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RESUMEN

Las hormonas tiroideas intervienen en la regulacion de la ingesta energética, crecimiento y
desarrollo. Estas funciones favorecen el periodo de gestacion desde etapas tempranas, como la
implantacién y la placentacion, y el desarrollo fetal. En estudios previos se ha mostrado que el
hipotiroidismo reduce el ancho de abdomen de los fetos en el dia 20 de gestacion de las conejas.
Esta reduccion en el crecimiento fetal tiene un componente metabolico, ya que las hormonas
tiroideas regulan la cantidad de glucégeno, GLUT4 y el contenido de lipidos en la interfase
materno-fetal. Dado que el hipotiroidismo se relaciona con la regulacion de hormonas que
regulan diversas rutas metabdlicas como la adiponectina y la prolactina, en el presente trabajo
se investigo el efecto del hipotiroidismo en los niveles séricos y receptores de adiponectina,
leptina y prolactina. Para ello, se indujo hipotiroidismo materno mediante la administracion
diaria del farmaco metimazol (10 mg/kg; Sigma-Aldrich) en conejas gestantes de 20 dias. Al
final del tratamiento, las conejas fueron eutanizadas y sus fetos fueron categorizados en peso
normal (>4,60 g) y bajo peso (<4,59 g). La interfase materno-fetal (placenta-utero) de cada feto
fueron congeladas a -80°C hasta su uso. Los niveles séricos de adiponectina, prolactina y leptina
en las madres fueron medidos, asi como la expresion de receptores de adiponectina 1 y 2,
(ADIPOR1 y ADIPOR2) prolactina (PRL-R) y el contenido de glucogeno también fueron
medidos en la interfase materno-fetal dependiendo del peso de los fetos. Se encontré que el
hipotiroidismo no modificé los niveles circulantes de adiponectina, prolactina y leptina, ni el
contenido de glucdgeno y la expresion de ADIPOR2 y PRL-R en los sitios de implante, pero si
aumento6 la expresion de ADIPORI en los implantes de fetos con bajo peso. Nuestros resultados
muestran una importante expresion diversificada de los receptores en las estructuras celulares
implicadas en la interfase placenta-Utero y la posible participacion en la regulacion de

angiogénesis fetal por la expresion de ADIPORI.
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1. INTRODUCCION

1.1 La coneja como modelo animal

Orictolagus cuniculus es la especie que pertenece a los conejos de raza Nueva Zelanda. Es
ampliamente usada en investigacion médica (European Comission, 2010). Su utilidad como
modelo animal permite la comprension de procesos que subyacen a la reproduccion, fertilidad
y gestacion. En particular, la hembra de esta especie ofrece multiples ventajas por sus
caracteristicas fisiologicas. En relacion con la madurez sexual, se consolida alrededor de los 4
a 5 meses de edad (Fisher y cols. 2012). Su ovulacién es refleja, es decir, es inducida con el
apareamiento por estimulos sensoriales y neuroendocrinos (Milanovic y cols. 2017). Ellas
pueden presentan varios ciclos reproductivos anuales, dado que sus periodos gestacionales son
de 31 dias. Estas caracteristicas permiten un control efectivo en la planeacion gestacional, el
desarrollo embrionario y el momento del alumbramiento (Fisher y cols. 2012).
Anatomicamente, el utero, su 6rgano reproductor, se aloja en la cavidad pélvica entre IV y VII
vertebra lumbral (Milanovic y cols. 2017). Posee una vagina, dos uteros y dos cuernos uterinos
separados, que facilitan el transporte de grupos embrionarios albergados en cada cuerno uterino.
Otra ventaja es su alta fertilidad, tras el alumbramiento se pueden obtener camadas de 8 a 9
gazapos. De manera que se facilita obtener un considerable nimero de tejidos embrionarios para
la experimentacion, la investigacion de las interacciones materno-fetales y monitoreo del
crecimiento fetal. El estudio de dichas interacciones también puede fundamentarse porque la
histologia, entorno hormonal y secuencia de genes del animal es similar a la humana (Fisher y
cols. 2012; Malinovic y cols. 2017). En el presente trabajo se utiliza este modelo animal para

explorar el entorno uterino durante la gestacion.
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1.2 Cambios uterinos asociados a la gestacion

El utero es un 6rgano dindmico. De acuerdo con sus caracteristicas histologicas esta
compuesto por dos capas. La capa externa se conoce como miometrio, formada por tejido
muscular liso y tiene una funcién activa durante el trabajo de parto (Ochoa-Bernal y Fazleabas
2020; Bhusane y cols. 2016; Critchley y cols. 2020). La capa interna llamada endometrio cubre
la superficie de la cavidad uterina y su funcion es alojar, nutrir y facilitar la implantacion del
embrion. El endometrio esta constituido por células epiteliales, células inmunes, fibroblastos y
vasos sanguineos que responden a hormonas para diferenciarse, degenerarse y re-epitelizarse si
el embarazo no ocurre (Bhusane y cols. 2016). Tras la fecundacidn, inicia el establecimiento de
la gestacion. La gestacion es el tiempo que transcurre desde la fecundacion del 6vulo por el
espermatozoide hasta el momento del parto (Su y Fazleabas 2015). Consta de diferentes etapas
fisioldgicas que se desarrollan gradualmente al interior del utero: implantacion, decidualizacion,

placentacion y crecimiento fetal.

Implantacion. Este evento consta de tres pasos: la aposicion, adhesion e invasion del
blastocisto. Estos se presentan en un periodo donde el endometrio es receptivo a la implantacion.
Inicialmente el blastocisto ingresa al fondo del ttero y se alinea para establecer posicionamiento
a la superficie apical del epitelio luminal del endometrio. Al mismo tiempo, inicia una primera
diferenciacion celular que servira mas tarde para la formacion de la placenta. Una masa celular
en el blastocisto prolifera y se diferencia en células del trofoblasto (Schumacher y Zenclussen
2019). Tanto la masa celular como el blastocisto establecen adherencia al epitelio endometrial,
penetran e invaden al estroma para alcanzar vasos sanguineos de la madre (Su y Fazleabas 2015;
Ochoa-Bernal y Fazleabas 2020; Gharabaghlou y cols. 2021). Esta etapa es dirigida por la
expresion local de citosinas, proteasas, factores de crecimiento, como el factor inhibidor de la
leucemia (LIF), factor de crecimiento epidérmico de unién a heparina (HB-EGF), moléculas de
adhesion (selectinas, mucinas, integrinas) y hormonas como los estrégenos y progesterona.
Estas moléculas en conjunto favorecen la remodelacion del tejido endometrial incluyendo su

epitelio luminal, glandular y estroma (Bhusane y cols. 2016; Figura 1). Las células trofoblasticas
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se diferencian en citotrofoblasto. Otras células, contintan su diferenciacion en
sincitiotrofoblasto y promueven invasion profunda y masiva hasta embeberse en los vasos
maternos. De manera que, se forma lagunas donde la sangre materna es captada y forma una
primera red de transferencia de oxigeno y nutrientes. Los citotrofoblastos contintian creciendo
a lo largo de las trabéculas del sincitiotrofoblasto para formar las primeras vellosidades
corionicas que originan a la placentacion (Su y Fazleabas 2015: Silva y Serakides 2016; Lopez-
Tello y cols. 2019; Hemberger y cols. 2020). Las arterias del utero son invadidas por células
trofoblasticas en la region endotelial siendo moduladas por proteinas de matriz extracelular. Esta
remodelacion vascular materna genera vasos de alta y baja resistencia. La transformacion de las

arterias provee alto flujo sanguineo materno hacia el feto (Schumacher y Zenclussen 2019).

Decidualizacion. Es un proceso donde las células estromales se diferencian
transformandose en células deciduales (Ochoa-Bernal y Fazleabas 2020). Asi, se forma la
decidua que soporta el embarazo y sirve como andamio al plexo vascular que permitira el
intercambio materno fetal (Shawber y cols. 2015). La decidualizacién depende de la hormona
gonadotropina corionica humana (HGC), estradiol, progesterona y células inmunes infiltradas
en el endometrio (Ochoa-Bernal y Fazleabas 2020). Al mismo tiempo, cambia la composicion
de células inmunes en la implantacion y la decidualizacion. Las células inmunes residentes en
la decidua como las natural killer contribuyen a la tolerancia inmunologica, asi como los
monocitos. Estos tipos celulares permiten inmunotolerancia fetal de la madre para que su feto
no sea reconocido como algo extrano (Schumacher y Zenclussen 2019) y promueven la
transformacion de la vasculatura uterina (Ochoa-Bernal y Fazleabas 2020). La decidua controla
la invasion del trofoblasto para acceder a la circulacion materna y promover la angiogénesis,
(formacion de nuevos vasos) en respuesta a la gonadotropina coriénica humana para formar un
sistema vascular independiente entre madre y feto. Por su parte, el citotrofoblasto contintia
formando redes de anclaje entre las células deciduales, glandulas y el sistema inmune (Ochoa-
Bernal y Fazleabas 2020; Monin y cols. 2020). La progresion del embarazo se regula por la
presencia de células inmunes. Ellas promueven un ambiente proinflamatorio en el utero durante
la implantacion y placentacién y antiinflamatorio durante el crecimiento fetal. Las células

inmunes son mediadas por la hormona gonadotrofina coriénica humana (HCG) que promueve
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la proliferacion y apoptosis local en el linaje de linfocitos T helper 1 (Thl) (Schumacher y

Zenclussen 2019).

HUMAN IMPLANTATION AND DECIDUALIZATION Plpodes o Macrophages
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Figura 1. Proceso que describe a la implantacion y decidualizacion en el endometrio. La implantacion se divide en: A)
Aposicion, B) Adhesion/apego, C) Invasion/penetracion y D) Decidualizacion. Durante estos procesos iniciados en la ventana
de implantacion se expresan una serie de proteinas que modulan cada paso desde la entrada del blastocisto al utero. A)
Aposicion: En esta fase L-selectinas se unen a sus ligandos de L-selectinas. La union de selectinas y MUC-1 son expresadas
por el blastocisto. MUC-1 hace posible la correcta adherencia en el periodo de receptividad uterina mientras que las L-selectinas
se expresan en los pinopodos. B) Adhesion/apego: El blastocisto escinde MUC-1 en el sitio de implante para asegurar la
adhesion. LIF-1 sirve de respaldo para la interaccion embrion-endometrio. C) Invasion/penetracion: En esta fase las células del
trofoblasto del blastocisto invaden el epitelio endometrial hacia el estroma. Las células del trofoblasto extravelloso proliferan y
se diferencian a citotrofoblasto interno y sincitiotrofoblasto externo. D) Decidualizacion: Una vez iniciada la implantacion el
embrion escinde el epitelio luminal y las células estromales que rodean al embrion se transforman en células deciduales. La
expresion y funcion de células natural killer (uNK), inmunes y macréfagos en la decidualizacion es apoyar el proceso de
implantacion. Muc-1: mucina 1, LIF-1: factor inhibidor de leucemia, uNK: célula natural killer. Tomado de Ochoa-Bernal y
cols. 2020.
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Placentacién. La placenta en humanos, primates y conejas es de tipo hemocorial y se
caracteriza por una barrera celular que favorece el contacto sanguineo entre la madre y el feto y
se organiza en dos estructuras: la interfaz materna y la interfaz fetal (Silva y Serakides 2016;
Soares y cols. 2018; Figura 2). El sincitiotrofoblasto desarrolla proyecciones vellosas que
conectan con la sangre materna para facilitar el intercambio de nutrientes, gases y desechos
formando redes de vasos intrincadas hasta formar una placenta madura. La placenta presenta
cambios en su estructura a lo largo de la gestacion, al inicio aumenta su tamafio y posteriormente
disminuye (Fischer y cols. 2012; Cuman y cols. 2013). Ademas, la placenta tiene capacidad de
almacenar glucosa en forma de glucogeno y expresa enzimas como glucdgeno fosforilasa
(enzima clave en la ruptura de glucogeno) y la glucosa-6 fosfatasa para obtener energia e
impulsar el crecimiento fetal (Roberts y Tunster 2020). Cabe mencionar, que el desarrollo
inadecuado de los vasos sanguineos durante esta etapa puede generar placentas inmaduras que

conllevan a patologias en la madre y falta de crecimiento en el feto (Hemberger y cols. 2019).

