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Resumen

El hipotiroidismo reduce la fertilidad, disminuye el didmetro de los foliculos en ovarios de
conejas, estimula lainfiltracion de células inmunes en pancreas, higado, estromaovarico y tejido
peri-ovarico, disminuye los triglicéridos, la expresién de Aromatasa, FSHR, PPAR, PLIN.A e
incrementa las reservas de glucogeno, colesterol y laexpresion de GPER1 en ovarios de conejas.
Asi mismo, el hipotiroidismo se ha asociado con patoldgicas tales como sindrome de ovario
poliquistico, endometriosis, resistenciaa lainsulina, obesidad e insuficienciaovarica prematura;
estas patologias han sido descritas como proinflamatorias, con incremento de estrés oxidativoy
con alteraciones hormonales.

El yodo es el principal compuesto en la sintesis de hormonas tiroideas, en forma de yodo
molecular (lz) ha sido reportado como antiproliferativo, antiangiogénico, proapoptético,
anticancerigeno, antioxidante en dosis adecuadas, mientras que en exceso funge como un
oxidante y disruptor endocrino. La irrigacion de yodo disminuye el tamafio de quistes ovaricos
en ratas, en dosis bajas incrementa la expresion del antioxidante SOD en pancreas, disminuye
efectos adversos al tratamiento con estreptozotocina en ratones, disminuye el tamafio de
carcinomas mamarios en mujeres y funciona como inmunomodulador.

El objetivo de esta investigacion es evaluar los efectos del hipotiroidismoy el yodo en la
expresion de TNFa ¢ IL-6. Se emplearon 24 conejas (Oryctolagus cuniculus), divididas en 4
grupos: control n=6, hipotiroideo (metimazol) n=6, yodo n=6 y MMI (Metimazol + yodo) n=6.
Al primer grupo se les dio de beber agua, al segundo se le dio agua con metimazol (10 mg/Kg),
al tercero se les dio a beber agua con yodo (I" + I, 0.2 mg/kg) y al cuarto se les dio a beber
metimazol mas yodo por 30 dias. A los animales se les realizd la eutanasia, los ovarios se
obtuvieron y procesaron para inmunohistoquimica de TNF-a e IL-6.

Nuestros resultados sugieren que el hipotiroidismo incrementa la expresion de TNF-a en los
foliculos primordiales, secundarios maduros, terciarios, corteza y estroma respecto al control.
mientras que el grupo metimazol mas yodo incrementé la expresion en foliculos de mayor
maduracion (secundarios maduros y terciarios), estroma, hilioy foliculos en atresia infiltrativa.
Por otro lado, laexpresion de IL-6 se vio disminuidaen el grupo hipotiroideo respecto al control,
en foliculos secundarios inmaduros, secundarios maduros e hilio, asi mismo el grupo metimazol
mas yodo restablecio laexpresion en foliculos secundarios inmaduros, mientras que en corteza,
foliculos primordiales, primarios y foliculos en atresia obliterativa no hubo diferenciasen la
expresion. Sin embargo, en los grupos tratados con yodo, se incrementd la expresionde I1L-6 en
foliculos terciarios y atresia infiltrativa. Los resultados sugieren que el tratamiento de yodo
aumenta la infiltracion de células inmunes modulando la expresion de citocinas, IL-6 como
antinflamatoria y TNFa como proinflamatorio, siendo potenciadas por aumento de metabolismo
y estrés oxidativo en estadios de mayor maduracion.
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Abreviaciones

BMP-15: proteina morfogenética 6sea 15

ERO: Especies reactivas de oxigeno

FSH: Hormona foliculo estimulante

GDF-9: factor de diferenciacion de crecimiento 9
GH: hormona de crecimiento

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas
IGF: factor de crecimiento similar a la insulina
IL-1p: interleucina-13

IL-6: Interleucina 6

IOP: Insuficiencia ovarica prematura

LH: Hormona luteinizante

TGF-B: factor de crecimiento transformante beta
TNF-a: factor de necrosis tumoral a

TSH: Hormona estimulante de la tiroides

T3: Triyodotironina

T4: Tetrayodotironina

VEGF: factor de crecimiento de endotelio vascular
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1. Introduccién

1.1 Generalidades del ovario

El aparato reproductor de la coneja esta conformado por dos ovarios, dos oviductos, dos
cuernos uterinos, un cuello uterinoy una vagina. En la coneja, los ovarios son dos estructuras
arrifionadas que midende 1 a 1.5 cm de largo, color blanco-amarillento, envueltos en un pliegue
del peritoneo a través del cual se pueden observar bultos que corresponden a los foliculos en
estadios de mayor maduracién. Alrededor de 16 a 17 dias, y bajo estimulos hormonales, inicia
el ciclo ovarico de la coneja con la finalidad de lograr la maduracion de los foliculosy la
produccion de estrogenos. En esta maduracion folicular participan las hormonas gonadotropinas
y esteroideas (Sirotkin et al., 2014). La regulacion hipotaldmica inicia con la activacion del
receptor de Kisspeptina, a través del estradiol en el area predptica, area hipotalamicaanterior, el
hipotalamo basal medial y en la eminencia media del hipotdlamo, que fosforila la proteina 6xido
nitrico sintetasa, provocando una liberacion pulsatil de lahormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), los pulsos de alta frecuencia estimulan la sintesis de la hormona luteinizante (LH) y
los pulsos de baja frecuencia estimula la sintesis de la hormona foliculo estimulante (FSH).
Estas gonadotropinas son producidas en la glandula hipofisis actuando en las gonadas para la
produccion de hormonas esteroideas y el desarrollo gonadal, estimulando asi la ovulacion
(Chang et al., 2022; Hu et al., 2022).

El ovario se encarga de la preservacion y maduracion de las células germinales
femeninas con el objetivo del éxito reproductivo (Kiran, 2021). Esta conformado por el
parénquima ovarico compuesto por las unidades funcionales (6vulos) y el estroma ovérico, el
cual esta diversamente compuesto por células inmunes, vasos sanguineos, vasos linfaticos,
epitelio de la superficie, tunica albuginea, células hiliares que producen androgenos, células
madre y células estromales tipo fibroblasto. Dentro de las funciones del estroma ovarico se
encuentran la remodelacion del tejido, sefializacion, soporte y sintesis de hormonas (Kinnear et
al., 2020) (Figura 1). La inervacion nerviosaen el ovario ocurre a través del ganglio celiaco que
se distribuye a través del plexo ovarico en los vasos sanguineos y el nervio ovarico superior se

proyecta a los foliculos (Baljety Drukker, 1979). En cerdas, la denervacion ovarica aumentael
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numero de foliculos pequefios (<3 mm) y disminuye el nimero de foliculos grandes (>7 mm).
Dicho hallazgo se asocia con la disminucion de progesterona, estrona, estradiol, LH y
testosterona, evidenciando la participacién del sistema nervioso en la maduracién folicular. El
nervio ovarico superior también regula la esteroidogenesis (Jana et al., 2007).

Figura 1. Ovario de Coneja Oryctolégus cunicul
Hematoxilina de Mayer. Fuente propia.

En la mujer, los ovarios contienen una cantidad limitada de ovocitos, nacen con un
aproximado de 600 000 foliculos quiescentes los cuales disminuyenalo largo de lavida a través
de diversos procesos como atresia, atricion y errores meioticos. En la pubertad, los foliculos
disminuyen a 300,000, tal disminucion continlGa con la edad hasta agotar la reserva ovarica
presentando la menopausia (Park et al., 2022). El sistema neuroinmunoendocrino permite la
maduraciony diferenciacion de los ovocitos para lograr el éxito reproductivo (Clarke 2018). El

foliculo estd compuesto por un ovocito con nucleo acéntrico rodeado de células de la granulosa
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que, a su vez, estan rodeadas de una membrana folicular o células de la teca (Zhang y Zhang,
2020). Los foliculos se clasifican de acuerdo con el nimero de células de la granulosa como
foliculos primordiales, primarios, secundarios, terciarios y de Graff (Gershony Dekel, 2020).
La hormona de crecimiento (GH) actua en sinergia con el factor de crecimiento similar a la
insulina (IGF), promoviendo la diferenciacion de células de la granulosa, siendo reguladores
intraovaricos, esteroidogeénicos, de proliferacion celular y desarrollo folicular (Satoetal., 2018)
(Figura 2).

Foliculos primordiales. La cantidad de foliculos ovaricos se establecen en los primeros
afios de vida. Estos ovocitos estdn meidticamente detenidos en un 90% aproximadamente,
permanecen de manera quiescente paraasegurar la vida reproductiva (Kehoe et al., 2021). Estan
rodeados por una capa de células foliculares planas, las cuales participan en la activacion del
desarrollo de los ovocitos estimulando la oxigenacion, nutricion, energia y factores de
crecimiento (Saccon et al., 2020). Entre las células folicularesy el ovocito se encuentra la zona
pelucida y la matriz extracelular glicoproteica. EI diametro de los ovocitos primordiales en
conejas es de 30-44 um (Arias et al., 2007).

Foliculos primarios. EI cambio de células foliculares planas a células cuboidales es el
primer indicio de que el ovocito ha entrado a fase de crecimiento. Durante el desarrollo, las
células germinales se asocian a las células somaticas para garantizar su supervivencia,
maduracion y crecimiento, el diametro de los foliculos primariosen coneja es de 100-120 pum,

mientras que el oocito Ilega a medir 60 um (Arias Alvarez et al., 2007; Clarke, 2018).

Foliculos secundarios. La proliferacion de las células de la granulosa cuboidales da
lugar al siguiente estadio de maduracion, las células de la teca se agrupan alrededor del foliculo

con mas de dos capas de células de la granulosa ctbica (Clarke 2018; McGee y Hsueh, 2000).
El foliculo Ilega a medir 200 um; mientras que, el ovocito crece de 80-104 um en coneja (Arias
Alvarez et al., 2007).

Foliculos terciarios. En el estadio terciario o antral la mayoria de los foliculos sufren
degeneracion atrésica. El liquido folicular esta compuesto por hormonas tiroideas T4 en menor

concentraciony T3 igual o mayor a las concentraciones séricas (Slebodziniski, 2005) aumenta
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el nimero de foliculos antrales sanos y disminuye la atresia en foliculos antrales grandes (Jiang
et al., 2000). A partir de este estadio, la FSH regula el metabolismo celulary activa las vias de
sefializacion MAPK en los foliculos preantrales (Candelaria et al., 2020), suprime la atresiay
apoptosis de las células de la granulosa e induce la esteroidogénesis (Liu et al., 2018), se
caracterizapor lapresenciade 6 — 9 capas de la granulosay por la presencia de espacios rellenos
de liquido folicular formando el antro, el diametro es mayor a 200 — 250 pm, mientras que el
ovocito llega a crecer de 130 — 135 pum de diametro en conejas (Arias Alvarez et al., 2007;
Clarke, 2018).

Foliculos de Graff. En mujeres en edad reproductiva, los foliculos de Graff son la
principal fuente de estrogenos. El foliculo dominante libera al ovocito para ser fecundado,
mientras que las células de lateca y de la granulosa se convierten en cuerpo luteo para producir
progesterona (Hsueh et al., 2015). En conejas, el diametro del foliculo es superior a 800-900
pum, mientras que el oocito mide de 140 — 143 um de didmetroy se caracteriza por un espacio

antral abundante rico en factores de crecimiento, proteinas, hormonas, etc. (Clarke 2018).

