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Resumen

El Utero es el érgano que se encarga de albergar al huevo implantado. Para lograr su
adecuada implantacion es necesaria la participacion del sistema inmunoldgico. Dentro
del dtero, en un ambiente ligeramente hipoxico se lleva a cabo a proliferacion de células
inmunes. Estas sirven como marcadores para la angiogénesis. Su adecuada expresion
conllevara a una implantaciéon y desarrollo placentario y embrionario exitoso, de lo
contrario si sufre una disminucién o aumento en ésta las consecuencias serian patologias
de la placenta, el embrion o embarazos no exitosos. Los neutrdfilos son células
pertenecientes a la linea celular blanca, caracterizados por poseer granulos son
comunmente conocidos en su papel de defensa ante microorganismos ajenos al cuerpo.
Ellos expresan en su membrana el cumulo de diferenciacion leucocitaria (CD por sus
siglas en inglés) 177; léase CD177. Estas proteinas pueden ser diferentes para cada tipo
de célula, incluso, se reporta que pueden ir variando de acuerdo con lo largo del
desarrollo de la célula. En el presente trabajo, se localizé la ubicacion y la distribucion
de dicha proteina para asi explicar su expresion dentro de la gestacion en condiciones
normales y bajo la influencia del hipotiroidismo en conejas. Las células CD177+
estuvieron presentes en el epitelio, estroma y musculatura de animales eutiroideos e
hipotiroideos en los diferentes estadios de gestacion. El hipotiroidismo no modifico la
infiltracion de células CD177+ en el utero en los sitios sin y con implante. El
hipotiroidismo tampoco afecta la expresion de CD177 a lo largo de la gestacion. Si bien
no se afecta el nimero de células CD177 ni la expresion de la proteina por la deficiencia
de hormonas tiroideas, podria ser posible que se afectara la produccion de citocinas por
parte de las células inmunes. Ello explicaria los efectos que tiene el hipotiroidismo en la

induccidn de abortos, macrosomia y partos prematuros.
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1. Introduccidén

1.1 Generalidades del Gtero

El utero es el 6rgano encargado de albergar el huevo implantado, nutrirle en sus primeros
estadios y proporcionar un lugar adecuado para el desarrollo fetal. Este tiene dos capas de tejido
diferentes: endometrio y miometrio. La capa mas interna es conocida como endometrio, es un
tejido epitelial muy dinamico que crece, se diferencia y degenera en cada ciclo menstrual
(Bhusane y cols. 2016). Esta capa esta formada por células epiteliales luminales y glandulares,
fibroblastos del estroma, vasos sanguineos y células inmunes. Las células epiteliales forman el
epitelio luminal y las glandulas tubulares que se extienden desde la superficie endometrial hasta
el miometrio. EI miometrio es la capa de masculo liso que se localiza en la parte externa del
Utero justo debajo del endometrio, y que representa mas del 60% de todo el 6rgano. La
contraccion del miometrio es fundamental para un trabajo de parto normal. La capa del
endometrio alberga al huevo, lo nutre en sus primeros estadios y le otorga una inmunotolerancia,
convirtiéndose en el lugar adecuado para el desarrollo fetal. Para ello, el endometrio crece y se
prepara cada mes para la implantacion, si esta no ocurre éste se desprende durante la
menstruacion (Bhusane y cols. 2016).

1.2 Gestacion e inflamacion

Aunque la funcion principal del Gtero es implantar al embrion, el endometrio trata al
embrion como algo extrafio en la mayor parte del ciclo menstrual. EI endometrio tiene una
inmunotolerancia al embrién solo durante un periodo especifico del ciclo menstrual llamado
“ventana de implantacion” o “fase receptiva”. Esta fase requiere de la sincronizacion del epitelio

luminal y glandular, estroma y células inmunes del endometrio (Ramathal y cols. 2010).



Decidualizacién. Los estrogenos y la progesterona modulan una serie de interacciones
complejas entre el embrion y el estroma, lo que lleva a la formacion de un tejido materno
diferenciado conocido como “decidua” o placenta materna. En la mujer, como en muchas otras
especies incluyendo la coneja, cuando el blastocisto tiene contacto con el epitelio uterino inicia
el proceso de decidualizacion. El epitelio cubico simple pasa a ser un epitelio cubico en forma
de columnas. El estroma recluta células inmunes y se llena de vasos sanguineos. Una poblacion
mayoritaria de leucocitos en el estroma crea una tolerancia inmune de la madre hacia el feto. El
sistema inmunoldgico posee sensores / receptores inmunes innatos (TLRS) que proporcionan
respuestas inmunitarias contra invasion patogena o lesiones a tejidos. Estas moléculas fungen
como mediadores de sefializacion en tejidos maternos y fetales (Waldorf y cols. 2008) las cuales
reclutan una variedad de proteinas quinasas. De igual manera, la expresion de TLRs varian de
acuerdo con la etapa de la gestacion. La inmunotolerancia materno-fetal estd mediada por una
serie de citosinas (Vasilopoulou y cols. 2014). Las TLRs aumentan el flujo de citosinas
proinflamatorias y a su vez reclutan células inmunes (Waldorf 2008). Las células natural killer
(NK) se activan y aumentan durante la decidualizacion, proporcionan un soporte para el
crecimiento e incluso se diferencian de las células del estroma para alimentar al embrion. Las
células del estroma proliferan, son mas grandes, binucleadas y con propiedades secretoras. Las
glandulas uterinas secretan nutrientes (aminoacidos, glucosa, acidos grasos, vitaminas y

minerales) para el crecimiento y desarrollo del embrion (Ramathal y cols. 2010).