La placenta esta formada por un conjunto de células especializadas que se denominan
células trofoblasticas. Estas adquieren diferentes nombres segin su ubicacion y morfologia en
la interfase materno-fetal. Soares y colaboradores mencionan que hay diferencias de linajes
celulares entre especies de mamiferos, lo que dificulta su clasificacion. Pero en la placenta tipo
hemocorial se pueden distinguir los siguientes linajes. El citotrofoblasto es una poblacion de
c¢lulas madre progenitoras, forman parte de las vellosidades y se ubican debajo de las células
del sincitiotrofoblasto. El sincitio primario consta de trofoblastos multinucleados que residen en
el sitio de implantacion su funcion es invadir a la decidua uterina. El sincitiotrofoblasto se
compone de células que funcionan como barrera, poseen actividad endocrina, son productoras
de hormonas esteroides y péptidos y se ubican en la zona laberintica de la placenta. Las células
trofoblasticas invasivas endovasculares tienen la funcidon de reestructurar la arteria espiral
materna y se ubican dentro de los vasos. Las células trofoblasticas invasivas intersticiales sirven
de anclaje a la placenta y remodelan el estroma del tutero, se localizan fuera de los vasos. Las
células gigantes son células con actividad endocrina, pueden generar hormonas esteroideas y
péptidos, se ubican en la zona de union utero-placentaria. Las células del espongiotrofoblasto
tienen actividad endocrina, producen hormonas peptidicas y se ubican en la zona de unidon

(Soares y cols. 2018).
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Desarrollo fetal. El crecimiento fetal implica aumento en el nimero de células
precedido por el aumento del tamano de estas después de las 32 semanas de gestacion en
humanos. El ambiente uterino en el que se desarrolla el feto es crucial para su crecimiento,
supervivencia y salud a largo plazo. Existen factores genéticos y ambientales asociados al
desarrollo de esta etapa. Estos factores estan dados por la placenta, la madre y el feto (Murphy
y cols. 2006). La placenta produce hormonas y factores de crecimiento que el embrion recibe
para el desarrollo de sus o6rganos, la madre proporciona nutrientes Optimos basados en dieta y
estilo de vida saludable para que el feto los reciba con el objetivo de satisfacer sus demandas
(Hemberger y cols. 2019). El crecimiento, desarrollo del embrién y la vascularizacion
placentaria son regulados por los siguientes factores de crecimiento. La angiopoyetina-2,
moldea la vasculatura materna y promueve la respuesta del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGF) y el factor de crecimiento placentario (PGF). A su vez, el factor de
crecimiento insulinico (IGF) promueve la proliferacion celular, diferenciacion y la apoptosis
(Street y cols. 2006; Reynolds y cols. 2015; Hemberger y cols. 2020; Figura 3). En conjunto, la
invasion trofobldstica y el aumento de flujo sanguineo ftutero-placentario garantizan el
crecimiento. El feto crece bajo las capacidades de la madre, si crece demasiado, existe
posibilidad de un parto dificil que pone en riesgo a la madre. Un tamafio pequefio implica riesgos

para el feto a corto y largo plazo (Murphy y cols. 2006).

1.3 Patologias asociadas a la gestacion

Diabetes mellitus gestacional (DMG). Se caracteriza por un estado de hiperglucemia
durante el embarazo que afectan a la madre y su descendencia. Puede detectarse en el segundo
trimestre debido a un incremento en la resistencia a la insulina (RI) con inadecuada
compensacion de las células B como ocurre en la diabetes mellitus tipo 2 (DM2; Ngala y cols.
2017). La prevalencia de DMG en nuestro pais es de 8.7 a 17.7% (Secretaria de Salud 2016) y
de 3-9% en las mujeres gestantes con antecedentes de obesidad (Yang y cols. 2016; Pérez-Pérez
y cols. 2020; Jin y cols. 2020). Si bien, la DMG puede ser temporal y desaparecer al final de la
gestacion, se incrementa el riesgo a desarrollar DM2 (Ngala y cols. 2017). La DM2 adapta la

16



funcién endocrina del péancreas (Gallego y cols. 2018). La célula B inicia modificaciones
metabolicas y estructurales (Baeyens y cols. 2016) relacionadas con el aumento del metabolismo
de AMP ciclico, por la secrecion de insulina estimulada la glucosa, acoplamiento de las uniones

GAP, la proliferacion y volumen de los islotes (Sorenson y Brejle 1997).

¢ FETAL BLOOD FLOW

—,

MATERNAL BLOOD FLOW

¢T¢---

Utercplacental arteries

Figura 2. Representacion esquematica del flujo sanguineo de la madre y el feto en la placenta. La sangre del feto llega a la
placenta por la arteria y vena umbilical. Una red de capilares en la zona laberintica fluye hasta la decidua. El contraflujo
sanguineo entre la madre y el feto optimiza el intercambio materno fetal. Tomado de Fischer y cols. 2012.

Los cambios estructurales ocurren hasta un 50%, en la disminucién del nimero de
células B en respuesta a la adaptacion fisiologica por la gestacion. Cuando las adaptaciones no
son suficientes y exceden la homeostasis de la glucosa se afecta el entorno materno y perjudica
el desarrollo fetal (Gallego y cols. 2018). La hiperglucemia en el embarazo es un factor de riesgo

porque conduce a efectos negativos en el desarrollo embrio-fetal. Los bebés de madres con
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DMG presentan macrosomia, término que caracteriza a un neonato cuyo peso al nacimiento es

mayor a 4000 gramos (Guy y cols. 2017).

Other
hormones
or growth

factors

PIGF
Angiopoyetina-2

=

Figura 3. La placenta produce una gran variedad de hormonas y factores de crecimiento que recibe el embrion a través de la
circulacion feto-placentaria que afectan el desarrollo fetal de 6rganos especificos. Tomado y modificado de Herberger y cols.
2020.

Acretismo placentario. Un anclaje anormal de las vellosidades corionicas al miometrio
se observa en el acretismo placentario, identificado por la insercion anormal de la placenta. En
ella puede existir ausencia parcial o total de la decidua por defecto en la interfase endometrio-
miometrio, provocando una invasion profunda del trofoblasto. La clasificacion del acretismo
placentario engloba 3 tipos de placenta segun el numero de las capas comprometidas en la
insercion anormal (Veliz y cols. 2018). La placenta accreta se adhiere al miometrio y se presenta
hasta en un 75% de los casos. La placenta increta penetra al miometrio y se presenta hasta en
15%. La placenta percreta traspasa al miometrio, invade la serosa y 6rganos adyacentes y se

presenta en 5% (Veliz y cols. 2018).

Preeclampsia. Es un desorden hipertensivo en la gestacion (Abraham y Kusheleva

2019). Es la principal causa de mortalidad y se estiman prevalencia mundial de 2-8% en mujeres
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gestantes. Los principales sintomas asociados son hipertension arterial mayor a 140/90 mmHg
y presencia de proteinas en orina >300 mg/24 h. El diagnostico se establece después de la
semana 20 de la gestacion. A nivel placentario se presenta una remodelacion incompleta de las
arterias espirales uterinas, consecuentemente hay resistencia al flujo sanguineo que repercute en
el transporte de oxigeno y nutrientes hacia el feto (Costa y cols. 2015). Las consecuencias fetales
de esta patologia son restriccion de crecimiento intrauterino, fallas en la frecuencia cardiaca y

muerte (Abraham y Kusheleva 2019).

Restriccion de crecimiento intrauterino y bajo peso al nacimiento. Se considera una
complicacién comun en el embarazo y se refiere a un crecimiento fetal deficiente. Esta
condicion se determina con base al peso por debajo del percentil 10, de acuerdo con la edad
gestacional y es causa de mortalidad perinatal. Su prevalencia afecta de 3 a 9% de los embarazos
en el mundo. Es caracterizada por fallas en la transferencia de nutrientes y oxigeno hacia el feto
en desarrollo por parte de la placenta, cuya consecuencia deriva en crecimiento deficiente. Sus
causas se atribuyen a una deficiente remodelacion de arterias uterinas y perfusion restringida.
Este efecto influye en el tamafio de la placenta y en su vascularizacion. Una alteracion en la
expresion de acidos grasos, glucosa y aminoacidos en células del sincitiotrofoblasto contribuye
en la reduccion del transporte de nutrientes de la madre hacia el feto. Asimismo, un estado de
hipoxia en el feto a causa de insuficiencia placentaria reduce el peso e impacta el desarrollo de

sus 6rganos y su remodelacion vascular (Costa 2015; Barbe y cols. 2019).

Macrosomia. Las causas de la macrosomia se atribuyen a varios factores, entre ellos el
indice de masa corporal (IMC) antes de la gestacion, el aumento excesivo de peso durante la
gestacion y la presencia de DMG. La intervencion oportuna en el manejo de la gestante puede
revertir modificaciones sobre el IMC antes del embarazo y el aumento de peso excesivo, lo cual
contribuye a evitar efectos adversos (Agudelo-Espitia y cols. 2019). La macrosomia ocasiona
complicaciones fetales: distocia de hombros, fracturas, asfixia al nacer y lesiones nerviosas, y
complicaciones maternas: trauma vaginal y perineal, ruptura uterina, infeccidon postparto y

hemorragias (Guy y cols. 2017).

19



1.4 Cambios metabdlicos y hormonales en la gestacion

Diversas modificaciones metabolicas se presentan en la fisiologia materna y el utero
(Napso y cols. 2018; Medina-Pérez y cols. 2017). Al inicio del embarazo existe acumulacion de
grasa, seguido del desarrollo de un estado de resistencia a la insulina y el aumento de lipolisis
en el tejido adiposo. Estos acontecimientos hacen posible que la glucosa y lipidos se encuentren
disponibles para el feto (Zeng y cols. 2018; Kampmann y cols. 2019. Al inicio de la gestacion
normal, la glucosa materna en ayuno disminuye debido al suministro fetal y produccion de
hormonas placentarias, reduciendo la sensibilidad a la insulina y un aumento en la resistencia a
la insulina (Mustad y cols. 2020). La glucosa es el sustrato principal para las necesidades
energéticas del feto, su transporte placentario es pasivo por medio de transportadores de glucosa,
GLUT2 y GLUT4 (Lyu y cols. 2018). La placenta acumula glucosa en forma de glucogeno que
se moviliza ante altas demandas energéticas (Roberts y cols. 2020). Los acidos grasos son fuente
de energia para la formacion de tejidos y o6rganos. Los 4cidos grasos poliinsaturados de cadena
larga son almacenados en el sincitiotrofoblasto. Ellos favorecen la acumulacion de grasa
materna al incrementar la hiperfagia materna. Estos cambios conducen al desarrollo de
dislipidemia materna fisioldgica (Mustad y cols. 2020). Los cuerpos cetonicos funcionan como
sustratos susceptibles a la oxidacion frente a la carencia de glucosa, se incrementan en el ayuno
y se movilizan a la placenta para suministro fetal a través del f-D-hidroxibutirato para asegurar
el desarrollo cerebral embrionario (Zeng y cols. 2017). Los aminodcidos requieren de
transportadores para entregarlos al feto a través del sincitiotrofoblasto y pasar a la circulacion

fetal para beneficiar el desarrollo embrionario (Zeng y cols. 2017).
A continuacion, se describe algunas hormonas y su papel en la funcion uterina en la gestacion.

