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RESUMEN

Las acciones de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo de la glucosa son diversas. El
hipotiroidismo esta relacionado con Diabetes Mellitus Gestacional (DMG). Parte de los efectos
que el hipotiroidismo tiene como inductor de DMG podrian estar relacionados con sus acciones
a nivel del metabolismo de la glucosa, el almacenamiento del glucdgeno y la conversion de la
glucosa a otros metabolitos como el piruvato o el lactato. En este estudio, evaluamos el efecto
del hipotiroidismo en el contenido de glucdgeno y la enzima lactato deshidrogenasa (LDH) en
el Utero de conejas no gestantes y gestantes. Se tuvieron 48 conejas de la raza Chinchilla las
cuales fueron divididas en no gestantes (n=12, NG) y gestantes durante la implantacion (n=12,
dia 5; G5), placentacion (n=12, dia 10; G10) y degeneracién de cuerpo liteo (n=12, dia 20;
G20). En cada grupo se tuvieron hembras controles (n=6) e hipotiroideas (n=6; tratadas con
metimazol al 0.02% en agua potable durante 30 dias). Después del tratamiento y los tiempos de
embarazo, las conejas se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sddico. Se extrajo
suero sanguineo para medir la concentracion de glucosa mediante kit enzimatico. Se realizé la
cesarea postmorten para obtener tejido uterino de sitios con y sin implante del utero medial y
una muestra de higado. Se cuantifico el contenido de glucégeno en Utero e higado. El Gtero
también fue procesado histolégicamente para determinar el contenido de glucdgeno mediante la
tincion acido periédico de Schiff (PAS) y realizar inmunohistoquimica para la deteccion de
LDH. Los datos fueron analizados con pruebas de Student-t, U de Mann-Whitney o0 ANOVA
de dos vias segun fue necesario. No se encontraron diferencias en los niveles de glucosa en
ninguno de los grupos. La reserva de glucégeno en el higado fue mayor en el G20 de los
animales controles. El hipotiroidismo aumenta la reserva de glucégeno en el higado en el grupo
NG vy el contenido de glucégeno en el Gtero en G20 en los sitios sin implante. Tanto en G10
como en G20, el hipotiroidismo aumenté el contenido de glucégeno en el Gtero de sitios con
implante. El hipotiroidismo aumenta la expresion de LDH en los animales NG y modifica la
presencia de LDH en algunos tipos celulares de los sitios de implante. Nuestros resultados
sugieren que el hipotiroidismo podria modificar el metabolismo de glucosa en el Gtero y con

ello modificar el desarrollo de la placenta o del embrién.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas, triyodotironina (T3) y tetrayodotironina o tiroxina (T4), son
secretadas por la glandula tiroides. Estas participan en diversos procesos fisiolégicos como
termorregulacion, reproduccion, desarrollo de tejidos y 6rganos, metabolismo, consumo de
oxigeno, crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular. La sintesis de hormonas tiroideas
requiere de la enzima tiroperoxidasa (TPO) que incorpora iones yodo a la molécula de
tiroglobulina para producir monoyodotirosinas y diyodotirosinas. EI nivel de hormonas tiroideas
es controlado por una retroalimentacion negativa del hipotalamo y la hipofisis. El hipotalamo
secreta la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que estimula a la adenohipdfisis para la
secrecion de tirotropina (TSH) que, a su vez, estimula a la glandula tiroides para que secrete

hormonas tiroideas (Figura 1; Pascual y Aranda 2013).
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Figura 1. Mecanismo de retroalimentacion de
sintesis y secrecién de las hormonas tiroideas.
Tomado de Bassett y Williams 2008.



Aunque la glandula tiroides secreta predominantemente T4, la T3 es la hormona mas
activa ya que tiene una mayor afinidad por receptores nucleares de hormona tiroidea que median
la mayoria de las acciones de estas hormonas. Las hormonas tiroideas son liberadas por la
glandula tiroides a la circulacion donde se efectian uniones a proteinas tales como la globulina
fijadora de tiroxina, transtirrenina o suero de albumina. Un mecanismo importante que regula la
accion de las hormonas tiroideas es la expresion en la membrana celular de proteinas
transportadoras que median su captacion, involucrando a los transportadores de
monocarboxilato (MCT) 8 y 10, y a las proteinas transportadoras de aniones organicos (Visser
y cols. 2011).

El metabolismo de las hormonas tiroideas se lleva a cabo por medio de las desyodasas,
enzimas que eliminan iones yodo de las moléculas de T3 y T4. Asi, las desyodasas tipo | y 1l
(D1 y D2) que eliminan un ion yoduro de la posicion 5” del anillo fenolico de la molécula T4
para formar T3, o bien para formar T3 reversa, y la desyodasa tipo I11 (D3) que cataliza un ion
yoduro de la posicion 3 del anillo tirosil generando diyodotirosina a partir de T3. Las acciones
de las hormonas tiroideas se llevan a cabo por la activacion de sus receptores nucleares (TR) o

y B (Bianco y Kim 2006; Pascual y Aranda 2013; Figura 2).

1.1.1 Disfunciones tiroideas

El término hipertiroidismo se refiere a cualquier condicion en la que hay demasiada
hormona tiroidea producida en el cuerpo y una actividad hiperactiva de la glandula tiroides. Otro
término que se puede escuchar para este problema es la tirotoxicosis que se refiere a los niveles
altos de hormonas tiroideas en el torrente sanguineo. El diagnéstico es confirmado por pruebas
de laboratorio que resulten con niveles de hormonas tiroideas T3 y T4 altas y un nivel bajo de
TSH (American Thyroid Association 2014). El hipotiroidismo es un trastorno que se caracteriza
por una disminucidn de hormonas tiroideas y concentraciones elevadas de TSH. Esta disfuncion
tiroidea se produce por la aparicion de anticuerpos anti-TSH, el déficit en la ingesta de yodo,
compuestos quimicos como algunos herbicidas, radiaciones y farmacos (Colicchia y cols. 2014).
Se clasifica como hipotiroidismo clinico cuando los niveles de TSH se encuentran elevados y

reducidos los niveles de T4, y como hipotiroidismo subclinico cuando los niveles de TSH



séricos se encuentran elevados pero la T4 se muestra normal (Nygaard 2015). El hipotiroidismo
clinico es diagnosticado en base a caracteristicas clinicas como déficit mental, depresion,
demencia, ganancia de peso, estrefiimiento, sequedad de la piel, pérdida de cabello, intolerancia
al frio, voz ronca, irregularidad menstrual, rigidez muscular y dolor e hipercolesterolemia
(Nygaard 2015). El hipotiroidismo se considera un trastorno metabdlico comun en la poblacion
general, es mas comun en las mujeres y su prevalencia aumenta con la edad (Colicchia y cols.
2014). EIl hipotiroidismo no tratado puede contribuir a la hipertension, dislipidemias,

infertilidad, deterioro cognitivo y disfuncién neuromuscular (Gaitonde y cols. 2012).
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Figura 2. Panel A: la accidn de TSH. La union de TSH al ectodominio TSHR conduce a la activacién del dominio
de serpentina. Las parejas de TSHR a diferentes proteinas G incluyendo Gas, Gaq and Gai para activar las vias de
sefializacion corriente abajo tales como la adenilato ciclasa y el AMPc y la proteina quinasa A o la fosfolipasa C e
inositol trifosfato o la proteina quinasa C, que dan lugar a la regulacion del crecimiento de células foliculares
tiroideas, la diferenciacion y la sintesis de hormonas. Panel B: accion de la hormona tiroidea. Las T4 y T3 entran
en la célula a través de MCT8. La enzima D2 que convierte T4 a T3 mientras que D3 inactiva T4 y T3. Accion T3
esta mediada por TRs, que se heterodimerizan con los receptores de retinoides X (RXR) y regulan la transcripcion
de genes de T3-diana. Tomado de Bassett y Williams 2008.




