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RESUMEN

Mujeres con deficiencia de hormonas tiroideas (triyodotironina, T3, y tetrayodotironina, T4),
condicion llamada hipotiroidismo, presentan anovulacion, abortos espontaneos e infertilidad;
aunque se desconocen los mecanismos involucrados. Las trompas de Falopio u oviductos son
estructuras pares donde se lleva a cabo la fecundacién y las primeras divisiones del cigoto, por
lo que alteraciones histologicas en tal tracto podrian afectar dichos procesos y, por ende, la
fertilidad. En ratas con hipotiroidismo inducido (tiroidectomia) se observa un menor grosor de
la capa muscular del oviducto en comparacion con animales sanos, lo que sugiere una
afectacion del proceso de fertilizacion. Sin embargo en este modelo de hipotiroidismo
quirdrgico, la extirpacion de la glandula tiroides implica la ausencia de hormonas tiroideas, y
la extraccién conjunta de la glandula paratiroides. Esta Ultima se encarga de regular los niveles
de calcio, involucrados en la contraccion de la musculatura lisa. Por lo que es discutible, si los
efectos encontrados por la tiroidectomia son exclusivamente consecuencia de la disminucién
de los niveles de hormonas tiroideas. Por ello, en el presente estudio analizamos el efecto del
hipotiroidismo farmacol6gico sobre las caracteristicas histoldgicas de la capa muscular del
oviducto en la coneja adulta nulipara. METODOLOGIA. Se utilizaron dos grupos de
conejas: control (n=6) y con induccién de hipotiroidismo (n=6, administracién oral de
metimazol al 0.02%, durante 30 dias). Al término del tratamiento, los animales de ambos
grupos se pesaron Yy sacrificaron. Se cuantificaron los niveles de T3, T4, hormona estimulante
de tiroides (TSH), estradiol y progesterona en suero mediante la técnica de
qguimioluminiscencia o ELISA. En cortes de oviductos tefiidos con tricromica de Masson, se
cuantifico: 1) el grosor (longitudinal, circular y total) y el &rea de la capa muscular, 2) el area
ocupada por las fibras musculares y el colageno en la capa muscular, y 3) el area transversal
del oviducto (incluyd capa muscular, capa epitelial y lumen). Las variables se compararon con
la prueba U de Mann Whitney. RESULTADOS. En comparacion con los animales controles,
las hembras tratadas con metimazol mostraron: a) niveles significativamente menores de T3 y
T4 total, niveles mayores de TSH y niveles similares de estradiol y progesterona; b) un peso
corporal similar; c) un grosor de la capa muscular (longitudinal, circular y total) similar, d) un
area de capa muscular similar, €) un area ocupada por fibras musculares y colageno similar, y
f) un érea transversal similar en todas las regiones del oviducto. CONCLUSION. El
tratamiento con metimazol fue efectivo para inducir hipotiroidismo, pero tal condicion no
afectd los parametros morfométricos de la capa muscular del oviducto evaluados. Nuestros
resultados refutan lo reportado por otros autores, sugiriendo que el hipotiroidismo tras una
tiroidectomia tiene efectos méas drasticos sobre la capa muscular que el hipotiroidismo
farmacoldgico. Por otro lado, nuestros resultados serdan la base para la realizacion de
posteriores analisis que involucren variables metabolicas o de contraccion de las fibras
musculares, las cuales si pudieran ser afectadas por el hipotiroidismo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas, triyodotironina (T3) y tretrayodotironina (T4), son sintetizadas
en la glandula tiroides, la cual esta constituida por unidades esféricas estrechamente agrupadas
Ilamadas tirocitos. Los tirocitos, formados por células foliculares, contienen coloide en su
interior, el cual esta integrado por una glucoproteina denominada tiroglobulina. Tal proteina
estd formada por diferentes azlcares (galactosa, manosa, fructosa, N-acetil-glucosamina y
acido sialico) y residuos de tirosina en distintos grados de yodacion (mono y diyodotirosinas,
triyodo y tetrayodotironinas) (Figura 1-A; Bizhanova y Kopp 2009). La sintesis de hormonas
tiroideas depende de la concentracion de yodo en las células foliculares, el cual se obtiene de
la dieta. En el interior de las células foliculares, la tiroperoxidasa (TPQO) se encarga de
incorporar los atomos de yodo a la molécula de tirosina o tironina para la formacion de la
tiroglobulina (Figura 1-A; Bizhanova y Kopp 2009). La secrecion de hormonas tiroideas se
inicia con la endocitosis del coloide por las células foliculares. Dentro de las vesiculas
endocitadas, la tiroglobulina es hidrolizada por lisosomas, formandose las hormonas tiroideas.
El contenido vesicular es liberado al torrente sanguineo, y las hormonas tiroideas son
transportadas mediante proteinas plasméticas como globulinas, albuminas y transtirreninas. La
mayor parte de la T3 y T4 circulan en sangre en su forma ligada a estas proteinas (hormona
unida) y sélo una pequefia cantidad viaja en su forma libre (Song y cols. 2011).

La sintesis de hormonas tiroideas es regulada por dos hormonas: la hormona
estimulante de la tiroides o tirotropina (TSH), secretada por la hipéfisis, que regula la captura
de yodo por las células foliculares; y la hormona liberadora de tirotropina (TRH), secretada
por el hipotdlamo, que regula los niveles de TSH. Los niveles de TSH y TRH son regulados, a
su vez, por los niveles de T3y T4 en sangre. Niveles bajos de hormonas tiroideas estimulan la
secrecion de TSH y TRH, por el contrario, niveles elevados de hormonas tiroideas inhiben la
secrecion de éstas (Figura 1-B; Pascual y Aranda 2012).
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Figura 1. A) Férmula quimica de las hormonas tiroideas (Modificado de Bianco y Kim 2006). B) Regulacion de
la funcién tiroidea (Modificado de Bassett y Williams 2008).

El metabolismo de las hormonas tiroideas se da por reacciones de desyodacion
(pérdidas de iones yodo), las cuales son catalizadas por enzimas desyodasas capaces de
eliminar iones yodo de las moléculas de T3 y T4. Existen tres tipos de desyodasas: tipo I, tipo
I1'y tipo Il1. Las desyodasas tipo | y tipo |l catalizan la pérdida de un ion yoduro en la posicion
5" del anillo fendlico de la molécula de T4 formandose T3. La desyodasa tipo | se expresa en
endometrio, higado y rifidn; mientras que, la enzima tipo Il se expresa en sistema nervioso
central, hipdfisis, tejido adiposo pardo, endometrio y placenta. Por su parte, la desyodasa tipo
Il cataliza la pérdida de un ion yoduro en la posicion 5 del anillo fendlico produciendo T3
inactiva, conocida como T3 reversa, y genera diyodotirosina a partir de T3, eliminando el
yodo de la posicion 3 del anillo tirosil. La desyodasa tipo Il se expresa en endometrio,
placenta y sistema nervioso central (Bianco y Kim 2006, Aghajanova y cols. 2011). La
degradacion de las hormonas tiroideas se lleva a cabo en el higado, donde se conjugan con los
acidos glucoronico y sulfurico facilitando su excrecion, junto con la bilis, hacia la luz del

intestino (Song y cols. 2011).



Las hormonas tiroideas son esenciales en el desarrollo, crecimiento y metabolismo.
Estas participan en diversos procesos fisioldgicos como son: termorregulacion, metabolismo,
consumo de oxigeno, crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular. Las acciones antes
mencionadas se llevan a cabo por medio de la activacion de receptores nucleares que unen a
las hormonas tiroideas (TRs), los cuales funcionan como factores de transcripcion
dependientes de ligando. Tal proteina contiene un sitio de union a la hormona y un sitio de
unién al DNA (Figura 2-A). Los TRs son codificados por dos genes, o y B. De los TRs
relacionados al gen alfa existen diferentes isoformas incluyendo TRal, TRAal, TRa2, TRAa2
y TRo3; mientras que de los TRP estan las isoformas TRB1, TRB2, TRP3 y TRAB3. Las
isoformas de dichos receptores varian en peso molecular y en las regiones que contienen
(Figura 2-B). La isoforma TRal se expresa en musculo esquelético y tejido adiposo y los
TRa2 se expresan en cerebro. La isoforma TRB1 se encuentra en cerebro, higado y rifién;
mientras que, los TRP2 se presentan exclusivamente en pituitaria e hipotalamo (Cheng y cols.
2010). ElI mecanismo involucrado consiste en que los TRs se unen, generalmente como
heterodimeros®, con el receptor del 4cido retinoico (RXR), complejo que, a su vez, se une a un
fragmento de DNA conocido como elemento de respuesta a hormonas tiroideas (TRE)
presente en algunos genes. Los TRs no ligados a hormona tiroidea actian como un fuerte
represor cuando se unen a un TRE y se asocian con un co-represor. La unién de T3 al
complejo TR-RXR-co-represor promueve un cambio conformacional de dicho complejo
facilitando la liberacion de los co-represores y la union de co-activadores (Figura 2-C)
(Pascual y Aranda 2012).

Las hormonas tiroideas también pueden actuar sobre receptores localizados en la
membrana plasmatica, el citoplasma y las mitocondrias de la célula. Las hormonas tiroideas se
unen al receptor de integrinas (avp3), lo que estimula a la proteina cinasa activada por
mitdgenos (MAPK) a través de la fosfolipasa C (PLC) y la proteina cinasa C (PKC). Las
acciones de las hormonas tiroideas inducidas por el receptor de membrana incluyen la
angiogenesis (células endotelial y de musculatura lisa vascular) y la proliferacion celular
tumoral. En la membrana, las hormonas tiroideas también pueden activar receptores asociados

a proteinas G. La unién de la hormona tiroidea con estos receptores activa a las PLC, PKC y la

! Ver glosario.



cinasa dependiente de cCAMP (PKA). Cuando la PKA activa a la fosfolipasa D (PLD) induce
una respuesta no gendmica y activa las cinasas de serina/treonina (Rafl) que, a su vez,
inducen la fosforilacion de la MAPK. La fosforilacion de tirosina de la MAPK resulta en la
translocacion nuclear y fosforilacion de los TRs. La fosforilacion de serina de los TRs induce
disociacion de los co-represores e incrementa la actividad transcripcional a través de la union
del ligando, RXR y co-activadores (Figura 2-C; Bassett y Williams 2008, Cheng 2010,
Pascual y Aranda 2012).

En citoplasma, la T3 se une a TRB1 o TRa activando al fosfoinositol-3fosfato kinasa
(PI3K) e iniciando la transcripcion de genes especificos. Una isoforma truncada de TRal
(TRAal) en citoplasma media la accion de T4 y de rT3 sobre el citoesqueleto de actina. La T3
y T4 también pueden activar al PI3K a través del receptor avB3 (Cheng y cols. 2010). En
mitocondria, la 3,5-diyodotironina puede unirse a la subunidad Va del citocromo-c (Cyto-c
Va) y activarlo, con lo cual, directamente incrementa la fosforilacién oxidativa? (Figura 2-C;
Cheng y cols. 2010, Pascual y Aranda 2012).