Leptina. Se sintetiza por el adipocito y acta sobre el receptor de leptina (LEPR). Otros
sitios de produccion de leptina son el endometrio, placenta y ovario. Sus funciones pleiotropicas
van relacionadas al metabolismo energético, regulacion de la inmunidad y la fertilidad
(Kalaitzopoulos y cols. 2021). En mujeres gestantes, la expresion de los receptores a leptina en
el endometrio se asocia con la receptividad e implantacion del embrién (Snirivasan y cols.
2021). Durante la implantacion la union de leptina a su receptor presente desde la etapa de

desarrollo del blastocisto, su invasion al tejido luminal, proliferacion celular y angiogénesis
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Todas estas etapas en conjunto apoyan al desarrollo y crecimiento del embridon en desarrollo
(Pérez-Pérez y cols. 2018). En la perra, la expresion de receptores a leptina en tejidos maternos
y fetales es indispensable para la maduracion folicular hasta el crecimiento placentario (Balogh
y cols. 2015). El embarazo induce hiperleptinemia materna y se asocia con resistencia a la
insulina y movilizacion de nutrientes del tejido adiposo materno para el feto en desarrollo. En
mujeres gestantes, las disfunciones asociadas a los receptores de la leptina inducen preeclampsia
y neonatos con restriccion del crecimiento. La carencia de receptores de leptina muestra efectos

en la funcidn vascular y regulacion de la presion arterial y crecimiento (Knegt y cols. 2021).

La expresion de leptina por parte de la placenta y el trofoblasto es estimulada por el 173-
estradiol y es probablemente una causa de los niveles incrementados de leptina materna por la
liberacion de ésta, hacia la circulacion materna (98%) y el resto a la circulacion fetal (2%)
(Valleau y Sullivan 2014; Gambino y cols. 2010). En las células del trofoblasto, la expresion de
leptina es mediada por mecanismos autocrinos y paracrinos. En mujeres, las proteinas
codificantes a leptina se localizan en sincitiotrofoblasto, células del endotelio vascular y tejidos
materno-fetales. Desde el primer trimestre hasta el final del embarazo, existe una marcada
expresion de leptina. La leptina promueve la invasion de los trofoblastos en la placenta. Ello
sugiere un rol de la leptina como hormona estimuladora del crecimiento y su rol en el aporte de

nutrientes (Maymo y cols. 2011).

Adiponectina. Es una adipocina secretada por el tejido adiposo blanco. Tiene funciones
asociadas a la regulacion del metabolismo energético y modula funciones en el tracto
reproductivo y la placenta (Barbe y cols. 2017). Las propiedades bioldgicas de esta hormona
estan mediadas por dos receptores: AdipoR1 y AdipoR2 que comparten una homologia similar
en su secuencia de aminoacidos. La adiponectina sérica modula la sensibilidad a la insulina en
la madre. Se ha reportado un incremento de la adiponectina al inicio de la gestaciéon comparado
con la adiponectina presente en la madre antes de la gestacion (Mazaki-Tovi y cols. 2007). La
adiponectina circulante disminuye en el embarazo avanzado y esto inhibe la sefializacion de
insulina en placenta y reduce el transporte de aminoacidos limitando el crecimiento fetal (Vyas
y cols. 2019). En controversia, la hiperadiponectinemia materna tiene efectos en embriones de

mamiferos como la coneja, durante la implantacion al reducir el contenido de lipidos y promover
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la sensibilidad a la insulina y expresion de genes lipogénicos que disminuyen la adiponectina
(Schindler y cols. 2017). Aye y cols., describen que la presencia de adiponectina en la placenta
proviene de la madre y en la interfase materno fetal regula la sefalizacion de la insulina y
reduccion del transporte de los aminoacidos que son importantes para el crecimiento fetal (Aye
y cols. 2013). El AdipoR2 se expresa en los trofoblastos humanos (Jones y cols. 2013) y su
expresion podria vincularse con la inactivacion de la contractibilidad del miometrio durante el

embarazo (Vyas y cols. 2019).

Prolactina. Inicialmente es producida por la pituitaria, sus niveles séricos aumentan
durante el embarazo y disminuyen su concentracion a mitad del embarazo cuando la placenta
inicia su propia produccion. Los valores maximos de prolactina (PRL) se alcanzan durante el
parto para promover la lactancia (Napso y cols. 2018; Borba y cols. 2018). Otros sitios de
produccion extrapituitaria son la decidua, ovario, préstata, glandula mamaria, tejido adiposo,
cerebro y células inmunitarias, aunque la PRL tiene diferente peso molecular y bioactividad
(Borbay cols. 2018). Por su parte, la placenta produce moléculas similares a la PRL con diversas
isoformas conocidas como: proliferina (PLF), y proteina relacionada a la proliferina (PRP)
(Freeman y cols. 2000). Puede actuar como hormona y citosina al modular el sistema inmune.
Tiene capacidad inhibitoria sobre los linfocitos B autorreactivos, para promover autoinmunidad
y su secrecion es estimulada por diversas interleucinas como la IL-6. El receptor de prolactina
(PRL-R) es un miembro de la superfamilia de receptores de citocinas / hematopoyéticos tipo 1.
Se expresa en el sistema inmunoldgico (monocitos, linfocitos, macrofagos, células natural killer,
granulocitos y células epiteliales timicas). La activacion del PRLR regula proliferacion,
diferenciacion, secrecion y supervivencia de células inmunes. La prolactina ha sido asociada
enfermedades autoinmunes e hipotiroidismo (Borba y cols. 2018). Estructuralmente la PRL, la
hormona de crecimiento (GH) y lactogeno placentario son similares mostrando afinidad por
mismos receptores (Napso y cols. 2018). La hiperprolactinemia se asocia con infertilidad y
menor niumero de embriones (Sirohi y Singh 2018). El Lactogeno placentario (LP) también
llamada somatotropina coridonica. Es un miembro de la familia de genes de la hormona de
crecimiento / prolactina (Jeckel y cols. 2018). Esta hormona puede aumentar sus niveles hasta
30 veces durante la gestacion (Zeng y cols. 2017). EI LP se produce en las células gigantes en

ratas, y en humanos es sintetizado por el sincitiotrofoblasto. E1 LP no posee un receptor en
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especifico, pero interactua con el receptor de prolactina (Sibiak y cols. 2020). Esta hormona
promueve el transporte, maduracion placentaria y el crecimiento fetal (Freemark 2010).
Concentraciones circulantes reducidas de esta hormona se asocian a la restriccion de
crecimiento intrauterino en ovejas y humanos. Jeckel y cols. reportan al LP como promotor del
crecimiento fetal. El déficit de la hormona afecta la expresion de factores de crecimiento
insulinico 1 y 2 (IGF1 e IGF2) y los transportadores de aminoacidos en la placenta en el primer

tercio de la gestacion (Jeckel y cols. 2018).

1.5 Generalidades de las hormonas tiroideas

La glandula tiroides se localiza en humanos entre el primer y segundo anillo del cartilago
traqueal, su estructura esta formada por dos lobulos laterales unidos por la porcion del istmo
ubicado a la mitad de cada lobulo (Nilsson y Fagman 2017). La glandula tiroides estd formada
por células diferenciadas conocidas como tirocitos, su funcion principal es producir hormonas
tiroideas (tiroxina, Ts, y 3,3"-5 triyodotironina, T3) (De la vieja y Santiseban 2018; Nilsson y
Fagman 2017). La sintesis de estas hormonas en el tirocito requiere de un micronutriente, el
yodo (I') suministrado a través de la dieta (De la vieja y Santiseban 2018), el cual ingresa a la
tiroides por el simportador NIS (Na“/T") y la proteina pendrina que se localizan en la membrana
basolateral del tirocito y translocan el I a la membrana apical. Posteriormente, el I" bajo una
serie de reacciones es incorporado en presencia de peroxido de hidrogeno (H20») y peroxidasa
tiroidea (TPO) a la prohormona tiroglobulina. Este mecanismo deriva en el acoplamiento de
yodotirosinas a yotironinas, por la unidon covalente del I" a la tiroglobulina. Durante la
produccion y sintesis de Tz y Ts, también se biosintetizan otras hormonas como la
monoyodotirosina, (MIT), diyodotirosina (DIT) y yodotironinas (rT3; T3 reversa). Estas
hormonas también poseen funciones importantes en el desarrollo y evolucion (Nilsson y
Fagman 2017) y requieren la presencia de enzimas desyodasas, que eliminan dtomos de yodo
del anillo interior o exterior, por ejemplo, la desyodacion del anillo exterior de T4 activa y genera
la formacion de T3 y la desyodacion del anillo interno de Ts, es resultado de la formacion de

(rT3) (Figura 4; Van Der Spek y cols. 2017).
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La tiroglobulina yodada se internaliza al tirocito a través de endocitosis.
Consecuentemente, la liberacion propia de las hormonas tiroideas a la circulacion fuera del
tirocito es favorecida por la presencia de proteinas transportadoras de monocarboxilato 8 y 10
(MCT 8, MCT10), transportadores de aminoacidos de tipo L no especificos 1 y 2 (LATI y
LAT2), y proteinas transportadoras de aniones organicos 1cl (OATPI1cl) (Nilsson y Fagman
2017; Liu y cols. 2019). La biogénesis y liberacion de T3 y T4 es controlada por la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) (Nilsson y Fagman 2017) y se regula por un mecanismo de
retroalimentacion negativa por el eje hipotalamo-hipofisis-glandula tiroides. Este mecanismo
inicia en el hipotdlamo por la liberacién de la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que
estimula a la hipofisis para secretar TSH (también llamada tirotropina). La TSH estimula
directamente la glandula tiroides para producir y liberar hacia torrente circulatorio a T3 y Ta.
Los cambios en los niveles circulantes de las hormonas son detectados en la hipofisis. Los
niveles bajos de hormonas tiroideas favorecen la liberacion de TSH y los niveles altos de
hormonas tiroideas disminuyen su secrecion, por lo tanto, el rol de TSH durante la produccion
de hormonas tiroideas es critico como activador o inhibidor de la tiroides (Soto y Verbeke 2015).
Una vez en circulacion, las Tz y Ts se dirigen a érganos blanco como el pancreas, corazon,

hueso, higado cerebro, tiroides, rifion, misculo y ojo, entre otros (Liu y cols. 2019).

La T4 se encuentra en mayor proporcion que T3 y es la hormona inactiva; mientras que, la
T3 es la principal forma activa a nivel celular responsable de la mayoria de las acciones
biologicas (Liu y cols. 2019). La biodisponibilidad de las hormonas tiroideas por la tiroides y la
presencia de desyodasas en diferentes tejidos influyen en los niveles circulantes de T3 La
desyodasa tipo 1 (D1) se expresa en el higado, pituitaria, rifiéon y tiroides, la desyodasa tipo 2
(D2) en el reticulo endoplasmico de la célula de algunos 6rganos como el cerebro, tejido adiposo
marrdn, pituitaria, células inmunes innatas, muasculo esquelético y placenta. La desyodasa tipo
3 (D3) se expresa ampliamente en la membrana plasmatica, la placenta, neuronas y cerebro. La
expresion de D2 y D3 tiene importancia porque asegura la disposicion de hormonas en los

tejidos (Van Der Spek y cols. 2017).
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Figura 4. Proceso de desyodacion de las isoformas de las hormonas tiroideas por las desyodasas. IRD: desyodacion del anillo
interno; ORD: desyodacion del anillo externo, D1, D2 y D3: desyodasas 1, 2 y 3, T4: tiroxina, T3: triyodotironina, T2:
diyodotironina, rTs: T3 reversa. Tomado de Van Der Spek y cols. 2017.

Las hormonas tiroideas poseen mecanismos de accion que dependen de la capacidad de
unién a receptores de hormona tiroidea (TR) para promover vias de sefializacion y activar
factores de transcripcion. Los receptores de hormonas tiroideas son: TRa y TR modulados por
genes c-erbAo. 'y c-erbAp del cromosoma 17 y 3, respectivamente. Sus principales isoformas

corresponden a TRal, TRa2, TRB1 y TRB2 y se unen a las hormonas tiroideas con una expresion
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tejido-especifica pueden regular la actividad transcripcional en asociacidon con otros receptores
nucleares como el receptor retinoide X (RXR), subtipos de receptores del acido retinoico y
receptor de la vitamina D (VDR) para formar heterodimeros. Estas asociaciones heterodiméricas
pueden regular la expresion de genes blanco por unidén a secuencias especificas del acido
desoxirribonucleico (ADN) ubicadas en regiones reguladoras, conocidas como elementos de
respuesta de la hormona tiroidea (TRE). Las acciones de las hormonas tiroideas también ocurren
a través de su interaccion con el receptor de integrina av3 modulando las vias de sefializacion
de las proteinas quinasa activadas por mitogeno/cinasas extracelulares (MAPK/ERK 1/2) y

desencadenando multiples procesos fisiologicos (Liu y cols. 2019).

