eje tiroideo.
Estas neuronas hipofisiotropas también expresan
DIO3, que degrada la T3 a productos inactivos. Se
sabe que la expresion de DIO3 es estimulada por

T3, lo que sugiere la existencia de un mecanismo
de regulacion local para compensar posibles varia-
ciones en la disponibilidad intracelular de T35,

Por ultimo, la presencia de T3 también estimula la
expresion de la piroglutamil peptidasa Il (PPII) en
los tanicitos. Estas células interaccionan con los
axones terminales de las neuronas hipotalamicas
del NPV y pueden por tanto degradar el exceso
de TRH liberada en la eminencia media. Asi, la T3
parece regular negativamente la secrecion hipota-
lamica de TRH tanto en sus aspectos de sintesis
como de degradacioén del tripéptido® °.

Asa corta de retroalimentacion negativa (tiroi-
des-hipofisis)

En la hipdfisis, la hormona liberadora de tirotropina
(TRH), secretada desde el hipotalamo, estimula su
receptor especifico (TRHR) localizado en la mem-
brana plasmatica de las células tirotropas. Este re-
ceptor presenta siete dominios transmembrana vy
esta acoplado a proteinas G, siendo GNAS el gen
que codifica la subunidad estimuladora Gsa. La
TRH unida a su receptor media la activacion de la
adenilato ciclasa, que conduce a un aumento de
AMPc intracelular que, en ultimo término, induce
la transcripcion del gen TSHB a través de CREB
y CREB-binding protein (CBP) '°. TSHB codifica la
subunidad beta de la TSH, mondémero especifico
del heterodimero que constituye la TSH activa. Otra
via de sefalizacion alternativa seria la activacion
de fosfolipasa C (PLC) que produce la movilizacion
de calcio de los compartimentos intracelulares al
citoplasma, proceso que induce la secrecion de la
hormona'" (Figura 1C).

Tras la activacion del receptor de TRH se produce
su rapida desensibilizacion. El receptor es fosfori-
lado en residuos Ser/Thr de su cola citoplasmatica
por la GPCR kinasa 2 (GRK2). Posteriormente las
arrestinas se encargan de internalizan al receptor
por endocitosis, impidiendo rapidamente su dis-
ponibilidad para ser estimulado por mas TRH. Una
vez que la TRH desaparece del medio, la fosfatasa
1 comienza a desfosforilar los receptores de TRH
de los endosomas que seran transportados nueva-
mente a la membrana 2.

La senalizacion por el receptor de TRH no sdlo
induce la transcripcion del gen TSHB. También
influye directamente en las modificaciones post-
traduccionales (esencialmente la glicosilacion) que
se llevan a cabo en la TSH y que le otorgan una
mayor bioactividad. Existen distintas formas de
TSH glicosilada segun el tipo de glucidos que se
afiadan a asparagina (glicosilacion-N) y la confor-
macion final de cadenas de hidratos de carbono
que se produzcan. Por ejemplo, un alto contenido
en &acido sidlico disminuye la actividad bioldgica de
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la TSH y aumenta su vida media *®. Por el contrario,
las formas no-sialiladas de TSH, con mayor bioacti-
vidad, son rapidamente capturadas y degradadas
por receptores de asialo-glicoproteinas de los he-
patocitos. Las diferentes formas de glicosilacion de
la TSH pueden, pues, contribuir a la homeostasis ti-
roidea y estar implicadas en patologia: un aumento
de TSH sialilada se traduciria en una menor bioacti-
vidad y por tanto en un hipotiroidismo central '*. Los
distintos patrones de glicosilacion de TSH podrian
también explicar la falta de correlacion entre los ni-
veles de TSH y T4 libre en algunos pacientes con
hipotiroidismo central.

Por ultimo, los monémeros de TSH (a y B) se con-
jugan formando la TSH biolégicamente activa que
es liberada desde la hipdfisis al tiroides, constitu-
yendo el estimulo principal para la produccion hor-
monal.

Las hormonas tiroideas regulan negativamente la
produccion de la tirotropina (TSH) en células tirotro-
pas. La tiroxina (T4) y en menor medida la triyodo-
tironina (T3) llegan a la célula desde el tiroides por
circulacion sistémica, donde la T4 es desyodada
a T3 por la DIO2. La triyodotironina (T3), implica-
da directamente en la regulacion transcripcional
negativa, actia por union al receptor nuclear de
hormona tiroidea (TR). Este complejo interacciona
con elementos de respuesta (TRE) localizados en el
promotor de la TSHB inhibiendo en dltimo término la
expresion del gen.