El desarrollo folicular de los primeros estadios de maduracion esta dirigido por factores
intra-ovaricos, mientras que en los estadios de mayor maduracién son regulados por las
hormonas gonadotropinas (McGee y Hsueh, 2000). Los foliculos son reconocidos por la matriz
extracelular, activando diversos mecanismos de proliferacion y diferenciacion involucrando
factores de crecimiento en depdsitos extracelularesy su relacion con la dominancia folicular
(Armstrong y Webb, 1997). El inicio del desarrollo folicular es modulado por hormonas
esteroideas y la hormona anti-muleriana (Silvay Giacobini, 2021). Las hormonas esteroideas
en sinergia con la FSH participan en el crecimiento folicular de las células de la granulosa,
diferenciacion morfologica, formacion de receptores para LH y la induccion de enzimas
esteroidogénicas (3 beta-hidroxiesteroide deshidrogenasay aromatasa) en los ovocitos (Jiang et
al., 2000), mientras que por actividad de la LH se activa la reanudacién de la meiosis y la

digestion de la pared del foliculo para la ovulacion (Yoshimura y Barua, 2017).

En la maduracién folicular, ademaés de las hormonas esteroides, se tiene la participacion
de otras hormonas y péptidos como relataremos a continuacién. El péptido natriurético tipo C

es un factor estimulante de los foliculos actuando de forma paracrina/autocrina induciendo la
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vaso-relajacion, expresandose en células de la granulosa y del cimulo en foliculos pre-antrales
y pre-ovulatorios. Este péptido estimula la produccion de GMPc difundiéndose al ovocito por
las células del cimulo aumentando la concentracion de AMPc deteniendo la maduracion del
ovocito (Hsueh et al., 2015). La maduracion inducida por LH esta regulada por factores
procedentes de células sométicas foliculares. En el liquido folicular existen factores de
crecimiento como el factor de crecimiento similar a la insulina (IGF), el factor de crecimiento
de endotelio vascular (VEGF), el factor de crecimiento transformante alfa (TGF-a), el factor de
crecimiento neurotrofico derivado del cerebro (BDNF) y factores de crecimiento derivados de
los ovocitos como el factor de diferenciacion de crecimiento 9 (GDF-9) y la proteina 2
morfogenética 6sea 15 (BMP-15) (Hsieh et al., 2009). EI TGF-B induce el aumento de la
expresion del receptor de LH estimulado por FSH vy la produccion de progesterona en cultivo
de células de la granulosade rata sin modificar concentracion de AMPc, mientras que, el VEGF
disminuye la unién del receptor LH y reduce la concentracion de AMPc, sugiriendo que TGFf
y VGEF tienen efectos opuestos en la diferenciacion de células que responden a gonadotropinas
(Dodson y Schomberg, 1987; Knecht et al., 1987).
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Figura 2. Estadios de maduracion folicular, delimitacion de la participacion de factores intraovaricos y hormonas
gonadotrdpicas en los diferentes estadios de maduracion. Tomado de (Lee et al., 2021).

1.1.1 Metabolismo y estrés oxidativo en la maduracion folicular

La glucosa es la principal fuente de carbono para la biosintesis celulary la produccion
de energia, existen tres tipos de transportadores que controlan el flujo de carbono a la glucdlisis:
transportadores de glucosa, lactato y monocarboxilo (Mulukutla et al., 2016). Estudios
realizados en animales con problemas de infertilidad muestran que la concentracion fisioldgica
de glucosa es crucial para la maduraciony desarrollo de los ovocitos y el desarrollo del posible
feto (Warzych y Lipinska, 2020). Los foliculos maduros consumen dos veces mas glucosa que

los foliculos inmaduros, la mayoria de las especies mamiferas dependen de los transportadores
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de glucosa (GLUTS), las células del camulo convierten la glucosa en piruvato, lactato o NADPH
que se transfierenalos ovocitos (Warzychy Lipinska, 2020). En los mamiferos, el metabolismo
de la glucosa puede ser controlado por dos hormonas principales, la insulina producida por los
islotes de Langerhans en el pancreas en células 3 y el glucagdn en células a. Cuando los niveles
de glucosa en sangre aumentan, la insulina es segregada regulando la accion metabdlicaen el
higado, incrementando la captacidénde glucosaen los tejidos (Judge y Dodd 2020). En musculo
esquelético, corazon, tejido adiposoy ovario, la sefializacion de insulina provoca la traslocacion
del transportado de glucosa (GLUT-4) en la membrana plasmatica desde las vesiculas internas,
incrementando el flujo de captacion de glucosa. Cuando se requiere el suministro de glucosa a
las células en ausencia de ingesta de glucosa, el glucagon actua sobre el higado a traves de un
receptor acoplado a proteina G, incrementando AMPc, exportando glucosa estimulando la
gluconeogénesis (Judge y Dodd, 2020). EI GLUT-4 es un transportador de glucosa en respuesta
a lainsulinay a la contraccion muscular. El aumento de calcio intracelular, laelevada actividad
de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK) en respuesta a la contraccion y estrés
mecanico, asi como especies reactivas de oxigeno y 6xido nitrico aumentan la traslocacién de
GLUT-4 (Flores-Opazo et al., 2020).

La disponibilidad de glucégeno modula el transporte de glucégeno muscular y la
traslocacion de GLUT-4 (Derave et al., 1999). Tras el agotamiento de glucdgeno el aumento de
la resintesis de glucégeno en el mudsculo es mediado por la activacidn sostenida de AMPK y el
incremento de la expresion de GLUT-1, GLUT-4 y hexoquinasa. EI aumento de sensibilidad a
la insulina se debe a una mayor traslocacion de GLUT-4 en la superficie celular y la activacion
de AMPK (mecanismos subyacentes atn no dilucidados) (Hingst et al., 2018). Los receptores
de insulina constan de dos subunidades a extracelulares y dos subunidades 3 transcelulares, la
insulina se une a la subunidad o del receptor de insulina, provocando un cambio conformacional
que conduce a la fosforilacion de los residuos de tirosina en su subunidad  (Russo et al., 2021).
La insulina funciona como una co-gonadotropinaa través de su receptor asociado para modular
la esteroidogénesis ovarica y la ovulacion (Roberts et al., 2013). La AMPK es un importante
sensor de energia intracelular, se sugiere que tiene un papel vital en la fertilidad femenina

(McCallumetal., 2018). A nivel del tejido, el metabolismo de la glucosa se llevaa cabo a través
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de exigencias energéticas de cada 6rgano, para efectos de esta investigacion se enfocara en los
ovarios. Los foliculos ovaricos contienen lipidos, acidos grasos libres, lipasa sensible a
hormonas, el liquido folicular funciona como fuente de oxigeno, aminoacidos, factores de

crecimiento y otras moléculas (Zhou et al., 2019a).

El estrés oxidativo hace referencia a la cantidad de radicales libres producidos por la
cadena respiratoria pertenecientes en un 95% a las ERO. Las ERO consiste en anién superoxido
(02-), radicales hidroxilos (HO-), alcoxilo (RO-peroxilo RO2-) y otros no radicales como el
peroxido de hidrégeno (H202). Las ERO son indispensables en la foliculogénesis, la
reactivacion de la meiosisy el desarrollo de mensajeros secundarios del desarrollo embrionario.
Las ERO inducen apoptosis en las células de la granulosa para romper las membranas y lograr
la ovulacion, también participan en la regresion del cuerpo luteo, la concentracion adecuada de
ERO en el liquido folicular puede ser indicativode una buena actividad metabdlicay regulael
progreso de meiosis | a meiosis Il (Yan et al., 2022). Sin embargo, el exceso de ERO alterael
funcionamiento de las macromoléculas en el ADN, proteinas, lipidos y carbohidratos. Esta
alteracion puede conducir al envejecimiento ovocitario (Wang etal., 2021). El aumento de estrés
oxidativo es fundamental para la ovulacion; mientras que, el exceso de precursores
proinflamatorios, tras el aumento de LH genera un exceso de ERO (Shkolniket al., 2011). El
incremento de estrés oxidativo induce apoptosis en las células de la granulosay la no disyuncion
de la meiosis (Dai et al., 2017). El envejecimiento ovarico esta relacionado con un incremento
de ERO por disfuncién mitocondrial, reduciendo la cantidad de ATP (Wang et al., 2021). A
traves de la via de sefializacion PI3K/Akt participa en la regulacion de la proliferacion celular
diferenciaciony estrés oxidativo, la anormalidad de esta via esta relacionada con el bloqueo de
la génesis de foliculos primordiales, relacionandola directamente con IOP. A lo largo de la
maduracion folicular, las reservas de glutatidn protegen al ovocito del estrés oxidativo (Shi et
al., 2023)

1.1.2 Inflamacién y foliculogénesis
Las célulasinmunesy las citocinas estan relacionadas con la foliculogénesisy la ovulacion,

dentro de sus funciones se encuentra la regulacion de diferenciacion celular, supervivencia,
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atresiay maduracionde los ovocitos (Field et al., 2014), fagocitosis, presentacion de antigenos,
remodelacion de tejidos por enzimas proteoliticas, secrecion de sefiales solubles, como
citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento (Kinnear et al., 2020). Las citocinas son
producidas por los leucocitos residentes o infiltrados y se ha determinado la presencia de
monocitos, linfocitos T activados, macrofagosy neutréfilos en la capa de la teca durante la fase
folicular, mientras que en la fase ovulatoria se incrementa la presencia de macréfagos y
neutréfilos. La fase lutea incrementa la densidad de leucocitos mediado por citocinas

proinflamatorias y ERO liberado por leucocitos y células ovéaricas (Wu et al., 2007).

La gonadotropina coriénica humana es considerada un quimioatrayente leucocitario que
puede actuar a nivel del ovario incrementando la infiltracion de celulas inmunes (Al-Alem et
al., 2015). La presencia de célulainmunes como macréfagos, eosindéfilos en foliculos estan en
presentes en niveles bajos en ovarios inmaduros o en reposo. Estas tienden a incrementar en
foliculos maduros especialmente en la vasculatura de la teca y asi migrar a los cuerpos luteos
despues de la ovulacion (Kinnear et al., 2020). Los foliculos que estan localizados cerca de la
médulay cerca de focos inflamatorios pueden resultar dafiados y perderse en la ovulacion (Park
etal., 2022). El aumento de LH en la ovulaciénincrementa la secrecion de IL-1B. Esta estimula
lasintesis de prostaglandinasintetasa 2, que acttan en procesos como laremodelacion del tejido,
el reclutamiento de células inmunesy la angiogénesis para lograr laovulacion (Park et al., 2022)
El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y la interleucina-1 (IL-1p) son citoquinas implicadas
en el desarrollo folicular, proliferaciony apoptosis en células foliculares de los mamiferos (Silva
et al., 2020). Para fines del presente proyecto nos enfocaremos solo a TNF-a e IL6, los cuales

describiremos a continuacion.

El TNF- o es una potente citocina pleiotropica, actda de forma paracrina, autocrina 'y
sistematica. Es producido por macrofagos, linfocitos T, células endoteliales y es producida de
dos formas, de forma precursoraunida a membrana y escindida por la enzima convertidora del
factor de necrosis tumoral alfa (TACE) sintetizando a forma libre (Fragoso et al., 2014). La
forma unida a membranatiene un peso molecular de 26 kDa, compuesta por 233 aminoacidos,
la forma libre consta de un peso molecular de 17 kDa, con 157 aminoacidos, y la forma activa
de TNF- a constituida por un homotrimero de 51 kDa (Fragoso et al., 2014). EI TNF- o y sus
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receptores participan en la funcion ovaérica, el cuerpo luteo y la remodelacion del tejido, la
citocinase encuentraen el liquido folicular, células de la granulosa, células de la tecay cuerpo
Iateo, ademas estimula la atresia en células foliculares (Sakumoto y Okuda, 2004). Regula la
supervivenciacelulary la apoptosis a través de NF-Kb, los procesos inflamatoriosy de fibrosis
contribuyen al envejecimiento ovarico, altas concentraciones de TNF- a, IL-6 e IL-1-beta y un
incremento de células inmunes en ovarios se ha relacionado con una disminucion del nimero
de foliculos (Jo et al., 2020).

