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RESUMEN

El efecto del hipotiroidismo sobre la expresion de células inmunes durante la gestacion se ha
relacionado con diversas alteraciones entre la madre y el feto, incluyendo los abortos
espontaneos, parto prematuro, patologias como preeclamsia, diabetes gestacional y placenta
acreta. En hijos de mujeres con hipotiroidismo, se asocian con el alto peso al nacimiento o
macrosomia fetal y bajo coeficiente intelectual. En otros estudios, describen que en mujeres
con hipotiroidismo hay una alta probabilidad de tener fetos macrosémicos. En modelo de la
coneja virgen, el hipotiroidismo estd relacionado con un proceso inflamatorio donde el
namero de células inmunes se encuentra aumentada y durante la gestacion promueven
macrosomia fetal. En este estudio, evaluamos el efecto del hipotiroidismo sobre la
infiltracion de macrdfagos (CD163) y células natural killer (CD94) en el Utero de conejas no
gestantes y gestantes. Se tuvieron 48 conejas de la raza Chinchilla las cuales fueron divididas
en dos grupos no gestantes (n=12, NG) y gestantes durante la implantacion (n=12, dia 5; G5),
placentacion (n=12, dia 10; G10) y degeneracion de cuerpo luteo (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
gestacion, las conejas se sacrificaron con una sobredosis de pentobarbital sédico. Se extrajo
el tejido uterino de sitios con y sin implante del Gtero de la region medial. El Gtero fue
procesado histoldgicamente para evaluar la presencia de CD163 y CD94 mediante
inmunohistoquimica. Los datos fueron analizados con una ANOVA de 2 vias. Se encontro
inmunomarcaje de CD163+y CD94+ en diferentes en regiones del tejido (epitelio, glandulas
uterinas, estroma y capa muscular) en localizando moderada expresion en el grupo
hipotiroideo y menor en el grupo control. Para el conteo de células CD163+ y CD94+ se
tomaron fotos en vasos de la region subepitelial y de la capa muscular. Se encontrd que el
hipotiroidismo aumento el numero de macréfagos CD163+ en el sitio con implante al dia 20
de gestacion en la region subepitelial. En la capa muscular no se encontr6 diferencias. Con
respecto al marcador CD94+ se encontrd una disminucion en el grupo hipotiroideo al dia 10
de la gestacion en el sitio sin implante en la region subepitelial. En region del musculo no se
observaron diferencias. Con estos resultados sugerimos que el hipotiroidismo podria
promover alteraciones en la infiltracion de macréfagos y natural killer y con ello afectar el

desarrollo placentacentario y el crecimiento embrionario.
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Abreviaturas y acronimos

D1 Desyodasa 1

E2 Estradiol

hCG Gonadotropina coridnica humana

HLA Antigeno leucocitario humano

IFN-y Interferén-gamma

IGF Factor de crecimiento insulinico t

IL Interleucina

NK Natural Killer

LIF Factor inhibidor de la leucemia

M-CSF Factor estimulante de col6nias de Macrofagos
MCT Transportador de monocarboxilato

MIF Factor inhibidor de la migracién de macrofagos
MMP Metaloproteinasas de la matriz extracelular
OATP Proteinas transportadoras de aniones organico
P4 Progesterona

PIGF Factor de crecimiento placentario

RXR Receptor X del &cido retinoico

T3 Triyodotironina

T4 Tiroxina

TBG Globulina fijadora de tiroxina

TH Hormonas tiroideas

TNF Factor de necrosis tumoral

TSH Hormona estimulante de la tiroides

TRa Receptor tiroideo alfa

TR Receptor tiroideo Beta

VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular
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1. INTRODUCCION