Implantacion. El blastocisto participa en la primera interaccion fisica y fisioldgica con
el endometrio para el inicio de la implantacion. En la mujer la implantacion inicia en la fase
lutea del ciclo menstrual, mientras que en los roedores en la fase diestro del ciclo estral. Las
fases de la implantacion consisten en: la eliminacion de la zona peldcida del blastocisto, el
contacto, orientacion y aposicion de este con el epitelio uterino, y adherencia e invasion del
trofoectodermo en el endometrio (Gardner 2015). Durante la ventana de anidacion, el epitelio
uterino extiende unas prolongaciones llamadas pinopodios que le ayudan a dirigir al blastocisto
recién llegado al Utero. EIl trofoectodermo se une y adhiere al endometrio que es el sitio
hormonalmente receptivo. El utero sufre cambios morfologicos y fisioldgicos importantes que
lo preparan para la implantacion del embrion. Cambios en la capacidad secretora y la expresion

de moléculas de adhesion, tanto en el epitelio luminal como glandular (Ramathal y cols. 2010).



Durante esta etapa, las hormonas esteroides inducen la maduracion de las glandulas uterinas,
proliferacion y diferenciacion de las células endometriales, asi como la secrecion de moléculas

que influyen en el desarrollo del trofoblasto (Bazer y cols. 2010).

Placentacion. La invasion del trofoblasto dentro del utero conduce a la formacion del
sincitiotrofoblasto en un ambiente relativamente hipoxico que favorece la proliferacion e
invasion hacia los vasos sanguineos y glandulas uterinas que nutriran al embrion. El trofoblasto
es el primer componente embrionario que dara origen a la placenta, posterior a la implantacién
formara el corion tejido que forma las vellosidades que absorben nutrientes y oxigeno.
Finalmente, se forma la barrera placentaria compuesta por el sincitiotrofoblasto, el
citotrofoblasto y el endotelio de los vasos coriales. La invasion del trofoblasto es controlada por

citocinas pro-inflamatorias y proteasas (Red-Horse y cols. 2014).

1.4 Enfermedades del embarazo y sistema inmune

Preeclampsia. En mujeres embarazadas, las afecciones del sistema inmunitario e
inflamatorio producen afecciones en el desarrollo embrionario. Las pacientes con diabetes
mellitus gestacional poseen predisposicion para desarrollar preeclampsia. Aproximadamente
entre el 3 'y 8% de los embarazos cursan con preeclampsia. La preeclampsia presenta un
crecimiento placentario desordenado, trampas de neutrofilos (NETosis) en las vellosidades
coriales, crecimiento aberrante de arterias espirales (Vokalova y cols. 2018) y un aumento en
TNFa circulatorio (Moreli y cols. 2012). Al encontrarse la NETosis en el espacio intravelloso

pueden provocar insuficiencia placentaria (Marder y cols. 2016; Stoikou y cols. 2017).

Parto prematuro. Aproximadamente hay 15 millones de recién nacidos pretérmino con
1 millén de muertes resultantes. Su etiologia es variada. Las infecciones se detectan en menos
del 25% de los casos. Las patologias no infecciosas como la obesidad, diabetes mellitus tipo 1
y enfermedades autoinmunes resultan en parto pretérmino. Los estudios en humanos han

implicado a IL-1, TNF e IL-6 en partos pretérmino (Cappelletti y cols. 2015).



Placenta acreta. Los términos acretismo placentario y placenta mérbidamente
adherente se substituyeron por invasion anormal de la placenta o trastornos del espectro de
placenta acreta. En la placenta acreta, la invasion del trofoblasto no es controlada por el sistema
inmunitario y esta invade mucho mas de lo que le corresponderia llegando incluso a la capa
muscular o sobresalir hacia otros 6rganos cercanos como la vejiga (Figura 1; Pifias-Carrillo y
Chandraharan 2019). Existen factores de riesgo para este tipo de placentacion como son un
evento quirdrgico previo (cesarea, miomectomia, dafio al endometrio o al miometrio por la
extraccion placentaria manual, legrado) o algun proceso infeccioso previo (endometritis), lo que
sugiere un fallo en la decidualizacion favorecido por el ambiente hipotdxico que se genera por
la cicatriz previa (Linn y cols. 2015; Pifias-Carrillo y Chandraharan 2019). La placenta acreta
también ha sido asociada con la edad materna (mayor de 35 afios), embarazos mdltiples,
multiparidad, abortos, tabaquismo, obesidad y endometritis (Linn y cols. 2015; Jauniaux y
Jurkovic 2012).
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Fig. 1 a) Ultrasonido abdominal de paciente de 20 semanas de gestacion en el que se observa deterioro de la
anatomia placentaria, invasion a través del miometrio hasta quedar cerca de la vejiga urinaria. b) Fotomicrografia
de la interfase Utero-placentaria. El tejido velloso placentario muestra invasion miometrial (flecha) Imagenes

tomadas de Jauniaux y Jurkovic 2012.



Bajo peso al nacimiento. La restriccion del crecimiento fetal esta presente del 3 al 7%
de los partos en paises desarrollados, en paises en vias de desarrollo se eleva hasta el 40%. La
mayoria de los casos son de etiologia desconocida. Las complicaciones de esta condicion van
desde enterocolitis necrotizante, asfixia perinatal, hipotermia, hipoglucemia, inmunodeficiencia
hasta la muerte. Las causas pueden ser desnutricion materna, placenta disfuncional diabetes
mellitus, sindrome de ovarios poliquisticos y perturbaciones en la salud mental (Bacon y cols.
2018). El bajo peso al nacimiento se relaciona con una mayor expresion de IL-6 (Street y cols.
2008).

Macrosomia fetal. Se define como un peso al nacer mayor a 4000-4500 g. Usualmente
se asocia con diabetes mellitus (Mrizak y cols. 2014) y dislipidemias (Wang y cols. 2018). El
TNF-a regula a la glucosa, los lipidos y la resistencia a la insulina (Brogin Moreli y cols. 2012;
Ategbo y cols. 2006). Asi, las madres con diabetes mellitus gestacional u obesidad tienen niveles
altos de insulina y factor de crecimiento parecido a la insulina (IGF-1) en la placenta dando
como resultado macrosomia fetal (Mrizak y cols. 2014; Gaudet y cols. 2014). Los hijos
macrosomicos tienen niveles bajos de TNF-« (Brogin Moreli y cols. 2012; Ategbo y cols. 2006),

interferon gamma e 1L4 (Mrizak y cols. 2014).