El TNF- a transmembranal considerado el precursor de la fraccion soluble y/o receptor,
participa en la inflamacion local a través de la comunicacion entre células vecinas conocida
como “sefial inversa” cuando TNF- a se une a un receptor TNFR-1y TNFR-2. Ademas, el TNF-
o transmembranal funciona como receptor transmitiendo sefiales dentro de las células, dando
lugar a una expresion alterada de citocinas por la misma célula (Horiuchi et al., 2010; Sedger
McDermott, 2014). El TNF- a ejerce sus efectos a través la union con su superfamilia de
receptores (FAS, CD40, CD27 y RANK) y dos de sus receptores de membrana TNFR-1 y
TNFR-2, la diferencia entre estos receptores radica en el dominio extracelular de dos a seis
moléculas de cisteina (Idriss y Naismith, 2000), TNFR1 puede estimular muerte apoptotica o
necrotica, mientras que TNFR2 sefiala procesos homeostéaticos locales (Varfolomeev y Vucic,
2018). EI TNF- a inhibe la sintesis de estradiol-17  inducido por FSH e insulina. Se le atribuyen
funciones moduladoras de la ovulacion, estimula la apoptosis de células foliculares, es
considerado un estimulador de prostaglandinas luteales (PGF2a, la PGE2 y la PGI2), estimula
la produccidn de progesteronaen el cuerpo lGteo, incrementa la expresiéndel HLA- 1, activala
via de sefializacion de proteina cinasa activada por mitogenos y el factor de activacion nuclear
NkFB, dichas vias de sefializacidn estan relacionadas con la supervivencia celular mediante el
reclutamiento de TRADD y TRAF2 activando MAPK y JNK, la produccién de leucotrienos,
produccion de &cido araquidonico (Sakumoto y Okuda, 2004; Sedger y McDermott, 2014). El
TNF-a se ha relacionado con procesos de fibrosis tales como engrosamiento de la tunica
albuginea y fibrosis subsiguiente, asi como la proliferacion de células de la teca (Zhou et al.,
2017).
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La IL-6 es una citocinapleiotropicade accion intercelular con acciones proinflamatorias
y antinflamatorias, glicoproteina de 21 a 28 kDa y 184 aminoacidos, vinculada con
enfermedades autoinmune, de accion autocrina, paracrinay endocrina (Saavedraet al., 2011).
Se caracteriza por estimular a los linfocitos B para la produccion de anticuerpos. Es producida
por monocitos, macrdfagos, linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, sinoviocitos,
células de la glia, adipocitos y células epiteliales entre otras. La sintesis de IL-6 es estimulada
por infecciones virales, bacterianas, otras citocinas como la IL-1, TNF-a y el factor de
crecimiento derivado de las plaquetas. La IL-6 puede inhibir la produccion de TNF- a, se
encuentra relacionada con padecimientos tales como resistencia a la insulina, hiperglucemiay
disfuncion cardiaca (Saavedra Ramirez et al., 2011). La IL-6 esta relacionadacon la regulacion
de la hematopoyesis, la coordinacidn del sistema inmune innato y adquirido, la funcionabilidad
y activacion de las vias de sefializacion intracelular depende de la unién de la IL-6 con su
receptor RIL-6 asociado a la proteina gp130. Existen receptores de IL-6 solubles, los cuales
buscan acoplarse con la proteina gpl130 para efectuar su accion, si bien los receptores de
membrana de IL-6 se expresan principalmente en higadoy en células inmunes, la proteina gp130
se expresa en diversos 6rganos, logrando asi la activacion de vias de sefializacion de IL-6 en

diversos érganos (Kang et al., 2020; Rose-John, 2020).

La activacionde latranscripciénde la IL-6 esta regulada por los factores como el NF-kB,
NF-IL6, proteina activadora 1 (AP1), proteina de especificidad 1 (sp-1) o factor regulador de
IFN, mientras que la regulacion a la baja de la transcripcion esta regulada por el receptor a
activado por el receptor proliferador de peroxisomas (PPAR), estrdégenos, glucocorticoides y
receptor adril hidrocarburo. Existen factores que impiden la traducciéndel ARNm, tales como
endonucleasasy miRNA-26 (Kang et al., 2020). La IL-6, interferon alfa (IFNa) y IFNp regulan
la expansidn del cimulo tras la oleada de LH en foliculos de mayor maduracion (Jang et al.,
2015). El factor NFKB regula diversas citocinas y receptores, promoviendo la expresién de
proteinas apoptoticas, expresion de la quimiotaxis. En células inducidas con mediadores
inflamatorios y estrés oxidativo se incrementa laexpresionde NF-kB en el citoplasma del nucleo
acelerando la transcripcion de ADN para la expresion de citoquinas, mediadores inflamatorios
regulando procesos patoldgicos (Liang et al., 2018).
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En enfermedades autoinmunes, el TNF- a induce la produccion de las citocinas IL-1, IL-
6, IL-8 e incluso al mismo TNF-a. Las anomalias en la funcién ovarica han sido correlacionadas
con incremento en la expresion y sefializacion de citoquinas proinflamatorias y una mayor
infiltracion de macrofagos CD68+ (Rodriguez-Castelan, et al., 2017; Snider y Wood, 2019) y
una mayor incidencia de fibrosis ovarica (Araujo et al., 2018). Los macrofagos ovaricos son
modulados por la homeostasis reproductiva y son regulados por el estrogeno, en los cuernos
uterinos de conejas de conejas hipotiroideas se ha observado una gran infiltracién de macréfagos
CD163+, dichas células inmunes secretan TNF-a, IL-6, MCP-1 y VEGF-A (Rodriguez-
Castelan, del Moral-Morales, et al., 2019a). EI TNF-o también es producido por neutréfilos,
linfocitos activados, celulas asesinas naturales, dentro de sus funciones esté la estimulacion de
otras citocinas como IL-2, IL-6, IL-8, e induce la neuro vascularizacion del peritoneo, asi como

fomentar la proliferacion y adhesion de células endometriales (Silva et al., 2020).

El incremento de TNFa regula el supresor de citoquinas 3 (SOCS-3) y ambas vias de
sefializacion inflamatoriaterminan en la expresion de GLUT-4 que conduce al transporte de
glucosa a la célula (Wondmkun 2020). Las citocinas proinflamatorias y ERO alteran la
esteroidogénesis, la ovulacion y la ciclicidad del estro. ElI exceso de inflamacién y estrés
oxidativo afectan la maduracion folicular, fecundacion y desarrollo embrionario. La expresion
de citoquinas es necesaria para la correcta funcion ovarica; sin embargo, el incremento de
expresion de citocinas proinflamatorias perjudica la funcion ovarica (Snider y Wood 2019). Los
peroxisomas, Organos encargados de reacciones metabolicas oxidativas, en el ovario se
diferencian en cada ciclo estral y participan en la maduracion de los foliculos. Se sugiere que
tiene un papel en la proteccién del estrés oxidativo y lipotoxicidad, participando en la sintesis
de esteroides, ladeficiencia de peroxisomas deteriora el transporte de colesterol por StaR (Wang
et al., 2022). La fibrosis, proceso que precede a la inflamaciony lesiones tisulares repetidas,
esta asociada con envejecimiento ovarico en la menopausia y la obesidad, limitando la
liberacion de ovocitos maduros. Las citocinas producidas en la inflamacion reclutan macréfagos
M1 que posteriormentea través de sefiales antinflamatorias se diferencian a macréfagos M2

estimulando la produccién de colageno y fibroblastos (Umehara et al., 2022).
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1.1.3 Atresia folicular

La competenciafolicular se ha relacionado con la produccién de inhibinasy estrogenos
por el foliculo més grande, causando que la concentracion de FSH disminuya, dejando a los
foliculos restantes privados del desarrollo por presencia de FSH. En ratones, los foliculos
primordiales se mantienen quiescentes por factores inhibitorios como el factor de transcripcion
Foxo3a (McGee y Hsueh, 2000). No todos los foliculos logran ser ovulados, por lo que se inician
procesos de autofagia y atresia mediados por el sistema inmune (Zhou et al., 2019b). Asi, el
99% de los foliculos sufren atresiafolicular. El proceso de atresiafolicular iniciacon la muerte
de una célula de la granulosa caracterizado por bajos niveles de estrogenos e incremento de
andrégenos (Park etal., 2022). Hay diversos mecanismos de atresia asociados a sistemas ligando
receptor, como TNF-a ligando FAS, ligando APO-3 y el ligando PFG-5. Otro mecanismo que
puede conducir a la atresiason alteraciones en la autofagia. Cuando existe una acumulacién de
fagosomas en la célula se activan vias de sefializacion de muerte celular; el tratamiento con
lipoproteinade baja densidad oxidada propicia una acumulacion de fagosomasen celulas de la
granulosa humanas, sugiriendo una relacion con problemas de fertilidad en mujeres obesas
(Zhou et al., 2019a). Asi mismo, los cambios en el estado metabdlico pueden influir en la
competenciay desarrollo folicular a través de la secrecion de factores como la insulina, IGF-1
y la leptina. En cerdas, la restriccion del alimento post lactancia disminuyd el tamafio de los
foliculos ovaricos y la taza de ovocitos fecundados, disminuyendo la concentracion de IGF en
el liquido folicular, concluyendo que lamovilizacion del tejido adiposo influye en la maduracion
folicular debido a la disminucion del balance energético (Costermans et al., 2023).

Existen 4 tipos de atresia de acuerdo con (Balazi et al., 2014) (figura 3):

Atresiaquistica: Se presenta en estadios de maduracidn avanzados con pérdida de capas
de células de la granulosa y de la teca, transformacién de células de la granulosa a células

epiteliales planas debido a la presion ejercida por liquido folicular.

Atresia infiltrativa: Hipertrofiay ruptura de células epiteliales de la granulosa y de la
teca, rupturade lamembrana basal, disposicion irregular de las células de la granulosa, ausencia

de vascularizacion y presencia de restos celulares (Meng et al., 2021).

24



Atresia obliterativa: Caracterizada por la degeneracién de la capa de células de la
granulosa, con preeminencia de fibrocitos, perdida de la presion intrafolicular reflejada en

deformacion de la pared folicular.

Atresia residual: Ausencia de células de la granulosa, presencia de vacuolizacion

nuclear.

Atresia quistica Atresia obliterativa Atresia infiltrativa Atresia residual

Figura 3. Esquema de tipos de atresia. Fuente propia

Las ERO pueden inducir diversas vias apoptoéticas, en la via exdgena activa a Fas/FasL,
la via enddgena altera lahomedstasis mitocondrial liberando a citocromo C y al factor activador
de proteasas, también puede promover la apoptosis en la granulosa a través de la via ERS,
evidenciando su papel en la homeostasisy viabilidad de foliculos sanos y atrésicos (Yan etal.,
2022).

1.2 Patologias y alteraciones ovaricas

Insuficienciaovarica prematura. Se caracteriza por lapérdidade lafuncion ovaricaen
mujeres menores a 40 afios, con una prevalenciade 1:10.000 de 18-25 afios que incrementacon
la edad, llegando a 1:100 de 35-40 afios. Dentro de los parametros bioquimicos alterados en el
cuadro patolégico se encuentran valores elevados de hormona foliculo estimulante y la
disminucion de estrogenos; mientras que, los signos clinicos presentan amenorrea u
oligomenorrea, infertilidad, depresiony falta de energia. La inflamacion también es considerada

un factor que induce fibrosis disminuyendo la reserva folicular (Park et al., 2022), TNFa se
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encuentra disminuido en suero de mujeres con insuficiencia ovarica prematura (Naz et al.,
1995).