Asa ultracorta de retroalimentacién negativa (hi-
pofisis: células tirotropas y foliculo-estrelladas)

También se ha identificado en modelos animales
un sistema de control de la secrecion de TSH de
caracter local que implica a las células foliculo-
estrelladas del |6bulo anterior de la hipdfisis, que
expresan el Receptor de TSH (TSHR). La TSH se-
ria secretada al espacio extracelular de la célula
tirotropa e interaccionaria con los receptores de
TSH localizados en las células foliculo-estrelladas,
lo que activaria la via de sefializacion JAK/STAT5a
que induce la expresion de TGFR2, un factor para-
crino que actuaria sobre las célula tirotropas regu-
lando negativamente la secrecion de TSH '™ (Figura
1B). Asimismo, este efecto paracrino y autorregu-
latorio de la propia TSH podria también estar im-
plicado en la secrecion pulsatil de la TSH, contra-
rrestando desde la propia hipdfisis el aumento de
los niveles de TSH durante los picos pulsatiles. Ha
de recordarse que, si bien la pulsatilidad se genera
principalmente por sefales hormonales hipotalami-
cas, se ha comprobado en modelos animales que
el perfil secretorio pulsétil también se mantiene en
hipdfisis aisladas, desconectadas del hipotalamo.
Todo ello sugiere fuertemente la presencia de me-
canismos locales de control cuantitativo (magni-

tud) y cualitativo (pulsatilidad) de la secrecién de
TSH dentro de la propia hipdfisis '©.

Pulsatilidad de la secreciéon de TSH y TRH

Al igual que otras hormonas hipofisarias, la TSH se
libera de forma pulséatil, con una media de ampli-
tud de 0,6 mU/L en los pulsos y una frecuencia de
5-20 pulsos por dia. Estos pulsos tienen lugar so-
bre un ritmo circadiano que conduce a una secre-
cion maxima de TSH a medianoche que disminuye
progresivamente hasta la tarde del dia posterior. El
mecanismo mediante el cual tiene lugar esta pulsa-
tilidad en la secrecion de tirotropina es en gran par-
te desconocido, aunque se sabe que es de origen
fundamentalmente hipotalamico " 18

A su vez, la TRH se secreta también de forma pul-
sétil en el hipotdlamo °, sin embargo parece que
la TRH modula exclusivamente la amplitud de los
pulsos de TSH, pero no la frecuencia de éstos .

Otras hormonas en la regulacion del eje tiroideo:
la tiroestimulina

Ademaés de las sefales principales que intervienen
en la regulacion del eje tiroideo, se ha identificado
recientemente un nuevo miembro de la familia de las
hormonas glicoproteicas, la tirostimulina, que podria
participar en la homeostasis tiroidea pues es capaz
de estimular potentemente el receptor de TSH. Esta
hormona es un dimero formado por las subunidades
GPA2 y GPB5. El complejo A2/B5 es capaz de in-
teracciona con del receptor de tirotropina y estimu-
la de igual manera la cascada de sefalizacion por
AMPc, que la TSH. De hecho la tiroestimulina com-
pite con la TSH por el receptor, aunque su accion
es 7 veces mas potente que la de la TSH. Mientras
GPA2 es una proteina de expresion ubicua, GPB5
presenta un patron de expresion mas restringido
que incluye hipdfisis, tiroides y ovarios. Por tanto,
la tiroestimulina se expresaria efectivamente en dos
de los 6rganos fundamentales del eje tiroideo: hi-
pdfisis y tiroides, ambos tejidos con presencia del
Receptor de TSH ?'. Dentro de la hipofisis anterior
se ha logrado demostrar la co-expresion de ambas
subunidades de la tiroestimulina en células cortico-
tropas, que serian el origen de la secrecion local de
esta hormona #2. Esto sugiere fuertemente un efec-
to paracrino hipofisario que, a través de las células
foliculo-estrelladas que expresan el TSHR, pudiera
modular o influenciar la secrecion de la propia TSH.
De hecho aun no se ha logrado demostrar la presen-
cia de la tiroestimulina en suero, lo que sugeriria una
la funcién endocrina clésica, con efectos a distancia
del origen y secrecion de la hormona.