Ademas de las células inmunes, el epitelio endometrial y glandular libera de manera
fisiolégica diversas moléculas pro-inflamatorias que actian como sefiales para promover la
infiltracion de células inmunes. Entre ellas estan los cumulos de diferenciacion leucocitaria
(“CD” por sus siglas en inglés): moléculas CD68 (Orazov y cols. 2017), CD24 (Sundqvist y
cols. 2012); interleucinas (IL) 6, 10 y proteina quimio-atrayente de monocitos 1 (MCP-1).
Una sefializacién o expresion inadecuada conlleva a tener problemas de implantacion
(Zhinhong y cols. 2016). Este tejido inflamado, posteriormente, puede desprenderse y
ocasionar endometriosis y dolor pélvico cronico. Las mujeres con endometriosis también
tienen mayor expresion de IL8 (Arici y cols. 2002) IL-13 e IL-15 (Chegini y cols. 2003) en
el endometrio. El cancer de endometrio, la endometriosis y la hiperplasia endometrial son
patologias asociadas a proliferacion endometrial aberrante (Gargett, 2004).



1.4 Hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas se componen de aminoacidos modificados con &tomos de yodo
(I2). Se rigen por el eje hipotdlamo- hipofisis- tiroideo. La secrecion tiroidea esta controlada por
la tirotropina (TSH), secretada por la adenohipofisis (Hall, 2016). La glandula tiroides secreta
dos hormonas importantes, la tiroxina y la triyodotironina, conocidas a menudo como T4y T3,
respectivamente el resto de las hormonas tiroideas se sintetizan en los érganos blanco mediante
desyodasas. Ambas hormonas inducen un notable aumento del metabolismo del organismo. Las
hormonas tiroideas regulan el metabolismo, se relaciona con el gasto energético y el peso
corporal estimulando lipdlisis y lipogénesis, comunicacion cruzada con receptores nucleares y

termogénesis (Rashmi y cols. 2014).

El receptor de las hormonas tiroideas (TR) tiene dos isoformas en los tejidos: a y B que
son capaces de unirse a las hormonas tiroideas. Al unirse a sus receptores, las hormonas tiroideas
son capaces de regular expresion de genes que se involucran en la diferenciacion y el ciclo
celular. Los TRs poseen una expresion en diferentes tejidos, por ejemplo, el TRa-1 se encuentra
presente en musculo esquelético, tejido adiposo pardo, cerebro, rifion e higado. EI TRpB-2 se
expresa en adenohipofisis y hormonas hipotaldmicas productoras de la hormona liberadora de
tirotropina (TRH). La hormona estimulante de la tiroides (TSH) también posee un receptor, el
TSHR se encuentra en la tiroides, tejido renal, adiposo, cardiaco, timo y ovario humano

(Aghajanova y cols. 2011).

La T3 y T4 entran a la célula a través de las proteinas transportadoras (MCT8 y 10,
OATS). Una vez dentro, las desyodasas transforman la T4 a T3. Las hormonas tiroideas se unen
a sus TRs alfa o beta, formando un heterodimero con el receptor del &cido retinoico (RXR), el
cual se une a elementos de respuesta de la hormona tiroidea situados en genes diana (Figura 2).
Este proceso puede explicar el rol de las hormonas tiroideas en el crecimiento, desarrollo y

homeostasis tisular incluso, en patologias como el cancer (Pascual y Aranda 2012).
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Fig. 2. Mecanismo de accidn de los receptores de hormonas tiroideas. La T3 y T4 entran a la célula a través de las
proteinas transportadoras (MCT8 y 10, OATSs) G). Una vez dentro las desyodasas transforman la T4 a T3. Unida a
su receptor activa la transcripcion. Se une al heterodimero acido retinoico (RXR). Se produce como resultado la
activacion de los elementos de respuesta de la hormona tiroidea situados genes diana (modificada de Pascual y
Aranda 2012).

Hay varios mecanismos de metabolizacion de las hormonas tiroideas: sulfatacion,
descarboxilacion, desaminacién desyodacion y conjugacion con 4acido glucorénico. Las
desyodasas (D) son enzimas catalizadoras de las tirosinas, se ubican en diversos tejidos y existen
reacciones basicas de las desyodasas para formar las hormonas tiroideas. La D1 que tiene
ubicacion en higado rifion, tiroides e hipdfisis. La D1 puede desyodar los anillos de T4, aunque
tiene mas afinidad por T3. La D2 se expresa cerebralmente y su funcion se centra en la
produccion de T3 en este drgano (Van Der Spek 2018). La D2 se expresa en hipofisis, adiposo
pardo, placenta, células inmunitarias y escasamente en el musculo esquelético (Rashmi y cols.

2014). La D3 se encuentran en placenta, Utero, higado, corazdn, aparato reproductor, sistema



urinario y corteza cerebral. Esta juega el papel de inactivador, desyodando anillos internos de
T3y T4 (Van Der Spek 2018; Figura 3).
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Fig. 3. A) Reacciones basicas de las desyodasas para formar las hormonas tiroideas. Las reacciones son catalizadas por las
desyodasas que eliminan restos de yodo de los anillos fendlicos (anillos exteriores) o tirosil (anillos interiores) de las
yodotirosinas. Estas vias pueden activar la T4 mediante su transformacion en T3 (a través de D1 o D2) o evitar que se active
mediante su conversion a la forma metabdlicamente inactiva o T3 reversa (a través de D1y D3). La T2 es un producto inactivo
comun a las dos vias que se metaboliza rapidamente por desyodacion adicional. B) Mecanismo de retroalimentacion de sintesis

y secrecion de las hormonas tiroideas C) Férmula quimica de las hormonas tiroideas (Vijai 2011).