Sindrome de ovario poliquistico (SOP). Es un trastorno endocrino que afecta del 5 —
10% a mujeres en edad reproductivay una de las causas mas frecuentes de infertilidad (Osuka
et al., 2019). Se caracteriza por anovulacion, hiperandrogenismo, presencia de quistes ovaricos
y altos niveles de LH en suero. Las mujeres diagnosticadas con sindrome de ovario poliquistico
(SOP) presentan anomalias metabdlicas tales como sindrome metabdlico, obesidad y resistencia
a la insulina. El papel que tienen las hormonas esteroideas en la desregulacién del eje
hipotalamo-hipofisis-gonadal (Otto-Buczkowska et al., 2018). El sindrome metabdlico esta
presente entre el 28% y 46% de las pacientes diagnosticadas con SOP (Romanowski et al.,
2015). Las pacientes con SOP presentan concentraciones elevadas de TNFa y el metabolito de
la peroxidacion lipidica, malondialdehido (MDA), lo que indica inflamacion ovérica cronica 'y
estrés oxidativo (Snider y Wood, 2019). En el SOP, la produccion de adiponectina en los
adipocitos contribuye al desarrollo de resistenciaa lainsulina, anormalidadesen el transportador
de glucosa GLUT-4, alteraciones en la lipdlisis y disfuncion de las células beta del pancreas
(Zoreet al., 2017). EI SOP es caracterizado por un estado proinflamatorio que esta relacionado
con un incremento en la produccion de androgenos (Gonzélez 2015). EI SOP se ha relacionado
con genes proinflamatorios, asi como IL-6 y TNF-a, siendo TNF-a un mediador de laresistencia

a la insulina incluso en ausencia de obesidad (Gonzélez, 2015).

Resistenciaa la insulina. Definida como la incapacidad de la insulina para estimular el
transporte de glucosa al interior de las células (Roberts et al., 2013). La accion de la insulina
unida a su receptor desempefia el papel de control en procesos de mitosisy crecimiento en la

célula, por lo que tiene una estrecha relacion con SOP (Lebovitz 2001).

Sindrome metabdlico. Es un conjunto de factores interconectados que favorecen la
aparicion de enfermedades cardiovasculares ateroscleroticas y diabetes mellitus de tipo 2 (Kassi
et al., 2011). Se caracteriza por hipertrigliceridemia, hipertension y bajos niveles de colesterol
de alta densidad (HDL), disfuncién endotelial, obesidad, inflamacion y estrés oxidativo. El
sindrome metabdlico y obesidad producen marcadores de inflamacion como el TNFa, IL-6 e

IL-18 por lo que se relaciona con alteraciones ovarica (Roberts et al., 2013).
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Endometriosis. La endometriosis es considerada una patologia relacionada con la
infertilidad femenina. Es caracterizada por el crecimiento, adhesién y progresion de glandulas
endometrialesy estroma fuerade la cavidad uterina. Este tejido endometrial puede desarrollarse
alrededor del ovario (Kaushik et al., 2020).

Obesidad. La obesidad se ha relacionado con un aumento en la expresion de TNFa, IL-
6 e IL-8, asi como sus vias de sefializacion inflamatoria en ovarios de mujeres y ratones con
obesidad. La IL-6 y el TNFa se correlacionan positivamente con las concentraciones de lipidos
en el liquido folicular de las mujeres obesas, presuntamente perjudicando la funcion ovarica
(Snider y Wood, 2019).

Hipotiroidismo. La disminucion de hormonas tiroideas tiroxina (T4) y triyodotironina
(T3) y el aumento en la hormona estimulante de la tiroides (TSH) han sido correlacionados con
abortos espontaneos, irregularidades menstruales y quistes ovaricos (Slebodzifiski, 2005),
resistenciaalainsulina, obesidad, dislipidemias, endometriosis, infertilidad e hiperplasiauterina
(Rodriguez-Castelan et al., 2019b), asi como incremento de la atresia folicular (Colella et al.,
2020). El hipotiroidismo aumentd la proliferacion de hepatocitos, la infiltracion de mastocitos
indujo esteatosis hepatica, fibrosis y una disminucién en la vascularizacién del higado
(Rodriguez-Castelan et al., 2017). En el pancreas, el hipotiroidismo induce infiltracion de
células inmunes, una mayor presencia de coldgeno aumenta la expresion de ERa, proinsulinay
disminuye la expresion de GLUT4, aromatasa, GPER1 y ERB. El hipotiroidismo también reduce
el numero de células de islotes de Langerhans (Rodriguez-Castelan et al., 2022; Rodriguez-
Castelan et al., 2015; Rodriguez-Castelan et al).

1.3 Hipotiroidismo, metabolismo e inflamacion

Las hormonas tiroideas regulan el desarrollo y metabolismo de los 6rganos a través de
receptores nucleares, la interaccion y sinergia de las hormonas tiroideas con otras hormonas,
ERO, citocinas y factores de crecimiento participan en la maduracion folicular (Silva et al.,
2018a). No obstante, la disminucion de las hormonas tiroideas tal como sucede en el

hipotiroidismo tiene efectos negativos en diversos 6rganos. El hipotiroidismo aumento la
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expresion de GLUT-4 en pancreas de conejas (Rodriguez-Castelan et al., 2022). Debido a que
la TSH puede inhibir la sefializacidn de glucosa en los adipocitos, la acumulacién de glucégeno
en ovario podria modificar la sefalizacion de insulina y, por ende, afectar la maduracion
foliculary la esteriodogénesis, ya que laacumulacionde lipidos en ovarios esta regulada por la
captacion de glucosa (Rodriguez-Castelan et al., 2018). En ratas con SOP vy resistencia a la
insulina, la expresion de GLUT-4 se encuentra disminuida (Yang et al., 2018). Los islotes
pancreaticos de conejas hipotiroideas demuestran un aumento de la vascularizacion, asi como
una infiltracién de células inmunes incrementada, reflejando que el hipotiroidismo induce
pancreatitis e insulitis (Rodriguez-Castelan et al., 2015). El hipotiroidismo farmacoldgico en
ratas disminuyo la concentracion de insulina, aumento la peroxidacion lipidicay disminuyo la
actividad de enzimas antioxidantes. El glutation reducido es un cofactor de enzimas
antioxidantes como las desyodasas (Safayee et al., 2016). En 6rganos como higado y corazén,
las enzimas antioxidantes fueron disminuidas, mientras que incrementé el MDA como producto
de la peroxidacion lipidica. EI TNF o disminuye las concentraciones de T3 a nivel tisular
mediante la activacion Nf-kB, inhibe la expresién de deyodasa tipo 1 (D1) que, a su vez, es
regulada por la T3. De igual manera, la IL-6 suprime la generacion de T3 a través de la
regulacionde D1 y D2 (Wajner et al., 2011). El estrés oxidativo esta directamente relacionado
con la inflamacion sistémica y alteraciones hormonales, la mayoria de radicales libres son
obtenidos a través del mecanismo mitocondrial en la respiracion celular, el recambio de
mitocondrias dafiadas por ERO esta dirigido por PPAR gamma. El incremento de andrdgenos
en tejido ovarico de ratas estimula la inflamacidn crénica de bajo grado y, a su vez, induce
muerte celular apoptética, evidenciando disfuncién folicular y fibrosis celular intersticial
ovarica (Wang et al., 2020).

1.4 Generalidades de yodo

El yodo es un micronutriente esencial para el consumo humano, su funcién principal
radica en la accion de la peroxidasa tiroideay la yodacion de la tiroglobulina para la sintesis de
hormonas tiroideas. El requerimiento diario para adultos es de 150 mg, mientras que para el

embarazo los requerimientos aumentan a 200 — 250 mg por dia, siendo el umbral maximo
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tolerado es de 1100 mg/dia. Los requerimientos de yodo humano se obtienen a través del
consumo de sal yodada, pan, algas, mariscos, pescados, etc. (Mathews et al., 2021). Existen
estudios que describen latolerancia de yodo a dosis bajas en personas eutiroideas (1,5-8 mg/dia)
e intermedias (10-32 mg/dia), manteniendo las concentraciones de T3y T4. Dosis elevadas (>30
mg/dia), principalmente en forma de yoduro (1), promueven la aparicién de hipotiroidismoy
bocio que remiten después de quitar la suplementacion de yodo (Aceves et al., 2013). El yodo
se absorbe rapidamente por el tracto gastrointestinal, se distribuye a través de las células y se
excreta por los rifiones. El yodo (1-%) se introduce a la célula por accion del simportador de sodio-
yodo a través de transporte activo (NIS), anoctamina 1 (ANOL1), el regulador de la conductancia
transmembrana de la fibrosis quistica (CFTR) y el transportador multivitaminico de sodio
(SMVT) y la pendrina en la glandula tiroides, posteriormente los iones de yodo se oxidan por
accion de laperoxidasatiroideaen presenciade H.O,. Los residuos de tirosina son yodados para
formar monoyodotirosina 'y diyodotirosina para posteriormente acoplarse y formar T3 y T4
(Krela-Kazmierczak et al., 2021). ElI exceso de yodo funge como un disruptor endocrino
inhibiendo laaccion del simportador (Karbownik-Lewinska et al., 2022). La deficienciade yodo
también potencia la accion de otros disruptores endocrinos, mientras que la restitucion de yodo
los contrarresta. Existen otros ejemplos de disruptores endocrinos que acttan inhibiendo el
simportador de yodo sodio como el perclorato, tiocianato, bisfenol Ao nitrato. El yodo actua de

forma protectorafrente a canceres y procesos inflamatorios (Krela-Kazmierczak et al., 2021).

La deficienciade yodo estarelacionada con bajo peso al nacer, hipotiroidismo subclinico
materno, aborto espontaneo, enanismo, bocio, morbilidad materna, efectos adversos del
neurodesarrollo del feto, aumentoen la conversion de T4 a T3 y mayor produccion de TSH. La
prevalenciadel hipotiroidismo subclinico en el mundo es del 8%, con niveles de TSH de 2.5 —
4 mU/L para hipotiroidismo subclinico leve y niveles de 4 — 10 mU/L para hipotiroidismo
subclinico importante (Hassanien et al., 2003; Tarna et al., 2022). La deficiencia de yodo esta
asociada con preeclampsiay aumento de estrés oxidativo en la gestacion, la proliferaciony
diferenciacion de la placenta (Olivo-Vidal etal., 2016). En mujeres embarazadas con deficiencia
de yodo (determinado en orina) se aumenta el estrés oxidativoy disminuye la actividad de la
enzima superdxido dismutasa (Vidal et al., 2014). El exceso de yodo ha sido relacionado con
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hemorragias, alteraciones en el embarazo y alteracion de fenotipo de células inmunes
(Hassanien et al., 2003; Mathews et al., 2021), inhibicion de la actividad de la peroxidasa
tiroideareduciendo la sintesis de hormonas tiroideas (Calcaterraet al., 2022). Estudios in-vitro
de cultivos celulares de células tiroideas incubadas con exceso de yodo han reportado cambios
morfoldgicos en las células, exposicion de fosfatidilserina (fosfolipido sefializador de
apoptosis), fragmentacion del ADN, incremento en la produccion de EROy MDA (Karbownik-
Lewinska et al., 2022). El exceso de yodo sumado a mayor estrés oxidativo de linfocitos
incrementa el riesgo de padecer enfermedades autoinmunes (Karbownik-Lewinska et al., 2022).
En ratas con administracion de exceso de yodo (7 mg/kg, 100 veces la dosis diaria
recomendada), el exceso de yodo aumenta el estrés oxidativo en linfocitos en sangre periférica,
favorece la actividad de citocinas, asimismo incrementa su concentracion en suero IL-6 y TNFa
(Saha et al., 2019).

