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RESUMEN

En seis sujetos normales se demostraron cambios circadianos significativos en
los niveles séricos de Tiroxina (T;), Hormona Tiroestimulante (TSH), Prolactina y
en la Captacion de Triiodotironina (In Vitro) por la Resina (RT,U) y en la eliminacion
urinaria de T,. El patrén de la TSH mostré ser reciproco al de la T, sérica, con
niveles elevados durante la noche y no coincidiendo con el patron de la Prolactina.
Ni la postura, ni la administracion de corticosteroides o de T, exéjena mostraron
un efecto significativo sobre las variaciones circadianas de TSH. Estas dltimas
probablemente estdn determinadas por un mecanismo que opera a nivel central.
Los niveles de Triiodotironina circulantes posiblemente se regulan periféricamente.

INTRODUCCION

A pesar de que patrones circadianos de las hormonas del eje Hipotalamo-Hipé-
fiso-Tiroideo han sido sugeridos, todavia existe cierta controversia en relacién a la
existencia de dichos patrones. Varios investigadores no han podido evidenciar patron
ritmico alguno en los niveles de la Hormona Tiroestimulante (TSH) e¢n el hombre,!.*
a la vez que otros grupos quienes han reportado patrones circadianos no estan
uniformemente de acuerdo acerca del periodo durante el cual los niveles de TSH
estdan en su maximum.5.8 Resultados contradictorios también han sido reportados en
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relacién a los ritmos circadianos del Protein-Bound lodine (PBI), Tiroxina Total
sérica (TT,) y de la Tiroxina Libre (FT,).2,10

La falta de sensibilidad en los métodos analiticos empleados, bien podria explicar
estas discrepancias. Con el desarrollo de Radiocinmunoandlisis altamente sensibles
y precisos se llevé a cabo este estudio, con la intencién de documentar o descartar
variaciones circadianas en los niveles séricos de TSH, TT,, Triiodotironina Total (TT.,)
y Prolactina, los patrones de Excrecion urinaria de T, y T,, y el efecto de la postura,
administracién de corticosteroides y de Tiroxina sintética sobre dichas variaciones
circadianas.

MATERIAL Y METODOS
Sujetos

Seis varones voluntarios, aparentemente sanos. con edades comprendidas entre
los 25 y 35 afios, conformaron el grupo estudiado. Ninquno estaba recibiendo medica-
cion alguna. Durante un periodo de 24 horas continuas se colectaron muestras de
sangre (5 ml), cada media hora, a través de una céanula insertada en una vena ante-
cubital la cual fue retirada sélo al final del estudio. Asimismo, se colectaron muestras
de orina al finalizar cada lapso de 2 horas durante el dia y cada lapso de 4 horas
durante la noche. Los sujetos llevaron a cabo su actividad diurna normal, se durmie-
ron, espontaneamente, sélo a partir de las 24:00 hr. v en general no fueron partur-
bados por la toma de las muestras (excepto la emisién de las muestras de orina
durante la noche). Dos de los mismos sujetos y durante otro periodo de 24 horas
continuas fueron estudiados siguiendo un protocolo idéntico, pero incluyendo un
lapso de seis horas, desde las 12:00 hasta las 18:00 horas, en posicidon de dectbito
supino y sin dormir durante estas 6 horas. A otro sujeto, del grupo original, se le
administré dexametasona en dosis de 0,5 mg, via oral, cada 6 horas, comenzando
a las 09:00 horas del dia anterior. En él, las muestras se colectaron desde las 09:00
hasta las 18:00 horas del siguiente dia. Por dltimo, a un sujeto diferente se le
administré Tiroxina sintética en dosis de 200 mg, via oral, cada 24 horas, durants
dos dias, v luego fue sometido al mismo protocolo original.

Determinaciones

En todas las muestras de sangre, el suero fue separado en las siquientes
2 horas de su coleccion v congelado hasta el dia de ser analizado. Para evitar el
factor “Error inter-analisis”, todas las muestras de un mismo sujeto fueron deter-
minadas en un mismo dia.