Las alteraciones relacionadas con la sintesis de las hormonas tiroideas inducen
disfunciones tiroideas como el hipertiroidismo y el hipotiroidismo. El hipertiroidismo se
caracteriza por sintetizar y excretar hormonas tiroideas en exceso, aunque su prevalencia es baja
con afectacion del 1% de la poblacion general y 0.4 % en los embarazos (Alemu y cols. 2016).
En el hipotiroidismo hay una deficiencia de hormonas tiroideas, su diagnodstico toma como base
el hallazgo de concentraciones séricas altas de TSH y bajas concentraciones de hormonas
tiroideas con relacion al rango normal de referencia (Chiovato y cols. 2019). EI hipotiroidismo
subclinico, el cual se caracteriza por altas concentraciones de TSH con niveles séricos normales
de tiroxina libre (FT4) puede progresar a hipotiroidismo clinico, con la evidente disminucion de
hormonas tiroideas (Biondi y cols. 2019). El hipotiroidismo primario es resultado de la tiroiditis
autoinmune o deficiencia de yodo (Biondi y cols. 2019). La tiroiditis autoinmune se explica por
una produccion propia del individuo de anticuerpos que reaccionan contra proteinas de la
tiroides que son clave en el tirocito, como la tiroglobulina y TPO propiciando la destruccion y
pérdida de la funcionalidad en la glandula (Silva y cols. 2019). Las manifestaciones sintomaticas
son inespecificas, pueden ser de leves a moderadas, incluyen la ganancia de peso, fatiga, falta
de concentracion, alteraciones en estado de animo y alteraciones del ciclo menstrual (Biondi y
cols. 2019). Las mujeres, en edad reproductiva y con situacion de embarazo, tienen una
prevalencia hipotiroidismo clinico y subclinico de 0.3% y 4.3%, respectivamente (Silva y cols.

2018).
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1.6 Hormonas tiroideas en el embarazo

Se han descrito factores asociados que complican la valoracion del estado tiroideo
durante el embarazo, tales como los periodos criticos de tiempo en los que se suministra
hormona tiroidea para el desarrollo de la tiroides fetal, puntos de ajuste relacionados al rango
de referencia en los niveles de TSH y T4F, hasta la contribucion de la placenta por la secrecion
incrementada de hGC, que impacta la estimulacion de la tiroides en el primer trimestre de la
gestacion (Fitzgerald y cols. 2022). Desde el inicio de la gestacion, la madre provee hormonas
tiroideas al feto por via placentaria. Las mayores demandas de hormonas tiroideas se alcanzan
en la semana 20 de la gestacion y persisten hasta el término (Alemu y cols. 2016; 2020). En el
feto, la glandula tiroides es detectable a partir de la cuarta semana de la gestacion y comienza la
maduracion del eje hipotalamo-hipofisiario-tiroideo, que es completamente funcional hasta el
segundo mes posterior al nacimiento (Eng y Lam 2020). La necesidad de proveer hormonas
tiroideas al feto antes de la funcionalidad de su propio eje requiere de la expresion de moléculas
de transporte, proteinas de union y actividad de enzimas que se expresan en el ttero y placenta.
El aporte y biodisponibilidad de hormonas tiroideas al feto, depende de la actividad de la D3 y
D2 y la expresion de TR en la placenta (Figura 5; Silva y cols. 2018). El utero de la coneja
expresa isoformas de los TR, asi como receptores a TSH (Rodriguez-Castelan y cols. 2017; Van
Der Spek y cols. 2017). La hGC sintetizada en la placenta se une al receptor de TSH para activar
el eje hipotalamo-hipofisiario-tiroideo y estimular la sintesis de T4. Los aumentos de T4 son
suficientes para ejercer estimulacion de la globulina de union a tiroxina (TBG) en el higado y
de los estrogenos para inducir el incremento de las hormonas tiroideas durante el primer
trimestre de la gestacion y un maximo entre la semana veinte y veinticuatro debido a
estimulacion y liberacion de la HCG por la placenta. (Figura 5; Choksi y cols. 2003; Silva y
cols. 2018; Fitzgerald y cols. 2022). Cabe mencionar, que el efecto tirotréfico de la hGC es bajo
en comparacion con estimulo de TSH, aunque este efecto estimulador resulta mas significativo
en este periodo. Asi mismo, la funcionalidad del eje materno es importante en la funcion

reproductiva, la fertilidad y el desarrollo fetal.
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1.7 Hipotiroidismo y gestacion

La disfuncion tiroidea disminuida puede resultar en importantes consecuencias
patologicas en la madre y el feto. Las complicaciones maternas derivan en tiroiditis,
desprendimiento de placenta, partos prematuros, anemia, abortos espontaneos, preeclampsia,
incremento del riesgo de cesarea, hemorragia postparto y restriccion del crecimiento
intrauterino. Las consecuencias en el recién nacido son sindrome de dificultad respiratoria
neonatal, bajo peso, morbilidad y mortalidad perinatal, incrementa el riesgo de ingreso a terapia
intensiva, anomalias congénitas y posteriormente retraso mental (Silva y cols. 2019; Mahadik y
cols. 2020). Las concentraciones de las hormonas tiroideas a causa del hipotiroidismo en la
gestacion afectan la morfofisiologia utero-placentaria (Silva y cols. 2018). A continuacién, se

mencionan los efectos de las hormonas en las etapas de la gestacion.

Implantaciéon (adhesion, migracién). En modelos animales, la reduccion de la sintesis
de hormonas tiroideas afecta la implantacion y decidualizacion, con alteraciones en el desarrollo
de vasos sanguineos y células inmunes (Silva y cols. 2012). La carencia de hormonas tiroideas
y el exceso de TSH, incrementa los niveles de expresion de LIF, molécula importante en la
implantacion. También hay una menor expresion de interleucinas (IL-4 e IL-10) en células
deciduales. En ratas gestantes hipotiroideas se reporta disminucion del area decidual y aumento

de VEGF, pero sin efectos sobre la vascularizacion sanguinea (Silva y cols. 2018).

Placentacion. Las hormonas tiroideas participan en el desarrollo y proliferacion
placentaria en etapas tempranas de la gestacion, al regular la invasion del trofoblasto (Kiran y
cols. 2019). Las hormonas tiroideas estan implicadas en el desarrollo y enfermedades de la
placenta por ser importantes moduladoras del proceso inflamatorio (Chen y cols. 2015). En
cultivos celulares, la inadecuada disponibilidad de hormona condiciona a la disminucion de la
funcién endocrina del trofoblasto (Maruo y col. 1991). En ausencia de hormonas tiroideas, las
células del sincitiotrofoblasto y citotrofoblasto reducen su proliferacion, diferenciacion y
capacidad invasiva. Este hecho explica en parte, a los abortos, muerte fetal y la preeclampsia

(Silva y cols. 2018).

Crecimiento fetal. La T4 participa en la organogénesis, asegura el desarrollo cerebral,

crecimiento, maduracion y vascular (Sreelatha y cols. 2018). En ratas se reporta que, ante la
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carencia de hormonas tiroideas, incrementa la capa de células gigantes y células productoras de
glucogeno, expresion reducida de MMP2 y MMP9, trascendentales para la vascularizacion de
la interfase materno-fetal al comprometer la adecuada migracion de dichas células. Por otra
parte, una disminucion de factores angiogénicos como VEGF y factor de crecimiento
placentario (PGF) en ratas compromete a una menor cantidad de vasos sanguineos fetales y

consecuentemente la reduccion del peso tanto de la placenta como del feto (Silva y cols. 2018).
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Figura 5. El eje hipotalamico-pituitario-tiroideo (HPT) y sus efectos en el hipo e hipertiroidismo sobre la morfo-fisiologia del
ovario, utero, tubos uterinos y placenta. Mecanismo de liberacion de hormonas tiroideas desde la regulacion del eje HPT.
Niveles elevados de estrogenos durante la gestacion estimulan la produccion de la globulina de unién a tiroxina (TBG) en higado
e incrementan la concentracion sérica de hormonas tiroideas. Ta: tiroxina, T3: triyodotironina, TBG: globulina de unién a
tiroxina, TTR: transtirretina, D: desyodasas, MCT8, MCT10 y OATP: son proteinas transportadoras de membrana, TR y TR:
son receptores nucleares tiroideos. Tomado y modificado de Silva y cols. 2018.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y peso al nacimiento

En mujeres, el adecuado crecimiento y desarrollo fetal intrauterino es indicador del peso
al nacimiento. El peso del neonato depende de la funcidon tiroidea materna, expresion enzimatica
y los efectos tirotrépicos de la hGC (Vrijkotte y cols. 2017). El hipotiroidismo no diagnosticado
y tratado provoca bajo peso al nacimiento de los neonatos (Sahay y Nagesh 2012). La
morfologia y morfometria placentaria de mujeres gestantes y ratas hipotiroideas afectan la
estructura histologica relacionada al tamafio y grosor placentario, el cual disminuye Yy,
consecuentemente, afecta el peso de la placenta (Kumari y cols. 2016). En ratas, el
hipotiroidismo reduce el peso fetal y genera placentas pequefias con menor cantidad de vasos
sanguineos y menor expresion de promotores de angiogénesis (VEGF y PGF). Las fallas en la
vascularizacion placentaria son las principales causas en la reduccion de peso. La placenta de
ratas hipotiroideas aumenta las células productoras de glucdgeno y células gigantes, ademas
tienen expresion reducida de metaloproteinasas y leptina placentaria, la cual tiene impacto en el

crecimiento fetal y la organogénesis (Silva y Serakides 2012; Briffa y cols. 2015).

El bajo peso en el hipotiroidismo materno también es vinculado a inadecuada
transferencia transplacentaria y desarrollo anormal del musculo esquelético (Shields y cols.
2011). Las acciones de T3 sobre la mineralizacion de los huesos y remodelacion Osea se
muestran reducidas en el bajo peso (Bassett y cols. 2008). En nuestro grupo de trabajo, se
encontrd que las conejas gestantes hipotiroideas presentan embriones con menor didmetro
abdominal (Rodriguez- Castelan y cols. 2019b) y menor peso fetal al dia 20 de la gestacion

(Picazo-Pavon en proceso). Las razones de ello estan atn en estudio.
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2.2 Leptina, adiponectina, prolactina e hipotiroidismo

La gestacion conlleva a cambios que impactan la funcion de las hormonas tiroideas (Eom
y cols. 2022), regulando concentraciones de otras hormonas como las relacionadas al
metabolismo y desarrollo placentario (leptina, adiponectina y prolactina). Estas hormonas
emiten sefales hacia el principal eje regulador hipotalamo hipodfisis-tiroides para su secrecion y

accion metabolica en los diferentes 6rganos (Mullur y cols. 2014).

Leptina. El hipotiroidismo en humanos aumenta las concentraciones de leptina (Chen y
cols. 2016). De igual manera, en perros hipotiroideos se ha reportado concentraciones
aumentadas de leptina (Mazaki-Tovi y cols. 2010). Sin embargo, en ratas (Karakoc y cols. 2004)
y conejas (Rodriguez-Castelan y cols., 2018) con hipotiroidismo inducido no se han encontrado
diferencias en las concentraciones de leptina. Respecto al receptor de leptina, las hormonas
tiroideas aumentan su expresion en los hepatocitos de carpas afectando la actividad de enzimas
involucradas en el metabolismo de la glucosa (Lu y cols. 2015). Mientras que el hipotiroidismo
parece reducir la activacion del receptor de leptina en su isoforma larga presente en el
hipotalamo, haciendo que la inyeccion de leptina no reduzca el apetito (Calvino y cols. 2012).
Aun sabiendo que la leptina es un regulador de la secrecion de TRH y TSH, los estudios que
describen la correlacion de los niveles leptina en el hipotiroidismo no son concluyentes. Sin
embargo, también se puede considerar el impacto del tejido adiposo en la concentracion sérica

que en humanos se describe como proporcional a la masa grasa (Mullur y cols. 2014).