A diferencia del yoduro, el yodo molecular tiene caracteristicas hidrofdbicas,
propiedades altamente polarizables, se yodina inespecificamente dobles enlaces. En mamiferos
a traves de reacciones extraenzimaticas el yodo tiene la capacidad de yodar inespecificamente
proteinas, aminoacidos y lipidos. En mamiferos se han identificado cuatro lipidos yodados: 6-
yodo-5-hidroxi-8,11,14-eicosatrienoico (d-iodolactona), a-yodohexadecanal (a-IHDA), &cido
5-yodo-7,10,13,16,19-docosapenta-enoico (g-lactona) y el acido 14-yodo-15-hidroxi-5,8,11-
eicosatrienoico (olactona) (Kesslery Hooge, 2007). En ratas Wistar, el exceso de yodo (KIO3)
incrementa el estrés oxidativo en pancreas, los niveles de TSH, amilasa y glucosa sérica, los
niveles de insulinay el estado antioxidante se vio disminuido, aumentd la expresion de PPAR-
gamma (Arbez-Evangelistaetal., 2024). En células de cancer de mama en ratones, la captacion
de yoduro es dependiente de NIS, mientras que la captacion de yodo (12) es transitoria, se sugiere
que la captacion de yodo (I2) es independiente de NIS, pendrina, Na* y energia, proponiendo un
sistema de difusién facilitada (Arroyo-Helguera et al., 2006). La yodacion del &cido
araquidonico forma yodolipidos, estos funcionan como ligandos de receptores gamma
activadores del proliferador peroxisomal, que regulan la expresion del gen de la SOD (Nufiez-
Anitaet al., 2009), a su vez, PPAR participaen vias apoptéticas o de diferenciacion (Aceves et
al., 2013). El tratamiento de doxorrubicina sumado con yodo molecular (12) en el agua de bebida
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en ratas con cancer de mama inducido por metilnitrosourea, disminuye el tamafio de los tumores,
disminuy0d la expresion de marcadores de quimioresistencia (Bcl2 y survivina), y aumenta la
expresion de la proteina apoptética Bax y del receptor activado por proliferadores de

peroxisomas tipo gamma (Alfaro et al., 2013).
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2 Antecedentes

2.1 Hipotiroidismo y funcion ovarica

Las hormonas tiroideas actGan a nivel de tejidos ovaricos, uterinos y placentarios
modulando el desarrollo y metabolismo a través de receptores nucleares, interactan con
hormonas y factores de crecimiento como estrégenos, progesterona y factor de crecimiento
similaralainsulina. La T3 actua en células del cimulo ovocitario, funcionando como inhibidor
de aromatasa activada por FSH en células de la granulosa en dosis altas, esclareciendo la
participacion de las hormonas tiroideas en la esteroidogénesis, morfologia celulary los efectos
en el ovario a causa de alteraciones de hormonas tiroideas (Cecconi et al., 1999). Asi mismo,
las hormonas tiroideas, especialmente la T3, en sinergiacon FSH, contrarrestan laapoptosis de
células de la granulosa inhibiendo vias de sefializacion de apoptosis como PI3K/AKT (Di Paolo
et al., 2020; Lin y Rui, 2010). Las hormonas tiroideas aumentan el metabolismo basal celular,
regula el metabolismo de lipidos e hidratos de carbono y el gasto energético funcionando como
desacopladores de la cadena respiratoria mitocondrial y acelerando el recambio de enzimas que
utilizan ATP (Bianco y Kim, 2006; Calcaterraet al., 2022). Estudios previos han demostrado la
presenciade peroxidasatiroideaen el cimulo de células de la granulosa humanas, asi mismo la
presencia de 5'-monodeiodinasa en el liquido folicular, capaz de generar T3 (T3 nacida en el
ovario) por desyodacion del anillo externo de la T4, siendo mayor la concentracion de T3
durante el periodo de ovulatorio en yeguas, apoyando la hip6tesis donde el foliculo es una
unidad independiente productora de hormonas tiroideas los datos sugieren que la T3 tiene
funcion en el desarrollo folicular temprano la diferenciacion y la capacidad esteroidogénica
(Slebodzinski, 2005). Por lo anterior, alteraciones de la reproduccion femeninatal como el SOP,
obesidad, sindrome metabdlico e hipotiroidismo estan relacionados con desbalance energético
y dislipidemias (Singh et al., 2020). La inflamacion reduce la expresion de desyodasas
provocando bajas concentraciones de T3, generando un hipotiroidismo tisular. Este mecanismo
genera un circulo vicioso de inflamacién, estrés oxidativo e hipotiroidismo (Mancini et al.,
2016). El eutiroidismo puede verse afectado por el incremento de mediadores de la inflamacion
como TNF -a, disminuyendo la T3 y TSH en hombres (Van Der Poll et al., 1990).
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Las mujeres con menopausia prematura tienen una predisposicion por tiroiditis de
Hashimoto y enfermedad de Graves (Szeliga et al., 2021). La disminucién de las hormonas
tiroideas ha sido relacionada con diversas patologias del aparato reproductor femenino, como
anovulacion, obesidad, trastornos ovulatorios e infertilidad (Shufelt et al., 2017). La infertilidad
y subfertilidad se asocia con inflamaciony estrés oxidativo (Agarwal et al., 2005). Mujeres con
patologias ovéricas como SOP, endometriosis y adultas mayores muestran un estado de
inflamacion crénica de bajo grado que predispone a un incremento de ERO y, por ende, estrés
oxidativo, el cual conlleva a un incremento de la diferenciacion de fibroblastos a través de la
estimulacion TGF-, generando fibrosis y pudiendo participar en la disminucién de la
foliculogénesis folicular culminando en una baja calidad de ovocitos y problemas de infertilidad
(Orisakaet al., 2023). Existe un incremento en la prevalencia de insuficiencia ovarica prematura
en mujeres con hipotiroidismo autoinmune, presentando tiroiditis de Hashimoto con una
prevalencia de 24.1% con anticuerpos anti-TPO, existiendo una relacidn negativa respecto a
niveles de TSH y la hormona antimuleriana concluyendo que una alteracién de TSH puede

exacerbar la insuficiencia ovarica prematura (Szeliga et al., 2021).

En modelos animales con hipotiroidismo, como ratas y conejas, se han observado

diversas alteraciones que corresponden con lo observado en mujeres.

Maduracién folicular. En conejas, el hipotiroidismo disminuye el tamafio de los
foliculos (Dijkstra et al., 1996; Rodriguez-Castelan et al., 2017). Ello podria relacionarse con
cambios en la maduracion folicular, aunque el mecanismo involucrado atn no ha sido detallado.
En ratas se ha evidenciado el incremento de estradiol y prolactinaen sueroy la disminucion de
IGF-1, asi mismo incrementa el tiempo de vida del cuerpo lateo (Hapon et al., 2010). El
hipotiroidismo en ratas disminuye la transcripcion de CYP51 que codifica para la enzima

aromatasa y disminuye la transcripcion del receptor a FSH (Weng et al., 2019).

Atresia folicular. De acuerdo con los hallazgos de nuestro equipo de trabajo, el
hipotiroidismo incrementa la expresion del receptor de estrogenos membranal (GPER1) en
ovarios de conejas hipotiroideas virgenes. El incremento de este marcaje se evidenci6 en
foliculos atrésicos, zona pelucida, células de la granulosa, células de a teca y en el estroma

ovarico (Bautista, 2022). La activacion de receptor GPER1 con estradiol o su agonista
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incrementa la concentracion de calcio en las mitocondrias de células epiteliales de la prostata
produciendo apoptosis, liberando citocromo C y caspasa 3, proponiendo un nuevo mecanismo

de induccion de la apoptosis por activacion de GPER1 (Yang et al., 2017).

Cambios metabolicos y estrés oxidativo. En conejas, el hipotiroidismo favorece la
acumulacién de grasa intracelular ovarico (Rodriguez-Castelan et al., 2017), lo que podria
favorecer la presencia de ERO. El incremento de estrés oxidativo ocasiona atresia folicular,
meiosis andmala, disminucion de la maduracion, quistes y endometriosis ovaricos (Wanget al.,
2021). Las conejas hipotiroideas también muestran un aumento en la concentracion de
glucogeno en el ovario (Rodriguez-Castelanet al., 2018), ello podria aumentar la formaciénde
ERO.

Inflamacion. En conejas, el hipotiroidismo promueve un aumento en la infiltracion de
células inmunes en tejido periovaricoy en el estromaovarico (Rodriguez-Castelanetal., 2017;
Bautista, 2022). El hipotiroidismo se ha correlacionado con obesidad en mujeres, asi mismo en
mujeres y ratones obesas existe un incremento de TNFa, IL-6 e IL-8 en ovario (Ruebel et al.,
2016).

2.2 Yodo y ovario

El ovario es el érgano con mayor absorcion y concentracion de yodo después de la
tiroides. La captacion de yodo incrementaen la etapa fértil o reproductiva, y disminuye en la
pubertad y menopausia; el estradiol aumenta la proliferaciony regula a la baja la expresion del
gen simportador del yoduro de sodio (NIS) (Slebodzinski, 2005). El ovario expresa
simportadores de yodo/sodio, se ha descrito en tratamientos con yodo radioactivo que los
foliculos en menor estadio de maduracion absorben mas yodo (Mathews et al., 2021). Se ha
detectado la expresion de NIS en el epitelio de ovario superficial y células de la granulosa en
ovarios quisticos de mujeres, asi mismo como en células de la granulosa en ratas y mujeres con
cancer ovarico. La sobreexpresionde NIS es un marcador de mal pronéstico del cancer, siendo
los receptores de estrégenos alfa los activadores de la transcripcion de NIS (Riesco-Eizaguirre

et al., 2014). La captacion de yodo en el ovario es potenciada por estrégenos y el estado
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hipotiroideo. El yodo molecular puede ser absorbido por difusién facilitada, sugiriendo un
mecanismo independiente de NIS en lineas celulares de cancer (Arroyo-Helguera et al., 2006).
La administracion de povidona yodada en ovarios de ratas reduce el diametro del quiste sin

producir cambios en la reserva ovarica (Atilgan et al., 2019).

Se estima que 1800 millones de personas en el mundo corren el riesgo de sufrir una
carenciade yodo. La suplementacidn de yodo en mujeres eutiroideas sometidasa un proceso de
hiperestimulacion ovarica con una suplementacién de yodo, no mostraron afectaciones en el
recuento ovocitario ni la influencia en tasas de concepcion e implantacion; sin embargo, se
increment 4 veces la tasa de nacimientos vivos en mujeres que tomaron la suplementacionde
yodo por mas de seis meses (Bradbury et al., 2022; Tarna et al., 2022). El tratamiento con yodo
en ratas con hipotiroidismo inducido aumento el nivel sérico de productos de peroxidacion
lipidicay disminuy0 la expresion del gen NIS en tiroides (Karbownik-Lewinska et al., 2022).
Otro hallazgo que sustenta el uso de antioxidantes en el ovario es el efecto antioxidante de la
vitamina C en un modelo de envejecimiento ovarico prematuro en rata demostrando que
previene la reduccion del volumen ovarico, la reduccion del nimero de foliculosy células de la
granulosa, también se demostré un incremento en el numero de foliculos primordiales,
primarios, secundariosy antrales (Abdollahifar etal., 2019) En otro estudio el uso de resveratrol
y metformina incremento la reserva ovarica en ratas con SOP y disminuyo el nUmero de

foliculos secundarios (Furat Rencber et al., 2018)

35



3. Justificacion

El hipotiroidismo en mujeres esta asociado con trastornos reproductivos como
anovulacion, quistes ovéricos e infertilidad (Ortiz-Flores et al., 2019). En humanos el
hipotiroidismo autoinmune aumenta la expresién marcadores de inflamacién tales como TNF-
alfa, IL-1beta, 1L-6, IL-12, IL-10 (Lei et al., 2019). En conejas, el hipotiroidismo retrasa la
maduracion folicular, reduce la expresion de aromatasa, induce mayor infiltracion de células
inmunes en estroma y tejido periovarico (Rodriguez-Castelan et al., 2017; Bautista 2022),
aumenta la acumulacidon de glucégeno (Rodriguez-Castelanetal., 2019b), y reduce la expresion
de GLUT4 en utero (Espindola-Lozano et al., en proceso) y pancreas (Rodriguez-Castelan et
al., 2022). En ratas, el tratamiento con yodo a dosis bajas tiene un efecto antioxidante,
disminuyendo el tamafio de quistes sin afectar la reserva ovarica (Atilgan et al., 2019). En el
presente estudio queremos analizar si el tratamiento en dosis baja de yodo molecular/yoduro
revierte los efectos del hipotiroidismo en el ovario de conejas recuperando el tamafio de los
foliculos ovéaricosy los cambios en laexpresiénde IL-6 y TNF-a. Dichos hallazgos contribuiran
a comprender la patogenia del hipotiroidismoen el ovario y su relacion con enfermedades que
contribuyen a la infertilidad femenina, estableciendo posibles coadyuvantes en el tratamiento

del hipotiroidismo, mejorando la calidad de vida de mujeres hipotiroideas.
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4, Hipotesis

En conejas adultas, el tratamiento de yodo contrarresta la reduccion del tamario de los foliculos
inducido por el metimazol, al mismo tiempo que disminuye la infiltracion de célulasinmunes y

la expresion de TNF-a e IL-6 y en ovarios.