Existen vias involucradas en las acciones no gendémicas de las hormonas tiroideas, éstas
inician mediante la union de las hormonas un receptor tiroideo que no sea intracelular, por

ejemplo, al receptor en la integrina de la membrana plasmatica avp3 (Davis y cols. 2016).



1.5 Hormonas tiroideas y gestacion

Las hormonas tiroideas poseen diversos efectos importantes en la reproduccion. En la
mujer, la T3 en combinacién con FSH se asocia a la foliculogénesis y a la proliferacion de las
células de la granulosa, asi como la inhibicion apoptdtica de las mismas (Vissemberg 2015).
Existe evidencia de presencia de D2 y D3 en tejido endometrial humano durante todas sus fases
del ciclo menstrual, aunque no existe reporte de su funcion y receptores TRay TRp en el epitelio
glandular, lo que sugiere una disposicion local de la hormona (Vissemberg 2015). EI TRB1 se
expresa predominantemente en la primera fase del ciclo menstrual y fase secretora temprana;
mientras que, el TRa disminuye durante la segunda mitad de la fase secretora al unirse a sus

receptores en el endometrio (Aghajanova y cols. 2011).

Durante la implantacién, la hormona tiroidea ejerce efecto sobre la produccién de
progesterona secretada por las células de la granulosa produciendo una inmunotolerancia
materna (Vissemberg 2015). La T4 en el trofoblasto causa un aumento en la expresion del factor
de crecimiento endotelial vascular (VEGF), como consecuencia el epitelio se engrosa
(Vissemberg 2015). En la placentacion, la T3 aumenta la expresion de metaloproteinasa
matricial 2,3, asi como la fibronectina fetal e integrinas en el trofoblasto extravilloso
(Vissemberg 2015). Hecho que sugiere que la hormona tiroidea actia como regulador en el
potencial invasivo del trofoblasto extravilloso. Asi mismo, estimula a la placenta para la
produccion de progesterona y lactogeno placentario (Vissemberg 2015). ElI aumento de
progesterona aumenta la tolerancia inmunolégica del cigoto para evitar su rechazo (Vissemberg
2015). El lactogeno placentario humano promueve el aumento de glucosa ofrecida al feto
disminuyendo las reservas de acidos grasos de la madre y altera la secrecion de insulina de esta
(Vissemberg 2015). Las desyodasas presentes en la placenta regulan el metabolismo de las
hormonas tiroideas circulantes para transmitirlas al feto, posee TRH durante toda la gestacién
(Vissemberg 2015).

Durante la gestacion, las hormonas tiroideas son imprescindibles para el desarrollo y
crecimiento fetal. Actlan directamente a través de los efectos anabodlicos sobre el metabolismo
fetal y la estimulacion del consumo de oxigeno fetal (Vissemberg 2015; Cai y cols. 2019) vy,

particularmente, durante la formacion cortical cerebral (Jahagirdar y cols. 2012). Durante el
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embarazo, el tamafio de la glandula tiroides se incrementa hasta un 50% y la cantidad de tiroxina
secretada se eleva en la misma medida (Cai y cols. 2019). La hormona gonodatropina coridnica
(hCG), secretada por la placenta, es capaz de estimular la sintesis de hormonas tiroideas de
manera similar a la TSH (Figura 4; Hall 2016). Esta hormona afecta el funcionamiento normal
del eje hipotaldmico-hipofisario-tiroideo y asegurando un aporte adecuado de hormonas
tiroideas maternas hacia el feto durante su desarrollo (Smallridge y cols. 2001; Jahagirdar y cols.
2012; Bucci y cols. 2017). Como resultado hay un aumento transitorio en la tiroxina libre (FT4)
y una reduccion transitoria de TSH (Gupta 2005). Durante las primeras 20 semanas debido a los
altos niveles de estrogenos existe un aumento casi al doble en la concentracion de globulina
transportadora de hormonas tiroideas (TGB) y las hormonas tiroideas totales circulantes
aumentan al inicio de la gestacion, atraviesan la barrera placentaria (Bucci 2017).
Aproximadamente a las 20 semanas se alcanza una meseta y persiste elevada (Bucci 2017). El
feto inicia la produccion de hormonas tiroideas entre las 10 y 12 semanas de gestacién, aqui es
cuando se logra alcanzar por completo el funcionamiento del eje hipotalamo-hipoéfisis-tiroideo,
a su vez, los niveles de T4 y T3 séricos se encuentran duplicados y sus respectivas fracciones
libres disminuyen hasta un 10- 15% (Gupta 2005; Bucci 2017).

En el transcurso del embarazo, entre las semanas 8 y 10 de gestacidn, el sinciotrofoblasto
velloso presenta niveles altos de co-transportador de yoduro sodio (NIS) debido este actlia como
reservorio de yodo por que el feto no produce hormonas tiroideas y para evitar deficiencia de
este, previene infecciones placentarias o antioxidantes (Bidart y cols. 2000). La TSH materna
no puede pasar a traves de la placenta, pero la TRH es sintetizada en la placenta y contribuye a

la funcion tiroidea fetal, al estimular la pituitaria fetal (Calina y Docea 2019).
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Fig. 4 La estimulacion del receptor de TSH (TSHR) en el embarazo. El efecto tirotropo de la hCG secretada por la placenta

asegura un aporte adecuado de hormonas tiroideas maternas hacia el feto durante su desarrollo (Imagen modificada de Bucci y
cols. 2017).

Las hormonas tiroideas regulan la expresion VEGF-A y angiogenina en las células
deciduales, la secrecion de citocinas por parte de las células deciduales y células inmunitarias e
incrementan el TNF-a en el estroma, lo cual podria afectar la invasion del trofoblasto en la
interfase materna (Vasilopoulou y cols. 2014). En conejas, la gestacion induce un hipotiroidismo
natural disminuyendo gradualmente, que compensa la produccion de T3 (Méndez-Tepepa tesis
de doctorado). La T4 se inactiva por la placenta utilizando la D3, que convierte T4 en rT3, que
es biologicamente inactiva. Esta actividad va en aumento en la segunda parte del embarazo
(Calina'y Docea 2019).