1.1 Implantacién y placentacién

El periodo de gestacion, tanto en mamiferos como en humanos, implica cambios
endocrinos y metabolicos entre la madre y el feto (Magon y Kumar 2012). La placenta
humana esta formada por células decidules y trofoblasto de origen materno y fetal. Las
células del trofoblasto forman estructuras vellosas y extravellosas. En roedores, éste es
conocido como laberinto placentario. El trofoblasto velloso, formados por la fusion de células
de citotrofoblastos y sincitiotrofoblastos, estan involucrados en la produccion de hormonas
esteroides (progesterona, P4 y estradiol, E2), esto para el mantenimiento del embarazo
(Noyola-Martinez y cols. 2019). La placenta es el érgano principal que realiza la biosintesis
de esteroides a lo largo de la gestacion. Las hormonas esteroides se producen utilizando dos
tipos de enzimas: los citocromos P450 y la hidroxiesteroide deshidrogenasa (HSD),
involucradas en los procesos de oxidacion o reduccién de la biosintesis hormonal (Noyola-
Martinez y cols. 2019). En la coneja, como en seres humanos, desde el comienzo hasta el
final de la gestacion, hormonas esteroides como la P4, E2, hormona corionica humana
(hCG), entre otras hormonas proteicas (Czyzyk y cols. 2017), son importantes para la
gestacion.

Progesterona. La P4 esta involucrada en el ciclo menstrual en humanos o el estro en
otros mamiferos (Wang y cols. 2017). Esta hormona es importante para el mantenimiento del
embarazo al reducir la contractilidad miometrial (Gorviny y cols. 2015; Czyzyk y cols. 2017;
Chee y cols. 2018; Figura 1). La P4 es de funcion importante para suprimir la respuesta
inmunoldgica materna de los antigenos fetales, evitando asi el rechazo materno del
trofoblasto (Magon y Kumar 2012; Chee y cols. 2018). La P4 es de gran importancia para la
receptibilidad uterina, las comunicaciones de células del estroma dan paso a la
decidualizacion. En el embarazo temprano, los niveles maternos de 17 a-hidroxiprogesterona
aumentan, marcando la actividad del cuerpo luteo. La concentracion seérica de P4 se eleva en
forma progresiva conforme avanza la gestacion, desde 40 ng/m L en el primer trimestre hasta
mas de 175 ng/mL en el tercero, la secrecion de esta hormona aumenta alrededor de 10 veces

durante el embarazo (Yves y cols. 2016). Esto sucede en varias especies, incluida la coneja,



encontrandose con niveles basales de < 1ng/mL y a los 10 dias de gestacidn en un rango de
15-20 ng/mL (DePaolo y Masoro 1987).

Estradiol. El estradiol (E2) juega un papel fundamental en los cambios observados
en el Gtero durante el embarazo temprano. Un pico de E2 es vital para inducir la receptividad
uterina y comenzar la decidualizacion (Wang y cols. 2017; Figura 1). La ventana de
receptividad en humanos se abre el dia 19 o 20 del ciclo menstrual, o después de un pico de
E2 que dura 4 a 5 dias. Los mecanismos por los cuales E> transforma un Utero preparado con
P4 al estado receptivo, requiere la sefializacion mediada por receptores nucleares alfa (ERa)
y beta (ERp) de estrogenos (Robertshaw y cols. 2017). La fijacion del concepto o la correcta
implantacion del trofoblasto en la decidua es a través de la regulacion del factor inhibidor de
la leucemia de citoquinas (LIF). La expresion de LIF se induce en las glandulas uterinas
durante el segundo pico de E», la funcion de Ez en el dia de la implantacion es iniciar la
induccion de LIF y la cascada de eventos finalmente resulta en la implantacién (Wang y cols.
2017). De acuerdo con esto la tasa de produccion, el E> aumenta continuamente durante el
embarazo y alcanza de 100-120 mg / 24 h. La sintesis de estriol (E3), que constituye el 60—
70% del total de los estrogenos, comienza en la 8 semana de gestacidn cuando la glandula
suprarrenal fetal y el higado son funcionales (Yves y cols. 2016). Los valores medios
maternos del plasma aumentan de 0,07 a 16 ng/mL al final del embarazo (Figura 1; Yvesy
cols. 2016).

Hormona gonadotropina coriénica humana. Una de las moléculas que inicia la
comunicacion entre el blastocito y la decidua es la gonadotropina coriénica humana (hCG).
En el embarazo, esta glicoproteina es critica ya que rescata el cuerpo lGteo de la involucion
y mantiene la secrecion de P4 por las células de la granulosa ovéarica. Su utilidad como
marcador de diagnostico del embarazo radica que su punto maximo esta entre la octava y la
décima semana de gestacion, y tiende a estabilizarse en un nivel inferior durante el resto del
embarazo (Magon y Kumar 2012; Figura 1). Esta hormona desempefia funciones importantes
en el proceso de implantacion, crecimiento, diferenciacion celular y decidualizacion
(Suluburié y cols. 2017). Makrigiannakis y cols. (2017) mencionaron que la hCG inhibe la
accion del factor crecimiento tipo insulina intrauterina (IGF) y al factor estimulante de
colonias de macréfagos (M-CSF), mientras que estimula al factor de crecimiento endotelial