5. Objetivo General

Investigar si el tratamiento de yodo evita la reduccion en el tamafio de los foliculos inducido por
metimazol, y su efecto en la infiltracion de células inmunes en ovarios y la expresiéon de TNF-

a ¢ IL-6 de conejas hipotiroideas adultas.

5.1 Objetivos especificos

En conejas sin tratamiento y con tratamiento de metimazol o yodo

e Analizar el nimero y tamafo de los foliculos ovaricos viables y atrésicos en cortes
tefiidos con tricromica de Masson

e Cuantificar la infiltracion de células inmunes en estroma ovarico en cortes tefiidos con

hematoxilina

e Determinar la expresion de TNF-a ¢ IL-6 en los diversos tipos de foliculos mediante
inmunohistoquimica
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6. Metodologia

6.1 Animales y tratamiento

Para el siguiente trabajo de investigacion se considerarona 6 conejas de raza Chinchilla
hembras (Oryctolagus cuniculus) de seis meses de edad para cada grupo experimental, dos
grupos control y dos grupos hipotiroideos. A un grupo de animales se le proporcioné 300 mL
de agua del grifo para beber cada dia por 30 dias (grupo Ctrl), otros animales recibieron yodo
dosis 0.2 mg/kg/30 dias disuelto en 300 mL de agua grupo I, (Rodriguez-Castelanet al., 2023),
otros animales recibieron 300 mL de agua potable con una dosis de metimazol al 0.02% (dosis
aproximadade 10 mg/kg/30dias) para inducir el hipotiroidismo (grupo MMI); y otros animales
ademads de haber recibido la dosis de metimazol (10 mg/kg/30 dias), se les administro el
tratamiento de yodo en una dosis de 0.2 mg/kg/30dias al grupo MMI+l1,. A todos los grupos se
les administro diariamente 120 g de alimentoy se mantuvieron las condiciones de temperatura
controlada de 20 + 2°C, ciclo de luz oscuridad de 16:8 horas durante la duracion de todo su
tratamiento. Al final del tratamiento se anestesiaron con pentobarbital sddico (60 mg/kg, i.p.) y
se procedid a eutanasia con una sobredosis de éste. A través de la diseccidn se extrajeron los
ovarios izquierdos, los cuales fueron tratados para inmunohistoquimica (Figura 4).
Inmediatamente después de la eutanasia, se extirparon los ovarios izquierdos, se fijaron en una
solucion de Bouin-Duboscq, se deshidrataron y se incluyeron en paraplast X-tra (Sigma-
Aldrich). A continuacién, el tejido se corté longitudinalmente a 5 micrémetros utilizando un
micrétomo (Leica, modelo 325). Las secciones de tejido se montaron en portaobjetos
recubiertos de gelatina de piel bovina (Sigma-Aldrich) y se seleccionaron tres secciones (dos
laterales y una de la porcion media, separadas). Los cortes fueron usados para histologia con

tricromica de Masson o inmunohistoquimica.

6.2 Analisis histologico

Para la cuantificaciony medicion de foliculos viables se tomaron 3 cortes por ovario
utilizando las laminillas tratadas con inmunohistoquimica (con contratincion de hematoxilina
de Mayer, ver siguiente seccién). Se consideraron las siguientes caracteristicas en su estructura

morfologica folicular segun Zhou et al., 2019b. Las mediciones de foliculos se realizaron a
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través de reconstrucciones de los tejidos completos, se tomaron imagenes a 10x con un
microscopio 6ptico (Axio Imager Al, Zeiss) equipado con una cdmaradigital Olympus con una
resolucion de 5,1 megapixeles, cada seccion ovarica se midio utilizando los programas
Axiovision Release 4.8 (Zeiss Soft-ware Inc). Se midieron las areas y se calcularon los

didametros de cada foliculo presente en la reconstruccién del corte ovarico.

Foliculos primordiales: Presencia de 1d&mina basal definida, células foliculares planas

alrededor del ovocito, presencia de la membrana definida cromatina en el nlcleo del ovocito.

Foliculos primarios: presencia de lamina basal definida, células foliculares
diferenciadas de células planas a cubicas, una sola capa de células de lagranulosa, presenciadel

ovocito.

Foliculos secundarios inmaduro: Presencia de lamina basal definida, de 2 a 5 capas de
celulas de la granulosa alrededor del ovocito, estructura definida de células de la teca, presencia

de membrana y zona pellcida definida en el ovocito. Ausencia de antro.

Foliculo secundario maduro: presencia de lamina basal definida, de 6 a 9 capas de
células cubicas de la granulosa, estructura definida de células de la teca interna y externa,

membrana celular y zona pellcida del ovocito bien definida. Ausencia de antro.

Foliculo terciario: Presencia de lamina basal definida, mas de 10 capas cubicas de la
granulosa, aparicion del espacio antral, membrana celular y zona pelucida del ovocito bien
definida.

Foliculo de Graaf: Presenciade ldmina basal definida, organizacion uniforme de células

de la granulosa y de la teca. Ausencia de ruptura de las células de la granulosa.

Se utilizaron cortes tefiidos con tricrémica de Masson para clasificacion de los diferentes
tipos de atresia, y para la semicuantificacion del marcaje de TNF-o e IL-6 se utilizaron10
foliculos atrésicos por grupo experimental, considerando los siguientes criterios segun (Balazi
et al., 2014):
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Atresiaquistica: Se presentaen estadios de maduracién avanzados con pérdida de capas
de células de la granulosa y de la teca, transformacion de células de la granulosa a células

epiteliales planas debido a la presion ejercida por liquido folicular.

Atresia infiltrativa: Hipertrofiay rupturade célulasepiteliales de la granulosay de la

teca, ruptura de la membrana basal, disposicion irregular de las células de la granulosa.

Atresia obliterativa: Caracterizada por la degeneracién de la capa de células de la
granulosa, con preeminencia de fibrocitos, perdida de la presion intrafolicular reflejada en

deformacion de la pared folicular.

Atresia residual: Ausencia de células de la granulosa, presencia de vacuolizacion

nuclear.

El conteo de células inmunes fue realizado en vasos sanguineos presentes en 10 campos de
estroma ovarico identificando la cromatina intensa de estas células en laminillas tefiidas con
hematoxilina de Meyer, las células inmunes se identificaron a través de microfotografias

tomadas con el objetivo de 40x en el microscopio éptico marca Nikon.

6.3 Inmunohistoquimica

Para la inmunohistoquimica en TNF-o ¢ IL-6, los cortes de tejido ovérico se
desparafinaron y se incubaron en citrato de sodio 10 mM calentado por microondas y con pH
6.4 para recuperar los antigenos. Las peroxidasas endogenas se bloquearon con peroxido de
hidrégeno al 0,3%. Los sitios de unién enddgena para los anticuerpos secundarios se bloquearon
con suero de cabra normal al 5% diluido en PBS con 0,3% de Triton X-100 (PSBT). Se
incubaron secciones independientes con el anticuerpo primario monoclonal de ratén anti-rabbit
TNF-a e IL-6 (1:200). El anticuerpo secundario utilizado fue Goat anti-rabbit (Abcam 1:500).
La inmunotincion se realiz6 segln las instrucciones del kit Vectastain ABC (Vector Labs),
utilizando 0,05% de 1,3 -diaminobencidina (Sigma-Aldrich) y 0,01% de H202 como sustrato
enzimatico. Las secciones se lavaron y se tifieron con hematoxilina de Mayer, posteriormente
fueron aclaradas y fotografiadas. La presencia y localizaciéon de estos marcadores en los
diferentes tipos de foliculos fue fotografiada y semi-cuantificada como: (+) escaso, (++)

40



moderado y (+++) abundante. Esta presencia de los marcadores inflamatorios fue hecha tanto

en foliculos sanos como atrésicos.

A\

Control agua simple

S
Control Y
/J % Control yodo dosis baja
Oryetolagns cumiculus | / (0.2 mg/kg)
m "\',_?/L
/J B n=6
Q‘;-Q{,/
Conejas w
Chinchilla B
6-8 meses W ” .Hipotiro'\deo
r_l\“ & )’L Metimazol (10mg/kg)
n=6
QQ@/
Hipotiroideo (\0 Hipotiroideo Metimazol
BN (10mg/kg)
/ +
Q‘;,)—(L Yodo dosis baja
n=6 (0.2 mg/kg)

30 dias

Figura 4. Esquema del disefio experimental.

6.4 Analisis estadistico

Eutanasia (60 mg/kg i. p.)

Ovarios izquierdos

Extraccién y fijacién en paraplast
X-tra (Sigma Aldrich)

Cuantificacién de
células inmunes en
estroma y foliculos
atrésicos {Masson)

Inmunchistoquimica Didmetros
TNF-a (1:200, Abcam) Reconstruccién en

IL-6 (1:200, Abcam) ~ Microscopio Axion
imagen Al Zeiss.

Microscopio optico
Nikon Eclipse (10
campos)

Programa Axiovision

Analisis estadistico
Kruskal-Wallis

Presencia cualitativa
+=Escaso
++=Moderado
+++=Abundante

El analisis estadistico se realizo con el programa GraphPad Prism v 5.01 (GraphPad

Software, Inc., CA, EE. UU.). Los resultados se expresaron en porcentaje relativo de foliculos

viables / atresia, asi como media para el area y didmetro de foliculos. Se utiliz6 la prueba de

Kruskal Walliso ANOVA de una via, previa determinaciénde la normalidad, para determinar

las diferencias significativas entre las conejas Ctrl, MMI, MMI + |, y I,. La prueba posthoc

utilizada fue Bonferroni para ANOVA y Dunn'’s para Kruskal Wallis. El valor de p < 0,05 se

considerd estadisticamente significativo.
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7. Resultados

7.1 Yodo y maduracion folicular

Se realiz6 inmunohistoquimica para la semicuantificacion de la expresion de TNF-a e
IL- 6. En estas mismas laminillas se cuantificé el porcentaje relativo de los foliculos viables, se
midieron las areas de cada foliculo y se obtuvo su diametro. Los foliculos se clasificaron de
acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas como primordiales, primarios, secundarios
terciarios y de Graff. El analisis de foliculos primordiales no evidencio diferencias respecto al
porcentaje relativo de foliculos, su area y su diametro. Tampoco se encontraron diferencias en
los foliculos primarios, secundarios, terciariosy de Graff (Tabla 1). Respecto a los foliculos
secundarios observamos algunos que tenian 2-5 capas de granulosay otros con mas 5 capas. Sin
embargo, este nimero de capas no estuvo directamente relacionado con el tamafio del foliculo,
ya que algunos con pocas capas de granulosa tenian un didmetro grande. Por lo que decidimos
diferenciar entre foliculos secundarios maduros e inmaduros dependiendo del nimero de capas
de la granulosa (Tabla 1). Cuando realizamos la comparacion de las variables evaluadas por
categoria de foliculo secundario inmaduro y maduro tampoco encontramos diferencias (Figura
5); porcentaje (F=0.8; P=0.49), area (F=1.1; P=0.33) y diametro (F=1.0; P=0.41) de foliculos
inmaduros, porcentaje (F=3.1; P=0.36), area (K=7.1; P=0.06) y didametro (F=2.6; P=0.08) de

foliculos maduros.