1.1.1 Deficiencia de hormonas tiroideas: hipotiroidismo

Existen diversas patologias asociadas a la alteracion en la sintesis de hormonas tiroideas.
Cuando existe un exceso de ellas en sangre se conoce como hipertiroidismo; mientras que, el
déficit se denomina hipotiroidismo (Stavreus-Evers 2012). Para fines de esta investigacion nos
referiremos exclusivamente al hipotiroidismo, el cual, dependiendo de los niveles de
hormonas tiroideas y TSH, se puede clasificar en hipotiroidismo clinico o hipotiroidismo
subclinico. El primero ocurre cuando la concentracion sérica de hormonas tiroideas es baja y
los niveles de TSH son altos. El segundo se presenta cuando hay niveles normales de
hormonas tiroideas y niveles de TSH en el rango normal alto. Este Gltimo, si no se trata,

progresa a hipotiroidismo clinico en un corto plazo (Kostoglou-Athanassiou y Ntalles 2010).

2 Ver glosario.
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Figura 2. (A) Estructura de los receptores nucleares de hormonas tiroideas (TRs). La regién A/B contiene el
grupo amino terminal y un dominio de transactivacion independiente de ligando (AF-1), la region C une al DNA
(DBD), la region D de sirve como bisagra entre el DBD y el LBD permitiendo la rotacién de DBD, la region E
une al ligando (LBD) y la regién F contiene el grupo carboxilo terminal y un dominio de transactivacion
dependiente de ligando (AF-2) (Modificado de Aranda y Pascual 2001). (B) Isoformas de TRs (Modificado de
Cheng y cols. 2010). (C) Activacion de receptores de hormonas tiroideas. Las hormonas tiroideas entran en la
célula mediante transportadores como MCT8,10 OATPs. Dentro de la célula, las desyodasas (DIO1, 2)
convierten la T4 a T3. La T3 se une a TRs que heterodimerizan con el receptor de &cido retinoico (RXR). Dicho
complejo se une a elementos de respuesta a hormonas tiroideas (TRE), ubicados en las regiones reguladoras de
genes diana. La actividad se rige por un intercambio de complejos co-represores (CoR) y co-activadores (CoA).
Los TREs negativos (nTRE) dependientes de ligando pueden mediar la represién transcripcional. Los TRs
también puede regular la actividad transcripcional de genes sin TRE a través de "“cross-talk" con otros factores de
transcripcion (TF). La T4 también pueden unirse a receptores de membrana putativos, como la integrina aV33
que activa a cascadas de sefializacion que regulan la expresion de genes (Modificado de Pascual y Aranda 2012).



El hipotiroidismo tiene diversas causas, las cuales se dividen en tres categorias: 1)
congénitas (ausencia o atrofia del tejido tiroideo, mutaciones en genes relacionados con la
diferenciacion de células tirotropicas®, receptor de TSH, TRs o desyodasas); 2) inducidas por
alteraciones en los niveles de TSH (adenomas® y craneofaringiomas®) o TRH (glioma® y
meningioma’), deficiencia de yodo, asi como por factores fisicos (radiaciones), quimicos
(compuestos organoclorados®) y fisioldgicos (anticuerpos anti-tiroglobulina, anti-TPO o anti-
TSH) (Roberts y Landenson 2004). El hipotiroidismo es mas frecuente en mujeres que en
hombres, la prevalencia aumenta con la edad. La incidencia de hipotiroidismo clinico, a nivel
mundial, es de 0.5-1.9 % en mujeres y <1 % en hombres, mientras que para el hipotiroidismo
subclinico aumenta a 3-13.6 % en mujeres y 0.7-5.7 % en hombres (Kostoglou-Athanassiou y
Ntalles 2010).

Entre los signos y sintomas del hipotiroidismo clinico se incluyen: intolerancia al frio,
aumento de peso, estrefiimiento, piel seca, caida de cabello, enfermedades cardiacas y
ronquera. Pacientes con hipotiroidismo subclinico también pueden presentar los signos y
sintomas antes mencionados (Stavreus-Evers 2012). Otras alteraciones relacionadas con el
hipotiroidismo son defectos en la memoria, letargo, somnolencia, depresion e incluso
demencia, malestar abdominal, acumulacién de grasa e incremento en las concentraciones
séricas de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas de baja densidad (Gomez-Meléndez y cols.
2010).

1.2 Infertilidad femenina y oviductos

En las mujeres, la mayor fertilidad se encuentra entre los 20 y 24 afios, disminuyendo
ligeramente hacia los 32 afios, y rapidamente después de los 40 afios. Esta pérdida puede
adelantarse por alteraciones fisioldgicas a nivel de hipotdlamo, hipéfisis y aparato reproductor.
A nivel hipotalamico-hipofisiario, la presencia de tumores interfiere con la sintesis y secrecién
de la hormona liberadora de gonadotropinas y de hormonas gonadotrépicas (foliculo

estimulante, FSH; y luteinizante, LH). Esto repercute en los niveles de hormonas ovaricas

® Ver glosario.
* Ver glosario.
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(estradiol y progesterona) y provoca una disminucion de la funcién ovarica y alteraciones en el
ciclo menstrual (Crain y cols. 2008, Shuster y cols. 2009). A nivel del aparato reproductor,
podemos encontrar disfunciones ovaricas, alteraciones uterinas y problemas en las trompas de
Falopio u oviductos (Tabla 1) que afectan la fertilidad femenina. Independientemente de la
causa, la incapacidad de las mujeres para concebir en un periodo de 24 meses con actividad
sexual regular sin proteccion se denomina infertilidad. Esta se clasifica en primaria, cuando se
afecta la concepcidn, y en secundaria, cuando no se lleva a término el embarazo (Crain y cols.
2008).

Para fines del presente trabajo, nos enfocaremos a describir las caracteristicas
morfolégicas del oviducto. Estas estructuras son drganos pares con forma de tubo, se
extienden bilateralmente desde el Utero hacia la pared lateral de la pelvis cerca del ovario. En
la etapa de diferenciacion sexual de las hembras, durante el desarrollo fetal, el conducto de
Muiller se diferencia en oviductos, Utero y vagina; mientras que, el conducto de Wolff, privado
de testosterona, se degenera (Wein y cols. 2008). Los oviductos, al igual que el resto del
aparato reproductor, estan suspendidos de la parte dorso-lateral del canal pélvico por un
ligamento llamado ligamento ancho, en el cual existen tres regiones especializadas: a) el
mesovario o borde anterior del ligamento ancho, que suspende al ovario dorso-lateralmente de
la pared abdominal; b) el mesosalpinx, que es un pliegue lateral en la porcién anterior del
ligamento ancho y que suspende al oviducto; y c) el mesometrio, que es la mayor porcién del
ligamento ancho y suspende al utero, cérvix y parte craneal de la vagina (Figura 3-A) (Wilson
y Wilson 1978). El ligamento ancho, ademas de sostener al aparato reproductor, permite la
afluencia de arterias y nervios. La arteria ovérica, rama de la aorta abdominal, irriga la parte
craneal del aparato reproductor (ovarios y oviductos), asi como la parte craneal (cuernos
uterinos). La arteria hipogastrica, que procede de la arteria iliaca interna, se ramifica en la
arteria uterina y la vaginal, las cuales irrigan al Utero y a la vagina, respectivamente (Dickson
y cols. 1974). El aparato reproductor femenino posee una inervacion autonomica, tanto
simpatica como parasimpatica (Conrad y Ueland 1983).



Estructura Patologia

Ovario Sindrome de ovario poliquistico. Es caracterizado por niveles séricos de andrégenos altos, asi
como la presencia de 12 o mas foliculos de 2-9 mm en cada ovario. Los foliculos se
acumulan en la corteza ovarica sin la transicién a la atresia, dando lugar a quistes ovaricos.
La falta de ovulacion imposibilita la fertilizacion (Stubbs y cols. 2000).

Utero Endometriosis. Presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad uterina, que puede
adherirse alrededor del ovario e impedir la salida del 6vulo, imposibilitando su fecundacion;
o0 bien, en la fimbria oviductal, obstruyendo la luz e impidiendo el paso del 6vulo hacia el
sitio de fertilizacion. Se asocia con un importante proceso inflamatorio (macréfagos, citocinas
y factores de crecimiento) que dafian al tejido (Brassard y cols. 2008).

Leiomiomas. Son tumores benignos compuestos de fibras de musculo liso y tejido conectivo
presentes en el miometrio uterino. Estos pueden distorsionar la cavidad uterina impidiendo la
implantacion del cigoto, y si el cigoto llega a implantarse sobre un leiomioma puede sufrir
aborto en el primer trimestre del embarazo (Walker y Stewart 2005).

Oviductos Malformaciones congénitas. Pueden presentarse atresia ampular congénita, ausencia
congénita segmental y total, duplicacién segmental y alteraciones en las capas del oviducto.
El tener un segmento de oviducto alterado puede imposibilitar el proceso de fertilizacion o
causar embarazos ectopicos (Narayanan y Rajeev 2008).

Salpingitis. Ocurre cuando una porcion del oviducto se inflama a consecuencia de una
infeccion vaginal o urinaria mal tratada. La inflamacién genera dafio endotelial que destruye
a las células epiteliales ciliadas del oviducto, originando fibrosis (adhesiones) e impidiendo el
paso de gametos (Howie y cols. 2011).

Tabla 1. Alteraciones del aparato reproductor femenino que pueden provocar infertilidad.

OVIDUCTO: Mesosalpinx Recto Bolsauterna
del recto

Ampula Mesovano
iIstmo  Unién Ligamento
utero-tubal

Infundibulo Ligamento

suspensor

Ligamento

2

: SUSpensor

Fimbna

i \ OVARIO

UTERO: _

Fondo 7 Ligamento
ancho OVARIO
Cuermpo
Cervix A L ' Ligamento
& { igamento '
rgdondo Ligamento ovanco
redondo Vejiga Bolsa
VAGINA unnana vyesicoutenna

Figura 3. Esquema del tracto reproductor femenino de la mujer, donde se muestra que éste esta suspendido de la
parte dorso-lateral del canal pélvico por el ligamento ancho (Modificado de Wilson y Wilson 1978).



En la mujer, cada oviducto mide aproximadamente de 10 a 12 cm de longitud, su
extremo lateral, conocido como fimbria, se abre en la cavidad peritoneal. Esta abertura esta
delimitada por unos pliegues que, en funcién de la fase del ciclo, se aproximan o alejan del
ovario (Lyons y cols. 2006). La pared del oviducto estd formada por tres capas de tejido
(Figura 4): 1) la serosa (capa externa) compuesta de tejido conectivo y vasos sanguineos; 2) la
muscular (intermedia) que consta de masculo liso y tejido conectivo; y 3) la mucosa (interna)
compuesta de lamina propia (tejido conectivo) y epitelio. La funcion de la capa de mucosa es
secretar sustancias que permitan un microambiente favorable para el transporte de los
gametos, asi como de proveer de nutrientes a los gametos para su sobrevivencia. La capa de
musculatura lisa se encarga, mediante la contraccion de sus fibras, del transporte de gametos y
del cigoto. La serosa se encarga de dar soporte y estructura a las capas interiores (Hunter
2005).