1.1.2 Hipotiroidismo y utero

El hipotiroidismo afecta del 5-10% de la poblacion femenina en edad fértil y se ha
asociado con alteraciones reproductivas como irregularidades menstruales, especialmente
oligomenorrea. Este también se relaciona con una alta prevalencia de abortos (Laurberg y cols.
2013; Carney y cols. 2014). En modelos animales, el hipotiroidismo, inducido mediante
tiroidectomia o farmacoldgicamente, inhibe las contracciones ritmicas uterinas mediante la
reduccion de Ca®* en el miometrio y altera el ciclo estral en la rata (Parija y cols. 2006; Inuwa y
Williams 1996). En conejas, el hipotiroidismo induce hiperplasia uterina, lipoperoxidacion e
infiltracion de linfocitos en el epitelio uterino (Rodriguez-Castelan y cols. en escritura).
Ademas, los animales hipotiroideos muestran una menor expresion de receptores de
progesterona y estradiol en el Utero, asi como una mayor expresion del factor de crecimiento
endotelial vascular (Rodriguez-Castelan y cols. en escritura).

El endometrio y miometrio de mujeres y conejas expresan receptores de hormonas tiroideas
(TRal, TRa2 y TRPB1), asi como receptores de tirotropina (TSHR) (Aghajanova y cols. 2011;
Rodriguez-Castelan y cols. 2017). Ademas, el endometrio cuenta con enzimas desyodasas (D2
y D3) que participan en la conversion de T4 a T3 o la degradacion de T3 (Deng y cols. 2014).
La sintesis de hormonas tiroideas en el Utero y la presencia de sus receptores sugieren que dichas

hormonas podrian tener acciones relevantes para la funcion uterina.

1.2 Importancia de los carbohidratos en el Gtero gestante

El atero en la mujer es un érgano en forma de pera, compuesto de un fondo, cuerpo,
istmo y cérvix. El papel del dtero es nutrir al feto hasta el parto. Funcionalmente se compone de
un cuello uterino inferior que actta en diferentes momentos como una via de paso, barrera,
depdsito y una parte superior del cuerpo en el que se desarrolla el feto. Tiene tres capas: serosa,
miometrio y endometrio. La serosa esta formada por el peritoneo. EI miometrio es la capa media
y se compone de musculo liso con tejido areolar vasos sanguineos, linfaticos y nervios. El
endometrio o capa interna del Utero esta revestida por epitelio cubico. Este contiene muchas

glandulas que se abren en la cavidad uterina y secretan moco (Abbas y cols. 2010; Figura 3).
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Coronal section of the uterus
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Figura 3. Componentes del Gtero. Los tubos uterinos (Falopio) entran en cada angulo superior lateral, denominado
cornu, por encima de la cual se encuentra el fondo. El cuerpo uterino se estrecha a una cintura (el istmo), el cual
contindla como el cérvix. Este ltimo es sujetado por la vagina conformandose la parte supravaginal y vaginal del
cérvix. Modificado de Ellis 2008.

La implantacion y el desarrollo del embrion en el Gtero requieren que células del estroma
endometrial pasen por el proceso de decidualizacion (reorganizacion del endometrio). Esta
reorganizacion es promovida por la penetracion del trofoblasto al epitelio luminal. Asi, en los
seres humanos y roedores, la implantacion implica la llegada del blastocisto y la adhesion del
mismo al epitelio luminal, seguido por la penetracion y el crecimiento del trofoectodermo en el
estroma decidualizado (Dey y cols. 2004). La implantacion del trofoblasto requiere de la
participacion de mucinas, selectinas y galectinas, asi como de proteoglicanos y cadherinas
contenidas en el epitelio luminal (Brayman y cols. 2004). El resultado final de la decidualizacién
es la formacién de un tejido morfoldgico y funcional distinto que produce hormonas, evita el
rechazo del embrion, nutre al feto y regula la placentacion. Asi, la decidua constituye el lado
materno de la interfaz materno-fetal que participa en el intercambio de moléculas entre los

tejidos necesarios para la gestacion. Otras estructuras importantes en la implantacion y
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conservacion de la gestacion son las glandulas uterinas y sus secreciones (Filant y cols. 2012;
2013). La falta de glandulas uterinas o la reduccion de su tamafio subyacen a fallas en la
implantacion del blastocisto (Jeong y cols. 2010). Bajo la influencia de las hormonas gonadales
(estradiol y progesterona) el epitelio luminal, el epitelio glandular y el estroma expresan genes
importantes para la implantacion de blastocisto, incluyendo la secrecion de citoquinas, factores
de crecimiento, prostaglandinas, factores de transcripcion y mediadores del metabolismo (Wang
y Dey 2006).

El crecimiento y desarrollo embrionario-fetal requiere de aminoacidos, glucosa, acidos
grasos, vitaminas y minerales. Los acidos grasos y la glucosa son las principales fuentes de
energia para el embrion/feto. Antes de la placentacién, estos nutrientes son aportados por el
epitelio luminal y glandular; y, posteriormente, son suministrados por la sangre materna a traves
de los vasos sanguineos presentes en el endometrio en conexion con la circulacién umbilical
(Wu 'y cols. 2009). Asi, el endometrio requiere de la glucosa para el proceso de decidualizacion
y el desarrollo embrionario; mientras que el trofoblasto logra fijarse a la vasculatura materna.
Las células del endometrio expresan enzimas que participan en la glucdlisis como la piruvato
cinasa, la cual participa en la formacion de piruvato durante la glucolisis; la glucosa-6-fosfato
isomerasa, la cual convierte a la glucosa-6-fosfato en fructosa-6-fosfato; la glucosa-6-fosfato
deshidrogenasa que participa en la ruta de las pentosas; y la lactato deshidrogenasa que convierte
el lactato a piruvato. Estas enzimas aumentan con la gestacion y su bloqueo inhibe el proceso
de decidualizacion (Schulz y Bahr 2004; Frolova y cols. 2011).

El endometrio tiene transportadores de glucosa GLUT1, GLUT4, GLUT8 y GLUT9b,
los cuales son aumentados en el estroma decidualizado; mientras que el GLUT12 es disminuido
(Frolova y cols. 2008; McKinnon y cols. 2014). La expresién de GLUT1 es menor en el sitio
del estroma entre implantes, lo que sugiere una funcion asociada con la implantacion (Frolova
y cols. 2008). La glucolisis en el endometrio es regulada por estradiol (Salamay cols. 2014). La
progesterona aumenta la expresion GLUT1 favoreciendo la captura de glucosa por las células
deciduales; mientras que el estradiol la reduce (Frolova y cols. 2008). La glucosa puede ser
metabolizada a través de la via de las pentosas fosfato para producir ribosa con una liberacion

concomitante de carbono en forma de CO>. Cuando la glucosa se metaboliza a través de la ruta
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de Embden-Meyerhof via anaerdbica, cada molécula de glucosa produce dos moléculas de
piruvato. El piruvato puede ser transformado a lactato, o bien, ser convertido en oxalacetato y

entrar al ciclo de Krebs (Larrabee 1989; Figuras 4A y B).