2. Antecedentes

2.1 Hipotiroidismo y gestacién

En Mexico, el hipotiroidismo clinico se encuentra entre 3 a 8%. Mundialmente, la
prevalencia en mujeres embarazadas con hipotiroidismo clinico es de 0.2 a 0.5% y subclinico
de 2 a 2.5% (Flores y cols. 2015). La American Thyroid Association (ATA) reporta una
frecuencia del hipotiroidismo en el embarazo de 0.3% a 0.5% para hipotiroidismo clinicoy 2 a

3% para hipotiroidismo subclinico (CoskunB y cols. 2020).

En la reproduccion femenina, el hipotiroidismo se ve asociado con tasas de fertilizacion
bajas y embriogénesis alterada (Vissemberg 2015). Durante la gestacion, puede inducir
consecuencias como anemia, hipertension, preeclampsia, desprendimiento prematuro de
placenta, hemorragia y parto prematuro, depresion posparto, muerte fetal intrauterina, bajo peso
al nacer y una disfuncion en el desarrollo neurolégico infantil de moderado a severo, incluyendo
retraso mental severo, aunque los mecanismos no se encuentran del todo descritos (Nazarpour
y cols. 2015). Ademas de los efectos que el hipotiroidismo tiene en la salud materna, el
desarrollo fetal también se ve comprometido. Asi, Cai y cols. (2019) reportaron que una
variacion leve de la normalidad en las hormonas tiroideas puede tener efectos importantes en el
feto durante el segundo trimestre y al haber resolucién del embarazo. Los niveles altos de T4
total y libre maternos durante el embarazo especificamente a principios del segundo trimestre
se asocian con un menor peso fetal y peso al nacer, asi como con un mayor riesgo de peso bajo
para la edad gestacional y bajo peso al nacimiento. De manera contraria una elevacion de T3
libre y total a principios del segundo trimestre se relaciona con macrosomia fetal y peso alto
gestacional. Las mujeres embarazadas pueden ser diagnosticadas con hipotiroidismo clinico
cuando los valores de TSH en el primer trimestre se encuentran por arriba de 2.5 mUl/ml y
valores de T4 libre disminuidos. Cuando los niveles de TSH se encuentren por arriba de 10
mUI/ml el diagnostico de hipotiroidismo clinico se hara incluso sin contar con resultados de T4
libre (Coskun y cols. 2020).



En modelos animales con hipotiroidismo inducido se han reportado efectos similares a
lo encontrado en humanos. Cintia y cols. (2017) reportan en su modelo de estudio ratas
hipotiroideas de 10 y 19 dias de gestacion una disminucion de la decidua y en ratas de 10 y 14
dias de gestacion aumento de VEGF-A y un posterior descenso a los 19 dias de gestacion. En
conejas, el hipotiroidismo se asocia con una disminucion de la talla de los fetos y una reduccién
en la acumulacion de lipidos en el Gtero (Rodriguez-Castelan y cols. 2019). Los trastornos de
funcién tiroidea pueden afectar la migracion del trofoblasto en el Gtero. También se observa una
disminucion de metaloproteasas tipo 2 y 9 ademas de leptina placentaria (Silva y Serakides
2016).

2.2 Importancia de los neutrofilos en la gestacion

En humanos sanos, entre el 45-65% de los neutrofilos en circulacion son CD177+. Esta
proteina es conocida como antigeno de neutrofilos humanos NB1, la cual es una glicoproteina
expresada en membrana citoplasmica y dentro de los granulos contenidos en los neutrofilos. La
CD177 promueve la interaccion de los neutréfilos con las células endoteliales favoreciendo su
migracion. Esta proteina se puede unir a la molécula de adhesion celular de plaguetas (PECAM-
1 0 CD31), asi como a integrinas 2 y proteasas 3 (Silvestre-Roig y cols. 2019). La cantidad de
neutréfilos CD177+ puede verse aumentado en condiciones de asma, sepsis, inflamacion de
vejiga, cancer, gestacion y vasculitis (Silvestre-Roig y cols. 2019, Figura 5).

En el embarazo, los neutrofilos tienen un papel importante. La poblacién de neutrofilos
que llega al Utero gestante muestra caracteristicas inmaduras, lo que se ha sugerido ayuda a la
tolerancia materno-fetal. Estos neutrdfilos son conocidos como neutréfilos de baja densidad o
células supresoras derivadas de células polimorfonucleares mieloides (Silvestre-Roig y cols.
2019). Estas células se localizan en la decidua y tiene funciones pro-angiogénicas y, a su vez,

estan involucrados en la pérdida fetal y en el desarrollo de preeclampsia (Amsalemy cols. 2014).
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Figura 5. Caracteristicas de los neutréfilos presentes en la sangre y tejidos. Tomado de Silvestre-
Roig y cols. 2019.

Ademas de las NK, los neutréfilos también se infiltran para formar la interfase materno-
fetal (Amsalem y cols. 2014). Los neutrofilos inducen a las células T auxiliares (Th) 1y 2 (Thl
y Th2) que producen IL-4, 5, 10, 13 y 17 involucradas en la inmunidad humoral (Vandana y
cols. 2011). Las citocinas producidas por los Thl desencadenan accion trombdtica e
inflamatoria, asi como angiogénesis placentaria mediante la activacion de procoagulantes,
celulas endoteliales vasculares y el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF-A). El

aumento de células Thl induce apoptosis y fallas en la sefializacion de neutrofilos, afecta la
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invasion del trofoblasto y la formacion de las arterias espirales (Nadkami y cols. 2016). Para el
segundo tercio del embarazo, las arterias se contintian remodelando y la placenta sigue creciendo
por lo que se siguen infiltrando células inmunes al tejido uterino, especificamente la decidua
basal. Con frecuencia se encuentra cimulos de neutrofilos cerca de las arterias espirales. La
infiltracion puede detectarse migrando desde el endotelio venoso a la decidua, aunque un exceso
podria inducir aborto (Amsalem y cols. 2014; Figura 6).
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Fig. 6. Descripcion general de las células inmunitarias en el interfaz materno /fetal. Posee receptores inmunes

innatos, incluidos los TLR, recluta y activa a las células inmunes innatas modificadas de (Cappelletti y cols. 2015).