Otra observacion que tuvimos fue que habia foliculos terciarios pequefios, por lo que
agrupamos a los foliculos secundarios (maduros e inmaduros) con los foliculos terciarios; sin
embargo, no encontramos diferencias en porcentaje (K=4.7, P=0.18), area (K=2.4, P=0.4)
(figura 6). En estaagrupacion hicimos una distribucion por tamafios, en donde pudimos observar
que los foliculos de los animales tratados con MM tienen menor tamafio que los controles. Este
menor tamario permanece en los animales de los grupos tratados con yodo (MMI+1, y I,) (figura
7). Cuando agrupamos a los foliculos en tamafios menores y mayores de 200 pm, encontramos
que efectivamente los foliculos de hembras MMI, MMI+1; y I, son menores que las controles
(Figura 7).
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Tabla 1. Caracteristicas morfométricas y analisis estadistico de foliculos ovaricos.

Ctrl MMI MMI+12 12 Estadistica
F=1.9; P=0.16
2 | % foliculos il 2L 70.1£3.7 79.5+ 3.4
& F=2.7; P=0.07
5 | Promedio area 478.5+315 485.5+52.1 612.8+42.1 568.3 £ 27.5
-g F=1.7; P=0.18
Promedio diametro 24.3+0.83 243+ 1.4 27.1+13 26.6 + 0.66
F=1.9; P=0.14
g % foliculos 147+13 134+1.1 19.6 £ 2.7 13.5+2.6
g K=1.4; P=0.70
£ | Promedio érea 2064.1 + 265.3 1974.9 + 349.4 1623.6 + 151.8 1935.1 + 193.7
S F=0.46; P=0.70
Promedio diametro 482 +2.6 459+3.3 440+ 1.8 46.8+2.2
K=3.2; P=0.35
% foliculos 49+13 9.4+1.8 79%1.6 6.2%2.2
F=0.87; P=0.46
8 | Promedio érea 12965.0 + 1564.0 15876.7 + 1903.5 13566.8 + 1633.5 12608.5 + 961.7
g K=2.16; P=0.53
S | Promedio didmetro 118.6 + 8.9 126.2 + 6.3 119.4 £35 123.3+7.4
Q
[
“ | Rango de didmetro In 40.3-191.4 In 39.7-182.4 In 59.2-242.7 In 52.0-200.7
Ma 154.6-245.0 Ma 134.6-389.5 Ma 54.7-268.0 Ma 108.3-195.6
K=1.8; P=0.59
% foliculos 0.98 + 0.62(3) 1.6 + 0.54 (5) 0.95 + 0.44 (3) 0.70 % 0.39 (5)
g 518143.9 + K=4.8; P=0.18
S | Promedio drea 292650.7 + 69596.4 375527.3 170220.0 + 8177.4 127263.1 * 36191.9
s K=4.1; P=0.24
~ | Promedio diametro 570.5 + 55.2 682.7 + 198.4 413.3+98.3 386.4 + 55.0
Rango de didmetro 277.6-915.7 313.9-1433.6 153.2-842.2 253.2-537.2
No aplica
% foliculos 0.24 +0.24 (1) 0.41+0.28 (2) 1.2 £0.76 (3) 0.0 £ 0.0 (0)
= 1325430.2 + No aplica
& | Promedio drea 1450032.7 167751.9 911894.3 + 214069.4 0.0%0.0
No aplica
Promedio didmetro 1358.4 1305.4 + 48.2 1052.6 + 124.8 0.0£0.0

Tabla 1. El andlisis estadistico utilizado para datos paramétricos fue ANOVA, mientras que para datos no
paramétricos utilizamos Kruskal Wallis. Se evaluaron las caracteristicas morfométricas de foliculos ovaricos de
conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6, nimero total de foliculos medidos: 670 foliculos/grupo, minimo 74,
méaximo 165 foliculos/animal); hipotiroideas (MMI; n=6, nimero total de foliculos medidos 705 foliculos/grupo),
minimo 84, maximo 178 foliculos/animal); hipotiroideatratada con yodo molecular (MMI+12; n=6, nimero total
de foliculos medidos: 825 foliculos/grupo, minimo 72, maximo 262 foliculos/animal); y controles tratados con
yodo (I2; n=6, nimero total de foliculos medidos: 542 foliculos/grupo, minimo 39, maximo134 foliculos/animal).
Los foliculos secundarios a su vez se dividieron en inmaduros (In) y maduros (Ma). Se usaron 3 cortes a diferente
distancia por animal. Asi mismo, los foliculos terciarios y de Graaf fueron escasos, el namero de foliculos esta
representado en paréntesis en el apartado de % foliculos, por ello los datos no fueron suficientes para el andlisis

estadistico.
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Figura 5. Porcentaje, area (um?) y didmetro (um) de foliculos ovéaricos secundarios (inmaduros y maduros) de
conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular
(MMI+l2; n=6) y controles tratados conyodo (l2; n=6), Anélisis estadistico Kruskal Wallis, prueba post hoc de
Dunn’s, resultados estadistico no significativos += K=7.1; P=0.06.
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Figura 6. Porcentaje, area (um?) y didmetro (um) de foliculos ovaricos secundarios totales y terciarios de conejas
en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular (MMI+1z;
n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6).
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A Histograma diametros foliculos secundarios y terciarios
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Figura 7. Histograma de foliculos secundarios y terciarios considerando el didmetro (um) de conejas controles
(Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular (MMI+12; n=6) y controles tratados
con yodo (I2; n=6). A. Histograma general y B histograma agrupando menores y mayores de 200 pm.
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7.2 Yodo y atresia folicular

Para la clasificaciéon y cuantificacion de foliculos atrésicos por grupo experimental, se
utilizaron tejidos tefiidos a través de la técnica de Masson. El anélisis estadistico no reflejo
diferencias entre los grupos: atresia quistica (K=2.4; P=0.4), obliterativa (K=2.2; P=0.5),
infiltrativa (K=6.6; P=0.08) y residual (K=5.2; P=0.1) (Figura 8);

Atresia Atresia Atresia Atresia
quistica obliterativa infiltrativa residual

Atresia quistica Atresia infiltrativa

6 — 1 50 ns ns

30

% relativo de atresia
N
o

% relativo de atresia
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-
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R N & & e

9
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Figura 8. Microfotografias representativas y cuantificacién de foliculos con atresia quistica (q), obliterativa (0),
infiltrativa (i) y residual (r) en ovarios de conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6),
hipotiroidea tratada con yodo molecular (MMI+12; n=6)y controles tratados con yodo (lI2; n=6), += K=2.2; P=0.5,
g: quiste ovarico, e: estroma ovarico, ig: infiltracion de células de la granulosa y v: vacuolizacién.
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7.3 Yodo e inflamacion

El grupo tratado con metimazol, metimazol con yodo y yodo solo tuvieron un mayor
numero de células inmunes en el estroma en comparacion con el grupo control. Ademas, el
tratamiento con yodo solo presenté un desarreglo importante del estroma periférico con

invaginaciones del epitelio (Figura 9).

Control
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Figura 9. Microfotografias representativasy cuantificacién de células inmunesen el estroma de ovarios
de conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo
molecular (MMI+l2; n=6) y controles tratados con yodo (I2; n=6). Las células inmunes se identificaron
por tener cromatina condensadatefiida con hematoxilina de Meyer y se localizaron en vasos sanguineos.
El andlisis estadistico de ANOVA y la prueba post hoc Bonferroni, encontraron diferencias significativas
entre los grupos MMI, MMI+l2 y |2, respecto al grupo control (b, c, d, p>0.001).

Ademas de una mayor infiltracion de células inmunes, el grupo tratado con metimazol,

metimazol méas yodo y yodo mostraron una mayor expresion de TNFa en la cortezay estroma
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ovarico (Figura 10y tabla 2). Los grupos tratados con yodo (MMI+1; y I,) también presentaron
mayor expresion de TNFa en el hilio (Figura 10 y tabla 2). La expresion de TNF-a en los
foliculos primordiales, primarios y secundarios permanecié constante entre los grupos
experimentales (Figura 11 y tabla 3). En los foliculos secundarios maduros y terciarios, la
expresion de TNF-a fue mayor en los grupos tratados con metimazol, metimazol més yodo y
yodo solo vs. el grupo control (Figura 12 y tabla 4). La expresion de TNFo se vio incrementada
en atresia infiltrativa paratodos los grupos experimentales (Tabla 5), asi mismo el grupo control

yodo evidenci6 un aumento de expresion de TNFa atresia obliterativa y residual (Tabla 5).

Por su parte, no se observaron diferenciasen la expresion de IL-6 en la corteza ovarica
de los diferentes grupos. Sin embargo, el grupo hipotiroideo tratado con yodo tuvo una mayor
expresion de IL-6 en el estromay el hilio en comparacion con los grupos control, hipotiroideo
y control tratado con yodo (Figura 10 y tabla 2). En los foliculos primordiales y primarios, la
expresion de IL-6 permanecid constante entre los grupos experimentales (Figura 11 y tabla 3).
Sin embargo, laexpresion de IL-6 fue menor en el grupo hipotiroideo y control tratado con yodo
(Figura12 y tabla4). Mientras que la expresion de IL-6 mostré el efecto contrario siendo menor
en los grupos tratados (Figura 12 y tabla 4). No obstante, para los foliculos terciarios la expresion
de TNFa ¢ IL-6 se vio incrementada en los grupos tratados con yodo y parael grupo hipotiroideo
respecto al grupo control (Figura 12 y tabla 4) y solo para los grupos tratados con yodo se

observé un incremento en la expresion de 1L-6.
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MMI + 12 12

Control MMI

Corteza

Estroma

Hilio

Figura 10. Microfotografias representativas de la expresion de TNFa e IL6 en corteza, estromae hilio de ovarios
de conejasen condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada conyodo molecular

(MMI+I2; n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6). Escala= 40 mp.
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Corteza Ctrl MMI MMI + 12 12
TNF-a / + + ++
IL-6 + + + +
Estroma

TNF-a + ++ +++ ++
IL-6 ++ ++ +++ ++
Hilio

TNF-a + + +++ +++
IL-6 ++ + +++ ++

Tabla 2. Semicuantificacion de la expresion de TNFa e IL6 en corteza, estromae hilio de ovarios de conejas en
condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular (MMI+Iz;

n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6).
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Figura 11. Microfotografias representativas de la expresion de TNFo e IL-6 en foliculos primordiales y primarios
de ovariosde conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroideatratada conyodo
molecular (MMI+12; n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6). Escala= 40 mp.