A Fton G0 + 200 4 20 R CHOHO00" + 24T + 210
Fquaton HIP" + R0 0P + B + 2
& 4 LDH
Eqton CHCHORIODO" + N0 <> CHO0CO0™ + NADH ¢
bk XHCHOROO0™+ Gl
EMP = o PPP ‘l‘(ih(»sc
B Wo, " H
e 1L on

1 g8 B on
Pyru vate (2X) ||—‘Q-'&—¢on‘ e —— nWoo Lactate

H | H H o om n
h"x
"
Acetyl-CoA u—&—&—s—ru
H

goo | " B

00

—c“=n ——&—> llli—ll'—((m
J} n _('_" ) "_ll-"
coo KC oo~
4 Oxaloacetate Citrate
‘  {
Ov; u’g

Figura 4. (A) Conversion de la glucosa a lactato, generandose 2 moléculas de ATP. La reaccion de conversion de
piruvato a lactato es reversible a través de la enzima lactato deshidrogenasa (LDH). El lactato oxida a la
nicotinamida adenina dinucleotido (NAD) para formar piruvato, nicotinamida adenina dinucleotido reducido
(NADH) y un proton. La gluconeogénesis a partir del lactato se lleva a cabo en el higado y rifion. Tomado de Sun
y cols. 2017. (B) El destino de los atomos de carbono de glucosa, piruvato y lactato metabolizados a través de la
ruta de Embden-Meyerhof (EMP), la via de pentosa-fosfato (PPP) y el ciclo de Krebs (KC). Las lineas discontinuas
indican dos 0 mas reacciones. Tomado de Larrabee 1989.
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El endometrio es capaz de almacenar la glucosa en forma de glucdgeno, el cual usa como
reserva para su uso en caso de que la gestacion ocurra (Dean y cols. 2014). Asi, el epitelio
glandular contiene mas glucogeno que el epitelio luminal (Rose 2011). El contenido de
glucdgeno en el endometrio depende de estradiol, mediante la regulacion de la glucogeno
sintetasa; mientras que la progesterona promueve su catabolismo (Bowman y Rose 2016). Asi,
el contenido de glucdgeno en el endometrio es mayor durante el proestro y se moviliza durante
la implantacion y el embarazo (Dean y cols. 2014). El contenido de glucogeno uterino de
mujeres estériles o aquellas que presenten abortos espontaneos es menor que aquellas mujeres
sin problemas en la gestacion (Zawar y cols. 2003). Las mujeres diabéticas pueden tener
problemas de abortos debido a que hay resistencia a la insulina y la glucosa no entra en
cantidades suficientes al endometrio. Ademas, la hiperglucemia se asocia con menor
vascularizacion del endometrio (Zabrodina y cols. 2014) y mayor estrés oxidativo (Karja y cols.
2006).

En caso de que la glucosa no se almacene en forma de glucdgeno y continde su ruta de
glucdlisis se formara piruvato. Este es transferido desde el citosol hasta la matriz mitocondrial
mediante proteinas transportadoras de piruvato mitocondrial (Bricker 2012). Para seguir la ruta
oxidativa, la piruvato deshidrogenasa transforma al piruvato en acetil-coenzima A, permitiendo
la entrada de etilo en el ciclo del &cido tricarboxilico (figura 4B). Para iniciar la via de la
gluconeogénesis, la piruvato carboxilasa enzima cataliza la conversion de piruvato en
oxaloacetato (Kreisberg 1980). El oxalacetato por oxidacién mitocondrial es convertido en
diéxido de carbono y agua (Steingrimsdottir y cols. 1993). En ratones y humanos, el 50% de la
glucosa consumida por el blastocisto no se oxida, sino que se convierte en lactato (Gardner y
Leese 1987; Gott y cols. 1990). El cigoto no puede utilizar la glucosa como fuente Unica de
energia, sino que requiere piruvato o suficiente aspartato y lactato para obtener la primera
division de la segmentacion (Leese y cols. 1984). Durante las primeras 48 horas de vida, el
blastocisto depende mas del lactato (Gardner y Wale 2013) y conforme avanza el proceso en la
implantacion se hace méas dependiente de la glucdlisis (Clough y Whittingham, 1983).
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El lactato es producido o eliminado por una reaccion de oxido-reduccion reversible
catalizada por la enzima (LDH) que se encuentra principalmente en el citosol. En la etapa tardia
del blastocisto y durante las primeras fases de la implantacion hay un interruptor en las
isoformas del LDH-B a LDH-A, lo que favorece la formacion de piruvato (Auerbach y Brinster
1967). El estrogeno inhibe la actividad de LDH en el moco cervical, mientras que la
progesterona la promueve (Takehisa 1980). Conforme avanza el desarrollo, la cantidad de
lactato producido por el blastocisto se incrementa significativamente (Clough y Whittingham
1983). Este ambiente &cido favorece la angiogénesis y la inmunoregulacion facilitando asi la

implantacién exitosa (Gardner 2015).

Los MCT facilitan el movimiento de lactato dentro y fuera de las células (Halestrap y
Wilson 2012). Se han reportado cuatro isoformas de MCT (1, 2, 3 y 4; Dimmer y cols. 2000).
El MCT4 es inducido en células deciduales recién formadas, mientras que el MCT1 vy el
marcador de proliferacion Ki-67 son localizados complementariamente rodeando las células
indiferenciadas suponiendo consumo de lactato para la proliferacion (Zuo y cols. 2015). Por su
parte, el receptor de lactato GPR81 se expresa en el Utero y su expresion aumenta durante el
embarazo (Madaan y cols. 2017). Dicho receptor también es conocido como receptor de acidos
tricarboxilicos (HTAR), o bien, GPR81/HTAL, que junto con otros receptores de acidos grasos
(FFAR) modula la sintesis de metaloproteinasas, lactoferrina, formacion de radicales libres,
angiogénesis, produccién de mediadores pro-inflamatorios y quimiotaxis de las células inmunes
(Sun y cols. 2017; Alarcon y cols. 2018; Ranganathan y cols. 2018). El GPR81/HTAL también
ha sido involucrado en proliferacion, supervivencia de células pancreaticas y mamarias, asi

como en el cancer cervicouterino (Wagner y cols. 2017; figura 5).

El endometrio también puede almacenar la glucosa en forma de glucosaminoglicanos,
como la glucosamina, el acido glucoroénico y el acido idurénico. Un metabolito intermediario
de la conversién de glucosa a glucosamina es la fructosa. La fructosa es capaz de regular la
proliferacion del trofoblasto (Vallet y cols. 2014). La fructuosa es transportada pasivamente a
través de membranas por el GLUT 5y el GLUT2 (Douard and Ferraris 2008; figura 6).
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Figura 5. El &cido lactico, MCTs y GPR81 participan en la lipélisis del tejido adiposo, la formacion de NADH/NAD
y ADP/ATP en el musculo esquelético y la posterior generacion de ATP mediante la fosforilacion oxidativa. El
acido lactico participa en la cicatrizacion de heridas, tolerancia inmunitaria, anti-inflamacién y formacién de la
memoria a largo plazo en el cerebro. Muchas de estas acciones son mediadas a través de su receptor GPR81.
Tomado de Suny cols. 2017.
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Figura 6. Acciones del 4cido lactico en células normales y cancerosas. En las células cancerosas el lactato después
de la conversion a piruvato se une a prolil hidroxilasa y activa HIF-1a en la presencia de O, induciendo
angiogénesis. Tomado de Sun y cols. 2017.