La concentracién de la Tiroxina Total sérica fue determinada por Radicinmuno-
analisis en 20 ,l de suero, usando el Acido sulfénico del 8-anilino-1-naftaleno
(200 png) para inhibir la afinidad de la Globulina trasportadora de Tiroxina (TBG), v
el carb6n para separar las fracciones libres y ligadas al anticuerpo. El suero anti-T,
fue obtenido mediante la inmunizaciéon de conejos con miltiples inyecciones intra-
dérmicas utilizando un conjugado de T, bovina-albdmina sérica. La concentracién
de Triiodotironina Total (TT;) fue medida en 50 4| de suero, por un método de
Radioinmunoandlisis similar.l! usando un suero anti-T, obtenido en cabras, el cual
mostrd una reactividad cruzada con la T, de 0.0125%. La captacién in vitro de la
T. por la Resina fue determinada utilizando un Kit comercial (Thyopac-3, Radio-
chemical Centre, Amersham). Los niveles circulantes de TSH fueron determinados
por Radioinmunoanélisis utilizando el método del Doble Anticuerpo descrito por
Hall v sus colegas.l? El suero anti-TSH fue obtenido en conejos inmunizados con
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TSH porcina vy, debido a que no mostrd reactividad cruzada con la Gonadotrofina
Coridnica Humana, no se anadié esta tltima a la mezcla de incubacién. Los niveles
de Prolactina circulante fueron determinados por Radioinmunoandlisis.13 La excrecion
urinaria de T, y Ty fueron determinadas segin método descrito anteriormente 14,18
y los resultados expresados como ;g de hormona excretados por minuto.

RESULTADOS

La Tabla | muestra la sensibilidad y precisién de los métodos analiticos utilizados.

TABLA |
VOLUMEN DE LA LIMITE DE COEFICIENTE DE

PARAMETRO MUESTRA (1) DETECCION VARIACION (%)
Suero

TSH (RIA) 100 0.1 U/ml 5

T, (RIA) 20 05 /100 ml 7

T. (RIA) 50 2.5 4 g/100 ml 2.5
Prolactina (RIA) 50 05 pg/ml 7

RT,U 100 2
Orina

T, (CPBA) 1000 25 Mgﬁ{]ﬂ ml 4.6

T, (RIA) 100 25 Hgﬁﬂﬂ m| 3.5

RIA = PRadioinmunoandlisis

CPBA = Analisis por Enlace Poteico Competitivo

Tabla |I—Detalles de la Sensibilidad vy Precision de los métodos
analiticos, obtenidos de 10 determinaciones de cada muestra con
concentraciones baja, normal y alta.

La Tabla Il muestra los promedios absolutos de las concentraciones hormonales
correspondientes al dia y la noche.

Los resultados estan calculados segtin el método utilizado por Orth e Island,*”
expresando cada valor como la desviacién porcentual del promedio de concentracio-
nes de esa determinada hormona, en ese mismo dia, y en ese mismo sujeto en
particular. La Figura 1 muestra las variaciones promedias para el grupo en los
niveles séricos de TSH, T, y T, y la Captacién in vitro de T, por la Resina (THUT).
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Figura 1—Variaciones Circadianas en la TSH, T, y T, séricas y la
Captacion de T, por la Resina (THUT] en todos los sujjetos, repre-
sentadas como la desviacion porcentual del propio promedio de
valores.

Cambios en los niveles de TSH circulante: Un patrén circadiano definido en
la TSH de todos los sujetos fue evidenciado, con niveles méas bajos durante el dia,
nero valores significativamente incrementados durante la noche. Este incremento
comenzé a ocurrir 4 horas antes del suefo, lo cual en nuestro estudio se permitio
alrededor de la medianoche. Asimismo se observaron fluctuaciones episddicas de
la TSH durante las 24 horas. Un sujeto, en particular, mostré fluctuaciones exage-
radas y una variacion de tipo circadiana mas marcada; €l mostré un nivel promedio
de TSH durante ese dia de 5 pU/ml, con niveles maximos y minimos de 20 y
3.4 pU/ml respectivamente. Examenes posteriores demostraron que este voluntario,
clinicamente eutiroideo tenia niveles normales de T, Total sérica, T, Total sérica
y no tenia titulos detectables de anticuerpos antitiroglobulina ni antimicrosomales
mediante técnicas de inmunofluorescencia.

VOL. X¥I No. 58 — BSEPTIEMBRE 19717 113



Cambios en los niveles de hormonas tiroideas circulantes: Los niveles de T,
Total sérica, también mostraron un patrén circadiano definido, con niveles minimos
entre la medianoche y las 08:00 horas. La Tabla Il muestra la diferencia estadistica-
mente significativa en todos los sujetos entre estos niveles y aquellos registrados
durante el dia.

Los niveles de T, Total sérica no mostraron un patrén circadiano definido, a
pesar de que se observaron concentraciones algo menores entre las 02:00 y las
08:00 horas.

Cambios en la excrecion urinaria de T, y T,: Los valores promedio en todos
los sujetos estan presentados en la Figura 2. Se puede apreciar que la excrecion
urinaria de T, estd caracterizada por una elevacién rapida en la mafiana y una
disminuciéon durante la noche, pero permaneciendo constante durante las horas de
vigilia. El momento varié ligeramente en los distintos sujetos, con valores maximos
entre las 08:00 y 12:00 horas y minimos en la segunda mitad de la noche (entre las
04:00 y las 08:00 horas).