Adiponectina. La disfuncion tiroidea en el hipotiroidismo induce cambios metabdlicos.
En humanos, uno de los signos de la carencia de T3 es el aumento de peso corporal con
modificaciones en parametros bioquimicos, tales como el aumento de lipidos y lipoproteinas
(triglicéridos, colesterol de alta densidad, (HDL) y colesterol de baja densidad (LDL). Dichas
modificaciones a su vez se asocian al metabolismo de la glucosa, insulina y del propio tejido
adiposo. Este tejido por ser una fuente secretora de adipocinas puede inducir ain mas el
almacenamiento de energia (Yu y cols. 2006). Las hormonas tiroideas y adiponectina estan
asociadas al peso. El hipotiroidismo se asocia con niveles bajos de adiponectina (Yu y cols.
2006; Aydodan y cols. 2013; Seifi y cols. 2013) y baja expresion de sus receptores en el tejido
adiposo de ratas Sprague-Dowley (Seifi y cols. 2013). Aunque el papel de las hormonas tiroideas
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sobre la regulacion de adiponectina no es claro, un posible mecanismo de accidon ha sido
planteado. Las hormonas tiroideas pueden unirse a los elementos de respuesta (TRE) y formar
heterodimeros con RAR y RXR e inducir la expresion de genes (Yu y cols. 2006). De manera
similar ocurre una disminucion de los receptores de adiponectina en la DM2 y la obesidad
(Nigro y cols.2014) en contraparte, la disminucion de esta hormona circulante frena el
crecimiento y desarrollo del ciclo celular (proliferacion celular) de células cancerigenas y
promueve apoptosis de estas, debido a esto se destacan sus propiedades protectoras contra en

cancer endometrial (Cong y cols. 2007).

Prolactina. La secrecion de prolactina se rige bajo el control del hipotalamo por la
secrecion del factor inhibidor de la prolactina, el péptido inhibidor vasoactivo (VIP) y la TRH
en respuesta a los niveles de prolactina (Bahar y cols. 2011). El hipotiroidismo se ha asociado
con hiperprolactinemia en mujeres y es causa de trastornos reproductivos en la mujer (Sharma
y cols. 2016; Delitala y cols. 2019). El aumento de la prolactina se vincula con la estimulacién
de TRH, a las células lactotropicas que expresan receptores membranales a esta hormona
liberadora que estimulan la produccion de prolactina (Silva y cols. 2018; Sirohi y Singh 2018).
El hipotiroidismo farmacolégico inducido con propiltiouracilo aumenta la expresion de mRNA
del PRL-R en diferentes 6rganos (Tiong y cols. 1992). En ratas gestantes hipotiroideas, se ha
observado una disminucion en las concentraciones de lactogeno placentario en la placenta (Kent

y cols. 2022).

Interacciones hormonales y metabolicas en la gestacion. En este periodo es
importante destacar el papel del tejido adiposo como regulador metabdlico. En este sentido, la
adiposidad visceral se considera un factor de riesgo para la instauraciéon de enfermedad
metabolica con bajos niveles de adiponectina. El incremento de adiposidad es un reflejo de
inflamacion cronica de bajo grado manifestada por la disminucion de adiponectina. Por su parte,
los niveles bajos de adiponectina se asocian a la liberacion aumentada de otros marcadores
proinflamatorios como el TNFa, IL-6, PCR y especies reactivas de oxigeno (Booth y cols.
2016). La adiponectina puede regular la homeostasis de la glucosa al aumentar la sensibilidad a
la insulina a través de la union a sus receptores ADIPOR1 y ADIPOR2. Ello conlleva a la

activacion de vias de senalizacion reguladas por la cinasa dependiente de monofosfato de
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adenosina (AMPK) y receptor activado por el proliferador de peroxisomas a (PPARa). Asi la
reduccion de adiponectina puede llevar a resistencia a la insulina (Yadab y cols. 2013). A su
vez, la insulina como se menciono anteriormente es un indicador de la glucosa disponible en la
interfase materno fetal que contribuye al crecimiento fetal (Murphy y cols. 2008). En la placenta
donde la adiponectina no afecta el crecimiento fetal, pero induce disfuncion placentaria y
alteraciones en el metabolismo de los triglicéridos, puede inhibir la sensibilidad a la insulina
local, transporte de glucosa y aminoacidos que al no estar disponibles para el feto disminuyen

el peso fetal (Shrestha y cols. 2022).

La leptina es el vinculo entre el estado nutricional y los procesos de alta demanda
energética como la gestacion. Este vinculo es importante para asegurar el crecimiento inicial de
la placenta, desarrollo del embrion y crecimiento de los tejidos. Pérez-Pérez y colaboradores
mencionan que los niveles 6ptimos circulantes de leptina conllevan a un embarazo normal
exitoso. Sin embargo, la sobreabundancia o deficiencia de leptina depende de la presencia del
receptor. De manera que los niveles altos pueden desencadenar preeclampsia y diabetes mellitus
gestacional y los niveles bajos aborto recurrente, pero no se ha descrito claramente si puede
generar restriccion de crecimiento intrauterino. La razon de esto puede ser explicada por el
hallazgo de un polimorfismo de un solo nucleétido (LEP-2548G/A) que tiene en comun y esta
asociado al desencadenamiento de estas enfermedades durante el desarrollo gestacional (Pérez
y Pérez y cols. 2018). Aunado a esto, la leptina, al inicio de la gestacion, desencadena también
un grado de resistencia a la leptina por la alta demanda energética, produccion de grasa corporal

y produccion de leptina placentaria (Briffa y cols. 2015).

El metabolismo de glucogeno en el utero ha sido descrito en el modelo del vison
americano para explicar el papel del glucogeno durante las etapas de peri y post implantacion
embrionaria. La sintesis y movilizacion de glucogeno respalda la supervivencia embrionaria y
regulada por hormonas. En este proceso la insulina incrementa la sintesis de glucogeno e
incrementa la abundancia de receptores a insulina para una mayor captacion de glucosa. Por su
parte el estradiol regula también la sintesis de glucdgeno en ratas y conejas y la degradacion es

mediada por la progesterona (Hodonu y cols. 2019).
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3. JUSTIFICACION

El peso al nacimiento se considera un indicador de la salud del feto (Pérez-Pérez y cols.
2020). Las prevalencias asociadas al bajo peso a nivel mundial por la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) reportan de un 15-20%. El inadecuado suministro de nutrientes y escaso
desarrollo del flujo sanguineo placentario son causas asociadas al bajo peso, asi como el
tabaquismo y enfermedades metabdlicas incrementan aun mas el riesgo de bajo peso
(Schiavinatto y cols. 2021). La nutricion fetal y desarrollo placentario depende de diversas
hormonas como son la leptina, adiponectina y prolactina las cuales regulan la entrada de glucosa,
la angiogénesis y la migracion del trofoblasto (Schindler y cols. 2017; Ruiz-Palacios y cols.
2017; Jeckel y cols. 2018; Snirivasan y cols. 2021; Knegt y cols. 2021). De igual manera, las
hormonas tiroideas regulan el desarrollo fetal y placentario en el tero gestante al actuar sobre
factores de crecimiento (Forhead y Fowden 2014; Chen y cols. 2015). Se ha reportado que
mujeres hipotiroideas pueden desarrollar bebés con menor talla (Arbib y cols. 2017),
desprendimiento de la placenta, restriccion del crecimiento intrauterino. En ratas, el
hipotiroidismo reduce el peso de los crios (Silva y Serakides 2012) y en conejas ocurre una
disminucion del diametro abdominal (Rodriguez-Castélan y cols. 2016) y menor peso de los
fetos en el dia 20 de la gestacion (Picazo-Pavon, Tesis de maestria 2023). Sin embargo, aun se
desconocen los efectos del hipotiroidismo en la leptina, adiponectina y prolactina, el ADIPORI,
ADIPOR2, PRL-R y el contenido de glucogeno en los sitios de implante y su contribucion al
bajo peso fetal. Considerando, que las hormonas tiroideas regulan los niveles circulantes y la
expresion de sus receptores de manera diferencial, (Tiong y cols. 1992; Calvino y cols. 2012;
Seifiy cols. 2013; Sirohi y Singh 2018; Kent y cols. 2022) ademas de la nutricion fetal se podria
pensar que afecten el crecimiento fetal. Por lo que la propuesta del presente estudio es que el
bajo peso fetal inducido por el hipotiroidismo se asocia con alteraciones en la concentracion
sérica de leptina, adiponectina y prolactina y expresion de receptores hormonales (ADIPORI,

ADIPOR2 y PRL-R) y el contenido de glucogeno en la interfase materno-fetal.
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4. HIPOTESIS

En conejas gestantes de 20 dias:
1. El hipotiroidismo modifica los niveles séricos de adiponectina, prolactina y leptina.

2. El hipotiroidismo induce una menor expresion de receptores a adiponectina y prolactina

en la interfase materno-fetal de fetos con bajo peso.

3. El hipotiroidismo disminuye el contenido de glucdgeno en la interfase materno-fetal de

fetos con bajo peso.

5. OBJETIVOS

Objetivo general:

Determinar el efecto del hipotiroidismo sobre los niveles séricos de las hormonas, adiponectina,
prolactina y leptina en conejas gestantes, la expresion de sus receptores en la interfase uterina

de fetos con bajo peso y el contenido de glucdgeno en el dia 20 de la gestacion.

Objetivos especificos:

1. Cuantificar el contenido de glucégeno en la interfase materno-fetal mediante
espectrofotometria en las conejas controles e hipotiroideas de 20 dias de gestacion.

2. Cuantificar los niveles séricos de adiponectina, prolactina y leptina mediante ELISA en
conejas controles e hipotiroideas de 20 dias de gestacion.

3. Determinar la inmunolocalizaciéon del receptor de adiponectina 1, receptor de
adiponectina 2 y receptor de prolactina en la interfase uterina de fetos con normo y bajo
peso de conejas controles e hipotiroideas de 20 dias de gestacion mediante
inmunohistoquimica

4. Cuantificar la expresion del ADIPOR1, ADIPOR2 y el PRL-R mediante Western blot.
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6. METODOLOGIA

Animales. Para llevar a cabo este estudio, se usaron doce conejas de la especie
Oryctolagus cuniculus de la raza Chinchilla, con 6 meses de edad. Previo y durante al
tratamiento se mantuvieron en condiciones estandar con ciclos de luz y oscuridad: 16 h/8 h de
luz a una temperatura de 22 + 2 o C y se alojaron en jaulas individuales en el area de bioterio
del Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta de la Universidad Autonoma de Tlaxcala. Los
animales se dividieron en dos grupos y fueron designados como: control gestante (n=6) e
hipotiroidea gestante (n=6). Para conseguir la gestacion, las hembras copularon machos expertos
por cuatro veces de manera continua (dia 0). El hipotiroidismo fue inducido mediante la
administracion del firmaco metimazol sddico (Sigma) disuelto en agua potable. Se proporcion6
para su ingestion via oral, como agua de bebida a una concentracion de 0.02 % (10 mg/kg)
durante 30 dias (dias 10 no gestante y 20 dias gestante). El firmaco a esta concentracion reduce
los niveles de T3 y T4 (Espindola-Lozano y cols. en escritura). Al término del tratamiento los
animales fueron eutanizados con pentobarbital sodico (60 mg/kg). El Comité de Etica de la
Universidad Autonoma de Tlaxcala aprobd este disefio experimental. Las conejas se
alimentaron con dieta en pellets Cre-C (Alimentos balanceados Pénjamo SA de CV)
proporcionando 120 g en conejas virgenes y 300 g en conejas gestantes. Agua ad libitum fue

administrada para grupo control.