Una tasa alta de glucolisis es un sello metabdlico de cancer, mientras que la glucolisis
anaerdbica promueve la produccion de energia bajo condiciones de hipoxia, la glucdlisis
aerobica, el efecto Warburg ofrece una ventaja proliferativa al redirigir los flujos de
carbohidratos desde la produccion de energia a las vias biosintéticas (Dhup y cols. 2012). Para
cumplir con las necesidades de células tumorales, el interruptor glucolitico se asocia con una
elevada captacion de glucosa y liberacion de acido lactico, los MCT1 y MCT4 se han

confirmado como facilitadores prominentes de los intercambios de lactato entre las células
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cancerosas con diferentes comportamientos metabolicos entre el cancer y las células del estroma
(Dhup y cols 2012). Las células cancerosas usan los MCT para transportar &cido lactico. Asi,
los MCT1 y MCT4 se expresan fuertemente en varios tipos de cancer, el flujo del acido lactico
a traves de los MCT contribuye a la reversion caracteristica del gradiente de pH. Un pH

extracelular &cido y un pH intracelular neutro o alcalino en los tumores (Sun y cols. 2017).

1.3 Diabetes gestacional (DMG)

La gran mayoria de mujeres con diabetes mellitus pre-gestacional, ya sea de tipo 1 0 2,
conocen la existencia de su padecimiento antes del embarazo. Sin embargo, entre el 4-14% de
mujeres son detectadas con hiperglucemia por primera vez durante el embarazo, lo cual por
definicién corresponderia a una Diabetes Mellitus Gestacional (DMG). Segun el origen étnico,
la incidencia de DMG en mujeres caucésicas es de 0.4%, en mujeres negras de 1.5%, en mujeres
asiaticas de 3.5%-7.3%, en mujeres de India subcontinental de 4.4% y en mujeres nativas de
América de 16%, siendo mayor en mujeres con mas de 25 afios de edad. En México, la
prevalencia de DMG es de 8.7 a 17.7% (IMSS 2016).

Mas de 90% de los casos de diabetes que complican a un embarazo son casos de DMG.
En la ultima década se ha visto un aumento significativo en mujeres en edad fértil. Los cambios
fisioldgicos que impone el embarazo dificultan el control de la misma. Las pacientes que cursan
con DMG presentan mayor riesgo de complicaciones maternas y fetales (Araya 2009),
presentando un estado inflamatorio exagerado y generando alteraciones a nivel de arterias
espirales uterinas lo que conlleva a preeclampsia. Todo ello es consecuencia de un mayor
namero y activacion de los macrdfagos a nivel uterino (Marijke y cols. 2014). Lo anterior
también se asocia con malformaciones congenitas (4 a 10 veces mas), macrosomia, prematurez,
hipoglucemia, hipocalcemia, ictericia, sindrome de estrés respiratorio y muerte fetal, y, por
consecuencia, incremento de la mortalidad neonatal hasta 15 veces mas (Negrato 2012). La
diabetes pre-existente o pre-gestacional expone al feto a concentraciones elevadas de glucosa,
durante el primer trimestre del embarazo, incrementando el riesgo de malformaciones

congénitas a nivel de sistema nervioso central, cardiovascular, renal y masculo esqueléticas,
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entre otras, con alta probabilidad de abortos espontaneos (Araya 2009). Ademas, los hijos de
madres diabéticas podrian tener consecuencias a largo plazo como enfermedad coronaria,
hipertension arterial crénica, dislipidemia, obesidad y diabetes mellitus tipo 2, todo como
resultado de los cambios en el desarrollo de tejidos y érganos clave en condiciones intrauterinas
adversas (Clausen 2008; Amair 2012). Los efectos adversos de la hiperglucemia en el feto son
diversos no solo en la morbilidad sino también en la mortalidad perinatal. La probabilidad de
malformaciones y abortos tiene una relacion lineal con la concentracion de glucosa plasmatica
de la madre, expresada en la concentracion de hemoglobina glucosilada (HbALc) y este riesgo
excesivo se puede reducir cuando la madre mantiene un buen control glucémico en el primer
trimestre del embarazo (Management of Diabetes 2013). Las mujeres con DMG tienen un bajo
contenido de oxigeno a nivel uterino y umbilical, lo que genera sufrimiento fetal. La hipoxia
induce un aumento de lactato uterino para combatir el proceso inflamatorio (Akerud y cols.
2009; Nagalakshmi y cols. 2016). Este aumento de lactato también ha sido observado en otras
alteraciones uterinas asociadas con inflamacién como lo es la infeccion uterina (metritis;
Dervishi y cols. 2016a) o retencion placentaria (Dervishi y cols. 2016). En todos los casos, el
aumento de lactato se observa un aumento en las concentraciones de citocinas (interleucina 6,

IL6; y factor de necrosis tumoral, TNF) y amilina (Gardner y cols. 2015).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y diabetes gestacional (DMG)

Las acciones de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo de la glucosa son diversas.
Las hormonas tiroideas son mediadores importantes de la homeostasis de la glucosa. Las
hormonas tiroideas regulan la secrecion y los niveles circulantes de insulina, la gluconeogenesis
y la glucogenalisis hepatica, asi como la captacion de glucosa intestinal. Las hormonas tiroideas
también regulan la transcripcion de varios genes implicados en el metabolismo de la glucosa
(McAninch y Bianco 2014). Durante la gestacion se incrementan los niveles séricos de glucosa
aumentando significativamente en el tercer trimestre del embarazo. Esto predispone a las

mujeres a la hiperglucemia del embarazo o a la DMG (Zannat y cols. 2006).

Las mujeres embarazadas con hipotiroidismo tienen resistencia a la insulina y, por lo
tanto, tienen un mayor riesgo de presentar DMG (Gong y cols. 2016). Parte de los efectos que
el hipotiroidismo tiene como inductor de DMG podrian estar relacionados con sus acciones a
nivel del metabolismo de la glucosa, el almacenamiento del glucégeno y la conversion de la
glucosa a otros metabolitos como el piruvato o el lactato. A este respecto, el hipotiroidismo
genera diversas alteraciones en el metabolismo de la glucosa y el almacenamiento del gluc6geno
en diversos tejidos. Esta disfuncion tiroidea afecta la expresion de enzimas como la glucocinasa
y GLUT1, GLUT2 y GLUT4 en dérganos como el pancreas, corazon y tejido adiposo marron
(Castello y cols. 1994). La influencia del hipotiroidismo sobre los niveles circulantes de glucosa
e insulina son controversiales, algunos autores muestran una disminucién de estos indicadores
(Diaz y cols. 1993; Mazaki-Tovi y cols. 2010) y otros no (Rodriguez-Castelan y cols. 2015).
Como podemos apreciar las hormonas tiroideas tienen una participacion importante en la

regulacion de la glucolisis y la entrada de la glucosa a las células uterinas.

2.2 Hipotiroidismo y embarazo

El hipotiroidismo también afecta el nimero y la fuerza de las contracciones uterinas en
perras (Panciera y cols. 2007). En hembras gestantes (rata y conejas), el hipotiroidismo inducido
aumenta la concentracion de los receptores de estrogenos (Keeping y cols. 1982). El

hipotiroidismo disminuye la talla de los fetos, el desarrollo de los vasos sanguineos, células
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inmunes y la apoptosis de las células de la placenta (Silva y cols. 2012; Rodriguez-Castelan y
cols. enviado). A pesar de estas observaciones, poco se ha indagado sobre los mecanismos que
subyacen al efecto del hipotiroidismo en el Gtero durante la gestacion. A pesar de ello, no existen

modelos animales que analicen la relacion entre hipotiroidismo y DMG.
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3. JUSTIFICACION

El hipotiroidismo afecta a la poblacion femenina relacionada con una alta prevalencia
de abortos (Laurberg y cols. 2013; Carney y cols. 2014; Colicchia y cols. 2014), afecta a la
decidualizacion e implantacion del embrion (Banovac y cols. 1986; Kennedy y Doktorcik 1988).
Se desconocen los mecanismos involucrados en dichos efectos. Considerando que el
hipotiroidismo se asocia con DMG en humanos (Gong y cols. 2016) y genera diversas
alteraciones en el metabolismo de la glucosa y el almacenamiento del glucégeno en diversos
tejidos (Castello y cols. 1994), y que el contenido de glucdgeno uterino se asocia con abortos
espontaneos (Zawar y cols. 2003), y alteraciones de la decidualizacion y desarrollo embrionario
(Zuoy cols. 2015), es posible suponer que el hipotiroidismo podria afectar los niveles de glucosa
en sangre, asi como el metabolismo de la glucosa en el Utero de conejas gestantes.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo induce DMG afectando la concentracién de glucosa en suero sanguineo, el
contenido de glucdgeno y la expresion de LDH en el utero de conejas no gestantes y gestantes

de la raza Chinchilla Europea.