El oviducto se divide en cinco regiones especializadas y funcionalmente diferentes,
desde el ovario hasta el utero: fimbria, infundibulo, &mpula, istmo y union Gtero-tubal (Figura
4) (Lyons y col. 2006). La fimbria es una porcién no circular con prolongaciones largas de
epitelio principalmente ciliado y sin capa de musculatura lisa. El infundibulo es la porcién
circular entreabierta con epitelio muy plegado predominantemente ciliado, presenta una capa
muy delgada de fibras musculares con distribucion circular de grosor irregular y un extremo
sin musculatura lisa. EI &mpula presenta epitelio muy plegado, en el cual se encuentran células
secretoras y predominantemente ciliadas, con una luz mas amplia. La capa muscular es
delgada en comparacion con la regién del istmo y con una distribucion de sus fibras de tipo
circular. Presenta gran cantidad de vasos sanguineos situados en el tejido conectivo. En el
istmo, el epitelio es predominantemente secretor y presenta pliegues pequefios. Su capa
muscular relativamente gruesa, cuenta con dos disposiciones: longitudinal y circular. La capa
longitudinal se encuentra en la parte interna y la capa circular en el exterior. Las fibras
musculares se encuentran entremezcladas con tejido conectivo de tipo coladgeno. En la region
utero-tubal, el espacio luminal es pequefio debido al engrosamiento de la mucosa,
principalmente de la ldmina propia, la cual presenta cavernas. El epitelio es plano con pocos

pliegues de escasa altura, doble capa muscular (una longitudinal interna y una circular externa)



inmersa en tejido conectivo y una capa serosa con gran numero de vasos sanguineos (Lyons y
col. 2006, Suarez 2008).

Después de la copula, los espermatozoides viajan hacia los oviductos. Las células
polimorfonucleares” de la hembra inmediatamente atacan a los espermatozoides
destruyéndolos. De manera que sélo una pequefia proporcion de ellos logra llegar hasta el
oviducto (Hunter 2005, Suarez 2008). La primera porcion del mismo, la regién Gtero-tubal
cuenta con estructuras de epitelio en forma circular denominadas cavernas, que podrian
funcionar como refugio para los espermatozoides (Suarez 2008). En la siguiente porcién del
oviducto, el istmo, las células secretoras proporcionan los nutrientes necesarios para la
sobrevivencia de los espermatozoides (Hugentobler y cols. 2010). Las células ciliadas
contienen receptores a moléculas presentes en la cabeza de los gametos masculinos, y
permiten que éstos pierdan moléculas de la cabeza como mucopolisacaridos y proteinas. Tal
pérdida evita que sean rechazados inmunolégicamente en el tracto genital femenino, aumenta
su movilidad y facilita su penetracion al dévulo (Hunter 2005, Suarez 2008). Los
espermatozoides ya capacitados viajan hacia el ampula, donde, aunque llegan unos cuantos
espermatozoides, solo uno de ellos se adherira a la membrana plasmatica del évulo. Dicha
unién se lleva a cabo por medio de moléculas presentes en el évulo con receptores localizados
en el espermatozoide (Suarez 2008). Posteriormente, la cabeza del espermatozoide debe sufrir
una reaccion acrosomica, la cual consiste en la liberacion o activacion de enzimas facilitando
su entrada a la zona pellcida que rodea al évulo (lamina glicoproteica) (Hunter 2005). Tras la
fecundacién, el cigoto recién formado reside en el oviducto durante algunos dias antes de
entrar al Utero, donde lleva a cabo sus primeras divisiones celulares. Esto es posible gracias a
la composicion del fluido, secretado por las células del oviducto, que mantiene al embrion

viable hasta su llegada al Gtero (Hugentobler y cols. 2010).

% Ver glosario.
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Figura 4. Regiones y capas del oviducto de mujer (Modificado de Lyons y cols. 2006), coneja y rata (Modificado
de Villalon y cols. 1999). Las regiones en que se divide el oviducto son: fimbria, infindibulo, ampula, istmo y
Utero-tubal; mientras que su pared consta de tres capas: mucosa (interna), muscular (intermedia) y serosa
(externa).

La capa muscular del oviducto, compuesta por fibras musculares lisas, participa en el
transporte de gametos, el cual se da en sentido bidireccional. Mientras los espermatozoides
ascienden en direccion al ovario, el 6vulo desciende en direccion al Utero hasta su encuentro y
fertilizacion. Su transporte se lleva a cabo gracias a la contraccion de las fibras musculares
lisas que se propaga a lo largo del oviducto promoviendo un movimiento peristéltico (Lyons y
cols. 2006). Las caracteristicas de esta capa de tejido es afectada por las variaciones en los
niveles de hormonas ovaricas durante el ciclo estral, habiendo una mayor proliferacion celular
en la fase de proestro (niveles altos de estrégenos) (Faussone-Pellegrini y Bani 1990). La
contraccion del musculo liso oviductal es promovida por sefiales nerviosas, que a su vez
pueden ser reguladas por hormonas o moléculas que actlan de manera paracrina o endocrina
(Lindblom y cols. 1979, Pfitzer 2001). Las células musculares lisas son inervadas por el
sistema nervioso autonomico, tanto simpatico (noradrenalina) como parasimpético
(acetilcolina). Por lo que, el masculo liso contiene receptores de catecolaminas (alfa y beta
adrenérgicos) y acetilcolina (receptores muscarinicos) ejerciendo funciones opuestas. Las
sinapsis adrenérgicas promueven la contraccién muscular facilitando la entrada de Ca®* a las

fibras musculares (Jaggar y cols. 2000, Pfitzer 2001). Dentro de las moléculas que regulan la
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contraccion de la musculatura lisa estan: prostaglandinas, éxido nitrico, endotelinas, estradiol

y progesterona (Tabla 2).

Molécula

Accién en las células musculares del oviducto

Prostaglandinas'®

(PGs)

Oxido nitrico™

(NO2)

Oxitocina

Endotelinas*2

Estradiol

Progesterona

(Ps)

Hormona
luteinizante
(LH)

La PGI,, PGD y PGE, son sintetizadas por el epitelio y el musculo liso del oviducto (Huang
y cols. 2004).

La PGE, inhibe la contraccion de la capa circular y la estimula en la capa longitudinal
(Lindblom y cols. 1979).

La PGF,, estimula la contraccion de ambas capas (Lindblom y cols. 1979).

Tiene efecto relajante sobre la contraccion del musculo liso (Ekerhovd y Norstrom 2004).

Incrementa la relajacion en las regiones de istmo y ampula (Jankovic¢ y cols. 2001).

Tiene efecto contractil sobre la capa muscular del oviducto a través de su receptor ET (Al-
Alem y cols. 2007).

Sus receptores se expresan en la capa muscular del oviducto (Shao y cols. 2007). En la
region del istmo, promueve la conductividad eléctrica de la capa muscular, mientras que su
deficiencia o su combinacién con progesterona la inhibe (Brundin y Talo 1972). Altas dosis
de estradiol disminuyen la contraccion del oviducto (Hodgson y cols. 1980).

Sus receptores nucleares se expresan de manera diferencial a lo largo del oviducto (Shao y
cols. 2006), cuya activacion facilita la actividad de receptores adrenérgicos promoviendo la
contraccion (Rheaume y Paton 1978). Aunque también se ha reportado que disminuye la
contraccion (Wanggren y cols. 2008). P, mas gonadotropina coriénica humana (hGC)
incrementa la contractilidad del oviducto (Hodgson y cols. 1980). Ademas, regula la
actividad de las prostaglandinas (Spilman y Harper 1975).

El oviducto humano, bovino y porcino contiene receptores de LH, tanto en epitelio, mdsculo
liso y vasos sanguineos. Su accion provoca la relajacion del oviducto, especialmente durante
la etapa periovulatoria del ciclo estral (Gawronska y cols. 2000).

Tabla 2. Moléculas que intervienen en el proceso de contraccién y relajacion del musculo liso oviductal.

19 ver glosario.
1 er glosario.
12 Ver glosario.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Infertilidad e hipotiroidismo

En el 50-70% de las mujeres con hipotiroidismo se presentan problemas reproductivos,
tales como ciclos menstruales irregulares (oligomenorrea) o con mucho sangrado
(menorragia), galactorrea®®, falta de ovulacién, aborto e infertilidad. Esta relacion entre
hipotiroidismo y alteraciones reproductivas también se observa en nifias con el sindrome Van
Wyk y Grumbach'* (Doufas y Mastorakos 2000, Poppe y cols. 2007, Crain y cols. 2008,
Stavreus-Evers 2012). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual el hipotiroidismo afecta
tanto la ovulacién como la fertilidad, se sabe que el ovario expresa receptores a TSH y a
hormonas tiroideas, y que el liquido folicular humano contiene hormonas tiroideas (Wakim y
cols. 1993, Aghajanova y cols. 2009). Sin embargo, tanto a nivel clinico como experimental,
existen pocos trabajos que investiguen la relacién que existe entre las hormonas tiroideas y la

reproduccion en las mujeres.

Usando modelos animales de hipotiroidismo, mediante la extraccion de la glandula
tiroides o la administracion de farmacos como tiourea, metamizol y propiltiouracilo, se ha
encontrado que tal condicion hormonal afecta algunas caracteristicas histoldgicas y
funcionales del tracto reproductivo femenino. En ratas hipotiroideas, se ha observado un
mayor numero de foliculos atrésicos (disfuncionales), abortos espontaneos (Inuwa y Williams
2006) y disminucion en el grosor de las capas muscular y epitelial del Gtero, y oviductos
(Amadi y cols. 2007). Tales efectos podrian ser explicados dada la presencia de TRa, tanto en
el epitelio como en la capa muscular del utero y oviducto de la rata (Oner y Oner 2007),
sugiriendo una accion directa de las hormonas tiroideas sobre los tejidos reproductivos.
También, podria ser posible un efecto indirecto de las hormonas tiroideas sobre los tejidos
reproductivos, ya que estas regulan la expresion de moléculas involucradas en la reproduccion.

Asi, se ha descrito que en ratas, el hipotiroidismo (tanto por la administracion de

3 Ver glosario.
¥ Ver glosario.
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propiltiouracilo como por tiroidectomia) incrementa los niveles séricos de estradiol,

progesterona, prolactina y prostaglandina (PGEy), y disminuye los niveles de LH, FSH,

testosterona, hormona del crecimiento y factor de crecimiento tipo insulina | (Hatsuta y cols.

2004, Hapon vy cols. 2003, 2007, 2010). Como podemos ver, las hormonas tiroideas podrian

afectar las funciones del oviducto, tanto por una accion directo como indirecta. Sin embargo,

hasta ahora, la rata ha sido el Unico modelo animal utilizado para analizar los efectos del

hipotiroidismo; y no hay reportes acerca de los mecanismos por los cuales la disminucién de

hormonas tiroideas afecta el grosor de la capa muscular del oviducto (Amadi y cols. 2007).

Ante la falta de informacién sobre el efecto de las hormonas tiroideas sobre la

musculatura lisa del oviducto, es necesario recurrir a lo reportado sobre otros tipos de

musculatura, en donde se han observado efecto a nivel de la contraccion, proliferacion celular

y sintesis de colageno (Tabla 3).