2.3 Neutréfilos y hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas estan estrechamente relacionadas con el sistema inmunitario,
incluyendo mecanismos gendémicos y no gendmicos ademas de promover un mecanismo
proinflamatorio (Van Der Spek 2016). Existe evidencia de la interaccion bidireccional del
sistema inmune y las hormonas tiroideas, la accion de estas es nuclear y no-nuclear mediante
receptores especificos: TRal, TRB1, TRB2 y TRP3 controlado por correceptores y
coactiavdores (Montesinos y cols. 2019). Se ha sugerido que las células del sistema inmunitario
son células diana de T3 (Van Der Spek 2016). Existe la posibilidad de que las hormonas
tiroideas estimulen las cascadas inflamatorias (Paschou y cols. 2018). Pacientes con
hipotiroidismo subclinico poseen mayor expresion de marcadores de inflamacién incluyendo

IL-6 y proteina C reactiva lo que sugiere un estado de inflamacion cronica (Zhu y cols. 2019).

Los neutrdfilos son células fagociticas provenientes de células madre hematopoyéticas
(Borregaard 2010). EI CD177 solo se expresa en neutrofilos, no en monocitos o linfocitos (Xie
y cols. 2015; Howard y cols. 2013). Poseen tres mecanismos de destruccion ante patdgenos: la
desgranulacion, la produccion de especies reactivas de oxigeno y la generacion de trampas
extracelulares de neutrofilos (Kolaczkowska y Kubes 2013, Bardoel y cols. 2014). En
enfermedades que cursan con proceso inflamatorio, la relacién neutrofilos/ linfocitos esta
aumentada, aungue no existe claridad en la significancia clinica (Bilge y cols. 2019) y, en estas
mismas, los neutr6filos aumentan la generacion de especies reactivas a oxigeno,
mieloperoxidasa y consumo de oxigeno mitocondrial (Montesinos y cols. 2019). Los neutréfilos
murinos contienen el transportador TH MCTS8, y los humanos expresan el ARNm MCT10, pero
no MCT8y poseen la capacidad de desyodar T3y T4 (Boeleny cols. 2005, van der Spek y cols.
2016). También tienen la capacidad de producir T3 y T3r (Woeber 1977). Dentro de los
neutréfilos, asi como sus granulos existe D3y D1 (Van der Spek 2016).



3. Justificaciéon

En Meéxico esta reportado que el. 1% de hipotiroidismo es primario. Del 3 a 8%
catalogado como subclinico. Mundialmente, la prevalencia de hipotiroidismo clinico va del 0.2
a 0.5% y de 2 a 2.5% en hipotiroidismo subclinico (Flores y cols. 2015). En la gestacion, el
hipotiroidismo puede presentar consecuencias como, desprendimiento prematuro de placenta,
hemorragia, parto prematuro, muerte fetal intrauterina, bajo peso al nacer y una disfuncién en

el desarrollo neuroldgico infantil (Nazarpour y cols. 2015).

Las hormonas tiroideas pueden regular la expresion de las células inmunitarias (Roman
y cols. 2018). Sin embargo, existe informacidn escasa sobre la expresion de CD177 y TNFa en
utero, y tampoco hay un reporte del comportamiento de la expresion de CD177 en estados de
hipotiroidismo durante la gestacion. Dado que se relaciona con la angiogénesis y patologias
durante el embarazo (Gelber y cols. 2016; Gorivodsky y cols. 1998), el presente estudio puede
proponer una explicacion a cerca de la falla de implantacion placentacion y luteinizacion durante

el proceso de gestacion en el hipotiroidismo.



4. Hipotesis

El hipotiroidismo aumenta la expresion de CD177 en el Gtero a lo largo de la gestacion en

conejas.

5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Determinar si el hipotiroidismo aumenta la expresion CD177 en el Gtero a lo largo de la

gestacion en conejas.

5.2 Objetivos especificos

En conejas de la raza Chinchilla Europea no gestante y gestante de 5, 10 y 20 dias controles e

hipotiroideas:
e Determinar la expresion de CD177 mediante inmunohistoquimica.

e Cuantificar la expresion de CD177 mediante western blot en el Gtero con y sin implante.



6. Metodologia

6.1 Induccion del hipotiroidismo

El hipotiroidismo se indujo mediante tratamiento con el farmaco anti-tiroideo
metimazol, el cual fue administrado en el agua de bebida a una concentracion de 0.02% durante
treinta dias (Méndez-Tepepa, Tesis de Doctorado). Los animales gestantes hipotiroideos
tuvieron un mes de tratamiento con metimazol, ajustando los dias previos a la copula y de

gestacion, segn correspondio a cada grupo (Méndez Tepepa, tesis de doctorado; Figura 7).

Induccion del hipotiroidismo y ajuste de la gestacion.
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Fig. 7. Induccion del hipotiroidismo y ajuste de la gestacion. Conejas controles (azul) e hipotiroideas (rojo) con 30
dias de tratamiento cada una, se marca el inicio de la gestacién. a) conejas no gestantes, b) conejas con 5 dias de
gestacion (implantacidn), c) conejas con 10 dias de gestacion (placentacion) y d) conejas con 20 dias de gestacion

(luteinizacién).