5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar si el hipotiroidismo afecta los niveles de glucosa en sangre, asi como el contenido
de glucogeno y lactato en el Utero de conejas de la raza Chinchilla Europea no gestantes y

gestantes primiparas.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

En conejas de la raza Chinchilla Europea no gestantes y gestantes (dias 5, 10 y 20) controles

e hipotiroideas:
1. Medir la concentracion de glucosa en suero sanguineo de conejas.

2. Cuantificar el contenido de glucégeno en pg de glucosa oxidada/g de tejido.
3. Analizar el contenido de glucdgeno en las células uterinas mediante tincion de acido
peryddico de Schiff.

4. Analizar la expresion de la LDH en el Gtero mediante inmunohistoquimica.
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6. METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron conejas de la raza chinchilla-Europea de 8-10 meses de edad
con un peso de 3.8-5.0 kg. Estas fueron alojadas individualmente en jaulas de acero inoxidable
a 20 = 2 °C de temperatura bajo condiciones de luz artificial (16:8 h luz: oscuridad, luces
encendidas a las 06: 00), alimento (120 g de pellets Chow Conejina Purina, previo a la gestacion
y 300 g en el embarazo) y agua ad libitum. Para el andlisis de Utero, se tuvieron animales
virgenes y gestantes (dia 5, 10 y 20), divididos en dos grupos controles (n=6) e hipotiroideos
(n=6) (Figura 7).

NG 1234567891011121314151617 1819202122 23 24252627 2829 30
G5D 1234567891011121314151617181920212223242526272829 30
25/G0
Cépula

G10D 123456789101112131415161718192021222324252627282930

20/G0
Cépula

G20D 12345678910111213141516171819 20212223242526272829 30

10/GO
Cépula

Figura 7. Tratamiento de animales. Tratamiento de 30 dias en conejas controles (consumo de agua potable) e
hipotiroideas (consumo de agua potable con una concentracion de 0.02% metimazol) no gestantes (NG) y gestantes
durante la implantacién (G5 D), placentacion (G10 D) y degeneracién de cuerpo liteo (G20 D).

Hipotiroidismo. Se indujo mediante tratamiento con el farmaco anti-tiroideo
metimazol, el cual fue administrado en agua potable bebida durante treinta dias a una
concentracion de 0.02% (dosificacion aproximada 10 mg/kg; Anaya y cols. 2015). Los animales
gestantes hipotiroideos tuvieron un mes de tratamiento con metimazol, ajustando los dias
previos a la cOpula y de gestacion, segun cada grupo. Al final de este tratamiento las conejas
fueron anestesiadas con sodio pentobarbital (90 mg/kg) y posteriormente eutanizadas con una

sobredosis del mismo anestésico. El Comité de Etica de la Universidad Auténoma de Tlaxcala,
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segun las directrices del Derecho mexicano para la Produccidn, el Cuidado y Animales de
Laboratorio de Empleo, aprobd este disefio experimental.

Determinacion de glucosa en suero. Se obtuvo sangre por medio de puncion cardiaca,
se separo el suero y se guardo a -80 °C hasta su posterior uso. Se colocaron 3 pl de suero de
muestra de suero sanguineo y se agregdé un volumen de 300 pl del Kit (Glucosa, ELITech
Clinical Systems). Se midi6 la absorbancia de las muestras en un espectrofotdmetro y se calculd

la concentracion de glucosa en mg/dL.

Cuantificacion de glucogeno en atero. Se utilizé un trozo de utero derecho (inter-
implante o sin implante; aproximadamente de 0.5 cm) congelado. El tejido se mantuvo en hielo
seco y con ayuda de un bisturi se cortd en trozos pequefios. En un tubo pesado con 300 pl de
acido clorhidrico (HCI 2M), se echd el tejido y se triturd. El tubo se volvid a pesar y se puso a
hervir por 1 h, agitando el tubo cada 10 min. Este procedimiento fue repetido usando hidréxido
de sodio (NaOH 2N). EIl contenido se centrifugd a 10 rpm por durante 5 min. EI sobrenadante
de la muestra fue utilizado para medir el contenido de glucosa oxidada. Se considerd un volumen
de 300 pl del Kit (Glucosa PAP SL, ELITech Clinical Systems), agregando 3 ul de agua
(muestra blanco) o 3 pl de la muestra. Se midié la absorbancia de las muestras en un
espectrofotdmetro 5 minutos después de haber realizado la combinacidn. Las muestras se
hicieron por duplicado. El contenido de glucosa fue determinado usando la formula:
[absorbancia de la muestra/ absorbancia estandar] [5.5 nM] [volumen estandar] [volumen total]

[volumen total/ volumen de la muestra] / peso del tejido * 100

Tincion de glucdgeno en Utero. Una vez que los cortes fueron desparafinados y
rehidratados se enjuagaron con agua destilada. Se colocaron sobre el corte 10 gotas de acido
peryddico y reaccionaron durante 10 min. Los cortes fueron lavados con agua destilada.
Posteriormente se afiadieron a cada corte 10 gotas de reactivo de Schiff y se dejo reaccionar
durante 20 minutos. El colorante fue retirado y lavado con agua destilada. Se cubri¢ el corte con
10 gotas de solucion de potasio metabisulfito y se dej6 reaccionar durante 2 min. Se dej6 escurrir
el portaobjetos y fueron depositadas sobre el corte 10 gotas de solucion fijadora, dejando

reaccionar durante 2 minutos. Se lavd con agua destilada. Fueron depositados sobre el corte 10
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gotas de Hematoxilina de Mayer dejando reaccionar durante 3 min y virando en agua corriente

durante 5 min. Se contaron analizaron 12 campos (+: poco, ++: moderado, +++: abundante).

Inmunohistoquimica de LDH en utero. Los Uteros medios izquierdos de conejas
controles e hipotiroideas virgenes y gravidas (implantacién) fueron fijados en una solucion de
Bouin-Duboscq por 12 h. Los tejidos fueron deshidratados con alcoholes en concentracion
ascendente (60-100%) e incluidos en parafina. Con un micr6tomo se realizaron cortes de Utero
transversales a 5 um y se colocaron 6 cortes en una laminilla. Los cortes de Utero fueron
observados con un microscopio para el posterior analisis histologico. Una laminilla de Gtero de
una coneja fue utilizada para realizar la técnica de inmunohistoquimica en base al método
avidina-biotina-peroxidasa (ABC), donde los cortes, ya hidratados, se incubaron en una solucion
buffer de citratos (pH= 6) durante tres noches. Posteriormente, los cortes se incubaron con el
primer anticuerpo anti-LDH (ab55433; abcam; 1:50) en una camara humeda a 4°C durante tres
noches. Seguido de ello, los cortes fueron incubados con un anticuerpo secundario Goat anti
mouse biotinilado (1:250; SANTA CRUZ, BIOTECHNOLOGY) durante 2 h a temperatura
ambiente. Después, los cortes se lavaron con una solucién buffer de fosfatos (PBS; pH=7.2) y
fueron incubados con el ABC durante 1 h. Para luego realizar el revelado con una solucion de
diaminobenzidina (DAB) al 0.05% y H202 al 3% en PBS hasta localizar el marcaje en el Utero
(capa epitelial, submucosa, masculo y células inmunes). Los cortes se deshidrataron en
alcoholes a concentraciones ascendentes y fueron cubiertos con Cytoseal TM 60 y un
cubreobjetos. Para determinar la inmunolocalizacién y descripcion de la presencia de LDH en
el Gtero, se observo el tejido con un microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600), se

realiz6 una semi-cuantificacion de células positivas y negativas por campo.