Evento

Acciones de las hormonas tiroideas

Contraccion

Proliferacion
de células

Sintesis  de
colagena

Angiogénesis

En la musculatura uterina, incrementan el Ca*? intracelular potenciando su contraccién. El
hipotiroidismo inhibe la contraccion (Amadi y cols. 2006)

Relajacion de la musculatura vascular, al incrementar la actividad del canal de K™ (Makino
y cols. 2012), o bien, al incrementar la produccién de éxido nitrico (McAllister y cols.
2005, Carrillo-Sepulveda y cols. 2010). El hipotiroidismo reduce la relajacion del misculo
liso vascular (conejo) debido a una menor liberacién de 6xido nitrico de los nervios
purinérgicos y del endotelio (Yildirim y cols. 2008).

En la musculatura vascular, incrementan el nimero de células en citocinesis'®, regulan la
expresion de los genes del antigeno nuclear de proliferacion celular'® (PCNA) y la o-
actina, a través de su receptor TRal (Wang y Sun 2010).

En la musculatura lisa vascular, regulan la sintesis de mMRNA de pro-colageno tipo | y Il1
(Ziegelhoffer-Mihalovicova y cols. 2003) y de glicosaminoglicanos que forman parte de la
matriz extracelular (Drobnik y cols. 2009).

Las hormonas tiroideas inducen la transcripcion de gen del factor de crecimiento
fibroblastico basico (bFGF) y el gen del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF)
(Luidens y cols. 2010).

Tabla 3. Acciones de las hormonas tiroideas en la musculatura lisa de otros 6rganos.

15
16
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3. JUSTIFICACION

1) Las mujeres con hipotiroidismo tienen problemas de fertilidad (Doufas y Mastorakos
2000, Poppe y cols. 2007, Stavreus-Evers 2012).

2) A nivel experimental, los animales, con hipotiroidismo inducido por tiroidectomia,
muestran un menor grosor de la capa epitelial y muscular de los oviductos (Inuwa y
Williams 2006, Amadi y cols. 2007). Se desconoce si esto es consecuencia de la falta de
hormonas tiroideas o por la ausencia de la glandula paratiroidea, también extraida durante

la cirugia.

3) En la rata, el oviducto tiene receptores de TRa en la capa muscular (Oner y Oner
2007), por lo que es posible una accion de las hormonas tiroideas de manera directa.

4) Las hormonas tiroideas regulan los niveles de estrdgenos y progesterona (Hatsuta y
cols. 2004, Hapon y cols. 2010), hormonas que regulan la actividad de la capa muscular
del oviducto (Brundin y Talo 1972; Rheaume y Paton 1978), por lo que es posible que las

hormonas tiroideas ejerzan una accion indirecta sobre la capa muscular del oviducto.

5) Es necesario estudiar el efecto del hipotiroidismo sobre las caracteristicas histoldgicas
de la capa muscular del oviducto de conejas adultas nuliparas, que pudieran dar luz sobre

la relacion entre hipotiroidismo e infertilidad femenina.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo farmacoldgico afecta las caracteristicas histologicas de la capa muscular del

oviducto en

la coneja adulta nulipara.

Predicciones:

En las diferentes regiones del oviducto, el hipotiroidismo:

O

o

General

Reduce el grosor de la capa muscular.

Reduce el area de la capa muscular.

Reduce el area ocupada por fibras musculares y aumenta el area ocupada por
fibras de colageno.

Reduce el &rea transversal del oviducto.

5. OBJETIVOS

Determinar los efectos de hipotiroidismo sobre las caracteristicas histologicas del

musculo liso oviductal en la coneja adulta nulipara.

Especificos

Tanto en conejas controles como hipotiroideas:

e Cuantificar los niveles circulantes de T3 y T4 total, TSH, estradiol y progesterona.

Ademas, en

las diferentes regiones del oviducto:

e Medir el grosor de la capa muscular.

e Determinar el area de la capa muscular.

e Determinar el area ocupada por fibras musculares y colageno en la capa muscular.

e  Medir el area transversal del oviducto.
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6. METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron conejas adultas de 8-12 meses de edad de la raza Chinchilla
(Oryctolagus cuniculus), mantenidas en condiciones estandar (16 h / 8 h de luz y oscuridad, 22
+ 2 °C) en el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta (Universidad Auténoma
de Tlaxcala) y alojadas en jaulas individuales de acero inoxidable (50 x 60 x 40 cm), con
alimento Purina y agua ad libitum. EI grupo control estuvo constituido por hembras nuliparas
(n=6) y el experimental por conejas con hipotiroidismo farmacolégico (n=6). En ambos

grupos, las conejas fueron sacrificadas a la misma edad.

Induccion de hipotiroidismo. La induccion de hipotiroidismo se llevd a cabo

mediante tratamiento con el farmaco anti-tiroideo metimazol*’

(Sigma), el cual fue
administrado en el agua de bebida a una concentracién de 0.02% (Al-jamal 2004) durante
treinta dias. Al término del tratamiento, ambos grupos fueron pesados y anestesiados
profundamente con pentobarbital sodico (i.p. 60mg/kg, Pfizer). Se les realiz6 una puncion
cardiaca para la extraccion de sangre tanto a las conejas controles como a las tratadas con
metimazol. La sangre se dejo reposar durante 45 minutos, después se centrifugd a 3500 rpm
durante 15 minutos. El suero fue separado y congelado a una temperatura de 20°C bajo cero
para su posterior uso. Las muestras de 50 pl de suero se analizaron por duplicado mediante la
técnica de quimioluminiscencia*® (CARPERMOR, S.A. de C.V.) o de ELISA®. Las hormonas

que se midieron fueron T3 total, T4 total, TSH, estradiol y progesterona.

Histologia de la capa muscular de conejas controles e hipotiroideas. Después del
sacrificio, se extrajeron los oviductos izquierdos y se fijaron con la solucién de Bouin-
Duboscq por 12 h. Se deshidrataron con alcoholes en concentracion ascendente (60-100%), e
incluyeron en parafina. Los segmentos de oviducto fueron cortados transversalmente a 7 yum
con un microtomo y se colocaron 12 cortes por laminilla. Los cortes obtenidos se separaron en

cinco series, donde una de cada cinco laminillas se tifié con la tincion tricromica de Masson,

7 \er glosario.
18 \er glosario.
19 Ver glosario.
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que permite diferenciar el tejido muscular del conectivo. Para la tincidn, los cortes se
desparafinaron en xileno y se hidrataron en alcoholes en concentraciones descendentes (100-
60%). Después, los cortes fueron introducidos en los diferentes colorantes que componen a la
tincion (hematoxilina, fushina, y anilina), se deshidrataron con alcoholes en concentraciones
ascendentes (60-100%) y se fijaron con Cytoseal TM60 y cubreobjetos. Todos los cortes
teflidos fueron analizados para identificar las regiones, incluyendo cortes no tefiidos para
verificar la transicion de una region a otra. Posteriormente, se tomé un corte cada 1500 pm a
lo largo del oviducto de cada coneja control o tratada con metimazol y se realizaron las
mediciones correspondientes. Para las mediciones del grosor de capa muscular, proporcién de
area de fibra muscular y de colagena, y area total del oviducto se consideraron las regiones
ampula, istmo y Utero-tubal. Se descartaron las regiones de fimbria e infundibulo, ya que
como se describié anteriormente, la fimbria no cuenta con capa de musculatura lisa, y la
region de infundibulo presenta una capa delgada e irregular de musculo liso que dificulta su

medicion.

Grosor de capa muscular. Se eligié un corte tefiido de oviducto cada 1500 pm,
tomando en cuenta que no estuviera roto o rayado. Una vez fotografiado la capa muscular del
oviducto se utilizé el programa AxionVision Release 4.8 para su medicion. El grosor de capa
muscular incluye cuatro mediciones: 1) grosor total de capa muscular, incluye distribucion
longitudinal y circular. Se realiz6 desde el borde superior de un pliegue de epitelio hasta donde
termina la capa de musculo liso, ya que el musculo liso se mete entre los pliegues de epitelio
aumentando su grosor en esa area y medir ahi conllevaria a mediciones erroneas (Figura 5-A);
2) grosor de capa muscular longitudinal (interna), el cual se realizé desde el borde superior de
un pliegue de epitelio hasta donde comenzaba la capa de fibras musculares con orientacion
circular (externa); 3) grosor de capa muscular circular (externa), abarc6 desde donde
empezaba la primera fibra con orientacién circular hasta el final de la capa de musculatura
lisa, justo donde comenzaba la capa externa de serosa (Figura 5-B). Todas las mediciones se
realizaron en los cuatro puntos cardinales del corte utilizando un acetato con lineas
perpendiculares en el centro (formando una cruz) para saber dénde se tenia que realizar la

medicion. El grosor de capa muscular incluy6 también tejido conectivo, fibras de colagena y
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vasos sanguineos, ya que las fibras de musculatura lisa musculares se entremezclada con éstos
tejidos; y 4) Area de la capa de muscular. Sobre la foto del corte de oviducto y utilizando el
programa AxioVision Release 4.8, se delimitd el inicio de la capa muscular, justo donde
termina la capa epitelial (area interna) y se delimito el final de la capa muscular, justo donde
comienza la capa de la serosa (area externa). El &rea de la capa muscular se obtuvo de la
diferencia entre el 4rea externa y el area interna. El valor obtenido en um? se convirtié a mm?
(Figura 5-C).

Area ocupada por fibras musculares y colageno. De los mismos cortes seleccionados,
se fotografié la capa muscular para la cuantificacion de la proporcion de fibras musculares
lisas y de colégeno. Se realizé con el programa AxioVision Release 4.8, donde se cuantifico el
area neta que ocupd las fibras musculares, las de colagena y el resto de tejidos (incluyé vasos
sanguineos y tejido conectivo gue no se observa con la tincion tricromica de Masson). Debido
a que en el area total de la fotografia se incluyen parte de las capas epitelial y de serosa, se
optd por seleccionar Unicamente tres cuadrantes representativos de toda la fotografia en donde
solamente estuviera la capa muscular. Para esto, se utilizé una cuadricula de 25 x 25 cm

utilizando el programa Adobe Photoshop CS (Figura 5-D).

Area transversal del oviducto. Se utilizaron los mismos cortes de los analisis
anteriores. La medicion del area transversal del oviducto incluy6 el lumen, la capa interna de
mucosa (epitelio y lamina propia) y la capa intermedia de musculo (musculo liso, tejido
conectivo, colagena y vasos sanguineos). Se realizé con el programa AxionVision Release 4.8
delimitando el final de la capa muscular, justo donde empieza la capa de serosa. Se descarto la
capa externa de serosa debido a que ésta podria ser rota durante la extraccion del oviducto. El

valor obtenido en um? se convirtié a mm? (Figura 5-E).

Analisis estadistico. La comparacion en los niveles de hormonas tiroideas, TSH,
hormonas ovaricas, peso, grosor y area de capa muscular, proporcion de fibras musculares y
de colagena, y area transversal total del oviducto en animales controles y tratados con
metimazol se realizo con la prueba U de Mann-Whitney, previamente aplicando pruebas de

normalidad Kolmogorov-Smirnov. En todos los casos se utilizd el programa de analisis
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estadistico GraphPad Prism para Windows, version 5.0. Los datos son mostrados como media

+ error estandar. Se considerd como significancia estadistica una p < 0.05.