vascular (VEGF) y a la metaloproteinasa-9 (MMP-9), lo que apoya aun mas el papel de la



hCG es importante para la invasion de trofoblasto en el Gtero. Ademas, la hCG puede inducir
la expresion del factor inhibidor de la migracion de macréfagos (MIF) por las células del
estroma endometrial. Desde ese punto de vista, la hCG puede regular la migracion de
macrofagos en la interfaz materno-fetal, para el mantenimiento de la gestacion durante el

primer trimestre (Makrigiannakis y cols. 2017).
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Figura. 1. Esteroides plasmaticos en la muier durante el embarazo. Imagen tomada de Yves vy cols. 2016.

Prolactina. Otra hormona que puede funcionar apoyando el embarazo es la prolactina
(PRL), la cual es un polipéptido de cadena simple secretado por los lactotropos de la hipéfisis
anterior. La PRL regula la expresion de su propio receptor de prolactina (PRLP) y promueve
las acciones de la P4 en el epitelio uterino favoreciendo la implantacion (Gorviny y cols.
2015).

Hormonas tiroideas. La fisiologia de la tiroides es vital para el crecimiento y
maduracion de drganos, especialmente del cerebro los musculos y los huesos. Las hormonas
tiroideas, tiroxina (T4) y triyodotironina (T3), en la vida intrauterina, son sintetizados en la

glandula tiroides materna, donde pueden atravesar facilmente la barrera placentaria (Santos



y cols. 2012). Las alteraciones de las hormonas tiroideas en la gestacion humana y en
modelos animales se ha establecido por diversos autores (Cleary-Goldman y cols. 2008;
Santos y cols. 2012, Springer y cols. 2017). Durante el primer trimestre del embarazo, las
hormonas tiroideas maternas son la Unica fuente de hormonas para el feto; durante las
primeras semanas, son necesarias para el desarrollo de neuronas, corazon y vasos (Santos y
cols. 2012). La ontogenia de la funcidn tiroidea, en el feto, implica organogénesis y
maduracion del hipotalamo, la hipofisis y la glandula tiroides; donde comprende de la semana
128 y 14% de gestacion, ya es completamente funcional (Springer y cols. 2017). Un
hipotiroidismo materno manifiesto/ clinico (concentraciones de la hormona estimulante de la
tiroides, THS, elevada, y concentraciones de T4 y T3 disminuidas) debe iniciarse al comienzo
del embarazo con levotiroxina, ya que después de la decimocuarta semana de gestacion, el
desarrollo del cerebro fetal puede verse afectado de manera irreversible por la falta de
hormonas tiroideas, y de igual manera se asocia con parto prematuro y muerte fetal (Casey y
cols. 2005). Cleary-Goldman (2008), reportd que la hipotiroxinemia (T4 libre baja, TSH
normal) se relaciona con complicaciones graves de la madre y el feto; con trabajo de parto
prematuro, diabetes gestacional y macrosomia fetal y en otros estudios reportan: abortos
espontaneos, preclamsia, desprendimiento de placenta y presentacion de nalgas, induccién
por cesarea (Méannistd y cols. 2013). En la rata, se reporta que puede afectar la funcion
cardiovascular (Santos y cols. 2012), retarda el crecimiento placentario y fetal (Picard y cols.
2013), retrasa la implantacion y aumenta las reabsorciones (Bolarinwa y Olaleye, 1997) y
disminuye el nimero y fuerza de contraccion uterina, asi pues, aumenta la duracion del parto
en la perra (Panciero y cols. 2012). La prevalencia de hipotiroidismo clinico en mujeres
embarazadas es de 0.2 a 0.5 % y de hipotiroidismo subclinico es de 2 a 2.5 % (Guia de
Préctica Clinica, 2016).