Estadistica. Los valores obtenidos de las diferentes variables utilizadas fueron

analizados mediante una prueba ANOVA de 2 vias usando el programa GBstat. Los valores de

glucogeno en los sitios de implante fueron analizados con pruebas t de Student.
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7. RESULTADOS

Glucosa en suero y glucégeno en higado y utero. No se observaron diferencias
significativas en la cantidad de glucosa en suero a lo largo de la gestacion ni por efecto del
hipotiroidismo (figura 8A). En el grupo control, el contenido de glucégeno en el higado fue
mayor en el grupo G20 en comparacion con el resto de los grupos. Para los animales
hipotiroideos, el contenido de glucégeno en el higado fue mayor en los animales NG y en el
G20 en comparacion con los dias G5 y G10. No se encontraron diferencias entre los tratamientos
en ningunos de los grupos (figura 8B). En el Gtero sin implante, la gestacion redujo el contenido
de glucogeno solo en el grupo G5 (figura 8C). Sin embargo, el hipotiroidismo mostré valores
de glucdgeno significativamente altos en los grupos G10 y G20. El hipotiroidismo aumento la
concentracion en G20 respecto al grupo control (figura 8C). En los sitios con implante, el
hipotiroidismo aumento la concentracion de glucogeno en G10 y G20 respecto a los controles
(figura 8D).
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Figura 8. Concentracion de glucosa y glucogeno en conejas no gestantes (NG) y gestantes durante la
implantacion (dia 5), placentacion (dia 10) y degeneracién de cuerpo lGteo (dia 20). En grupos controles
(negro) e hipotiroideas (gris) se midid la glucosa en suero sanguineo (A), y la concentracion de glucogeno en higado
(B), en utero sin implante (C) y con implante (D).
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La tincion de PAS mostr6 una distribucion de glucdgeno en el epitelio luminal, glandular
y en la musculatura uterina en los animales no gestantes y gestantes. En los grupos no gestantes
el hipotiroidismo parece disminuir la secrecion de carbohidratos neutros tanto en el epitelio
luminar como glandular (figura 9). Un efecto similar es observado en los grupos G20. Con la
tincion de PAS no fue posible distinguir grandes cambios en la cantidad de glucogeno entre
controles e hipotiroideos (tabla 1). La tincion de glucogeno en los sitios de implante también
mostré un aumento en el contenido de este compuestos en diferentes tipos celulares,

particularmente en el dia 10 de gestacion (figura 10; tabla 2).

Figura 9. Tincion de glucdgeno en Utero (epitelio luminal, EP y glandular, EG) de conejas no gestantes (NG) y
gestantes durante la implantacién (G5D), placentacion sin implante (G10D Sl) y degeneracion de cuerpo I0teo sin
implante (G20D SI) controles (C) e hipotiroideas (H).
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NG | G5 G10 | G20
Epitelio Luminal Control +++ + + +++
Hipotiroideo + + + +
Epitelio Glandular Control +++ + + ++
Hipotiroideo | + + + +
Tejido Conectivo Control + + + +
Hipotiroideo + + ++ ++
Musculo Control + + + +
Hipotiroideo | + + + +
Musculo Circular Control + + + +
Hipotiroideo + + ++ ++

Tabla 1. Semicuantificacion de glucdgeno en Utero sin implante de conejas no gestantes (NG) y gestantes durante
la implantacion (G5D), placentacion sin implante (G10D SI) y degeneracién de cuerpo lateo sin implante (G20D

SI) de controles e hipotiroideas.
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G20C G20H

Figura 10. Tincion de PAS en Gtero con implante de coneja gestantes de 10 y 20 dias controles e hipotiroideas
Tincion de PAS (acido peryddico de Schiff), color rosa palido indica contenido de polisacaridos neutros, ndcleos
azules teflidos con hematoxilina de Meyer. GLA=Glandula, PLA=Placenta, EMB=Embrion,
ESP=Espongiototrofoblasto, TRO=Trofoblasto, CGT=Célula gigantes del trofoblasto, CIT=Citotrofoblasto. n=1.
(*: Indica presencia de glucogeno).
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CONTROL HIPOTIROIDEO
GESTANTE 10 DiAS PLACENTACION
Epitelio Luminal + ++
Epitelio Glandular + +++
Tejido Conectivo + ++
Musculo + +
Musculo Circular + ++
Citotrofoblasto + ++
Espongiotrofoblasto ++ ++
Villus ++ 4+
Sincitiotrofoblasto ++ +++
Trofoblasto + ++
GESTANTE CONTROL 20 DiAs
PLACENTACION
Epitelio Luminal + +
Epitelio Glandular + +
Tejido Conectivo + +
Musculo + +
Musculo Circular + +
Citotrofoblasto ++ +
Espongiotrofoblasto ++ ++
Villus 4+ +
Sincitiotrofoblasto +++ +4++
Trofoblasto + +

Tabla 2. Semicuantificacién de glucégeno en Utero con implante de conejas durante la placentacién (G10D ClI) y
degeneracion de cuerpo lateo con implante (G20D CI) controles e hipotiroideas. (+) poco, (++) moderado , (+++)

abundante.
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Inmunodeteccién de lactato deshidrogenasa (LDH) en Gtero

La gestacion parece disminuir la expresion de la enzima LDH en los sitios sin implante
(figura 11, tabla 3). El hipotiroidismo incrementa la expresion de la enzima en el grupo NG, asi
como en ciertos tejidos de los grupos G5 y G10 del sitio de no implante y del sitio de implante.
En G10 y G20 (figura 12, tabla 4).

NG-C NG-HT G5-C G5-HT

Figura 11. Inmunotincion de lactato deshidrogenasa (LDH) en Utero de coneja virgen y gestante control e
hipotiroidea en la implantacion. NG-C. No gestante control, NG-HT. No gestante hipotiroideo, G5-C. Gestante
Control en Implantacion, G5-HT Gestante Hipotiroideo en la implantacién. EP: Epitelio, GL: Epitelio glandular,
STR: Estroma, MCI: Mdasculo circular interno, MLE: Musculo longitudinal externo. (*: Indica presencia de la
enzima).
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GRUPOS CONTROL HIPOTIROIDEO

NO GESTANTE
Epitelio luminal +++ +++
Epitelio glandular ++ +++
Tejido conectivo ++ 4+
Musculo ++ F+
Musculo circular +++ +++

GESTANTE 5 DIAS IMPLANTACION

Epitelio luminal +++ +++
Epitelio glandular +++ +++
Tejido conectivo +++ +++
Mdasculo ++ +4++
Musculo circular +++ +++

GESTANTE 10 DIAS PLACENTACION
SIN IMPLANTE

Epitelio luminal + ++
Epitelio glandular ++ +
Tejido conectivo ++ +

Musculo ++ ++

Musculo circular +++ +++

GESTANTE 20 DIAS PLACENTACION
SIN IMPLANTE

Epitelio luminal + +
Epitelio glandular + +
Tejido conectivo + +

Musculo + +

Musculo circular ++ +

Tabla 3. Semicuantificacion de la enzima lactato deshidrogenasa en Gtero sin implante de conejas no gestantes y
gestantes controles e hipotiroideas. (+) 1-3 células positivas, (++) 4-7 células positivas, (+++) 8-10 células
positivas.
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G20H

Figura 12. Inmunotincion de lactato deshidrogenasa (LDH) en Gtero con implante de coneja gestante control e
hipotiroidea (G10y G20), SIN= Sincitiotrofoblasto VIL= Villus, TRO=Trofoblasto. n=1. (*: Indica presencia de
glucdégeno).