Sitios de implante y peso fetal. Para obtener los tejidos utilizados en este estudio, la
regiéon o zona anatomica del Gtero con implante, (interfase uterina) fue designada como la
porcidn de tejido donde se implanto y desarrollo el feto. Se recolectaron exclusivamente tejidos
con las interfases uterinas donde se alojaron fetos. Para obtenerlos, primero se realizaron cortes
transversales en cada sitio donde los fetos se encontraban albergados en su interior a lo largo de
cada uno de los cuernos uterinos. Después se extirpo el saco amniotico que contenia al producto
fetal y, finalmente, el feto fue extraido. Mediante una balanza Accuris se registro el peso en

gramos de cada feto, clasificandolos en bajo-peso (BP; <4.59 gr) y normo-peso (NP; >4.60 gr).
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Cuantificacion de glucogeno. Se utiliz6 una porcion aproximada de 0.12 gr de tejido
de utero con implante, el cual fue procesado en frio para su andlisis. En dos tubos ependorf,
pesados previamente se adicion6 300 ml de HCl e NaOH 2N respectivamente y se deposito en
cada uno la porcion de tejido uterino, con ayuda de un pistilo se triturd la solucion junto con el
tejido hasta obtener un homogenado. Posteriormente, los tubos se colocaron en bafio Maria para
su hidrolisis a 98° C durante una hora con agitacién constante. Realizado lo anterior, cada uno
de los tubos se centrifugaron a 3500 rpm por 10 minutos; el sobrenadante obtenido fue separado
en otro tubo frio para medir la cantidad de glucosa oxidada con un kit de Glucosa PAP SL,
(ELITech Clinical Systems). Para esta parte, se tomaron 500 pl de soluciéon de trabajo del kit con 5 pl de
solucion estandar y 500 ul de solucién de trabajo y 5 pl del sobrenadante (provenientes del NaOH y HCI)
de cada una de las muestras a medir por duplicado. Tales mezclas se colocaron en tubos ependorf, y
posteriormente fueron incubados a 37° C por 10 minutos temperatura ambiente. Para medir la
absorbancia de cada una de las muestras se utilizo un espectrofotémetro (RIELE Photometer 5010V+) y
se calcul6 la concentracion de glucosa a través de la formula: [absorbancia de la muestra/absorbancia de

estandar]=[5.5 nM]=[volumen estandar]=[volumen total]*[volumen total/volumen de la muestra]/peso del
tejido * 100.

Medicion de hormonas en suero. Para la determinacion de leptina, adiponectina y
prolactina, se extrajo muestra de sangre por puncion cardiaca. La sangre se depositoé en tubos
(Vacutainer tapon rojo) hasta la formacion del coagulo. Posteriormente, se centrifugd a 3000
rpm durante 10 minutos. El suero obtenido se almaceno a -20°C hasta su andlisis. Para
determinar la concentracion de hormonas en el suero de las conejas gestantes se utilizé Rabbit
LEP ELISA Kit, (Cédigo ERB0072) Fine Test, para leptina; Rabbit ADP/Acp30 Elisa Kit
(Codigo ERB0002) Fine Test, para adiponectina y Rabbit PRL ELISA Kit (Codigo ERB0102)
Fine test para prolactina. Las muestras fueron descongeladas y los reactivos preparados y
homogeneizados antes de su analisis. Se trazd una curva estandar por cada determinacion. Se
utilizdé una microplaca recubierta con los antigenos, (por cada hormona medida) la cual fue
proporcionada por el kit. La microplaca fue sometida a lavados con solucioén buffer contenida
en el mismo kit. Posteriormente, se colocaron cada uno de los estdndar, control y muestras por
duplicado. Se adiciono la muestra y el anticuerpo marcado con biotina y al blanco tampén de

dilucion. Después, se agrego la solucion de trabajo y la placa fue recubierta y se incub6 a 37° C.

38



La reaccion se detuvo, por la adicion de la soluciéon de paro, segin el gradiente de color de los
estandares. Finalmente se midi6 la densidad optica a 450 nm (MultiSkan FC, Thermo Scientific)

y se calcul6 la concentracion.

Inmunohistoquimica para AdipoR1, AdipoR2 y PRL-R. Las porciones de tejido de
la interfase uterina de los fetos con normo y bajo peso de conejas controles e hipotiroideas
gravidas (20 dias) fueron fijados en una solucion de Bouin-Duboscq por 12 h. Los tejidos fueron
deshidratados con alcoholes en concentracion ascendente (60-100%) e incluidos en parafina.
Con un micrétomo se realizaron cortes transversales de utero a Sum y se colocaron 6 cortes en
una laminilla. Los cortes de tejido se observaron al microscopio para el posterior andlisis
histologico. Tres laminillas de tejido de conejas fueron utilizadas para realizar la técnica de
inmunohistoquimica con el método de avidina-biotina-peroxidasa (ABC), donde los cortes, ya
hidratados, se incubaron en una solucion buffer de citratos (pH= 6) durante tres noches.
Posteriormente, los cortes se incubaron con los anticuerpos primarios para ADIPOR1 (ab70362;
1:50 de Abcam), ADIPOR2 (ab231051; 1:100 de Abcam) y PRL-R (EPR7184(2); ab170935;
1:20 de Abcam) en una camara humeda a 4°C durante una noche. Seguido de ello, los cortes se
incubaron con el anticuerpo secundario mouse anti-rabbit I[gG-HRP: sc-2357 (1:250 de Santa
Cruz, Biotechnology, Inc.) durante 1 h a temperatura ambiente. Después, los cortes se lavaron
con una solucién buffer de fosfatos (PBS; pH=7.2) y se incubaron con el complejo ABC durante
1 h. Se hizo el revelado con un kit de diaminobenzidina (DAB Enhanced Liquid Substrate
System (D 3939 Sigma-Aldrich, Inc) hasta localizar el marcaje. Finalmente, se utilizo la tincion
de hematoxilina de Mayer para contrastar el marcaje de los nucleos inmunoreactivos. Los cortes
se deshidrataron en alcoholes a concentraciones ascendentes y se cubrieron con medio de
montaje rapido no acuoso Entellan (Sigma-Aldrich) y un cubreobjetos. Para determinar la
inmunolocalizacion de ADIPOR1, ADIPOR2 y PRL-R), se observaron al microscopio de luz
visible (Zeiss Axioimager 2.1) y con el programa Progress Capture5 se le tomaron
microfotografias. Para ello, se tomaron fotos ubicando regiones en la interfase uterina con
inmunomarcaje en la porcion del tejido materno y del tejido fetal a 40x y 100x. Con las imagenes
obtenidas, se realiz6 una semi-cuantificaciéon de marcaje positivo segun el grado de color
observado en las estructuras celulares. Se consideré como criterio (+) Escaso; (++) Moderado y

(+++) Abundante.
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Western Blot para AdipoR1, AdipoR2 y PRL-R. La region de la interfase uterina
también fue usada para estas técnicas. Se realizaron extractos totales del implante de 50 mg de
conejas virgenes y gravidas de 20 dias, los cuales fueron macerados utilizando buffer de lisis.
Posteriormente se adicioné inhibidores de proteasas y fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) y
se centrifugd en frio a 13,400 rpm a 4°C. Después se separo el sobrenadante y fue considerado
el homogenado del tejido. Posteriormente se realizo el analisis de cuantificacion de proteinas
totales por el método de Bradford. Para determinar la expresion relativa de AdipoR1, AdipoR2
y PRL-R se estandarizo la técnica para determinar la cantidad en pg de proteina. Se
desnaturalizo parte de ese homogenado con sample-buffer de Laemli y fue adicionado en 10%
SDS-page y electroforesis en membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad Laboratories Headquartes,
CA, USA). Una vez desnaturalizadas las proteinas se depositaron en acrilamida al 10% antes de
someterse a electroforesis. Las membranas fueron tefiidas con Rojo de Ponceau para evaluar las
proteinas y después bloqueadas con leche en polvo sin grasa al 7%. Se incubaron toda la noche
a 4°C con los anticuerpos primarios (ver seccion de inmunohistoquimica) diluidos en leche al
1% con PBS- Tween al 0.2%. Después se incubd con anticuerpo secundario conjugado con
peroxidasa de rébano: mouse anti-rabbit IgG-HRP: sc-2357 (1:250 de Santa Cruz,
Biotechnology, Inc.) a temperatura ambiente por 1 hora. Para la visualizacion de los complejos
antigeno- anticuerpo se utilizé kit de quimioluminiscencia Pierce ECL Western Blotting
Substrate de Thermo Scientific. Después, la sefial fue detectada y visualizada con placas
fotograficas y soluciones reveladora y fijadora de marca Kodak GBX Carestream Dental).
Finalmente, la cuantificacion de la expresion relativa de la proteina se realizd con una

densitometria utilizando el programa Image J y Excel.

Analisis estadistico. Se usaron pruebas de U- de Mann Whitney o t -Student, Kruskal Wallis
0 ANOVA de 1 vias, o ANOVA de 2 vias segin fue necesario aplicando previamente pruebas
de normalidad. Se utiliz6 el programa de anélisis estadistico Prisma para Windows en su version

5.0. Un valor de P<0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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7. RESULTADOS

Consumo de alimento materno y peso corporal fetal. El consumo de alimento que fue
registrado cada dia fue promediado cada 7 dias. De manera que se obtuvieron valores para la
semana 0 (no gestacion), semana 1 (dias 1-7 de gestacion), semana 2 (dias 8-13 de gestacion) y
semana 3 (dias 14-19 de gestacion). Tanto en controles como hipotiroideas, el consumo de
alimento fue mayor en las primeras 2 semanas de gestacion. El hipotiroidismo redujo la cantidad
de alimento ingerido, tanto en conejas virgenes como gestantes [Figura 6A; gestacion (F=42.4;
P<0.0001); hipotiroidismo (F=63.7; P< 0.0001); interaccion (F=1.0; P=0.38)]. La ganancia de
peso considerando la semana 0 y la semana 3 mostr6 una tendencia a ser menor en el grupo de

madres hipotiroideas (t=1.7; P= 0.08).
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Figura 6. Consumo de alimento (A) y ganancia de peso (B) en hembras controles (barra blanca) e hipotiroideas (barra negra).
Semana 0 (no gestacion), semana 1 (dias 1-7 de gestacion), semana 2 (dias 8-13 de gestacion) y semana 3 (dias 14-19 de
gestacion). Letras diferentes indican diferencias estadisticas entre grupos: controles (mintisculas) e hipotiroideos (mayusculas).
* P<0.05; ** P<0.001; *** P<0.0001; + P=0.08.
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Tanto de las madres controles como hipotiroideas, se extrajeron sus fetos en el dia 20 de
gestacion. El total de fetos fue organizado por grupo en un histograma obteniéndose fetos desde
los 2 g hasta los 6.2 g. El rango de fetos para el grupo control fue de 3.4-6.2 g, mientras que el
grupo hipotiroideo tuvo fetos de 2.2-5.6 g (Figura 7). Considerando dicho histograma, se us6 un
punto de corte de 4.6 g para catalogar a los fetos con normopeso (>4.6 g; NP) y bajo peso (<4.6
g; BP). Las caracteristicas de los fetos de los grupos controles e hipotiroideos son mostrados en
la figura 7. No se encontraron diferencias significativas en el porcentaje de fetos delgados entre

los grupos, ni en la media de peso corporal de los fetos delgados y pesados.
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Figura 7. Distribucion de pesos y caracteristicas de los fetos de los grupos controles (CT) e hipotiroideos (HT).
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Glucogeno en sitios de implante. En la interfase uterina, el contenido de glucogeno fue
similar entre animales controles e hipotiroideos, independientemente del peso corporal (Figura
8) [Figura 8; peso fetal (F=2.0; P=0.16); hipotiroidismo (F=0.72; P=0.40); interaccion
(F=0.0001; P=0.96)].
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Figura 8. Contenido de glucogeno en la interfase materno fetal de fetos en conejas controles con normopeso y bajo peso de

conejas con (CNP y CBP, respectivamente) e hipotiroideas (HNP y HBP, respectivamente) en el dia 20 de la gestacion.