La funcion real de la tiroestimulina en fisiologia ti-
roidea no esté aun establecida. En humanos aun
no se ha descrito ninguna mutacion en los genes
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que codifican las subunidades de la tiroestimulina.
Sin embargo, se han identificado pacientes euti-
roideos con bocio y niveles de TSH indetectables,
en ausencia de alteraciones tiroideas y centrales.
Estos datos sugieren la presencia de un factor
como la tiroestimulina que estaria estimulando el
tiroides manteniendo a los pacientes eutiroideos 2.
Ademas, en ratones a los que se administro tiroes-
timulina se ha observado un fenotipo de hipertiroi-
dismo dosis-dependiente que incluye la elevacion
de T4, sugiriendo un efecto a nivel primario del
tiroides 22,

Control transcripcional de la secrecion de TRH y
TSH

Gen de TRH

Control transcripcional negativo. La T3 a través de
la unién a su receptor de hormona tiroidea (TRB o
TRa) ejerce un control negativo potente sobre la sin-
tesis y liberacion de la TRH en neuronas del NPV del
hipotalamo. El complejo TR-T3 por interaccion con
elementos de respuesta (TRE) recluta una serie de
factores co-represores 0 co-activadores nucleares
implicados en la regulaciéon negativa, como SRC1
(steroid receptor coactivator) que es necesario para
la represion de la expresion del gen TRH (como
también del gen TSHB) inducida por T3 @ (Figura
1D). Sin embargo, las hormonas tiroideas no son el
unico control negativo del gen TRH: durante el ayu-
no, determinadas células hipotalamicas producen
Neuropéptido Y (NPY) que estimula a su receptor
(NPYR) en las células del NPV, lo que desencadena
cascadas de inhibicion de la transcripcion del gen
TRH®9),

Control transcripcional positivo. La produccion de
TRH esta controlada positivamente a nivel transcrip-
cional por la presencia de elementos reguladores en
el promotor del gen TRH, donde se unen factores
como CREB (cAMP response element binding pro-
tein) y CREM (cAMP response element modulator)
que activan la transcripcion del gen 2 (Figura 1D).
CREB aumenta en las células del NPV (productoras
de TRH) a consecuencia del aumento de AMPc deri-
vado de la estimulacion del Receptor de melanocor-
tina (MSHa), denominado MC4R, que es un receptor
de membrana acoplado a proteinas G. La MSHa que
es producida y secretada por células del vecino nu-
cleo arcuato (NA) desde su precursor, la propiomela-
nocortina (POMC) se sabe que es inhibida transcrip-
cionalmente por el NPY 2, Por tanto, el NPY (y por
tanto la ingesta) parece ser un regulador maestro de
la secrecion de TRH a través de 2 mecanismos: por
un lado, inhibiendo directamente la transcripcion del
gen en células NPV a través del NPYR, e indirecta-
mente por reduccion de la sintesis de melanocortina
en el NA.

Gen de la TSHB

Control transcripcional negativo: Como se ha dicho,
la T3 ejerce un control negativo en la sintesis y libe-
racion de la TSH en células tirotropas por unién al
receptor de hormona tiroidea (TR) y posterior reclu-
tamiento de factores correpresores o coactivadores
nucleares implicados en la regulacion, como SRC1.
En estudios in vivo se ha demostrado que NCoR1
(nuclear receptor corepressor) por interaccion con
TR podria desempefiar un papel regulador “bi-di-
reccional” (positivo y negativo) en la expresion de
TSHB 27 (Figura 1D).

Otro posible mecanismo de regulacion transcripcio-
nal negativa de la TSHB es el llevado a cabo por
las células foliculo-estrelladas de la hipdfisis. No
solo se ha descrito este “asa” ultracorta de regu-
lacion negativa sobre la TSH: también sobre el gen
de la hormona del crecimiento (GH) y de Prolactina
(PRL). Aunque se postula que la regulacion desde
las células foliculo-estrelladas se da a través del
factor TGF-B2, no se conoce la via de sefalizacion
intracelular tirotropa que desencadena en ultimo
término la inhibicién de la sintesis hormonal. No
obstante, hay evidencias de que en células lacto-
tropas de rata, la TGF-B2 reduce la expresion de
prolactina mediante la inhibicion de la proteina ki-
nasa C (PKC), postulandose el mismo mecanismo
para la regulacion negativa de la TSH 28,

Control transcripcional positivo. La hormona TRH es
liberada desde el hipotalamo y estimula el receptor
de TRH localizado en la membrana celular tirotropa.
La via de sefalizacion, desencadenada por la esti-
mulacion del receptor, activa proteinas kinasas que
fosforilan factores que en ultimo término favorecen
la activacion de factores de transcripcion estimu-
ladores de la expresion génica. Este complejo sis-
tema de factores de transcripcion tirotropa incluye
POU1F1, GATA2, PITX1, PITX2, NR4A1, TRAP220,
NCOR1 (FiguraiD). Los factores funcionalmente
mas relevantes son POU1F1 y GATA2, este ultimo
inducido por la cascada de sefializacion que ejerce
el receptor TRH por unién a su ligando TRH.