Figura 5. A) Medicion del grosor total de la capa
muscular, y B) del grosor de la capa longitudinal y
circular en los cuatro puntos cardinales con ayuda del
programa AxioVision Release 4.8. C) Medicion del
area de la capa muscular. Se calcula de la diferencia
entre el area externa (linea roja) y el &rea interna
(linea amarilla). D) Fotografia de la capa muscular
que muestra la cuadricula utilizada para la seleccién
de tres cuadrantes representativos para la
cuantificacion del area ocupada por la colagena y la
musculatura lisa. E) Ejemplo de la medicién del area
transversal del oviducto, incluye la luz, capa epitelial,
muscular, tejido conectivo y vasos sanguineos.
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7. RESULTADOS

7.1 Induccion de hipotiroidismo y peso corporal

En las conejas tratadas con metimazol, los niveles en suero de T3 total y T4 total
fueron significativamente menores y los niveles de TSH mayores, respecto a los encontrados
en las conejas controles. El peso corporal de las conejas también fue similar en ambos grupos
(Tabla 4).

7.2 Niveles de hormonas ovaricas

Los niveles de estradiol y progesterona fueron similares en ambos grupos. (Tabla 4).

HORMONA CONTROLES TRATADAS
(n=6) (n=6)

T3 total (pg/dl) 8.1+0.5 5.8+0.5 *k
T4 total (pg/dl) 2.2+0.1 1.5+ 0.1 ik
TSH (nUl/dl) 1.1+0.2 3.2+0.9 ¥
Estradiol (pg/ml) 37.7+3.3 36.0+4.6 Ns
Progesterona (ng/ml) 5.3+2.0 3.2+0.9 Ns
Peso corporal (Kg) 4.0+0.2 4.2+0.2 Ns

Tabla 4. Valores promedio + SE de niveles hormonales y peso corporal de conejas controles y tratadas con
metimazol. Andlisis estadistico con U de Mann-Whitney (* p<0.05; ** p< 0.01, Ns: no diferencias significativas
entre grupos).

7.3 Histologia del oviducto
En base a las caracteristicas histologicas del oviducto, observadas en los cortes tefiidos
con tricromica de Masson, se distinguieron cinco regiones, desde ovario hasta utero: 1)

fimbria, 2) infundibulo, 3) ampula, 4) istmo y 5) utero-tubal. Con excepcion de la fimbria,
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region que no presentd capa muscular, las regiones del oviducto mostraron tres capas: mucosa,
muscular y serosa. La mucosa estuvo formada por epitelio y lamina propia (tejido conectivo
en intima relacion con la parte inferior del epitelio). La capa muscular tuvo fibras de

musculatura lisa mezclada con algunos vasos sanguineos Yy tejido conectivo. La capa de serosa

mostro tejido conectivo altamente irrigado (Figura 6).

UTERO-TUBAL
\\

3 ¥ o i - - .m
EPITELIO: plegado plegado plegado aplanado
MUSCULO: inexistente + ++ +H+ I

B)

Figura 6. A) Cortes transversales representativos de las diferentes regiones del oviducto de la coneja adulta
nulipara tefiidos con tricromica de Masson (7 um). B) Ampliacion de las regiones ampula, istmo y Utero-tubal,
donde se observa el epitelio (e), la lamina propia (Ip), la serosa (s), las cavernas (c), el musculo liso con
orientacion circular (mic) y longitudinal (mil).

7.3.1 Descripcion cualitativa de la capa muscular

La capa muscular del oviducto contuvo fibras de musculatura lisa con forma fusiforme
alargada y con un dnico nucleo central, vasos sanguineos de diversos calibres y fibras de
coladgeno. Las fibras musculares presentaron dos disposiciones: unas fibras, internas, que
rodean al oviducto de manera longitudinal y otras fibras, externas, que envuelven al oviducto
de manera circular. Esta disposicion de fibras es clara en cortes transversales y longitudinales.
Las Unicas regiones que presentaron estos dos tipos de distribucion de las fibras musculares
fueron el istmo y la unién utero-tubal (Figura 7). La region del ampula solo presentd la
distribucion circular. El oviducto de las conejas tratadas con metimazol presento las mismas

caracteristicas cualitativas que el oviducto de las conejas controles (Figura 8).
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Figura 7. A) y B) Cortes transversales, C) y
D) cortes longitudinales de animales
controles, donde se muestra fibras
musculares con orientacién longitudinal
(interna) y circular (externa). Epitelio (e),
cavernas (c), muasculo liso longitudinal (mll),
musculo liso circular (mic), serosa (s).

Figura 8. Caracteristicas histoldgicas de cortes transversales representativos, tefiidos con tricromica de Masson,
de oviductos de conejas controles vs. tratadas en las diferentes regiones del oviducto.
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7.3.2 Descripcion cuantitativa de la capa muscular

Grosor de la capa muscular. El grosor total de la capa muscular, tanto de las conejas
controles como tratadas, no fue uniforme alrededor del oviducto. Asi, se detecté un punto con
mayor grosor (G1), seguido de otro de menor grosor (G2), uno mas delgado (D1) y otro
mucho més delgado (D2). Cuando se analizd la secuencia o sefiales histologicas que nos
pudieran indicar cual de todos estos lados pertenecia a la porcion ventral, dorsal y laterales, no
fue posible establecer alguna orientacion (Figura 9). Al comparar, los grosores de la capa
muscular por punto cardinal (G1, G2, D1 y D2) y entre los grupos control y tratado, se
encontrd que en la regiones de &mpula e istmo, los puntos D1 y D2 fueron significativamente
menores que el punto G1 para el grupo control; mientras que, los puntos G2, D1 y D2 fueron
significativamente menores que el punto G1 para el grupo tratado. Por su parte, en la region
utero-tubal, sélo los punto mas extremos fueron significativamente diferentes (Figura 10). Al
comparar entre grupos, el grosor de la capa muscular fue similar entre el grupo control y el
tratado en todos los puntos cardinales, independientemente de la region (Figura 10). Aunque
se observaron diferencias entre los puntos cardinales dentro de cada grupo, recordemos que la
falta de puntos para orientar los cortes (Figura 9) no nos asegura que los puntos entre los
cortes de una misma region y los animales sean equivalentes. Por ello, se obtuvo el promedio
de los cuatro puntos cardinales por corte para determinar el grosor de la capa muscular en cada
region. Asi, el grosor de la capa muscular (promedio de los 4 puntos cardinales) medido cada
1500 um a lo largo del oviducto fue menor en la region del &mpula y mayor en la region Gtero-
tubal. Dicho grosor fue similar (aunque no se hizo estadistica) entre el grupo control y el
tratado con metimazol (Figura 11). Dado que la longitud de las regiones del oviducto vario
entre conejas, se decidio seleccionar unicamente las 6 mediciones centrales de cada region por
animal para realizar la comparacion estadistica entre grupos (Figura 11). Con este analisis se
encontré que el grosor total de la capa muscular (Figura 12-A), asi como el grosor de las capas
longitudinal y circular (Figura 12-B) fueron similares entre el grupo control y el tratado en
todas las regiones del oviducto. También se evallo el area promedio de la capa de musculatura
lisa en las diferentes regiones, encontrandose que ésta fue similar entre ambos grupos (Figura
13). Tomando en cuenta que algunas conejas (tanto controles como tratadas) tuvieron mayor

grosor de la capa muscular que otras, se tratdo de normalizar los datos. Para ello se calculo el
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porcentaje de incremento del grosor de la capa muscular de las regiones de istmo y Gtero-tubal
respecto al grosor de la capa muscular de la regién de &mpula. El grupo tratado con metimazol
present6 un porcentaje de incremento similar al grupo control en ambas regiones del oviducto
(Figura 14).

Figura 9. Cortes representativos de las diferentes regiones del oviducto de conejas controles tefiidos con
tricromica de Masson donde se muestra que la irrigacion no guarda relacion con el grosor de capa muscular. G1,
grueso mayor; G2, grueso menor, D1, delgado mayor; y D2: delgado menor.
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Figura 10. Grosor de la capa muscular del oviducto promedio + SE en los cuatro puntos cardinales medidos en
las diferentes regiones del oviducto de conejas controles y tratadas con metimazol. G1, grueso mayor; G2, grueso
menor; D1, delgado mayor; D2, delgado menor. Andlisis estadistico con Kruskal-Wallis (p<0.05). Letras
mayusculas: comparaciones entre grosores dentro del grupo control. Letras minGsculas: comparaciones entre
grosores dentro del grupo tratado. Ns: No diferencias significativas entre grupos.
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Figura 11. Grosor promedio £+ SE de la capa muscular en las diferentes regiones del oviducto de conejas
controles y tratadas con metimazol. Los recuadros muestran los seis cortes centrales, cada 1500um, de cada
region utilizados para comparar entre grupos, evitando asi la zona de transicién.

A) 400 - Ns
350 4 I
E 300 -
=
5 250 4
H Ns
& 200 1
I
150 -
100 - Ns
“1
O - Ps o~
AMPULA ISTMO UTERO-TUBAL
B)
400 1 AMPULA ISTMO UTERO-TUBAL
350 -
g 300 Ns
: 250 - 3
2 200
© Ns Ns
150 A
100 A Ns Ns 1 .
. . .
0 T T : T
LONGITUDINAL  CIRCULAR LONGITUDINAL  CIRCULAR LONGITUDINAL  CIRCULAR

[ CONTROL (n=6) B8 TRATADO (n=6)

Figura 12. Grosor promedio + SE de la capa de musculatura lisa en las diferentes regiones del oviducto de
conejas controles y tratadas con metimazol. A) Total. B) Longitudinal y circular. La region del ampula solo
presentd la orientacion circular. Analisis estadistico con U de Mann-Whitney (p<0.05). Ns: no diferencias
significativas entre grupos.
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Figura 14. Porcentaje de incremento promedio + SE del grosor de la capa muscular de las regiones de istmo y
Utero-tubal respecto al ampula. Analisis estadistico con U de Mann-Whitney (p<0.05). Ns: no diferencias

significativas entre grupos.
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Area ocupada por fibras musculares y colageno. Se realiz6 la cuantificacion del area
ocupada por las fibras musculares lisas, colagena y otros tejidos (otros tipos de tejido
conectivo y vasos sanguineos) de la capa muscular. La cuantificacion solo se realizo en la
region Utero-tubal, ya que es la region con mayor grosor de capa. Los animales tratados con
metimazol tuvieron un area ocupada por fibras musculares, colagena y otros tejidos similar a

los animales controles (Figura 15).
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Figura 15. Area promedio + SE ocupada por los componentes tisulares de la capa muscular: masculo, colageno y
otros tejidos (vasos sanguineos y tejido conectivo) de la regidn Gtero-tubal de conejas controles y tratadas con
metimazol. Andlisis estadistico con U de Mann-Whitney (p<0.05). Ns: no diferencias significativas entre grupos.