Ctrl MMI MMI + 12 12
Foliculos primordiales
TNF-a / + / o
IL-6 / / / /
Foliculos primarios
TNF-a + + + +
IL-6 + + + +

Tabla 3. Semicuantificacion de la expresionde TNFa e IL6 en foliculos primordiales y primarios en ovarios de
conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular

(MMI+12; n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6).
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Control MMI MMI + 12

TNF-a

Secundarios inmaduros
IL-6

TNF-a

Secundarios maduros

IL-6

TNF-a

Terciarios

IL-6

Figura 12. Microfotografias representativas de la expresion de TNFa e IL6 en foliculos secundarios y terciarios de
ovarios de conejasen condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo
molecular (MMI+12; n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6). Escalas= 40 y 100 mp.
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Ctrl MMI MMI + 12 12
Secundarios inmaduros
TNF-a + + + +
IL-6 ++ + ++ +
Secundarios maduros
TNF-a + ++ ++ ++
IL-6 ++ + + +
Terciarios
TNF-a + ++ +++ +++
IL-6 ++ ++ +++ +++

Tabla 4. Semicuantificacion de la expresion de TNFa e IL6 en foliculos secundarios y terciarios en ovarios de
conejas en condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular
(MMI+12; n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6).
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Atresia Ctrl MMI MMI + 12 12
quistica
TNF-a / + / +
IL-6 / + + +
Atresia Ctrl MMI MMI + 12 12
obliterativa
TNF-a + + + ++
IL-6 + + + +
Atresia Ctrl MMI MMI + 12 12
residual
TNF-a + + + ++
IL-6 / + + +
Atresia Ctrl MMI MMI + 12 12
infiltrativa
TNF-a + ++ ++ ++
IL-6 + + ++ ++
Atresia Ctrl MMI MMI + 12 12
residual
TNF-a + + + ++
IL-6 + + +

Tabla 5. Semicuantificacion de la expresion de TNFa e IL6 en foliculos atrésicos en ovarios de conejas en
condiciones controles (Ctrl; n=6), hipotiroideas (MMI; n=6), hipotiroidea tratada con yodo molecular (MMI+13;
n=6) y controles tratados con yodo (l2; n=6). Se cuantificaron 10 foliculos por cada grupo experimental
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8. Discusion

La maduracién folicular esta regulada por diversos factores intraovaricos,
gonadotropicos, metabdlicos e inflamatorios (McGeey Hsueh, 2000; Jana et al., 2007; Roberts
etal., 2013; Joetal., 2020). La alteraciénde dichos factores, como sucede en el hipotiroidismo,
puede modificar el crecimiento de los foliculos evidenciando un cambio de didmetro y expresion
de citocinas proinflamatorias. Una posible alternativa que contrarreste los efectos nocivos del
hipotiroidismo podriaser la suplementacién con yodo molecular, ya que éste ha mostrado tener
acciones antioxidativas (Nufiez-Anitaet al., 2009) y anti-inflamatorias (Krela-Kazmierczak et
al., 2021). Previamente se ha descrito que el hipotiroidismo reduce el tamafio de los foliculos,
limitando la maduracion folicular en conejas (Rodriguez-Castelan et al., 2017). En el presente
trabajo, también encontramos un menor tamafio folicular en los animales hipotiroideos o
tratados con yodo. Este tamarfio no solo no fue recuperado por el tratamiento con yodo, sino que
ademas el yodo ”solo* redujo el tamaifio folicular. En nuestros analisis pudimos observar que, a
diferencia del trabajo de conejas (Rodriguez-Castelan et al., 2017), los foliculos secundarios y
terciarios tienden a tener un tamafio un poco mayor lo que nos obligé a recorrer el punto de
cohorte de 100 a 200 um. Ello podria estar relacionado con las condiciones metabdlicas de las
hembras (peso corporal, nivel de glucosa, niveles de lipidos) y la edad de las hembras. Otro
factor que podria influir es el tiempo de fijacion de los tejidos entre ambos estudios. El analisis
de estas caracteristicas debera ser realizado con detalle para identificar los factores que han
influido en las diferencias entre estudios. En apoyo a nuestros resultados, se ha reportado la
disminucion del tamafio de quistes ovaricos posterior a una irrigacion de povidona yodada en
ratas (Atilgan et al., 2019), lo que explicaria porqué ¢l yodo ’solo” reduce el tamafio de los

foliculos secundarios y terciarios.

Como ya mencionamos en la introduccién, la presencia de células inmunes en el ovario y la
produccidn de citocinas es importante para la maduracion folicular (Field et al., 2014). Dentro
de las celulas que se infiltran al ovario se encuentran leucocitos, monocitos, linfocitos T,
macrofagos y neutréfilosen la capa de la teca durante la fase folicular, mientras que en la fase
ovulatoria se incrementa la presencia de macrofagos y neutréfilos (Wu et al., 2007). De esta

manera, las célulasinmunes dentro del ovario varian con la fase del ciclo menstrual o estral, ya
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que es la propia LH quien a través de la regulacion de prostaglandinas estimula la infiltracion
de célulasinmunesen el ovario (Park et al., 2022). Las células inmunes varian en namero cerca
de cada tipo de foliculo siendo mayor en los foliculos madurosy el cuerpo luteo (Kinnear et al.,
2020). Aunque un exceso de células inmunes también puede ser perjudicial y dafiar a los
foliculos (Park et al., 2022) y producir fibrosis ovarica (de Araudjo et al., 2018). En el presente
estudio cuantificamos lainfiltracion de células inmunes (polimorfonucleares y mononucleares)
encontrando que tanto hipotiroidismo como el yodo aumentan su presencia 'y permanecen en
conjunto (grupo MMI + 1,). El tratamiento con yodo en el animal hipotiroideo no reduce la
infiltracion de células inmunes. A este respecto, el hipotiroidismo es conocido por promover la
infiltracion de células inmunes en diversos érganos como el pancreas (Rodriguez-Castelan et
al., 2015), higado (Rodriguez-Castelan et al., 2019) y utero (Rodriguez-Castelan et al., 2019).

Las células inmunes presentes en el ovario secretan citocinas como TNF- a (Fragoso et al.,
2014) e IL-6 (Jang et al., 2015). EI TNF- o se expresa en celulas de la granulosa, de la teca 'y
cuerpo lateo (Sakumoto y Okuda, 2004). Mientras que la IL-6 ha sido reportada en las células
de la granulosa y el cimulo (Jang et al., 2015). Si bien el TNF- a esta relacionado con la
supervivencia celular y apoptosis necesarios para los procesos de maduracion folicular,
ovulacién y formacion del cuerpo luteo, un exceso de esta citocina disminuye el nimero de
foliculos favoreciendo la falla ovarica (Park et al., 2022, Zhou et al., 2017). Por su parte, la IL-
6 participaen la supervivencia, proliferaciony diferenciacion de las células de la granulosa que
forman al cimulo (Huang et al., 2022; Jang et al., 2015), estos datos podrian explicar la
disminucion de expresion de IL-6 y el mayor nimero de foliculos secundarios maduros e
inmaduros detenidos en la maduracion del grupo hipotiroideo. Por el contrario, el exceso de
citocinas en estadios de mayor maduracion podria inducir fibrosis ovarica al estimular la

produccion de colageno y fibroblastos (Umehara et al., 2022).

De acuerdo con nuestros resultados, de manera general, el hipotiroidismoy el yodo
aumentaron la expresion de TNF-a e IL6 en foliculos terciarios, asi como en el estroma e hilio.
Mientras que los foliculos inmaduros (primordiales, primarios y secundarios inmaduros) no
mostraron cambios. Estos resultados son opuestos a lo esperado, ya que el yodo ha mostrado

acciones anti-oxidativasy anti-inflamatorias (Lee et al., 2022). Es posible que la dosis utilizada
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en el presente estudio haya sido dafiina para la funcion ovarica y no nos haya permitido
evidenciar su posible efecto benéfico. Cabe mencionar que esta mismadosis ya fue utilizadaen
conejas para contrarrestar el efecto dafiino del hipotiroidismo en el pancreas (Rodriguez-
Castelan et al., 2023), lo que sugiere que el ovario es més sensible a la concentracion de yodo,
quiza debido a que dicho drgano es el segundo en su capacidad de absorcion de yodo
(Slebodzinski, 2005). Otra posible explicacion es que el pancreas es un érgano deficiente en
combatir el estrés oxidativo (Drews et al., 2010), mientras que, el ovario es rico en enzimas
antioxidantes; de manera que, en el ovario, el yodo potencializaria al sistema propio del tejido
en el combate antiestrés oxidativo, llevandolo a un estado pobre de radicales libres Utiles en la
maduracion folicular (Yan et al., 2022). Otra posibilidad, es que el ovario almacena colesterol
y el contenido de éste es aumentado por el hipotiroidismo (Rodriguez-Castelanet al., 2018), al
mismo tiempo el yodo favorece la lipoperoxidacion (Karbownik-Lewinska et al., 2022) lo que
podriagenerar mas radicales libres en este 6rgano. Existiendo asi una suma de efectos oxidantes

entre el hipotiroidismo y el yodo.

Respecto al efecto del hipotiroidismoy el yodo en la expresion de TNF-a e IL6 sobre los
diferentestipos de foliculos, siendo mas evidente en los foliculos de mayor desarrollo, podemos
proponer una hipdtesis de mayor oxidacion en estos foliculos. Los foliculos maduros requieren
de un mayor metabolismo (Warzych y Lipinska, 2020) y podrian generar un mayor estrés
oxidativo, lo que se sinergia con el estrés generado por el hipotiroidismo (Karbownik-Lewinska
et al., 2022) y el yodo (Saha et al., 2019). El exceso de yodo incrementa el estres oxidativo en
linfocitosy favorece la actividad de citocinas (Saha et al., 2019), debido a que la infiltraciénde
células inmunes es mayor en estadios de mayor maduracién (Kinnear et al., 2020); también se
ha reportado que el incremento de TNFa aumenta la transcripcion de IL-6 (Rose-John, 2020),
estos datos podrian justificar el incremento de expresion de TNFa e IL-6 en foliculos terciarios.
Ademas, los foliculos maduros, que son dependientes de gonadotropinas, se localizan cerca del

estroma ovarico, lo que los hace més sensible al estrés oxidativo (Armstrong y Webb, 1997).

En el ovario, la T3y el estradiol en las células de la granulosa son considerados anti apopt6ticos
y antioxidantes (Di Paolo et al., 2020).No obstante, estas propiedades protectoras también se
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ven disminuidas en el hipotiroidismo con una baja expresion de aromatasa (Rodriguez-Castelan,
etal., 2017).

Aunque no existieron diferencias significativas en los tipos de atresia, la estadistica demuestra
una tendencia a disminuir la atresia infiltrativa en el grupo hipotiroideo (K=6.6; P=0.08),
directamente relacionado con la predisposicion a un mayor nimero y area de foliculos
secundarios maduros en el grupo hipotiroideo (K=7.1; P=0.06), debido a que este tipo de atresia
es caracteristicode los foliculos con varias capas de la granulosa (Meng et al., 2021), podemos
proponer una hipétesis de diferenciacion y maduracion retrasada debido a que el proceso de
atresia comienza en células de la granulosa (Balazi et al., 2014; Logothetopoulos et al., 1995;
Matsudaet al., 2012), correlacionado con el incremento de expresion de TNFa (Cui etal., 2011)
y la disminucion de factores de supervivenciacomo IL-6, E2, T3 (Matsudaet al., 2012). Por
otraparte, se correlacionael incremento de la expresion de TNF o en atresia infiltrativa derivado
de los foliculos secundarios maduros en todos los grupos experimentales; también la respuesta
al yodo en atresia infiltrativa, sugiriendo que el yodo participaen la regulacion de la atresiaa

través de la expresion de IL-6.
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9. Conclusiones

El MMI reduce el tamario de los foliculos secundariosy terciarios, y el tratamiento con yodo no
lo evita. Al contrario, el yodo solo reduce también su tamafio.

El MMI aumenta la infiltracion de células inmunes al estromaovarico y no es mejorado con el
tratamiento de yodo.

Las citocinas IL-6 y TNF-a participan en la regulacion de la maduracion folicular, sugiriendo
una actividad protectoray antiinflamatoria por IL-6 y pro- inflamatoriapor TNFa, dicho efecto

se ve potencializado por el yodo en estadios de mayor maduracion.
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10. Modelo explicativo

Los efectos del hipotiroidismoy 1, en la expresion de citocinas proinflamatorias sugieren

acciones diferentes en el proceso de regulacion de la inflamacién. La IL-6 puede estar

participando en el control de la inflamacién y TNFa promueve el proceso inflamatorio

principalmente en estadios de mayor maduracion influenciados presuntamente por la

vulnerabilidad a estrés oxidativo (Figura 13).
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Figura 13. Modelo de los efectos del yodo e hipotiroidismo en el ovario de coneja.

61



11. Perspectivas de investigacion

Analizar el estado antioxidante del ovario en los grupos tratados con yodo podria contribuir a
dilucidar como responden las enzimas antioxidantes ante la presencia del yodo molecular.

La identificacion y caracterizacion de células inmunes podria definir la participacion y
modulacion en la maduracion folicular.

Evaluar la presencia de fibrosis, resultado de la inflamacion en el ovario podria generar una
perspectiva de restriccién mecanica de la maduracién folicular.

Analizar la participacidén de metaloproteasas contribuye a definir las vias pro/antiinflamatorias
de citocinas pleiotropicas.
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