El factor POU1F1 (anteriormente denominado PIT-1)
esta formado por dos dominios funcionales, un do-
minio POU especifico y un homeodominio de unién
al ADN. Ambos dominios son importantes para la
funcioén transcripcional de la proteina sobre los pro-
motores de los genes de las hormonas TSH, GH y
PRL, en células tirotropas, somatotropas y lactotro-
pas respectivamente %20,

GATA2 no sélo es fundamental en la transcripcion
de la TSHP sino también de las hormonas gonado-
tropas (FSH, LH). Ambos factores, GATA2 y POU1F1
interaccionan participando en la diferenciacion de
las células tirotropas de la hipdfisis. Recientemente
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Tabla 1. Modelos animales y celulares de hipotiroidismo central (HC) y alteraciones centrales de la regulacion del eje tiroi-
deo: genes manipulados genéticamente, funcion de la proteina codificada y fenotipos hormonales asociados.

1TSH, bocio

HC Modelo Gen Funcion Fenotipo R
. Hormona liberadora de 1 leve TSH sérica con
Raton KO TRH Tirotropina | de bioactividad 35
o}
Q Raton KO PCSK1 Endopeptidasa que genera los | péptidos activos de TRH 36
\% y 2 péptidos activos de TRH generados a partir de la pro-TRH
% Rata Tto PPII Peptidasa que degrada e 1 TRH secretada en hipotalamo y 5
% inactiva la TRH 1TSH en suero (hipertiroidismo)
(©) L 1TRH, TSHN, T4 Ny T3 N por
= Ratén KO CREBH1 Fa_qor de transcvpcpn. regula mecanismo compensatorio por 1 25
positivamente la sintesis de TRH. -
expresion CREM
Células Receptor nuclear: regula
GH4 NR4AT positivamente la sintesis de TSH LTSH 33
. Subunidad alfa de las hormonas | |TSH e hipogonadismo hipogona-
Raton KO | CGA/GSU TSH, LH y FSH dotropo 37
Raton KO | TRAP220 Coactivador derr:Sceptores nuclea- | TSH, | crecimiento postnatal 38
Factor de transcripcion: regula | masa células tirotropas | TSH
Raton KO | GATA2 positivamente la sintesis de TSH, pas | or 39
|FSH y LH, conserva la fertilidad
FSHy LH
Ratén KO IGSF1 _ Po_sﬂole receptor de_lmerlnbra.ma' ITSH, | T3, |expresion TRHR y 40
implicado en regulacion hipofisaria tpeso
Factor de transcripcion: regula
Raton IS | POU1F1 positivamente la sintesis de TSH, ITSH, GH (enanismo) 41
2 PRL y GH
I}
2 Factor de transcripcion implicado
S Raton IS PROP1 | en diferenciacion y organogénesis ITSH, |GH, |PRL 41
T celular hipofisaria
T Raton KO PITX4 Fa_cltor de transcrl|p0|o_n. regula Tamano nornjfal hipofisis, | expre- 41
positivamente la sintesis de TSH sion Lhx3
Hipoplasia pituitaria, |tamano tiroi-
des, | expresion POU1F1, |[TSHy
Factor de transcripcion importante | T4 N por mecanismo compensato-
Raton KO | PITX2 | en organogénesis, regula positiva- rio por 1 expresion PITX1. 32
mente la sintesis de TSH Defectos en organogénesis bolsa
Rathke, ojo, corazén, craneofacia-
les.
Factor de transcripcion implicado
Ratén KO HESX1 en d|fereno|aC|on de p|tU|tar|_a Displasia de bolsa Qe Rathke, ce- 42
anterior y desarrollo de nervio rebro y ojos
optico y cerebro
» Raton 1S DIO1 Desyodasa 1 de T4 a T3 (activa- Hipertirotropinemia, TSHy T3 N 43
© dora)
5 . : L
e Ratén KO DIO2 Desyodasa 2 de T4 a T3 (activa- Resistencia hipofisaria a T4, 1T4, 44
S ., dora) 1TSH, T3 N
(o)
o Alteraciones cerebrales, 1T3 pe-
= © : - , 113 pe
® 5 | RatonKO | DIO3 Desyodasa 3 de T3 a T2 (inacti rinatal, | T3y T4 circulantes en 45
S vadora)
SRS adulto
§ Ratén KO TRa Receptor de hormona tiroidea a T4y TSHN 46
Q) . .
< Ratén KO TRB Receptor de hormona tiroidea Resistencia central a T3, 174, 46