En contraste, la excrecioén urinaria de T; permanecié constante durante todo el
periodo de 24 horas (dentro de -+ 0.1 yg/min del promedio).

URINE T3
1.0p

0.8F
0.6
0.41
0.2F

HORMONE
EXCRETION
(ng/ min) URINE T4

e

L T R o R . Y T - .
L]

0700 1100 15.00 19.00 23.00 (3.00 07.00
TIME OF DAY (HOURS)

El 4area sombreada indica el periodo nocturno de excrecidn urinaria
hormonal.

Figura 2—Variaciones Circadianas promedio en la excrecion uri-
naria de T, y T, en todos los sujetos.

Cambios en la Captacion de T, por la Resina: La Figura 1 muestra que, el grado
de insaturacion de las proteinas trasportadoras de hormonas tiroideas (evaluado
mediante la captacion in vitor de T, por la Resina), muestra un patrén circadiano
perfectamente definido, el cual es casi idéntico al observado en relacién con los
niveles de T, Total sérica.
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Cambios en los niveles de Prolactina circulante:

La Figura 3 muestra los patro-

nes circadianos de los niveles de TSH y Prolactina circulante, en un sujeto el cual
puede ser considerado como un representante tipico del grupo estudiado. El patrén
de la Prolactina se vio caracterizado por fluctuaciones episddicas con incrementos
marcados durante la noche. El periodo de maxima secrecién varié en los diferentes
individuos, bien desde la medianoche hasta las 04:00 horas o desde las 04:00 a las

07:00 horas, pero siempre ocurrié antes del incremento médximo de la TSH.

Efecto de la postura:

2%
20

16} 12
= Pralactin i » TSH
el 12 pllimt
41
=¥

" 000 00 1200 1500 7000 2400 Hr.
TIME OF DAY

Figura 3—Variaciones Circadianas en los niveles séricos de TSH vy
Prolactina en un sujeto.

La Figura 4 muestra el patron circadiano de la TSH en

un sujeto. No hubo una variacion significativa en dicho patrén en relaciéon a la
posicion vertical u horizontal del sujeto. Los patrones circadianos de la T, Total
sérica y de la Captacion de T, por la Resina, tampoco mostraron infiunecia postural

alguna,
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El drea sombreada indica el periodo cuando el sujeto estaba en
posicion de decibito supino. La parte inferior muestra el patron
circadiano de la TSH, en el mismo sujeto, duante un dia normal,

Figura 4—FEfecto de la Postura sobre las Variaciones Circadianas
en los niveles séricos de TSH en un sujeto.
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Efecto de la administracion de corticosteroides: El ritmo circadiano fisicldgico
ce: los corticosteroides fluorogénicos circulantes fue abolido (niveles entre 1 vy
2 49/100 ml). A pesar de que los valores promedio de los niveles de TSH, T, Total
sérica, Prolactina y la Captacion de T, por fa Resina, fueron significativamente mas
bajos, sus patrones circadianos permanecieron sensiblemente iguales.

Efecto de la administracion de Tiroxina: La Figura 5 muestra el patrdn circa-
diano de la TSH en un mismo sujeto, tanto basal como después de la administracion
de tiroxina ex6gena. No se observo una modificacion significativa otra que una
supresion de los niveles desde un promedio basal de 2.9 ,U/ml a un valor promedio
pest Ty de 0.9 4U/ml.

120 b
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-40

Ry 1.00 3.00 12.00 10,00 0 24.00

TIHE OF DAY (HRS)

Figura 5—Variaciones Circadianas en los niveles séricos de TSH,
antes y después de la administracion de 200 mcg de Tiroxing
sintética, durante 48 horas, en un sujeto.

DISCUSION

Usando métodos de Radioinmunoanalisis (RIA) altamente especificos; sensibles
y precisos, ha sido posible medir con confianza aan pequefios cambios en la con-
centracion real de hormonas circulantes. Es asi como nosotros hemos podido medir,
durante un periodo continuo de 24 horas, las variaciones simultaneas en la concen-
tracion sérica de TSH, T, y T,, permitiendo, en esta forma, interpretar ¢l posib'2
papel que cada una de estas hormonas desempena en les mecanismos de “Fecd-
back™ que rige el eje Hipotadlamo-Hipofiso-Tiroideo. Por otra parte, dado que los
volimenes de suero requerido para las distintas determinaciones eran del orden
de los microlitros, nosotros pudimos medir tal cantidad de pardmetros simuitanea:
mente, manteniendo la cantidad total de sangre perdida reducida a un minimum
razonable de aproximadamente 240 ml en cada sujeto durante un periodo de 24 horas,
lo cual representa acerca del 49 - 0.5% del volumen sanguineo total estimado
de 4.99 -+ 0.55 litros.1® Esta pérdida sanguinea seria insuficiente para explicar las
variaciones circadianas encontradas, dado que las diferencias entre las concentra-
ciones méaximas y minimas observadas fueron de hasta un 17%.