1.2 Importancia del sistema inmunitario en la gestacion

El embarazo es considerado un estado pro-inflamatorio que requiere una adaptacion
fisiolégica del sistema inmunitario de la madre para tolerar la presencia del aloinjerto fetal
mientras crece en su cuerpo (Holst y cols. 2018). El sistema inmune de los mamiferos tiene
dos componentes, el sistema inmune adaptativo y el innato. El sistema inmune adaptativo se

conoce como el sistema inmune avanzado y se presenta en todos los vertebrados (Negishi y
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cols. 2018). El sistema inmunitario innato se caracteriza por el reconocimiento de antigenos
de alta especificidad y la memoria inmunolégica (Negishi y cols. 2018). El sistema inmune
innato lo integran una poblacion grande de leucocitos como las células Natural Killer (NK),
las células presentadoras de antigeno (incluidas las células dendriticas y los macrofagos) que
se acumulan en el lecho placentario y modulan la remodelacion vascular y la invasion del
trofoblasto (Hsu y Nanan, 2014). El feto es injerto semi-alogénico debe escapar de la
vigilancia del sistema inmune adaptativo materno para lograr la tolerancia inmune (Negishi
y cols. 2018). La invasion del embrion al endometrio y el inicio de la morfogénesis
placentaria son eventos criticos para establecer el curso del embarazo (Schumacher y cols.
2018). Durante el proceso de laimplantacion, las células NK presentes en el lecho placentario
(Marijke y cols. 2018) junto con otras células detriticas, neutrofilos y mastocitos en menor
cantidad (Schumacher y cols. 2018), aumentan en nimero de un 23% de las células del
estroma, hasta un 32% en el embarazo temprano (Harris y cols. 2019). Los macréfagos son
otro tipo de poblacion abundante en el interfaz materno fetal, y comprenden
aproximadamente el 90% de todos los leucocitos junto con las NK (Marijke y cols. 2018).
Los macrofagos intervienen en el desarrollo fetal por lo que es importante el crecimiento
saludable de la placenta y el lecho placentario (Faas y de Vos. 2017), donde apoyan el
alargamiento y engrosamiento de las arterias espirales y la produccion de moléculas
esenciales para la interaccion blastocito-endometrio (Marijke y cols. 2018).

El trofoblasto fetal es semi-alogénico (comparte solo el 50% del material genético de
la madre y el resto del padre), por lo que es inevitable en una respuesta inmune local. En los
humanos como en animales, incluida la coneja, presentan una placenta hemocorial (Harris y
cols. 2019). La placenta hemocorial es mas invasiva, existiendo un contacto intimo entre el
tejido fetal (trofoblasto) y el sistema inmunitario materno (Faas y de Vos 2017). La placenta
es importante en el intercambio materno fetal de nutrientes y oxigeno. Durante la
placentacion, la circulacion sanguinea materna debe producirse cambios en el dtero (Faas y
de Vos 2017). En el sitio de implantacion del trofoblasto, junto con las hormonas E2 y Pa,
modulan una serie de interacciones complejas entre el embrion y el endometrio lo que lleva
a la formacion de un tejido materno diferenciado como “decidua” (Colicchia y cols. 2014).

En la mujer, como en la coneja, cuando el blastocito tiene contacto con el epitelio uterino
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inicia el proceso de decidualizacion (reorganizacion del endometrio). Dicho proceso aumenta
el nimero de leucocitos en el lecho placentario (Faas y de Vos 2017).

El proceso de implantacion implica el reclutamiento de células inmunes innatas,
donde van a secretar gran cantidad de citocinas como son: el factor inhibidor de la leucemia
(LIF) y la interleucina-2 (IL-2), moléculas de adhesidn, incluida la mucina Muc-1, factores
de crecimiento junto con los receptores de esteroides donde activan varias vias de
sefializacion para una implantacién exitosa (Wang, y cols. 2017) Los factores de crecimiento
como el M-CSF, factor de crecimiento placentario (PIGF), VEGF-C, factor de crecimiento
de tipo insulina (IGF-1) y MMP desempefian un papel importante en la remodelacion de las
arterias espirales (Colicchia y cols. 2014; Holst y cols. 2019; PrabhuDas y cols. 2015;
Marijke y cols. 2018; Figuras 2 'y 3).