KO: knockout, IS: inbred-strain. Tto: animal tratado con T4 (hipertiroidismo), N: normal, R: referencias bibliograficas
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se ha descubierto un tipo de células tirotropas in-
dependiente de POU1F1 diferente al conocido ®'.

PITX1 y PITX2 son dos factores de transcripcion de
funciones similares y complementarias, que se ex-
presan de forma diferencial a lo largo del desarrollo
y contribuyen a la formacién de bolsa de Rathke
(futura hipdfisis), corazén, ojo, cavidad oronasal,
dental y maxilares.

En el adulto, PITX2 es un factor necesario para el
mantenimiento de la funcion tiroidea pues regu-
la la expresion de otros factores de transcripcion
(POU1F1, PROP1)y de la propia TSHp 2. PITX1 esta
implicado en la respuesta de la hipdfisis frente a un
hipotiroidismo. Produce un aumento de la biosinte-
sis y secrecion de la TSH cuando los niveles de T3
son bajos. Aunque para obtener una respuesta 6p-
tima es necesaria la presencia asociada de PITX2,
PITX1 puede suplir las necesidades minimas en el
caso de que el factor PITX2 estuviese alterado en
modelos de raton 2.

Otro factor implicado en la sintesis de tirotropina es
NR4A1. Este receptor nuclear huérfano se expresa
no soélo en células tirotropas sino también en corti-
cotropas y gonadotropas y esté regulado por la cas-
cada de sefalizacion activada por TRH. Estudios in
vivo demuestran que NR4A1 activa la transcripcion
de TSHp, constituyendo un elemento regulador en
el eje hipotalamo-hipdfisis-tiroides 2.

El complejo TRAP/SMCC (Thyroid hormone recep-
tor associated protein complex) forma parte de la
maquinaria de regulacion transcripcional celular,
regulando positivamente la expresion de numero-
SOS genes por interaccion con receptores nuclea-
res. En la hipdfisis TRAP220 (MED1) favorece la
sintesis de la TSHp, aunque el mecanismo a través
del cual ejerce su efecto se desconoce. TRAP220
podria actuar por interaccién con el receptor de
hormona tiroidea (TR) de forma ligando-indepen-
diente. Alternativamente, TRAP220 podria actuar
como coactivador de otros factores implicados en
la transcripcion, como POU1F1 o GATA2. Indepen-
dientemente del mecanismo de actuacion, el com-
plejo TRAP desempefia una funcion esencial en el
mantenimiento de la homeostasis de las hormonas
tiroideas .

MODELOS ANIMALES Y CELULARES DE HCC

La base genética del HCC es en gran parte desco-
nocida en humanos, sobre todo en el caso del HCC
hipotalamico. Por ello, se han generado distintos
modelos animales o celulares que podrian ayudar-
nos a identificar mejor en la clinica a pacientes con
rasgos fenotipicos similares a los que presentan
estos modelos, y aportan conocimientos para esta-
blecer una mejor relacion fenotipo-genotipo en esta

patologia humana, ofreciendo un punto de partida
para la eleccion del gen candidato mas adecuado
en el diagnostico molecular de los pacientes con
HCC , o la identificacion de defectos de nuevos
genes en el HCC humano. La Tabla 1 contiene los
modelos pre-clinicos generados in vivo hasta el mo-
mento que sefialan la implicacion de los respecti-
vos genes en el hipotiroidismo central, la funcion de
la proteina que codifican y los detalles del fenotipo
hipotiroideo encontrado en cada modelo.