6.2 Inmunohistoquimica

Los Uteros medios izquierdos de conejas controles e hipotiroideas gravidas
(implantacion) fueron fijados en una solucion de Bouin-Duboscq por 12 h. Los tejidos fueron
deshidratados con alcoholes en concentracion ascendente (60-100%) e incluidos en parafina.
Con un micrétomo se realizaron cortes de ttero transversales a 5 um y se colocaron 6 cortes en
una laminilla. Los cortes de Utero se observaron con un microscopio para el posterior analisis
histolégico. Una laminilla de dtero por 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 solucién buffer de citratos (pH= 6) durante tres noches.
Posteriormente, los cortes se incubaron con el primer anticuerpo anti-CD177 (ab220281; 1:100;
Abcam) en una cadmara humeda a 4°C durante una noche. Seguido de ello, los cortes se
incubaron con un anticuerpo secundario mouse anti-rabbit (1:250) durante 2 h a temperatura
ambiente. Después, los cortes se lavaron con una solucién buffer de fosfatos (PBS; pH=7.2) y
se incubaron 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 Gtero
(capa epitelial, submucosa, musculo y células inmunes). Los cortes se deshidrataron en
alcoholes a concentraciones ascendentes y se cubriran con Cytoseal TM60 y un cubreobjetos.
Para determinar la inmunolocalizacion y descripcion de la presencia células CD177+ en el
estroma del Utero, se observo el tejido con un microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE
E600), se realiz6 la cuantificacion de células positivas en cuatro cuadrantes, tomando dos

campos por cada uno de ellos.

6.3 Western blot

Se tom0 una porcion de Gtero congelado (0.5 mg aproximadamente). El tejido fue
macerado con un homogeneizador eléctrico utilizando buffer de lisis®. Se agreg6 a la muestra

un inhibidor de proteasas (sigma) y 100 mM de fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF).

1Composicion de Buffer de Lisis. Volumen final 5 ml Argegar: Cloruro de Sodio (NaCL) 1M 0.292g,
Glicina 1M 0.375g, Tris pH 7.6 0.02M 10 ml, Tritén 50 pl



Posteriormente, se centrifugd durante 30 min a 13,400 rev/min a 4°C para obtener el precipitado
y el sobrenadante de la muestra. Del homogenizado se determind la concentracion de las
proteinas totales mediante el método de Bradford. Para la separacion electroforética de las
proteinas, se utilizaron geles de poliacrilamida/SDS al 10%. Para la corrida se cargaron 50 g
de proteina. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa utilizando el sistema
Mini Trans-Blot Cell (ENDURO). Una vez realizada la transferencia a las membranas, se
bloqued con una solucion de leche descremada al 7% y 0.02% tween-20 en PBS.
Posteriormente, las membranas se incubaron con el anticuerpo primario anti-CD177 (1:50)
diluido en 1% de leche descremada en 0.02% tween-20 en PBS durante 1 noche a 4°C. Después
se incubo con el anticuerpo secundario Mouse anti Rabbit (1:50 000) diluido en 1% de leche
descremada y 0.2% de TRIS durante 1 h a temperatura ambiente. Finalmente, las bandas
inmunoreactivas se revelaron utilizando un kit de quimioluminiscencia? como se mencion6
anteriormente. Para la cuantificacion se utilizo el software Image J y se cuantificaron las bandas
obtenidas del rojo Ponceau vs bandas obtenidas en el revelado obtenido por placas®. Una vez

obtenido esto se promediaron por grupo y se procedid a realizar estadistica.

6.4 Estadistica

Los resultados fueron comparados con ANOVA de dos vias y t-Student con el programa
Gb-Stat.

2 Super Signal West, Pierce
3 Placa Kodak BioMax light film; reactivos reveladoor Kodak Developer and Replenisher Revelateur et
Entretien y fijador Kodak Fixador e Refocador.



7. Resultados

En los cortes de tejidos sin implante de Uteros control se observaron células CD177+ en
el epitelio, estroma y capa muscular, en todas las condiciones de gestacion (Figura 8). Un
marcaje similar fue observado en los animales hipotiroideos (Figura 9). En los sitios con
implante, se observaron células CD177+ en el epitelio luminal, epitelio glandular, tejido

estromal y muscular de Uteros de conejas eutiroideas (Figura 10) e hipotiroideas (Figura 11).

Al realizar el conteo de las células CD177+ en los tejidos sin implante, no se observaron
diferencias significativas ni a lo largo de la gestacion ni por efecto del hipotiroidismo, en los
sitios sin y con implante (Figura 12). Lo mismo ocurri6 para el namero de células CD177+ en

la capa muscular en los sitios sin y con implante (Figura 13).

Sobre las mismas fotografias tomadas de los tejidos control e hipotiroideos se realizo el
conteo de namero de vasos presentes en cada uno de los campos. No se encontraron diferencias
entre los grupos por gestacion y tratamiento en el estroma (Figura 14) ni en la capa muscular
(Figura 15).

Para la técnica de transferencia por Western Blot para la cuantificacion de CD177 se
realizaron 4 animales. La expresion se encontro entre 58 y 64 kDa y en la membrana se expresé
entre los marcadores 72 y 55 kDa. No se encontraron diferencias significativas entre los grupos