34



GESTANTE 10 DIAS PLACENTACION CON
IMPLANTE

Epitelio luminal
Epitelio glandular
Tejido conectivo

Musculo
Musculo circular
Espongiotrofoblasto
Citotrofoblasto

Villus

GESTANTE 20 DIAS PLACENTACION CON
IMPLANTE

Epitelio luminal
Epitelio glandular
Tejido conectivo

Musculo
Musculo circular
Espongiotrofoblasto
Citotrofoblasto
Villus

CONTROL
++
+
+
++

+++

+++

+++

HIPOTIROIDEO

+++
+++
+
++

+++

++

+++

Tabla 4. Semicuantificacién de la enzima lactato deshidrogenasa en Gtero con implante de conejas no gestantes y
gestantes controles e hipotiroideas. (+) 1-3 células positivas, (++) 4-7 células positivas, (+++) 8-10 células

positivas.
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8. DISCUSION

Hipotiroidismo y DMG

Si bien en las mujeres embarazadas con hipotiroidismo presentan resistencia a la
insulina, por lo tanto tienen un mayor riesgo de DMG (Gong y cols. 2016). En modelos
animales, la influencia del hipotiroidismo sobre los niveles circulantes de glucosa e insulina son
controversiales, algunos autores muestran una disminucion de estos indicadores (Diaz y cols.
1993; Mazaki-Tovi y cols. 2010) y otros no (Rodriguez-Castelan y cols. 2015). Esto podria
depender de la especie animal rata vs. coneja, o bien, del método de induccién del
hipotiroidismo. Lo que si parece claro es el efecto del hipotiroidismo sobre la acumulacion de
glucogeno en el higado. En apoyo a nuestros resultados, ya se ha reportado que el hipotiroidismo
aumenta el contenido de triglicéridos en el higado de ratas no gestantes porque aumenta la
enzima glicogeno sintetasa (Yao y cols. 2014). EI embarazo reduce el contenido de glucégeno
en el higado al inicio y lo aumenta al final. Esto ya ha sido reportado en perros, en los cuales,
tanto la oxidacién como la formacion de glucogeno, es alta en el tercer trimestre de la gestacion
(Moore y cols. 2012). Lo anterior tiene relacion con una menor concentracion de insulina
circulante y una menor respuesta a la insulina por parte del musculo esquelético, es decir, la
gestacion se asocia con resistencia a la insulina (Connolly et al. 2007). Esto es acompafiado por
una disminucion de la actividad de la noradrenalina hepética favoreciéndose la acumulacion del
glucogeno, ademés de existir una disminucion del glucagbn y un aumento de glicerol

aumentandose la gluconeogénesis (Connolly y cols. 2004).

El endometrio secreta y almacena glucosa en los diferentes estadios de la vida (ciclo
estral 0 menstrual y gestacion). En la gestacion, el endometrio requiere de la glucosa para el
proceso de decidualizacién y el desarrollo embrionario, mientras el trofoblasto logra fijarse a la
vasculatura materna. Asi, las células del endometrio expresan enzimas que participan en la
glucdlisis como la piruvato cinasa, la cual participa en la formacion de piruvato durante la
glucdlisis (Salama y cols. 2014). Aunque no es significativo, en nuestros resultados se ve méas
glucdgeno en conejas no gestantes controles pues el contenido de glucdégeno en endometrio es
mayor durante el proestro y se moviliza durante la implantacion y el embarazo (Dean y cols. de

usa como reserva para su uso en caso de que la gestacion ocurra (Dean y cols. 2014). Asi, el
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epitelio glandular contiene mas glucogeno que el epitelio luminal (Rose 2011). El contenido de
glucogeno en el endometrio es dependiente de estradiol, mediante la regulacion de la glucogeno
sintetasa; mientras que, la progesterona promueve el catabolismo del mismo (Bowman y Rose
2016). Ello podria explicar alguna falla en la sefializacion hormonal hacia el dia G20, donde los
animales hipotiroideos tuvieron un mayor contenido de glucdgeno en G20. Curiosamente, el
hipotiroidismo también promovié un mayor contenido de glucégeno en los sitios de impante en
los dias G10 y G20, confirmando nuestra propuesta de cambios en la sefializacion de receptores
de estrégenos y progesterona en el utero, como ya lo hemos observado en animales virgenes
(Roriguez-Castelan y cols. Otra posible explicacion la posible regulacién de las hormonas
tiroideas sobre la adiponectina (Atici y cols. 2017), la cual incrementa la expresion de GLUT1
e inhibe el catabolismo de la glucosa disminuyendo la produccién de lactato y ATP, e
incrementando la produccion de glucdégeno y la acumulacién del mismo en células
endometriales (Duval y cols. 2018). Es posible que un aumento de dicha adipocina, tanto en
tejido uterino como en tejido embrionario en el sitio de implante, promoviera una mayor
concentracion de glucdgeno, ya que participa en la adaptacion metabodlica en la interfase

materno-fetal (Dobrzyn y cols. 2018).

Hipotiroidismo y produccion de lactato

En ratones y humanos, el 50% de la glucosa consumida por el blastocisto no se oxida,
sino que se convierte en lactato (Gardner y Leese 1987; Gott y cols. 1990). En la etapa tardia
del blastocisto y durante las primeras fases de la implantacion hay un interruptor en las
isoformas del LDH-B a LDH-A, lo que favorece la formacion de piruvato (Auerbach y Brinster
1967). El estrogeno inhibe la actividad de LDH en el moco cervical, mientras que la
progesterona la promueve (Takehisa 1980). Conforme avanza el desarrollo, la cantidad de
lactato producido por el blastocisto se incrementa significativamente (Clough y Whittingham
1983). Este ambiente acido favorece la angiogénesis y la inmunoregulacion, facilitando asi la
implantacion exitosa (Gardner 2015). Ello explicaria lo que encontramos en el Gtero, tanto de
animales hipotiroideos como controles, donde la LDH fue menor en G5 y mayor en G20. Los

MCT también facilitan el movimiento de lactato dentro y fuera de las células (Halestrap y
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Wilson 2012). Se han reportado cuatro isoformas de MCT (1, 2, 3y 4) (Dimmer y cols. 2000).
El MCT4 es inducido en células deciduales recién formadas, mientras que el MCT1 vy el
marcador de proliferacion Ki-67 son localizados complementariamente rodeando las células
indiferenciadas suponiendo consumo de lactato para la proliferacion (Zuo y cols. 2015). Por su
parte, el receptor de lactato GPR81 se expresa en el Utero y su expresion aumenta durante el
embarazo (Madaan y cols. 2017). Es decir, al aumentar los niveles de lactato se favorece la
presencia de su receptor.