HIPOTIROIDISMO CENTRAL EN HUMANOS
Deteccion del HCC por cribado neonatal

El hipotiroidismo congénito central (HCC) se debe
a la disminucion total o parcial de la sintesis, se-
crecion o bioactividad de la TSH. Esta patologia no
es detectada mediante el cribado neonatal del HC
realizado en Espafia y la mayoria de paises euro-
peos, que detectan precisamente la elevacion de
los niveles de TSH como marcador “reflejo” del hi-
potiroidismo, situacion que es tipica del HC prima-
rio o tiroideo, el mas frecuente. Cuando se implanté
el cribado poblacional masivo de enfermedades
metabdlicas y de hipotiroidismo en Europa, a prin-
cipios de los afos 80, Holanda optd por detectar
todos los tipos de HC utilizando un método basado
en la determinacion de T4 total en el papel de fil-
tro. Esto permitia la deteccion de algunos casos de
HCC, pero no de todos, como posteriormente se ha
evidenciado. En 1995, Holanda mejord su cribado
neonatal de HC afiadiendo a la cuantificacion de de
los niveles de T4 total y TSH la de TBG (thyroxin bin-
ding globulin), lo que permite calcular el ratio T4t/
TBG, que ha resultado muy eficaz como sustituto
de la determinacion de T4 libre, muy dificil técnica-
mente en el eluado del papel de filtro. Con esta mo-
dificacion, la eficacia de deteccion del HCC se ha
triplicado, objetivandose que el HCC alcanza una
prevalencia mucho mayor de lo que se estimaba,
alcanzando 1: 16.000 recién nacidos #. Reciente-
mente, se ha reportado que, utilizando métodos de
ELISA en eluado de sangre de papel de filtro para
determinar T4 libre, la incidencia global de HCC es
de aproximadamente 1 en 31.000 neonatos “.

Diagndstico e investigacion etiologica del HCC

El HCC incluye defectos hipotalamicos e hipofisa-
rios, y en clinica ha de diferenciarse entre ambos
mediante la clinica, perfil hormonal, estudios de
imagen (Resonancia Magnética Nuclear) y test de
TRH. ElI HCC puede asociarse defectos en otros
ejes hormonales (deficiencia combinada de hor-
monas hipofisarias, DCHP) o bien presentarse de
forma aislada *.

La valoracion del perfil hormonal es importante para
discriminar entre un defecto hipotalamico e hipofi-
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sario, pues el primero puede presentarse como una
ligera hipertirotropinemia con baja bioactividad de
la TSH (con posible confusién con defectos prima-
rios leves), mientras que el segundo se presenta
generalmente con niveles bajos de esta hormona.
No obstante, no siempre la valoracion hormonal es
tan resolutiva. Por lo que el test de TRH constituye
una herramienta Util en la determinacion etioldgica
del hipotiroidismo central. De forma no rutinaria,
nuestro laboratorio realiza ensayos celulares in vitro
para determinar la bioactividad de la TSH en suero
de pacientes con sospecha de HCC.

El test de TRH se comenzo a utilizar a partir de los
anos 70 para diagnostico de hipotiroidismo central
e hipotiroidismo subclinico, debido a la baja sensi-
bilidad de las determinaciones hormonales en esa
década. A parir de los afos 90 los ensayos hormo-
nales de 2% y 3% generacion hacen innecesario el
test de TRH para la segunda de sus iniciales indica-
ciones, pero sigue siendo importante en la diferen-
ciacion entre HCC secundario y terciario.

El uso del test no ha estado exento de controver-
sias y algunos autores han cuestionado su utilidad
en el diagnostico y clasificacion de pacientes con
defectos centrales, argumentando que, la existen-
cia de solapamientos en la respuesta de TSH entre
pacientes con defectos hipotalamicos e hipofisa-
rios dificulta la discriminacion®®. Para maximizar la
eficacia diagnostica del test, se necesita hacer un
test largo, de 180 minutos y establecer la dinamica
individual de secrecion de la TSH.

El test se basa en la determinacion de la TSH a
distintos tiempos y con ello el calculo de ratios que
permitan la valoracion de la dinamica y magnitud
de la respuesta (15/0 min, 30/0) y la recuperacion
de la TSH basal (180/0). ElI hipotiroidismo hipota-
lamico se valora por criterios cualitativos, se pro-
duce un aumento de la magnitud de la respuesta
que puede retrasarse en el tiempo y tener una au-
sencia de recuperacion de la TSH basal a las 3
horas. En el hipotiroidismo hipofisario se valoran
criterios fundamentalmente cuantitativos, presen-
tando una respuesta disminuida de TSH a la TRH
con recuperacion completa de la TSH basal a los
180 minutos °'.