En el embarazo saludable, las células NK uterinas (NKu) se encuentran cerca de las
células trofoblasticas invasoras fetales y alrededor de las| arterias espirales. La remodelacion
de la arteria espiral tiene lugar en 2 fases: en la primera fase, la pérdida de la estructura
muscular eléstica y la formacion de rupturas de la capa de células endoteliales (Marijke y
cols. 2018). En la segunda fase, los trofoblastos endovasculares son atraidos hacia las arterias
espirales y reemplazan el revestimiento endotelial en la decidua (Marijke y cols. 2018). En
el primer trimestre, las NKu secretan VEGF-C, angiopoyetina-1y -2, interferén-gamma
(IFN-y) y MMP-2, -7 y -9 para el apoyo de la implantacion, decidualizacién y formacion
de arterias espirales (Harris y cols. 2019; Figuras 2 y 3).

Las células inmunes las podemos identificar a través de marcadores especificos
conocidos como Cluster of Differentiation (cimulo de diferenciacion) o CD que son
moléculas de superficie celular reconocidas por ciertos anticuerpos. La actividad de las
células NK in vivo es regulada por receptores CD94/NKG2 (Hanssens y cols. 2013) y
receptores para las moléculas de clase I del antigeno leucocitario humano (HLA) (Negishiy
cols. 2018). Por su parte, el trofoblasto produce antigenos de histocompatibilidad de clase 1,
clasicos (HLA-C) y I no clasicos (HLA-E, HLA-F y HLA G) (Hanssens y cols. 2013).
Durante el embarazo, la interaccibn CD94/NKGA2 y HLA-E proporciona una sefial
dominante para prevenir la citotoxicidad por parte de las células NKu hacia el trofoblasto
(Hanssens y cols. 2013). Las NK facilitan la implantacion de embriones, regulan la invasion

del trofoblasto y el crecimiento vascular (Negishi y cols. 2018), crecimiento fetal y
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angiogenesis (Andreotti y cols. 2018). Estas células son beneficiosas para la formacion y

desarrollo de la placenta durante el embarazo temprano.
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Figura 2. Funcion de las células uNK, macrofagos, células dendriticas y mastocitos en el lecho placentario en el embarazo
normal. En el embarazo saludable las células inmunitarias innatas participan en la remodelacion de la arteria espiral y en
la produccion de citoquinas y otros factores en el lecho placentario. Todos los tipos de células inmunitarias innatas
también tienen otras funciones en la decidua, como la angiogénesis e inmunoregulacion, pero también pueden
desempefiar un papel en la implantacién. Tomada de Marijke y cols. 2018.
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espirales), especialmente los macréfagos tipo M1, aumentaron. Esto da como resultado una expresion diferente de diversos
factores y, finalmente, puede dar como resultado una disminucién en la angiogénesis y la inmunoregulacion y la
implantacion (Marijke y cols. 2018).



Los macrofagos son células clave en el sistema inmunitario innato. Se diferencian de
los monocitos en respuesta a infecciones, los macrofagos estan presentes durante la gestacion
y expresan una gran plasticidad fenotipica y funcional (Marijke y cols. 2018). Los
macrofagos constituyen el 10% de las células deciduales y el 20-30% de los linfocitos
deciduales (Marijke y cols. 2018). Este porcentaje se mantiene constante durante todo el
embarazo. Los macréfagos deciduales son monocitos circulantes que han migrado al Gtero.
El ambiente tisular ayuda para dicha diferenciacion especializando sus funciones en el Gtero
(Hanssens y cols. 2013). Existen dos estados de activacion para los macrofagos: el fenotipo
de macréfagos de activacion clasica y activacion alternativa, esto en respuesta de las células
T helper (Th1/Th2) de las células T (Hanssens y cols. 2013; Figura 4). Los macrofagos
activados clasicamente, actian como células efectoras en la respuesta inmune celular,
mientras que los macrofagos activados alternativamente, se ven involucrados en la
inmunosupresion y la reparacion de tejidos (Jara y cols. 2017). Los macrofagos clasicos
median una respuesta inflamatoria con produccién de TNF-o IL1pB, IL-8 e IL-12 (Hanssens
y cols. 2013). Los macrofagos en el lecho placentario expresan genes implicados en la
inmunomodulacion y la remodelacién tisular (Hanssens y cols. 2013). Las diferentes
poblaciones de macréfagos encontrados en el tejido uterino son CD14, donde disminuyen en
namero del primero hasta el segundo trimestre. Los macr6fagos CD163 y CD206 positivos
aumenta en numero durante este periodo (Harris y cols. 2019). La expresion de IL-15 esta
aumentada y es producida por las células trofoblasticas y los macréfagos deciduales
activados (Hanssens y cols. 2013). Los macréfagos también se localizan cerca de las arterias
espirales que se encuentran en proceso de remodelacion temprana (Marijke y cols. 2018).
Esto propone que los macréfagos preparan a las arterias espirales para impedir la liberacion
de sustancias pro-inflamatorias en la decidua (Marijke y cols. 2018). Los macrdfagos
contribuyen a la remodelacion del tejido en la interfaz materno-fetal, participan en la
formacion de la matriz extracelular, asi como también regulando la musculatura y el
crecimiento tisular. Estas celulas realizan funciones homeostaticas indispensables para la
formacion de placenta (Houser 2012). La funcion de los macrofagos no esta restringida solo
a la tolerancia inmune, sino que incluye el reconocimiento y la eliminacién de infecciones, y
la eliminacion de restos apoptéticos de la remodelacion tisular (Svensson y Ernerudh 2015).