Niveles séricos de hormonas. La cuantificacion de adiponectina en suero materno de
las conejas no mostro diferencias significativas entre el grupo control e hipotiroideo (U= 7.0;
p=1.000; Fig. 9). Los niveles de prolactina en suero materno de las conejas también fueron
similares entre los grupos control e hipotiroideo (U= 13.0; p=0.792; Fig. 9). En los niveles
séricos de leptina no se encontraron diferencias entre las conejas del grupo control e hipotiroideo

(t=1.006; p=0.338; Fig. 9).
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Figura 9. Cuantificacion de los niveles séricos adiponectina (a), prolactina (b) y leptina (c¢) conejas controles (CT) e
hipotiroideas (HT) en el dia 20 de la gestacion.

Inmunolocalizacion de receptores de adiponectina y prolactina

AdipoR1. El AdipoR1 se localizé en distintas estructuras de la interfase materno-fetal
de conejas controles e hipotiroideas en el dia 20 de la gestacion. Se encontrd inmunomarcaje en
células gigantes de las conejas del grupo control e hipotiroideo y endotelio de vasos sanguineos
de conejas del grupo control. En la zona de los tejidos maternos se observo en fibras musculares
del miometrio, epitelios luminal y glandular en los grupos control e hipotiroideo (Fig. 10). Asi
también se localizd, en células inmunes residentes de la decidua (Fig. 10) en el grupo control y
en fibroblastos y vasos sanguineos deciduales del grupo hipotiroideo (Fig. 10). La

semicuantificacion de positividad al inmunomarcaje para el AdipoR1 se muestra en la Tabla 1.
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AdipoR2. El AdipoR2 se detecto en distintas estructuras de la interfase materno-fetal de
conejas controles e hipotiroideas en el dia 20 de la gestacion. Se encontrd inmunomarcaje
positivo en tejidos fetales tales como el sincitiotrofoblasto, espongiotrofoblasto y presencia
células gigantes de las conejas del grupo control e hipotiroideo (Fig. 11). En la zona de los
tejidos maternos en la decidua, se localiz6 en el endotelio y al interior de la luz de los vasos
capilares, en los epitelios luminal y glandular de las conejas del grupo control e hipotiroideo y
presencia de algunas células inmunes presentes en el grupo control (Fig. 11). En la region del
miometrio, se localiz6 en las fibras musculares en el grupo control e hipotiroideo (Fig. 11). La

semicuantificacion de positividad al inmunomarcaje para el AdipoR2 se muestra en la Tabla 1.

PRL-R. El PRL-R se localiz6 en estructuras celulares de la interfase materno-fetal de
conejas controles e hipotiroideas en el dia 20 de la gestacion. Se encontré inmunomarcaje en
tejidos fetales del sincitiotrofoblasto con presencia de células gigantes en el grupo control y en
el espongiotrofoblasto del grupo hipotiroideo (Fig. 12). Mientras que se localiz6 PRL-R en
tejidos maternos como el area del estroma de los grupos controles e hipotiroideos y en epitelio
glandular del grupo control y glandulas y endotelio de vasos del grupo hipotiroideo (Fig. 12).
La semicuantificacion de positividad al inmunomarcaje para el PRL-R se muestra en la Tabla
1. Sin embargo, al no mostrar un patrén de distribuciéon homogéneo de inmunomarcaje entre
todos los tejidos existentes y la amplia migracion e invasion celular de los tejidos fetales, se

realizd Western blot para garantizar el efecto del hipotiroidismo en los receptores.

Expresion de los receptores a adiponectina y prolactina

Se evalud la expresion de los receptores en extractos totales de tejido de la interfase
materno-fetal de todos los grupos en estudio, donde se desarrollaron fetos con normo-peso y
bajo peso provenientes de conejas controles e hipotiroideas (CNP, HNP, CBP ¢ HBP) y también

se utilizd higado de coneja como control positivo.

AdipoR1. Cuando se realizd la cuantificacion del receptor 1 de adiponectina mediante
western blot se encontrd que el hipotiroidismo aumento su expresion en la interfase que da lugar

al grupo de fetos controles bajo peso, versus el grupo control normo-peso (Fig. 13 A; F=4.39;
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P= 0.04). Y aunque no hubo diferencias en el grupo hipotiroideo bajo-peso se observa una

aparente disminucion de AdipoR1.

AdipoR2. En la interfase materno-fetal se evaludé que el hipotiroidismo no modifico la

expresion de AdipoR2 en ninguno de los grupos experimentales (Fig. 13 B; F=0.06; P=0.79).

PRL-R. Nuestros resultados muestran que no se modifico la expresion de PRL-R, en

ninguno de los grupos experimentales (Fig. 13 C; F= 0.85; P=0.03).
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Figura 10. Inmunolocalizacion del receptor 1 de adiponectina (AdipoR1) en el utero de las conejas controles e hipotiroideas en el dia 20 de la gestacion. Microfotografias
del grupo control y del grupo hipotiroideo en los tejidos fetales y maternos. La inmunolocalizacion del receptor esta presente en el citoplasma de células gigantes y el endotelio
de vasos sanguineos en los tejidos fetales. En los tejidos maternos, en las fibras musculares del miometrio, en el epitelio luminal y glandular, células inmunes, fibroblastos y
vasos sanguineos del utero en el sitio de implante. cg: células gigantes; vs: vasos sanguineos; fm: fibras musculares; ci: células inmunes; fb: fibroblastos; ep: epitelio. Barra:

20 pm.
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ADIPOR 2
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Figura 11. Inmunolocalizacion del receptor 2 de adiponectina (AdipoR2) en el utero de las conejas controles e hipotiroideas en el dia 20 de la gestacion. Microfotografias
del grupo control y del grupo hipotiroideo en los tejidos fetales y maternos. La inmunolocalizacion del receptor estd presente en sincitiotrofoblasto, espongiotrofoblasto y
células gigantes (flecha negra) en el tejido fetal. En los tejidos maternos, en el endotelio capilar y al interior de los vasos, epitelio, glandulas, células inmunes, musculo liso y
vasos sanguineos del ttero en el sitio de implante. sin: sincitiotrofoblasto; sp: espongiotrofoblasto; cg: células gigantes; vs: vasos sanguineos; ep: epitelio; ci: células inmunes;
fm: fibras musculares. Barra: 20 um y 50 um.
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Figura 12. Inmunolocalizacion del receptor de prolactina (PRL-R) en el utero de las conejas controles e hipotiroideas en el dia 20 de la gestacion. Microfotografias del grupo
control y del grupo hipotiroideo en los tejidos fetales y maternos. La inmunolocalizacion del receptor estd presente en células gigantes, sincitiotrofoblasto y espongiotrofoblasto
en el tejido fetal. En el tejido materno en el epitelio, glandulas y vasos sanguineos. sin: sincitiotrofoblasto; sp: espongiotrofoblastos; gl: glandulas; ep: epitelio; vs: vasos
sanguineos. Barra: 20 pm.
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ADIPOR1 ADIPOR2
) — —
++ + +

Células gigantes ++ No observado No observado

Vasos sanguineos i i No observado No observado No observado No observado
Sincitiotrofoblasto No observado No observado + + + No observado
Espongioblasto No observado No observado A No observado No observado i

Citotrofoblasto No observado No observado No observado A No observado No observado

T T T T T T T 1

Células inmunes ++ ? 4 No observado No observado No observado
Endometrio ? + + + ++ No observado
Miometrio A 4HF Sad A No observado No observado

Vasos sanguineos ? i A A No observado ++

Tabla 1. Semicuantificacion de positividad al inmunomarcaje para AdipoR1, AdipoR2 y PRL.R en tejidos maternos

y fetales de conejas controles e hipotiroideas.
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Figura 13. A.B y C. Expresion de ADIPOR1, ADIPOR2 Y PRL-R en la interfase uterina de fetos con peso normal y bajo peso
de conejas controles (CNP y CBP, respectivamente) e hipotiroideas (HNP e HBP, respectivamente) en el dia 20 de la gestacion.
La primera columna muestra la membrana tefiida con rojo de Ponceau con el total de las proteinas usadas con 35 pg de proteina
para ADIPOR1 y 50 yg ADIPOR2 y PRLR, segunda columna muestra el inmunoblot con la expresion de cada proteina. La
cuantificacion relativa de las proteinas fue realizada cuantificando el 90% del rojo de Ponceau. Letras minusculas diferentes

indica diferencias estadisticas entre grupos: controles e hipotiroideos y se representa con asterisco *p £0.05. Peso molecular de
ADIPORI1: 43 KDa; ADIPOR2: 44 KDa y PRL-R: 70 KDa.
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8. DISCUSION

Consumo de alimento y peso corporal fetal. Las conejas que consumen metimazol suelen
consumir menor cantidad de alimento debido al mal sabor del tratamiento que posee caracteristicas
organolépticas amargas y puede ocasionar efectos adversos como nauseas leves (Awosika y cols. 2023).
Sin embargo, esta reduccion en el consumo de alimento y menor ganancia de peso corporal no afecta las
caracteristicas morfométricas de los fetos. A pesar del presente hallazgo, en mujeres el hipotiroidismo
se ha relacionado tanto con el desarrollo de fetos con bajo peso (Pande y Anjankar 2023) como con
macrosomia (Andersen y cols. 2013). En estudios con modelos animales, el hipotiroidismo inducido en
congjas durante 50 dias de tratamiento con metimazol reduce el peso corporal de los fetos observado en
el dia 19 de gestacion (Anaya Hernandez y cols. 2016). Mientras que un tratamiento mas corto (30 dias)
de metimazol en conejas induce mayor tamafio de los fetos (Espindola-Lozano. Tesis de doctorado

2019).

Glucogeno. No se observaron cambios derivados del efecto del hipotiroidismo en el
contenido de glucogeno para cada uno de los sitos de implante. Si bien es conocido que antes
de la implantacion y durante la gestacion son necesarias reservas energéticas las cuales son
provistas por la madre (Dean y cols. 2014; Hodonu y cols. 2019), nuestro resultado indica que
posiblemente para esta etapa de la gestacion el metabolismo de la glucosa compense de manera
adecuada las demandas de glucosa de los fetos y que la actividad de las enzimas glucdgeno
sintasa y fosforilasa no presenten cambios en su actividad en este sitio y su posible deposito en
el higado (Chakrabarti y cols. 2007). Este hallazgo difiere de lo reportado en conejas gestantes
hipotiroideas donde reportan un aumento en el contenido de glucdégeno (Castillo-Roman 2018.

Tesis de maestria).

Niveles hormonales. Encontramos que el hipotiroidismo no modifica las
concentraciones circulantes de leptina en las conejas gestantes. También, esto se ha reportado
en nuestro grupo de trabajo en conejas virgenes (Rodriguez-Castelan y cols. 2017). Cabe
sefialar, que existen discrepancias que sefialan que el hipotiroidismo si modifica la leptina
circulante en ratas tiroidectomizadas (Escobar-Morreale y cols. 1997). Sin embargo, en este
estudio, una posible explicacion es que la cantidad de leptina liberada es suficiente para

mantener el peso corporal materno, ademas de favorecer la invasion trofoblastica a las arterias
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espirales con una remodelacion placentaria adecuada que facilita el aporte de nutrientes sin
conllevar a una disminucion en el peso fetal o RCIU (Pérez-Pérez y col. 2018). En relacion a la
adiponectina, el hipotroidismo no modifico sus concentraciones en las madres gestantes, por lo
tanto, se podria considerar que la adiponectina e incluso hormonas tiroideas, leptina y glucosa
trabajan en conjunto para modular de manera efectiva el gasto y reservas de energia durante la
gestacion a través del sistema de retroalimentacion cerebro-organos periféricos (Lappas y cols
2020). Y, particularmente, la adiponectina se encuentra almacenada en el tejido adiposo y otros
organos como el pancreas, como se ha observado en conejas (Yu y cols. 2006; Rodriguez-

Castélan 2014; Menchetti y cols. 2020).