ni a lo largo de la gestacion ni por efecto del hipotiroidismo (Figura 16).
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Fig. 8. Fotografias de inmunohistoquimica para CD177 de Gtero de conejas controles no gestantes, 5, 10 y 20 dias de
gestacion. Secciones sin implante. En aumento a 40x (A-P). Escalas A-P= 100 um: el= epitelio luminal, g=glandula, v= vaso,
1= células positivas CD177.
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Fig. 9. Fotografias de inmunohistoquimica para CD177 de Utero de conejas hipotiroideas no gestantes, 5, 10 y 20 dias de
gestacion. Secciones sin implante. En aumento a 40x (A-P). Escalas A-P= 100 pm. el= epitelio luminal, g=glandula, v= vaso,
1= células positivas CD177.
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Fig. 10. Fotografias de inmunohistoquimica para CD177 de Utero de conejas control gestantes, 10 y 20 dias de gestacion.
Secciones con implante. En aumento a 40x (A-H). Escalas A-H=100 um.: el=epitelio luminal, g=glandula, v=vaso, 1= células
positivas CD177, cg= células gigantes del trofoblasto.
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Fig. 11. Fotografias de inmunohistoquimica para CD177 de Utero de conejas hipotiroideas gestantes, 10 y 20 dias de
gestacion. Secciones con implante. En aumento a 40x (A-H). Escalas A-H=100 pm. el= epitelio luminal, g=glandula, v=vaso,
1= células positivas CD177, cg= células gigantes del trofoblasto.
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d) sitios con implante en conejas de G10 y G20. n=3
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Fig. 16. Carriles de membrana tefiidos con Rojo de Ponceau que muestra el total de las proteinas de los grupos control e
hipotiroideos no gravidos (NG), implantacion (G5), placentacion (G10), degeneracion del cuerpo liteo (G20). Secciones con
implante y sin implante. Carga de proteina 80 pg b) Expresion de la proteina CD 177 en carril entre 55 y 72 kDa, durante las
etapas no gravida, implantacion, placentacion y degeneracion del cuerpo ldteo. c) Cuantificacion de la proteina grupos sin
implante, con analisis ANOVA. Muestra una disminucion de la expresion hacia el final de la gestacion en el grupo hipotiroideo
d) Grafica que muestra agrupacion de conejas con implante. El grupo hipotiroideo 20 de dias de gestacion presenta un aumento
de la expresion en comparacidn con el grupo control n=3.



8. Discusion

Embarazo y celulas inmunes

Desde la implantacion, el embarazo requiere del sistema inmunitario. Al inicio se debe
establecer una tolerancia inmune de la madre hacia el feto, pero posteriormente las células
inmunes fungen como mediadores de sefializacion en tejidos maternos y fetales (Waldorf y cols.
2008; Ramathal y cols. 2010; Vasilopoulou y cols. 2014). Estas celulas inmunes secretan
diversas citocinas que regulan la invasion del trofoblasto (Red-Horse y cols. 2014) y la
formacion de la placenta (Marder y cols. 2016; Stoikou y cols. 2017). Alteraciones en el nimero
u actividad de estas células inmunes se han asociado con partos pretérmino (Cappelletti y cols.

2015) y bajo peso al nacimiento (Street y cols. 2008).

Los neutréfilos juegan un papel importante en la implantacion, al promover la
angiogénesis uterina. Tal angiogénesis es llevada a cabo por VEGF y metaloproteinasas (MMP),
las cuales son secretados por los neutrdfilos (Wang 2018). Los neutréfilos infiltrados en los
tejidos mediante quimiocinas respondiendo a procesos inflamatorios. Se conocen los subtipos
pro-inflamatorios (N1) y anti-inflamatorios (N2). En este proceso de polarizacion estan
involucradas peroxisome proliferator activated receptor gamma (PPARYy), interferon-y e
interleucina-4 (IL4) (Wang 2018). Un exceso de neutréfilos se observa en procesos de infeccion
intrauterina, favoreciendose la infiltracion de neutréfilos en la placenta, membranas fetales y

liqguido amnidtico promovido por el aumento de TNFa (Presicce y cols. 2020).

Embarazo y hormonas tiroideas

En el trofoblasto, la T4 estimula la produccion de VEGF, lo cual promovera la
placentacion (Vissemberg 2015). En el feto, las hormonas tiroideas promueven la formacién
cortical cerebral (Jahagirdar y cols. 2012). EL hipotiroidismo durante la gestacion tiene
consecuencias fetales como muerte fetal, bajo peso al nacimiento, cretinismo; consecuencias
maternas como: anemia, desprendimiento prematuro de placenta, hipertension y preeclampsia
(Vissemberg 2015).



Embarazo y sistema inmune

Las hormonas tiroideas son capaces de regular el sistema inmunitario a través de sus
receptores en diversas celulas, fisiologicamente promoviendo la expresion de estas células
durante su modulacion con diversos fines (Van der Spek y cols. 2016). Los neutréfilos (CD177
positivos) tienen la capacidad de producir T3y T3r (Woeber 1977) y en los granulos contienen
D3 y D1 (Van der Spek 2016). Aunque Wang y cols. (2018) reportaron que los neutrofilos
expresan CD177, en las laminillas de inmunohistoquimica que se han realizados se muestra
expresion en estroma y musculo, no es exclusivo de neutrofilos también se expresa en
mastocitos (Natkunam y cols. 2000) y en células pertenecientes al trofoblasto (Natkunam y cols.
2000).

Existe informacion escasa sobre la expresion de CD177 en (Gtero, y tampoco hay un
reporte del comportamiento de su expresion en estados de hipotiroidismo durante la gestacion.
La CD177 estd presente en células inmunoldgicas y se relaciona con la angiogénesis;
seguramente indicard una adecuada implantacion, irrigacion del trofoblasto y posterior
placentacion. Fisiolégicamente, las células inmunitarias disminuyen hacia el final de la
gestacion puesto que ya no es necesaria una angiogénesis. La sobreexpresion del anticuerpo se
relacionaria con patologias durante el embarazo. La gestacion no modifica la expresion de

CD177, pero puede ser que su tendencia al aumento sea verdadera al completar una n de 6.
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ADN Acido desoxiribonucleico

ARNmM Acido ribonucleico mensajero
ATP Adenin trifosfato

CD Cluster de diferenciacion

FSH hormona foliculo estimulante

GA Ensayo de aglutinacién de granulocitos
GIF Inmunofluorescencia de Granulocitos
hCG Hormona gonodatropina coridnica
IFN-y Interferon Gamma

IGF-1 Factor de crecimiento parecido a la insulina
IL Interleucina

LH Hormona Luteinizante

NIS Cootransportador de yoduro sodio

NK Natural Killer

PMN Polimorfonucleares

Th Celulas T auxiliares

TH Hormonas Tiroideas

TNF-a factor de Necrosis Tumoral alfa
TSH tirotropina

TR receptor de hormona tiroidea

VEGF factor de crecimiento endotelial vascular
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