Defectos genéticos y fenotipos humanos de HCC
HCC aislado

e Defectos de la subunidad beta de TSH (gen
TSHB)

La mayoria de casos publicados de HCC aislado
corresponden a mutaciones en la Subunidad Beta
de TSH. Al igual que otros miembros de la familia
de hormonas glicoproteicas, la TSH es una protei-

na cystine-knot dimérica compuesta por cadena
Alfa y Beta. En el gen de la TSHB se han descrito
9 mutaciones diferentes %% %3, que conducen a una
deficiencia aislada de TSH de herencia autosémica
recesiva. La mutacién més frecuente en este gen
es una delecion de 1 nucledtido en el codon 105
(c.T313del, p.C105Vfs) del exén 3, que lleva a un
cambio en el patréon de lectura 'y a una proteina pre-
maturamente truncada. En este caso, la proteina no
se detecta en inmunoensayos rutinarios de TSHy es
biolégicamente inactiva sobre el receptor de TSH.
Con TSH indetectable en suero, no ha lugar realizar
un test de TRH. Sin embargo, existen otros casos
con la misma mutacion donde la TSH es detectable,
en los que el test de TRH muestra un incremento
insuficiente de TSH, pero la respuesta a Prolactina
es completamente normal. En estudios in vifro se ha
demostrado que esta mutacion tiene una bioactivi-
dad baja 4.

e Defectos del Receptor de TRH (gen TRHR)

Tan solo 2 casos familiares son conocidos con mu-
taciones de receptor de TRH (gen TRHR) %, La
herencia es de nuevo autosémica recesiva, habién-
dose descrito una heterocigosis compuesta de 2
mutaciones (un stop codon prematuro R17X en un
alelo, y en el otro, una delecion de 3 aminoacidos
- S115_T117del - asociada a otra mutaciéon missen-
se, A118T), y la misma mutaciéon nonsense (R17X)
en homocigosis en otra familia. Los pacientes son
negativos al Screening neonatal de HC, y fueron
diagnosticados por talla baja al final de la primera
década de vida. Los niveles de TSH son detecta-
bles y pueden incluso estar en rango normal, pero
su actividad es baja, como lo demuestra el hipo-
tiroidismo con T4 libre claramente reducida que
presentan. En ambos casos el test de TRH mostro
respuesta plana de la TSH y de la prolactina en los
probandos, sin embargo, dependiendo de la seve-
ridad de cada mutacioén, un defecto genético mo-
noalélico del gen TRHR podria llevar a un fenotipo
de dificil diagnéstico, con TSH y T4 libre normales,
pero con una respuesta insuficiente de TSH al TRH,
y respuesta de prolactina conservada %°.

e Defectos del factor (gen IGSF1)

Recientemente se ha identificado un gen nuevo lla-
mado /IGSF1, que esta implicado en el eje gonadal y
tiroideo en pacientes con hipotiroidismo central que
asociaban en algunos casos macroorquidismo. Este
gen de la superfamilia de las inmunoglobulinas se
ha propuesto como receptor de membrana implica-
do en la via de sefalizacion por activina A. En mo-
delo de ratén con defecto en Igsf1 se ha observado
una diminucion de los niveles de TSH en suero y
una menor expresion del receptor de TRH, lo que
sugiere el papel regulador de IGSF1 a nivel hipofi-
sario %78,
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HCC en el contexto de deficiencia hipofisaria com-
binada

El desarrollo embriolégico de la glandula hipofisaria
es muy complejo, pues consiste en la generacion fi-
nal de 6 lineas celulares distintas (Figura 1E) a través
de la expresion en cascada de distintos factores de
transcripcion, incluyendo los que seran especificos
de cada una de los tipos celulares pituitarios. Estos
factores hipofisarios se expresan de forma coordina-
da en el tiempo y el espacio. Hay factores de ex-
presién temprana como HESX1, LHX3, LHX4, PITX1,
PITX2, SOX2 o SOX3 entre otros, que intervienen en
la formacion inicial de la hipdfisis (Figura 1E). No obs-
tante, el desarrollo de los diversos linajes de células
de la pituitaria anterior requiere la actividad de varios
factores de transcripcion que se expresan mas tar-
diamente y que intervienen en la diferenciacion final
de las células somatotropas, lactotropas, tirotropas,
gonadotropas, corticotropas y melanotropas.

El desarrollo de las células secretoras de TSH re-
quiere la funcionalidad de al menos cuatro factores:
HESX1, LHX3, PITX2, PROP1y POU1F1, que cuan-
do estan mutados conducen a hipotiroidismo en
familias con deficiencia combinada de hormonas
pituitarias (DCHP). Sin embargo, no se han descri-
to en humanos defectos en otras proteinas como
PITX1 0 GATA2, que participan en la organogénesis
de la hipdfisis y de las que sélo se conocen mode-
los en ratén %°.