Expresion de AdipoR1. El hipotiroidismo tuvo efecto sobre el grupo de fetos control
con bajo-peso, al aumentar la expresion del AdipoR1. Con este resultado, demostramos la
presencia y distribucion del receptor en estructuras reproductivas de la coneja y la unidad
fetoplacentaria, que podria explicar un efecto fisiologico en la disminucion del metabolismo de
la glucosa que es un importante metabolito para el desarrollo del feto, al modular a la baja las
vias de activacion de AMPK y por consiguiente una menor captacion de glucosa en el sitio de
implante del grupo de fetos controles que tuvieron bajo peso. En este sentido, se ha reportado,
que adipocinas como adiponectina y leptina secretadas por el tejido adiposo funcionan durante
el desarrollo fisiologico gestacional como moduladores metabdlicos compensatorios de la
sensibilidad a la insulina (Subiabre y cols. 2020). Cabe destacar, que la inmunolocalizacion del
receptor en la vasculatura materna y fetal, coadyuvan conjuntamente en la funcion de las células
endoteliales e impacta para la formacion de nuevas redes vasculares (angiogénesis) durante el
desarrollo placentario (Jain 2003). Hecho importante que favorece el crecimiento fetal, la
organogénesis y ganancia de peso. También se ha hablado del papel del AdipoR1 en la
restauracion del endotelio de la microvasculatura humana dada su abundancia en estas
estructuras, por lo que su disminucién concuerda con un posible mecanismo compensatorio en
los sitios de implante de los fetos con bajo peso al aumentar nuevas redes vasculares (Cohen y
cols. 2022). En nuestro grupo de trabajo, también hemos mostrado la participacion del receptor
de estrogenos acoplado a proteina G (GPER) y el factor de necrosis tumoral (TNFa) como
mediadores de la inflamacién y la angiogénesis en los sitios de implantaciéon de embriones con

bajo peso (Picazo-Pavon. Tesis de maestria). A diferencia de otros estudios que muestran el rol
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de los receptores a adiponectina en la placenta, en nuestro estudio también mostramos la
direccionalidad hacia el bajo peso fetal, dado que la adiponectina tiene un efecto sobre el
transporte y biodisponibilidad de nutrientes como los aminoacidos y los acidos grasos
importantes para el crecimiento fetal (Rosario y cols. 2012; Aye y cols. 2013; Moyce Gruber
and Dolinsky 2023). Aunado a lo anterior, el papel del receptor como promotor de la
proliferacion, migracion celular y expresion de las MMP 2 y 9 durante la implantacion del
blastocisto explica el bajo peso desde etapas tempranas del desarrollo embrionario (Adu-Gyamfi
y cols. 2019; Lei y cols. 2023). De manera que, un aumento del receptor de adiponectina en el
microambiente fetoplacentario en nuestro modelo animal usado como control y los tratados, se
indujo un incremento de la inflamacion similarmente a lo que ocurre en el hipotiroidismo (Yu
y cols. 2006; De Luca y cols. 2020) y algunas otras enfermedades como cancer, diabetes y
aterosclerosis (Aye y cols. 2013; Tsankof y Tziomalos 2022; Lei y cols. 2023). Nuestro
resultado, difiere a lo reportado en ratas con hipotiroidismo inducido con metimazol por 42 dias
con la disminucion de AdipoR1 en el tejido adiposo (Seifi y cols. 2013). A diferencia de lo
anterior en nuestro estudio, dicho tratamiento es llevado cabo tnicamente por treinta dias. La
inmunolocalizacion en células gigantes trofoblasticas tanto en tejidos control e hipotiroideos,
sugiere que el AdipoR1 es importante en la implantacion de los embriones y la invasion de los
trofoblastos hacia las arterias maternas en la formacion placentaria, dado que una menor
invasion trofoblastica se asocia con RCIU (Benaitreau y cols. 2010; Dobrzyn y cols. 2018; Adu-
Gyamfi y cols. 2020). En los tejidos maternos, la expresion de AdipoR1 en tejido muscular
podria asociarse con la inhibicidon de las propiedades contractiles del ttero, hecho primordial
para mantener al titero quiescente durante la implantacion y placentacion (Aye y cols. 2013;

Vyas y cols. 2019)

Expresion de AdipoR2. La inmunolocalizacion de AdipoR2 en el espongioblasto y
sincitiotrofoblasto en la interfase uterina se relaciona con lo ya reportado en ratones en la
participacion del receptor como estimulador en la sefializacion de la insulina en trofoblastos y
como inhibidor de los aminodcidos suministrados al feto en crecimiento. Se ha sugerido que la
adiponectina fetal es dependiente del suministro materno y se expresa en células trofoblasticas
a nivel de ARNm y no es de origen fetal (Aye y cols. 2014). La localizacion del AdipoR2 se

encontrd al interior de glandulas uterinas, el endotelio de vasos y células inmunes. Ello habla
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del rol de receptor en la remodelacion vascular y como promotor de la inmunidad innata como
se ha reportado en ratas (Parker-Duffen y col. 2014; Luo y cols. 2016) y tejidos placentarios de
mujeres (Caminos y cols. 2005). Asimismo, el hallazgo de la baja expresion de macréfagos anti-
inflamatorios en una etapa sensible (desarrollo placentario y crecimiento de los fetos) también
ha sido demostrada en nuestro mismo grupo de investigacion (Ilhuicatzi- Netzahualcoyotl. Tesis
doctoral en proceso). En consecuencia, la asociacion de células inmunes y adiponectina a través
de AdiporR2 podrian explicar una adaptacion intrauterina, ya que adiponectina promueve la
proliferacion y polarizacion de macrofagos y otras citosinas como TNFa e interleucina 6 (IL-6)
en respuesta a la inflamaciéon (Luo y cols. 2016). En nuestros resultados mostramos que el
hipotiroidismo no modifica la expresion del receptor y tampoco a la adiponectina circulante en
las madres gestantes. Se podria considerar que, a pesar de no haber cambios en el peso corporal
materno, coexiste como se menciond anteriormente una deposicion y acumulacion de grasa en
el tejido adiposo (adiposidad). Esto por una parte demanda mayor cantidad de receptores,
aunado a que AdipoR2 module otros receptores como PPARa, en este tejido y tenga un posible
efecto en la disminucion del metabolismo lipidico en los sitios de implante (Yadav y cols. 2013;
Subiabre y cols. 2020). La regulacion de la hormona adiponectina por sus receptores es
controversial, los estudios en humanos sugieren que sus niveles son mas bajos en el
hipotiroidismo vs el hipertiroidismo (Yaturu y cols. 2004; Yu y cols. 2006). Una posible
explicacion a esto es que las isoformas de la adiponectina (trimérica, hexamerica, y multimérica)
diversifican la actividad metabdlica, funcion y afinidad a sus receptores. Lo anterior, hace mas
susceptible a la adiponectina a modificaciones postraduccionales. Por lo consiguiente, se afecta
la bioactividad de manera diferencial no solo de la madre gestante sino también su descendencia

(Moyce Gruber y Dolinsky 2023).

Expresion de PRL-R y prolactina. El hipotiroidismo no modifica la expresion de PRL-
R en la interfase materno fetal y sus niveles circulantes en las madres, y nuestro hallazgo
concuerda con resultados obtenidos en el hipotiroidismo inducido en caninos que mencionan
que no hay diferencias en la regulacién de prolactina (Castillo y cols. 2010). Sin embargo, la
localizacion del PRL-R en el sincitiotrofoblasto y el estroma epitelial corroboran lo que ha sido
descrito sobre la sintesis placentaria de prolactina, que toma lugar en la gestacion para adaptar

la fisiologia materna a los cambios metabolicos y hormonales (Rodriguez-Cortés y Mendieta
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Zerén 2014; Napso y cols. 2018). La decidua es la principal fuente de prolactina del utero y en
modelos de ratas hipotiroideas se ha descrito su papel en la diferenciacion celular y
remodelacion placentaria. Se ha sugerido una relacion inversa entre la ganancia de peso y la

prolactina (Riddick y Maslar 1981; Nael y Woodside 2007; Lappas y cols. 2020).

En resumen, la placenta se considera una fuente de hormonas endocrinas y la
inmunolocalizacion de los receptores AdipoR1, AdipoR2 y PRL-R, en este modelo animal es
indicativo de su funcion metabolica para gestionar el peso fetal. Es importante mencionar que
existen limitaciones en este estudio, porque en los sitios de implante de los embriones se
encuentran inmersas células citotrofoblasticas invasivas de origen fetal que migran hasta los
tejidos maternos, lo cual hace complicado considerar que uno u otro tejido sea exclusivo de la
madre o el feto (Al Husseini y cols. 2010). Otra limitacion es que los efectos del hipotiroidismo
no pudieron ser observados hasta el término de la gestacion, sin embargo, aqui mostramos que
nuestros biomarcadores desempefian funciones cruciales en etapas tempranas al desarrollo y
crecimiento fetal. Pocos estudios han descrito el papel de las adipocinas con los cambios
inflamatorios durante el embarazo, la angiogénesis y su relacion con la ganancia de peso

materno y los efectos en su descendencia.
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1.

9. CONCLUSIONES

El hipotiroidismo no modifico el contenido de glucogeno lo cual podria explicar la causa
por la que los fetos no manifiesten el bajo peso, por un posible efecto compensatorio
metabolico-hormonal, que involucra la inactivacion de enzimas y rutas metabdlicas en
este periodo gestacional.

El hipotiroidismo no modifica las concentraciones séricas hormonales de leptina,
adiponectina y prolactina en las madres. Estos resultados podrian asociarse a que el
hipotiroidismo inducido no tiene efectos sobre la regulacion local de sus receptores en
los sitios de implante y que las hormonas regulan metabolismo energético materno para
contrarrestar el estado hipometabolico derivado del hipotiroidismo.

El hipotiroidismo aumenta la expresion de ADIPORI, este hallazgo se relaciona con la
posible compensacion metabolica en los fetos controles con bajo peso, lo cual afecta la
funcién endotelial e irrigacion vascular a través de la angiogénesis y modulacion de vias
metabolicas relacionadas al metabolismo de la glucosa. En contraste a su
inmunolocalizacion en los tejidos de la coneja como el endotelio capilar y su posible
papel en la remodelacion de arterias, migracion, invasion y proliferacion trofoblastica.
El hipotiroidismo no modifico la expresion de los receptores a: ADIPOR2 y PRL-R, sin
embargo, su inmunolocalizacion en este modelo animal se observa en una amplia
distribuciéon en los tejidos de la interfase materno-fetal en apoyo al desarrollo de la

implantacion, placentacion y desarrollo fetal, cuyo papel queda pendiente por dilucidar.
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10. PERSPECTIVAS

Dado que las hormonas tiroideas y las hormonas adiponectina, prolactina y leptina regulan
el metabolismo energético y desarrollo placentario, seria conveniente indagar mas sobre este la
participacion del PRL-R y su influencia en los mecanismos que subyacen en su regulacion por
las hormonas tiroideas en el ambiente intrauterino en este modelo animal ya que se tiene escasa

informacion.

Al inicio del proyecto se plante6 evaluar a la insulina y sus receptores, sin embargo, se tuvo
dificultades logisticas que derivaron en la carencia de tejidos y asistencia presencial al
laboratorio (pandemia), por lo cual no fue posible medir dicha hormona. La insulina nos daria
una perspectiva mas de su regulacion por la glucosa y evaluar la sensibilidad a la insulina en el
microambiente uterino. Ademas, los receptores a insulina muestran afinidad de union a factores
de crecimiento como lo es el factor de crecimiento insulinico (IGF) y su papel ha sido bien

establecido en el metabolismo del crecimiento y desarrollo prenatal (Belfiore y cols. 2017).

Finalmente, seria importante analizar, si la expresion de factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGFc) en la vasculatura materna y fetal en las etapas de la implantacion y
placentacion y con ello, evaluar la angiogénesis, crecimiento y permeabilidad vascular en este
modelo de hipotiroidismo. El VEGF también puede modular al factor del crecimiento
epidérmico y su receptor en la angiogénesis, el desarrollo fetal y proliferacion del trofoblasto

(Clemente y Bird 2022).
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12. GLOSARIO DE TERMINOS

AdipoR1: Receptor de adiponectina 1

AdipoR2: Receptor de adiponectina 2

GLUT 4: Transportador de glucosa 4

HGC: Hormona gonadotropina coridnica humana
IFG: Factor de crecimiento insulinico

VEGEF: Facto de crecimiento vascular endotelial
PGF: Factor de crecimiento placentario

PRLR: Receptor de prolactina
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