El aumento de LDH en el sitio de implante, como lo encontramos en el presente estudio
en animales hipotiroideos en G10, podria indicar un posible entorno oxidante que favorece la
conversion glucosa a lactato en el tejido embrionario. Considerando que el 90% de la glucosa
gue consume el blastocisto lo hace en forma de lactato, un aumento en su produccion podria en
G10 indicar un acelerado desarrollo de la placenta, modificando el arreglo vascular en la
interfase materno-fetal y favoreciendo la invasion del trofoblasto en el endometrio e incluso en
el miometrio lo que conlleva a desarrollar placentas acreta e increta. El parto por cesarea y la
placenta previa son factores de riesgo independientes para la placenta acreta, un embarazo
después de esta complicacion tiene mayor riesgo de resultados adversos en la madre como
hemorragia grave debido a ruptura uterina e histerectomia peri-parto, sin embargo no se han
demostrado resultados perinatales adversos siendo desconocida la patogenia (Eshkoli y cols.
2013). Esto se ha relacionado con la generacion de un ambiente pro-inflamatorio que genera la
expresion de metaloproteasas, citocinas inflamatorias como el factor de crecimiento
transformante (TGF), y el VEGF para favorecer la angiogénesis (Gardner y cols. 2015).

Las alteraciones en el suministro de sangre uterino se asocian con una mayor morbilidad
y mortalidad perinatal causadas por el parto prematuro, la preeclamsia o la restricciéon del
crecimiento intrauterino. La adaptacion de la vasculatura uterina a las crecientes necesidades
del feto se produce a través de la vasodilatacién y el desarrollo de nuevos vasos (Zygmunt y
cols. 2003). La angiogénesis es el proceso de neovascularizacion de vasos sanguineos
preexistentes en respuesta a la hipoxia o a las demandas del sustrato de los tejidos, aunque hay
similitudes, por un lado la invasion tumoral y la vascularizacion inducida por tumor y por otro
la invasion del trofoblasto y el desarrollo placentario, nuestra comprension de estos dos procesos

diferentes en particular la autolimitacion de la invasion trofoblastica y la formacion de nuevos
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vasos durante la gestacion podria permitir el establecimiento de nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento de la patologias relacionadas con tumor y embarazo (Zygmunt y cols. 2003).

9. CONCLUSION

El hipotiroidismo no modifico la concentracion de glucosa en suero sanguineo. En conejas
hipotiroideas no gestantes y G20 el glucdgeno en higado tiende a aumentar, el hipotiroidismo
estd asociado con el desarrollo esteatohepatitis no alcohdlica en pacientes con DM2 y es
considerado como un trastorno. En el sitio de implante la concentracion de glucdgeno uterino
fue favorecido por el hipotiroidismo, considerando que la adiponectina incrementa la expresion
de GLUT 1, inhibe el catabolismo de la glucosa disminuyendo la produccién de lactato y ATP,
incrementa la produccion de glucogeno y la acumulacion del mismo en células endometriales.
Un aumento en su produccion podria en G10 indicar un acelerado desarrollo de la placenta,
modificando el arreglo vascular en la interfase materno-fetal y favoreciendo la invasion del
trofoblasto en el endometrio e incluso en el miometrio lo que conlleva a desarrollar placentas

acreta e increta.
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10. PERSPECTIVAS

En la coneja, si bien el hipotiroidismo no afecta el tamafio, peso y longitud de los fetos,
si se observa un aumento en la invasion trofoblastica incluso en la capa muscular, lo que
podriamos considerar como placeta increta (Castillo-Romano, tesis de Maestria en proceso).
Otros datos que nos permiten proponer la posibilidad de que el hipotiroidismo pueda generar
una placenta acreta en la coneja es el aumento del contenido de glucogeno a los 10 y 20 dias de
gestacion en el utero con implante, lo que sugiere la presencia de un mayor namero de células
productoras de glucdgeno en el trofoblasto. También hemos observado una mayor presencia de
lactato deshidrogenasa en las células en el sitio y de implante al dia 10 de gestacion (Castillo-
Romano, tesis de Maestria en proceso). Ademas, el hipotiroidismo aumenta el contenido de
glucdgeno en un sitio Inter implante en el dia 20 de gestaciébn como si hubiera también
infiltracion de trofoblasto fuera del sitio de implantacion (Castillo-Romano, tesis de Maestria
en proceso). Otros resultados que hemos obtenido en animales no gestantes es que el
hipotiroidismo genera un aumento en la expresion del gen y de la proteina de VEGF, asi como
un aumento en la infiltracion de linfocitos en el epitelio uterino y una mayor lipoperoxidacion
en el dtero (Rodriguez-Castelan y cols. En escritura). Ello nos sugiere que el hipotiroidismo
podria incluso predisponer a las hembras a desarrollar placenta previa al inducir un estado de
hipoxia e inflamacion.

De acuerdo con estos resultados en el presente proyecto seria interesante comprobar el
desarrollo de placenta acreta en las conejas hipotiroideas, para ello se pretenderia detectar
algunos indicadores como son la presencia de macréfagos M1 positivos a CD68 o células
Hofbauer, asi como la expresion de CD68 en el Gtero, la sintesis de LP y la presencia de vasos
determinados a través de GPR30. Este ultimo receptor ha sido involucrado en la regulacion de
metaloproteasas, las cuales son necesarias para la invasién trofoblasticas (Burnet y cols. 2012),
asi como la regulacion de HIF1 y VEGF asociados con el cancer de mama (De Francesco y cols.
2014).
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En el Gtero de conejas de la raza Chinchilla Europea no gestantes y gestantes (dias 5, 10 y
20) controles e hipotiroideas se podria analizar el nimero y distribucion de macro6fagos CD68,

el HIF-1y el GPR30, pensando en un proceso de tipo hipoxico.
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10. GLOSARIO DE TERMINOS

Placenta hemochorial. Una placenta en la cual la sangre maternal esta en el contacto directo

con el corion (la placenta humana es de este tipo).

Metaloproteinasa de matriz (MMP) Miembro de un grupo de enzimas que pueden
descomponer las proteinas, como el colageno, que se encuentran normalmente en los espacios
entre las células de los tejidos (es decir, proteinas de la matriz extracelular). Dado que estas
enzimas necesitan cinc o atomos de calcio para trabajar adecuadamente, se llaman
metaloproteasas. Las metaloproteasas de matriz participan en la curacién de heridas, la

angiogenesis y la metéastasis de las células tumorales.

Transportador de monocarboxilato (MCT). Son transportadores de moléculas
transmembranales. co-transportan aniones de &cido monocarboxilico (tipicamente lactato) y
protones (H +) a través de membranas celulares, notablemente de fibras de musculo esquelético
y cardiaco. Se considera que es responsable de la mayor parte del transporte de lactato a bajas
concentraciones pero, a medida que la saturacion del portador se aproxima, la difusién simple

(que es principalmente del acido lactico no disociado) adquiere mayor importancia.

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). La interaccién del factor de crecimiento
del endotelio vascular (VEGF), con sus receptores de membrana; VEGFR1 y VEGFR2, se
reconoce como el principal estimulador de la angiogénesis (proliferacién, migracion y

sobrevivencia de las células endoteliales), tanto en el ovario como en otros tejidos.

Factor de transcripcion NF-kB. Los factores de transcripcion son proteinas muy
especializadas que reconocen secuencias especificas de DNA en la regién reguladora de todos

los genes.

Inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs). Una familia de proteinas secretadas de
inhibidores de proteasa que regulan la actividad de las metaloproteinasas de la matriz secretadas.
Tienen un papel importante en la modulacién de la prote6lisis de la matriz extracelular,

especialmente durante la remodelacion de tejidos y procesos inflamatorios.
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Trofoectodermo. Capa externa de células en la vesicula blastodérmica de mamifero, que entrara
en contacto con el endometrio y participara en el establecimiento de los medios de recibir la

nutricion del embrion; La capa celular de la que se diferencia el trofoblasto.

Catepsina. Clase de enzimas proteoliticas intracelulares, se localiza en tejidos animales
especialmente el higado, el bazo, los rifiones y el intestino, cataliza la hidrdlisis de proteinas a
polipéptidos.
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