Area transversal del oviducto. El &rea transversal promedio del oviducto en el grupo
control varié en las diferentes regiones, siendo menor en la region del istmo, seguida por la
region atero-tubal y el ampula. El tratamiento con metimazol no afecto el area transversal del
oviducto (Figura 16). También se determind los indices del grosor y del area de la capa
muscular sobre el area transversal encontrandose que dichos indices fueron similares entre

conejas controles y tratadas con metimazol en las diferentes regiones del oviducto (Figura 17).
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Figura 16. Area transversal promedio = SE del oviducto de conejas controles e hipotiroideas en las diferentes
regiones del oviducto. Andlisis estadistico con U de Mann-Whitney (p<0.05). Ns: no diferencias significativas
entre grupos.
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Figura 17. indices promedio + SE relacionados con la capa muscular en las diferentes regiones del oviducto de
conejas controles y tratadas con metimazol. A) Grosor total/area transversal. B) Area de la capa muscular/area
transversal. Analisis estadistico con U de Mann-Whitney (p<0.05). Ns: no diferencias significativas entre grupos.
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8. DISCUSION

Induccion de hipotiroidismo. Existes dos métodos para inducir hipotiroidismo en
animales de laboratorio: 1) quirdrgicamente, a través de la extraccion de la glandula tiroides
(tiroidectomia) y 2) farmacoldgicamente, mediante el uso de sustancias quimicas que bloquean
la accion de enzimas que intervienen en la sintesis y metabolismo de las hormonas tiroideas
(Bandyopadhyay y cols. 2002, Vanderlei y cols. 2012). El principal inconveniente de utilizar
la tiroidectomia es que durante la cirugia también se extrae la glandula paratiroides, la cual
sintetiza hormona paratiroidea, encargada de la homeostasis de fosforo y Ca*? (Lecerf y cols.
2012, Vanderlei y cols. 2012). Es conocido que el Ca** regula tanto la secrecion vesicular de
las células epiteliales como la contraccion de la musculatura lisa (Amadi y cols. 2006; Lecerf
y cols. 2012, Vanderlei y cols. 2012); por lo que la tiroidectomia representa una alteracion en
el funcionamiento de diversos tejidos, incluyendo los epitelios y la musculatura (lisa y
estriada). En el hipotiroidismo farmacoldgico, los farmacos utilizados para inducir
hipotiroidismo son propiltiouracilo, tiourea y mercaptometil-imidazol (metimazol), los cuales
contienen en su estructura un grupo tioamida (azufre unido a un carbono nitrogenado). Por tal
razon, dichos farmacos son capaces de inhibir la accién de la enzima tiroperoxidasa,
encargada de catalizar la union del yodo al residuo tirosil de la tiroglobulina. También
bloguean la accion de las desyodasas, enzimas encargadas de convertir la T4 en T3
(Badyopadhyay y cols. 2002). Los farmacos més utilizados para disminuir los niveles de
hormonas tiroideas son el propiltiouracilo y el metimazol. EI farmaco mas efectivo para
disminuir las hormonas tiroideas, con menos efectos colaterales, es el metimazol (Nakamura y
cols. 2007, Malozowski y Chiesa 2010). El tratamiento utilizado en el presente estudio
(metimazol al 0.2% en el agua de beber, durante 1 mes) fue efectivo para inducir
hipotiroidismo en el conejo, tal y como ya habia sido reportado antes (Al-jamal 2004). Cabe
mencionar que los valores de T3 y T4 medidos en nuestras conejas estuvieron dentro del rango
ya reportado para conejos adultos por otros autores (Arruda y cols. 2008, Nowosadzka y cols.
2009).

Respecto al peso corporal, las conejas controles y tratadas con metimazol presentaron

pesos similares. Esto es contrario a lo reportado por otros autores quienes reportaron una
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disminucion del peso corporal de ratas con hipotiroidismo farmacolégico (propiltiouracilo, 50-
60 dias; Armada-Dias y cols. 2001; Hapon y cols. 2003). La diferencia entre estos trabajos y el
nuestro pudiera ser debido a la especie animal con que se trabajo. Cabe mencionar, que esta
similitud en el peso corporal también nos ayudar a distinguir el efecto del tratamiento sobre las
caracteristicas morfométricas del oviducto evaluadas.

Grosor de capa muscular. La capa muscular del oviducto ayuda, mediante su
contraccion, al transporte de gametos y del embrion, asi como, junto con las células epiteliales,
al mezclado adecuado de las secreciones de las células epiteliales secretoras que sirven como
nutrientes, tanto a los gametos como al embrion (Lyons y cols. 2006, Suarez 2008,
Hugentobler y cols. 2010). Esta capa esta compuesta por fibras de musculatura lisa, de
colagena, tejido conectivo y vasos sanguineos, y varia de grosor dependiendo de la region del
oviducto, siendo mas delgada en la region cercana al ovario (infundibulo) y mas gruesa en la
region cercana al Utero (unidn Gtero-tubal) (Lyons y cols. 2006). En el presente estudio
también encontramos esa variacion en el grosor de la capa muscular del oviducto de la coneja,
siendo mas delgada hacia la regiones ampula-infundibulo y mas gruesa hacia istmo-utero-
tubal. Otra observacion, no antes reportada, fue que el grosor de la capa muscular alrededor
del oviducto no es uniforme. Es decir, hay puntos en que la capa es mas gruesa y otros en que
es mas delgada. Estas irregularidades en el grosor de la capa muscular podrian ser debidas a la
fisiologia propia del oviducto, ya que tanto las conejas controles como las tratadas con
metimazol presentaron estas caracteristicas.

Desde hace ya algunas décadas se ha descrito que las hormonas tiroideas estan
relacionadas con infertilidad en las mujeres (Doufas y Mastorakos 2000, Poppe y cols. 2007,
Stavreus-Evers 2012). Los escasos estudios realizados en modelos animales con induccién de
hipotiroidismo por tiroidectomia (ratas) han reportado que la supresion de hormonas tiroideas
reduce el grosor de la capa muscular del oviducto (Amadi y cols. 2007). Ahora en el presente
trabajo, con un modelo de hipotiroidismo farmacoldgico en la coneja, no encontramos
afectacion de la capa muscular (grosor y area de la capa). Esto nos lleva a suponer que los
resultados presentados por Amadi y cols. (2007), podrian ser influenciados por la ausencia de
la glandula paratiroideas (también extirpada durante la tiroidectomia), o bien, a un resultado

azaroso debido al punto en que midieron el grosor, pues ellos no consideraron que la capa
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muscular no es homogeénea alrededor del oviducto. Otro detalle en contra del trabajo de Amadi
y cols. (2007) es el desconocimiento que se tiene sobre la fase del ciclo estral en la que
estudiaron a sus animales. Pues se ha reportado que la capa de musculatura lisa del oviducto
sufre cambios notables durante ciclo estral. Asi, en las fases de proestro y estro las células
musculares lisas del oviducto (ratén) se caracterizan por un incremento en el contenido de
organelos, un incremento en el area de las fibras y la presencia de mioblastos (Faussone-
Pellegrini y Bani 1990). En nuestro trabajo, las conejas controles y tratadas se encontraban en
la misma fase del ciclo (proestro temprano) y mostraron niveles similares de estradiol y
progesterona, como ya mencionamos anteriormente.

Area ocupada por fibras musculares y colageno. Como ya mencionamos, la capa
muscular del oviducto esta formada por fibras de musculo liso, tejido conectivo, coladgeno y
vasos sanguineos. En el presente trabajo encontramos que el hipotiroidismo farmacolégico no
afectd al area ocupada por las fibras de musculatura lisa y ni colageno en la region Utero-tubal
del oviducto. Dado que no existen estudios que hayan analizado estas variables, no es posible
comparar nuestros resultados. Sin embargo, si recurrimos a trabajos donde se ha analizado el
impacto del hipotiroidismo en otros érganos con musculatura lisa podemos ver que en el
musculo cardiaco (rata), las hormonas tiroideas regulan la sintesis de mMRNA de pro-colageno
tipo I y 1l (Ziegelhoffer-Mihalovicova y cols. 2003) y de glicosaminoglicanos que forman
parte de la matriz extracelular en la musculatura lisa vascular (Drobnik y cols. 2009). También
intervienen en procesos proliferativos de la musculatura lisa vascular incrementando el
namero de células en citocinesis y regulando los genes del antigeno nuclear de proliferacion
celular (PCNA) y de la a-actina en musculo liso (Wang y Sun 2010).

Area transversal total del oviducto. En el presente estudio encontramos que el area
transversal varia a lo largo del oviducto, siendo el istmo la region de menor area comparado
con las regiones utero-tubal y ampula. El tratamiento con metimazol no afectd el area
transversal. Este resultado podria ser consecuencia de la falta de efecto del hipotiroidismo
sobre la capa muscular, que no le afecta su elasticidad. A este respecto, se ha descrito que el
hipotiroidismo congénito, en adultos jovenes, afecta las propiedades elasticas de musculatura

lisa vascular, disminuyendo su distensibilidad (Oliviero y cols. 2010).
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Los resultados encontrados en el presente estudio muestran que los problemas de
infertilidad, reportados en las mujeres con hipotiroidismo, quiza no estén relacionados con la
afectacion de la capa muscular del oviducto. Ya que no se observaron cambios en la
morfometria de dicha capa en los animales con hipotiroidismo farmacologico, como se
discutié anteriormente. En estos animales, tampoco encontramos alteracion en los niveles
séricos de las hormonas ovaricas (estradiol y progesterona). Lo que nos sugiere que las
acciones de estas hormonas sobre la contraccion de la capa muscular oviductal podrian no
estar afectadas (Hatsuta y cols. 2004, Hapén y cols. 2003, 2007, 2010). Respecto a los niveles
de hormonas ovéricas, nuestros resultados estan de acuerdo con otros reportes en ratas, donde
la induccion de hipotiroidismo mediante la administracion de propiltiouracilo (60 dias) no
modificd el nivel sérico de estradiol y progesterona (Armada-Dias y cols. 2001). Por el
contrario, en algunos estudios se ha reportado que el hipotiroidismo farmacolégico o
tiroidectomia modifica los niveles de progesterona de ratas en diestro (Hatsuta y cols. 2004) y
estradiol de ratas en estro (Hapon y cols. 2010). La contrariedad de estos resultados pudiera
explicarse por el tiempo del tratamiento empleado para inducir el hipotiroidismo, y a la
diferencia entre fases de ciclo estral de las hembras.

Cabe mencionar, que en el presente estudio no se determing la presencia de TRs, por lo
que se desconoce si el oviducto de la coneja los presente. Sin embargo, dado que al menos en
la rata, la capa muscular del oviducto expresa TRs tipo alfa (Oner y Oner 2007), es posible
que las hormonas tiroideas si estan regulando alguna otra funcion o evento fisiolégico como la
contraccion muscular y la acumulacion de glucégeno (resultados preliminares), entre otras, en
esta capa de tejido. Ya que, en la musculatura uterina de la rata, las hormonas tiroideas
incrementan el Ca*? intracelular potenciando su contraccién; mientras que, el hipotiroidismo
farmacoldgico inhibe estas contracciones (Amadi y cols. 2006). En lo referente a la parte
metabolica, es conocido que el musculo liso utiliza los sistemas de fosfocreatina-creatina,
fosforilacion oxidativa y de glucdlisis. Pacientes con hipotiroidismo tienen una mayor
acumulacioén de glucogeno en higado (Melis y cols. 2007). Dicha acumulacién de glucdgeno
ha sido relacionada con la deficiencia de la enzima glucosa-6-fosfatasa, por ello la

administracion de T4 ayuda a revertir tal acumulacion (Bohles y cols. 1982).
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Nuestros resultados refutan lo reportado por Amadi y cols. (2007), sugiriendo que la
tiroidectomia tiene efectos mas drésticos sobre la capa muscular que el hipotiroidismo
farmacologico, pues la primera involucra la ausencia de hormonas tiroideas. Nuestros
resultados son la base para la realizacion de posteriores analisis que involucren variables
metabolicas o de contraccion de las fibras, las cuales si pudieran estar afectadas por el
hipotiroidismo.