Este estudio confirma claramente la existencia de patrones circadianos en los
niveles de TSH, T, sérica y prolactina, asi como los valores de la captacion de T,
por la resina. No hubo evidencia de un verdadero ritmo circadiano en relacién a la
T., sérica o urinaria. El patrén circadiano de la TSH observado por nosotros es similar
al observado por Patel y sus colegas ¢ y Weeke 5 quienes reportaron niveles elevados
de TSH durante la noche en todos sus sujetos, mientras que Vanhalest y colabora-
dores © encontraron niveles elevados durante la noche sdlo en mujeres v no en
hombres. Nuestros resultados muestran que el incremento en los niveles de TSH
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ocurrié aproximadamente 4 horas antes del comienzo del periodo de suefio y los
niveles maximos se alcanzaron entre las 23:00 y las 02:00 horas. Weeke & encontré
los niveles més elevados de TSH entre las 20:00 y las 08:00 horas.

Todos nuestros sujetos mostraron un patrén circadiano bien definido de la T,
Total sérica y de la Captacion de T, por la Resina, siendo dichos patrones similares
entre si, pero reciprocos al de la TSH. Lemarchand-Beraud y Vanotti ¢ observaron
la misma correlacién inversa entre la TSH v la Tiroxina Libre.

Nosotros hemos confirmado los hallazgos de Robyn y colaboradores 1 en el
sentido de que la liberacion de TSH y de Prolactina no ocurre concomitantemente
y probablemente no estan interrelacionadas.

Cambios posturales durante el dia, de la posicién vertical a la horizontal, no
tuvieron ningin efecto aparente sobre las variaciones circadianas de las hormonas
tiroideas, TSH o Prolactina. Nos parece interesante el hallazgo de DeCosta y sus
colegas 1° quienes lograron invertir el ritmo circadiano de la T, Total sérica al

invertir el ciclo Suefo-Vigilia.

Es improbable que alteraciones en el Clearance hepatico o hemoconcentracion,
per se, puedan explicar las variaciones circadianas observadas en relaciéon a la TSH,
ya que mediante estos factores los cambios en las proteinas plasmaticas, hemoglo-
bina y hematocrito son tales, que los valores mas bajos ocurren durante la noche,2°
mientras que la TSH estd mas elevada es durante dicho periodo.

Nicoloff et al5 demostraron un patron circadiano en la liberacion de lodo
Tiroideo con niveles maximos alrededor de las 04:00 horas, y postularon la presen-
cia de un efecto de Feedback negativo de los corticosteroides plasmaéticos ejercido
sobre la TSH. Nuestros hallazgos no permiten sostener dicho postulado, ya que la
supresién del ritmo circadiano de los corticosteroides enddgenos no alteré el patrén

circadiano de la TSH.

Nos parece de sumo interés el hecho de que la administracién de Tiroxina
sintética en forma aguda, suficiente para reducir el promedio de la TSH basal a
0.9 pU/ml, no alteré el patrén circadiano de la TSH. Nos parece probable que el
ritmo de la TSH esta determinado por un mecanismo que opera a nivel central y que
los niveles de T, libre son mantenidos mds o menos constantes debido a variaciones

en la conversion periférica a partir de T, o T, “Invertida”.

La aplicacién clinica practica de estos estudios circadianos es cue la coleccion
de sangre para la determinacion de la TSH o de la T, deberia ser hecha en un
momento particular del dia e.g mediodia, cuando la concentracién de estas hormonas
ha alcanzado su valor basal promedio. Sugerimos, asimismo, que estas variaciones
(de hasta un 17%) deben ser tomadas en cuenta al momento de interpretar resul-
tados de algin estudio IN VIVO realizado durante un periodo que se extienda

durante varias horas.

La ausencia de variaciones circadianas en la excrecién urinaria de T4 representa
una ventaja practica, ya se pueden indicar colecciones urinarias que recojan la
orina de la noche en vez de las impracticas colecciones de 24 horas.

Es posible que la interpretacion fisiolégica de estos ritmos circadianos no sea
la de causar cambio alguno sobre otros sistemas, sino que meramente representen
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una consecuencia de la imperfeccion de los mecanismos de regulacion biologica
tipo “"Feedback”™ (Efecto de Oscilacién).
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