HCC sindrémicos y otros

S. de Axenfeld-Rieger. Mutaciones en determinados
factores pueden asociarse con sindromes clinicos,
como es el caso de Pitx2, relacionado con el Sin-
drome Axenfeld-Rieger, una enfermedad autosémi-
ca dominante que manifiesta la alteracion de 6rga-
nos cuyo desarrollo esta regulado por este factor.
Estos pacientes presentan alteraciones ¢seas den-
tales, craneofaciales, glaucoma, cardiopatia pero
también hipotiroidismo central ©°,

S. de Shapiro. Consiste en la triada clinica de hipo-
termia, sudoracion y escalofrios en episodios recu-
rrentes, asociados con agenesia de cuerpo calloso.
La periodicidad de los episodios de hipotermia va-
ria desde horas a afios, y su duracion de horas a
semanas. Tipicamente, también se asocian altera-
ciones del sistema nervioso central, particularmen-
te hipotalamicas, lo que se asocia a hipotiroidismo
central, del que se han descrito tanto terciario como
secundario ¢, | a base genética del Sindrome se
desconoce en la actualidad.

Pseudohipoparatiroidismo la (GNAS). Mutaciones
en el gen que codifica la subunidad alfa de la pro-
teina G acoplada al receptor (GNAS) conllevan un
fenotipo de hipotiroidismo generalmente primario

pero puede también ser “mixto” entre secundario
(hipofisario) y primario debido a que tanto el recep-
tor de TSH (TSHR) localizado en la glandula tiroidea
como el TRHR de la célula tirotropa son receptores
acoplados a la proteina G alfa. No se conoce el me-
canismo que desencadena la predominancia de un
fenotipo u otro, si bien, es mas frecuente la manifes-
tacion de una resistencia a TSH 3 ¢4,

TRAP230. Los defectos hipofisarios pueden ocurrir
a nivel transcripcional por mutaciones en factores
como TRAP220 (también conocido como Med1),
que forma parte del complejo TRAP/SMCC/Media-
tor complex y actua como coactivador de la sintesis
de la TSHp. Mutaciones en un factor relacionado de
la misma familia, el TRAP230 (MED12) se han aso-
ciado a retraso mental e hipotiroidismo . Si bien
este hipotiroidismo esta poco caracterizado, el fe-
notipo conocido de hipotiroidismo central del raton
KO para Trap220 (Tabla 1) sugiere fuertemente que
el hipotiroidismo humano identificado sea también
de tipo central.

CONCLUSIONES

La complejidad de los mecanismos moleculares
que regulan el eje hormonal tiroideo en hipotalamo
e hipdfisis anticipa la diversidad de defectos gené-
ticos que han de ser la causa de hipotiroidismo cen-
tral, una diversidad que en el momento solamente
se vislumbra. Es el HCC una patologia que necesita
de un alto indice de sospecha en las consultas cli-
nicas, quizas teniendo en cuenta el posible agrupa-
miento familiar de hipotiroidismos leves, que habra
que diferenciar bien del hipotiroidismo leve prima-
rio. Es destacable que los casos de HCC por de-
fectos en el Receptor de TRH consultaron por talla
baja. Y que SR Rose encuentra que un porcentaje
de nifios con talla baja idiopatica tiene un hipotiroi-
dismo central aislado .

Ante sospecha de HCC debemos caracterizar en
detalle clinicamente a los pacientes, sirviéndonos
de los rangos hormonales, pruebas de imagen, el
test de TRH y, en casos concretos, el ensayo de
bioactividad de la TSH sérica de los pacientes. Ello
nos llevara a identificar defectos genéticos en ge-
nes conocidos (actualmente muy escurridizos) y en
otros por conocer, al investigar con las modernas
técnicas gendmicas pedigries familiares con esta
patologia. Estos genes muy probablemente son
responsables de la determinacion del “set-point” in-
dividual de la secrecion de TSH o estan implicados
en las oscilaciones circadianas de la tirotropina.
Mirando hacia el futuro, la medicina regenerativa,
que ha demostrado ser capaz de generar in vitro
adenohipdfisis funcionantes partiendo de células
madre hipofisarias ", puede constituir una poten-
cial solucién no solo del hipotiroidismo central, sino
de los hipopituitarismos en general.
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