9. CONCLUSION

El hipotiroidismo farmacoldgico NO afecta las caracteristicas histoldgicas de la capa muscular
del oviducto en la coneja adulta nulipara evaluadas en el presente trabajo:

o No reduce el grosor de la capa muscular en las regiones &mpula, istmo y Utero-tubal.

o No reduce el area de la capa muscular en las regiones &mpula, istmo y Utero-tubal.

o No reduce la proporcion de tejidos que componen a la capa muscular (fibras de
masculo liso, de colageno, tejido conectivo y vasos sanguineos) en la regién atero-

tubal.

o No reduce el area transversal en las regiones de ampula, istmo y Utero-tubal.

35



10. PERSPECTIVAS

o Realizar inmunohistoquimica para la identificacion de receptores a hormonas tiroideas
tipo oy B en la capa muscular del oviducto. Cuantificar los nicleos inmunoreactivos

en la capa muscular del oviducto de conejas controles vs. tratadas con metimazol.
o Realizar la tincion de &cido peryodico de Schiff (PAS) para cuantificar el glucégeno
almacenado en la capa muscular del oviducto. Comparar la acumulacion de glucdgeno

en dicha capa de conejas controles vs. conejas tratadas con metimazol.

o Evaluar la contraccion de la capa muscular del oviducto. Comparar la contraccion de la

capa muscular de conejas controles vs. las tratadas con metimazol.
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10.

12. GLOSARIO DE TERMINOS

Heterodimero. Union de dos (dimero) proteinas diferentes (hetero), que al unirse
incrementan su efecto.

Fosforilacion oxidativa. Es el proceso metabolico final (catabolismo) de la respiracion
celular, tras la glucdlisis y el ciclo de Krebs, que utiliza energia liberada por la oxidacion
de nutrientes para producir adenosin trifosfato (ATP). Se transfieren electrones de los
equivalentes reducidos NADH (dinucle6tido de nicotinamida y adenina reducido) y
FADH (dinucleétido de flavina-adenina reducido). De una molécula de glucosa se
obtienen 38 moléculas de ATP.

Células tirotropicas. Células especializadas en la sintesis y secrecion de la hormona
estimulante de tiroides (TSH), localizadas en la adenohipdfisis.

Adenoma. Tumor epitelial benigno de origen glandular. Causa complicaciones mediante
la compresion de otras estructuras y produce grandes cantidades de hormonas en una
forma no regulada.

Craneofaringiomas. Surgen de la proliferacion de células que no lograron migrar a su
area habitual, justo por debajo de la parte posterior del craneo, durante la primera etapa
del desarrollo fetal. Afecta principalmente a la hipofisis y al quiasma oOptico.

Glioma. Tipo de neoplasia (cancer) producido en el cerebro o médula espinal a partir de
las células gliales.

Meningioma. Tumor cerebral benigno, de crecimiento lento, presente en el tejido
aracnoideo de las meninges que se adhiere a la duramadre.

Organoclorados. Compuestos organicos estructurados quimicamente por una cadena de
atomos de carbono, en el cual, algunos de los 4&tomos de hidrégeno unidos al carbono,
han sido reemplazados por atomos de cloro, unidos por enlaces covalentes al carbono.
Polimorfonucleares. Células del sistema inmunitario (leucocitos) con nucleo lobulado
(neutrofilos, basofilos y eosinofilos).

Prostaglandinas. Conjunto de sustancias lipidicas sintetizadas a partir de los acidos
grasos de 20 carbonos (eicosanoides) por accion de enzimas denominadas

ciclooxigenasas. Pertenecen a este grupo PGl,, PGD, PGE;, y PGF2,. Participan en la
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11.

12.

13.

14.

15.
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respuesta inflamatoria, vasodilatacién, contraccion de la musculatura lisa,
desprendimiento del endometrio, etc.

Oxido nitrico. Radical libre (gas), producido por las células epiteliales a partir del
metabolismo de la L-arginina por enzimas éxido nitrico sintasas (NOS). Tiene una vida
media de pocos segundos. Su principal funcién es como vasodilatador de las fibras
musculares.

Endotelinas. Péptidos de 21 aminoacidos constituidos por tres isoformas: endotelina 1
(ET-1), endotelina 2 (ET-2) y endotelina 3 (ET-3). Son sintetizados por las células de la
granulosa de foliculos pero-ovulatorios y tienen efecto contractil sobre las fibras de
musculatura lisa oviductal.

Galactorrea. Consiste en la secrecion de leche a través de los senos de la mujer, fuera
del periodo de embarazo y lactancia. Dicha secrecion puede provenir de uno de los senos
o0 de ambos pechos y puede variar en color, composicion y consistencia.

Sindrome Van Wyk y Grumbach. Sindrome caracterizado por la presencia de
hipotiroidismo, ovarios poliquisticos, desarrollo precoz de las mamas y entrada temprana
a la pubertad.

Citocinesis. Es la segunda etapa acompaiiante de la mitosis, en esta, el citoplasma se
divide para formar dos células hijas diploides idénticas con la reparticién aproximada de
los organulos celulares. En las células animales se hace por estrangulacion, desde fuera
hacia adentro, y en las vegetales se hace por crecimiento de la pared celular desde dentro
hacia afuera. Una vez finalizada la mitosis y la citocinesis, las dos células hijas que se
forman entran en interfase, durante la cual se prepara para su proxima mitosis.

Antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). Proteina nuclear sintetizada en la
fase G1 temprana y en la fase S del ciclo celular. Esta proteina se localiza en el nicleo y
favorece la sintesis de ADN, ya que es un cofactor de la ADN polimerasa delta.
Metimazol. Compuesto heterociclico que contiene un grupo tioureleno utilizado como
farmaco anti-tiroideo. Se ha sugerido que lleve a cabo su efecto inhibitorio sobre la
funcidn tiroidea por bloqueo de la tiroperoxidasa (TPO), enzima encargada de catalizar la

unién de yodo a un residuo tirosil de la tiroglobulina.
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18.

19.

Quimioluminiscencia. Técnica analitica empleada para la deteccion sensible de analitos.
Presenta la ventaja de estabilidad de los compuestos quimioluminiscentes, bajo limite de
deteccion y elevada especificidad. Su fundamento es la utilizacion de la
quimioluminiscencia, la cual se produce mediante la generacion de especies
electronicamente excitadas en el transcurso de diversas reacciones quimicas que, en
general, implican oxidacion. Uno de los productos intermedios o finales de estas
reacciones es quimioluminiscente y, por tanto, emite radiaciones electromagnéticas al
desactivarse, pasando de estado excitado a estado fundamental.

ELISA. Ensayo por inmuno-absorcidn ligado a enzimas, por sus siglas en inglés. Técnica
analitica en el cual un antigeno se detecta mediante un anticuerpo enlazado a una enzima
capaz de generar un producto detectable, como un cambio de color. La aparicion de color

permite medir indirectamente mediante espectrofotometria el antigeno en la muestra.
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13. PUBLICACIONES

curso internacional bases biologicas de la conducta

Efecto del hipotiroidismo sobre el musculo liso del oviducto en la coneja
adulta nulipara
Arely Anava Hernandez ! vy Estela Cuevas Romero?

IMaestria en Ciencias Biologicas, Universidad Autéonoma de Tlaxcala (UATX).

2Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, UATx.

La seleccion natural ha moldeado el comportamiento de las especies con el fin de resolver
los problemas que les plantea el ambiente. Para sobrevivir, los organismos se valen de su
conducta reproductiva y transmitir copia de sus genes. Es por ello, que la capacidad de
reproducirse es uno de los aspectos conductuales mas importantes de todos los seres
vivos. En la especie humana, la tasa de natalidad ha disminuido drasticamente debido a la
decision de las parejas a no tener descendencia o a postergarla por priorizar su vida
profesional. Y en aquellas parejas que si deciden tener hijos existen padecimientos que
conllevan a infertilidad tanto masculina como femenina. En lo que se refiere a la
infertilidad femenina, las disfunciones atectan a los ovarios, atero y trompas de Falopio u
oviductos, v en ellas intervienen factores intecciosos (infecciones vaginales o urinarias) v/
o hormonales (alteraciones en los niveles de hormonas ovaricas -estradiol v progesterona-,
v/o hormonas tiroideas -tetrayodotironina y trivodotironina). En lo que se refiere a las
hormonas tiroideas, sintetizadas por la glandula tiroides, se ha reportado que mujeres con
deficiencia de dichas hormonas, condiciéon conocida como hipotiroidismo presentan
problemas reproductivos, tales como: ciclos menstruales irregulares o con mucho
sangrado, anovulacion, abortos e infertilidad. En estudios realizados en modelos animales,
con induccién de hipotiroidismo mediante farmacos, se han encontrado fallas en el
proceso ovulatorio v alteraciones en las caracteristicas histologicas del ttero, lo que ayuda
a entender la falta de ovulacién y abortos observados en mujeres. Sin embargo, se
desconoce si otras estructuras del tracto reproductivo femenino también pudlemn ser
atectadas. En el presente estudio investigaremos el efecto del hipotiroidismo sobre las
caracteristicas histologicas de las trompas de Fallopio en la coneja, va que dichas
estructuras participan en el transporte de gametos, la preparacion de los espermatozoides,
la fecundacion y las primeras etapas de division celular del cigoto. Particularmente, nos
interesa analizar la capa de musculatura lisa de este tracto ya que facilita todos los eventos
va mencionados, v por ende, alguna alteracion en su funcién, como consecuencia de una
alteracion histologica, podria afectar la fertilidad.

6 -9 de octubre de 2010 Ciudad de Tlaxcala, Mégico
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METODOLOGIA. Se utilizardn conejas adultas nuliparas (Oryctolagus cuniculus) divididas
en dos grupos, el grupo control (n=10) v el hipotiroideo (n=10; tratamiento con metimazol
0.02%, durante 30 dias). Al término del tratamiento, ambos grupos seran sacrificados a la
misma edad para la extraccion de sangre v oviductos, para: 1) cuantificar los niveles de
hormonas tiroideas en su forma total v libre, hormona estimulante de la tiroides y
progesterona en suero, mediante la técnica de quimioluminiscencia; 2) cuantificar el grosor
de la capa muscular v la proporcion de fibras musculares y de colageno en cortes
histologicos tenidos con tricromica de Masson; v 3) determinar la expresion de receptores
a hounonas tiroideas, progesterona vy plostaglandmas mediante inmunohistoquimica.
Cabe mencionar que tanto la progesterona (secretada por el ovario) como las
prostaglandinas (secretadas por el epitelio del propio oviducto) controlan la contraccion
de la musculatura lisa. Los cortes tenidos y con marcaje inmunohistoquimico seran
fotografiados y analizados con el programa Axionvision Rel 4.8. La comparacion en los
niveles hormonales de animales controles e hipotiroideos sera realizada con la prueba t de
Student, mientras que la cuantiticacion de las células o nicleos inmunoreactivos, asi como
el grosor de la capa muscular seran comparados con ANOVA de dos vias (regiones del
oviducto vs. tratamiento) v Tukey-Kramer como prueba post-hoc.

CONCLUSION. Se pretende que los resultados obtenidos en el presente estudio puedan
avudar en el entendimiento de los mecanismos tisiologicos involucrados en el efecto de las
hormonas tiroideas sobre la infertilidad femenina. Ademads, nuestros resultados serviran
de base para posteriores estudios encaminados a investigar alteraciones en la fisiologia
reproductiva, o bien, hacer extensivo el andlisis a todo el tracto reproductivo.

Proyecto financiado por CONACyT (E.C. 106226).

6 -9 de octubre de 20180 Ciudad de Tlaxcala, Mégico
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¢ES LAFECUNDACION AFECTADA POR EL HIPOTIROIDISMO? EFECTO SOBRE
LA MUSCULATURA LISA DEL OVIDUCTO

Anaya-Hernandez A1, Pedrero-Badillo F1, Luna Mz, Jiménez I3, Pacheco P4, Martinez-Gémez M**
y Cuevas E°
'Maestria en Ciencias Biclégicas, Universidad Auténcma de Tlaxcala
“Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala
iCentro de Investigacién y Estudios Avanzados, Instituto Politécnico Nacional
Instituto de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de México
Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala, s/n, carretera Tlaxcala-
Puebla Km 1.5, C.P. 80070.
(arena_cs@hotmail.com; 044 246 122 44 62)

En afios recientes, se ha propuesto que las hormonas tiroideas (triyodotironina, T3, y
tetrayodotironina, T4) participan en los procesos reproductivos (ovulacion e implantacion
del embridn). Ya que mujeres con deficiencia de dichas homonas (hipotiroidismo)
presentan falta de ovulacion, abortos espontaneos e infertilidad. En lo que se refiere a la
fecundacion, ésta se lleva a cabo en las trompas de Falopio u oviductos, requiriéndose
tanto de las secreciones de las células epiteliales como de la contraccion de la capa
muscular para el transporte de gametos, la preparacién de los espermatozoides y las
primeras etapas de division del cigoto. Se desconoce si las hormonas tiroideas pudieran
afectar alguno de los procesos antes mencionados. En ratas, previa tiroidectomia, el
hipotiroidismo reduce el grosor de la capa muscular del oviducto, sugiriendo la afectacion
del proceso de fertilizacion. Sin embargo, dicho estudio presenta el inconveniente de que
la extirpacion de la glandula tiroides puede afectar la sintesis de la hormona paratiroidea
y los niveles de calcio. Es conocido que estos ultimos regulan tanto la secrecidn vesicular
de las células epiteliales como la contraccién de la musculatura lisa, por lo que es
discutible si los efectos encontrados son exclusivamente consecuencia de la disminucion
de los niveles de hormonas tiroideas. Por ello, en el presente estudio analizamos el
efecto del hipotiroidismo farmacoldgico sobre el grosor de las capas epitelial y muscular
del oviducto de la coneja. METODOLOGIA. Se utilizaron dos grupos de conejas adultas
nuliparas. control (n=4) y con induccion de hipotiroidismo (n=4, administracion oral de
Metimazol al 0.02% durante 30 dias). Al termino del tratamiento, se sacrificaron ambos
grupos. Se cuantificaron los niveles de T3 y T4, totales y libres, en plasma mediante la
técnica de quimioluminiscencia. En cortes de oviductos tefiidos con tricromica de Masson,
se cuantifico el grosor de las capas epitelial y muscular, la proporcién de células ciliadas y
secretoras, asi como el area total del oviducto (incluye capa muscular, capa epitelial y
lumen). Las mediciones se compararon con la prueba U de Mann Whitney.
RESULTADOS. En comparacion con los animales controles, las hembras tratadas con
Metimazol mostraron: a) niveles menores de T3 libre (U=3, P=0.01); b) un grosor similar
de la capa epitelial a lo largo del oviducto; ¢) una mayor proporciéon de células secretoras
y menor proporciéon de células ciliadas (U=2, P=0.04) en la region del ampula; d) un
menor grosor de la capa muscular en las regiones de ampula (U=0, P=0.009), istmo
(U=2, P=0.04) y utero-tubal (U=1, P=0.03); y e) un drea total similar. CONCLUSION. El
tratamiento con Metimazol fue efectivo para inducir hipotiroidismo. Nuestros resultados
sugieren que el hipotiroidismo afecta el proceso de fertilizacién, ya que reduce el grosor
de la capa muscular (efecto previamente reportado en animales ftiroidectomizados) y
modifica la proporcion de células epiteliales. Proyecto financiado por CONACyYT (367041
aAA, 367145aP.F.y 106226 a C.E).

Ledn, Guanajuato, del 10 al 14 de septiembre, 2011
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Las trompas de Falopio u oviductos son tubos pares que participan en el transporte de
gametos, la preparacién de los espermatozoides y la fecundacion, ya que proveen las
condiciones microambientales favorables. Si bien estas estructuras han sido muy
estudiadas en diversos mamiferos, existe controversia en cuanto a las regiones que los
conforman. En la coneja, modelo de estudio del presente trabajo, algunos autores
describen cuatro regiones: infundibulo, ampula, istmo y Utero-tubal. Otros mencionan la
existencia de una region mas que es la fimbria, mientras que otros la incluyen como parte
del infundibulo. Otros agrupan al infundibulo con el ampula asumiendo caracteristicas
similares. Algunos mas se refieren a la unidn istmo-ampular como la zona de transicion
entre ambas regiones sin describir sus caracteristicas. Como podemos ver no existe un
acuerdo general en la regionalizacion del oviducto, ni en los limites entre |as regiones. En
el presente trabajo delimitamos las regiones del oviducto de la coneja basandonos en sus
caracteristicas histologicas. METODOLOGIA. Se utilizaron conegjas adultas nuliparas de
la raza chinchilla (n=4), cuyos oviductos fueron procesados, cortados y tefiidos con
tricromica de Masson. Se tomaron fotografias cada 1500 pm y se observaron las
caracteristicas histoldgicas. Posteriormente, se midié el grosor de las capas epitelial y
muscular, y se cuantificé la proporcion de células ciliadas y secretoras a lo largo del
oviducto. Las mediciones realizadas fueron comparadas entre regiones con la prueba de
Kruskal Wallis. RESULTADOS. Analisis cualitativo. De acuerdo a las caracteristicas
histolégicas se distinguieron cinco regiones, desde el ovario hasta el utero: a) fimbria,
porcion no circular con prolongaciones largas de epitelio principalmente ciliado y sin
musculatura lisa; b) infundibulo, porcion circular entreabierta con epitelio
predominantemente ciliado y una capa delgada de fibras musculares con distribucion
circular; c) ampula, epitelio plegado con predominio de células ciliadas y una capa
delgada de fibras musculares con distribucion circular; d) istmo, epitelio con pliegues
pequefios predominantemente secretor y doble capa muscular (una longitudinal intema y
una circular externa); y e) utero-tubal, lamina propia gruesa con presencia de cavernas,
epitelio con pliegues anchos de escasa altura, doble capa muscular (una longitudinal
interna y una circular externa) y una capa serosa con gran numero de vasos sanguineos.
Analisis cuantitativo. El grosor de la capa epitelial fue similar a lo largo del oviducto.
Aunque se encontré una mayor proporcion de células ciliadas en la region del ampula en
comparacion con el istmo, caso contrario de las células secretoras. El grosor de la capa
muscular fue significativamente menor a nivel del ampula e infundibulo, y mayor a nivel
de istmo y region utero-tubal. CONCLUSION. Si es posible delimitar las distintas regiones
del oviducto. A pesar de ello, recomendamos, para posteriores estudios, enfocarse a la
porcion central de cada region para evitar las zonas de transicion entre una region y otra.
La adecuada regionalizacion del oviducto es necesaria para mejorar el analisis de los
efectos de farmacos, hormonas o condiciones patolégicas en esta estructura. Proyecto
financiado por CONACYT (106226 a C.E, 367145 a P.F y 367041 a A A).

Ledn, Guanajuato, del 10 al 14 de septiembre, 2011
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Efecto del hipotiroidismo sobre la capa epitelial del oviducto de la
coneja nulipara
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IMaestria en Ciencias Biolégicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala; 2Centro Tlaxcala de

Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala; >Instituto de Investigaciones
Biomédicas, Universidad Nacional Autonoma de México.

En afos recientes, las hormonas tiroideas (triyodotironina, T3 y tetrayodotironina, T4) han sido
involucradas en procesos reproductivos. Las mujeres con deficiencia de hormonas tiroideas
(condicién denominada hipotiroidismo) presentan alteraciones reproductivas tales como: ciclos
menstruales irregulares, anovulacion, abortos e infertilidad. En animales de laboratorio con
hipotiroidismo (inducido por tiroidectomia)se ha reportadoun mayor nimero de foliculos atrésicos
(disfuncionales); asi como un menor grosor del endometrio del Gtero y de la capa epitelial y muscular
de los oviductos. Sin embargo, durante la tiroidectomia también se extrae la glandula paratiroides,
por lo que se desconoce si los efectos reportados son exclusivos de la falta de hormonas tiroideas.
Dado que las trompas de Falopio u oviductos participan en el transporte de gametos, la preparacion
de los espermatozoides, la fecundacion y las primeras etapas de division celular del cigoto, es
importante corroborar si el hipotiroidismo altera las caracteristicas histolégicas de dicha estructura
reproductiva. Previamente, ya reportamos que el hipotiroidismo farmacoldgico (tratamiento con
Metimazol por un mes)no afecta las caracteristicas histoldgicas de la capa muscular del oviducto en
conejas adultas nuliparas, pero desconocemos sus efectos en la capa epitelial. OBJETIVO. Determinar
los efectos del hipotiroidismo farmacolégico en las caracteristicas histolégicas del epitelio oviductalde
conejas adultas nuliparas. RESULTADOS. En comparacion con las conejas controles, las hembras
tratadas tuvieron: a) niveles bajos de T3 y T4, b) niveles altos de la hormona estimulante de la
tiroides, c) mayor peso de la glandula tiroides, d) mayor proporcién de células ciliadas en la region del
ampula, e) mayor longitud de las células ciliadas en las regiones istmo, ampula e infundibulo, f) mayor
longitud de las células secretoras en las regiones istmo e infundibulo, g) menor proliferaciéon celular
en la regién utero-tubal, y h) mayor area de los nicleosen la regién del &mpula. CONCLUSION. El
hipotiroidismo farmacolégico modifica diversas caracteristicas histoldgicas del epitelio oviductal, lo
que podria afectar los procesos reproductivos que se llevan a cabo en esta estructura.

Proyecto financiado por CONACyT (EC 106226), becas CONACyT a FP 367145 y AA 367041.

27-30 de junio de 2012. Pachuca, Hidalgo
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