Los macrofagos de via alternativa secretan mayor antagonista e IL-1R que son esenciales



para la remodelacién tisular y la tolerancia inmune durante el embarazo. Un equilibrio de
macrdfagos activados clasicamente u/o alternativamente puede contribuir al resultado de un

embarazo exitoso (Figuras 2 y 3; Nagamatsu y Schust 2010).
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Figura 4. Dualidad del funcionamiento de los macréfagos (M1/M2). Moléculas producidas por las células estromales,
Las células trofoblasticas y de las células asesinas Naturales (NK) atraen los monocitos circulantes hacia la decidua.
Dependiendo del tipo de microambiente. Los macréfagos se orientan hacia la via M1 defensiva o hacia la via 2
Tolerante. Los macréfagos deciduales en los embarazos normales son tipo M2. LPS: lipopolisacarido; INF: interferdn;
TNF: factor de necrosis tumoral; IL: interleucina; TGF: Factor de crecimiento transformante; IDO: idolamina2, 3

Dioxigenasa. Tomado de Hanssens y cols. 2013.



1.4 Hormonas tiroideas y gestacion

Las T3y T4 son secretadas por las células epiteliales foliculares que conforman a la
glandula tiroides. La glandula tiroides se ubica cerca de la traquea justo por debajo del
cartilago tiroideo; esta4 formada por dos I6bulos (izquierdo, derecho) unidos por un istmo
tiroideo donde hay gran irrigacion sanguinea y linfatica (Figura 5). La homeostasis de las
hormonas tiroideas esta regulada por un mecanismo de retroalimentacion negativa que
involucra el eje hipotdlamo-adenohipdfisis-tiroides. El hipotdlamo secreta la TRH, que
estimula la sintesis y secrecion de la TSH en la adenohipdfisis. La TSH, a su vez, estimula a
la glandula tiroides para que sintetice T4 y T3 (Figura 5; Adu-Gyamfi y cols. 2019).

Cuando son liberadas al torrente sanguineo, las T3 y T4 se unen de manera reversible
a proteinas transportadoras diferentes que se producen principalmente en el higado: globulina
fijadora de tiroxina (TBG), transtirenina (TTR) y albumina (Silva y cols. 2018). Las tres
proteinas pueden transportar T3 y T4, aunque T4 tiene una mayor afinidad por las tres
proteinas. Sin embargo, la principal proteina transportadora en humanos es la TBG debido a
mayor afinidad por las hormonas tiroideas (Adu-Gyamfi y cols. 2019). En humanos,
aproximadamente el 80% de la cantidad de hormonas tiroideas secretadas por la tiroides esta
en forma de T4, mientras que el 20% es la forma activa T3 (Van der Spek y cols. 2017,
Pascual y Aranda 2012). Menos del 0.1% de la cantidad total de hormona tiroidea circulante
estd en forma libre, o no unida que puede transferirse a través de la membrana plasmatica a
una célula objetivo (Vissenberg y cols. 2015). En roedores, aproximadamente el 50% de
hormonas tiroideas liberadas por la tiroides es T4 y el 50% es T3 (Jara y cols. 2017).

La T4 puede metabolizarse por varias vias diferentes, para volverse biolégicamente
activo, debe convertirse periféricamente en T3. Esta conversion esta regulada a nivel celular
por la interaccion de las enzimas deyodasas (Van der Spek y cols. 2017). Estas enzimas (D1,
D2 y D3) son capaces de eliminar un atomo de yodo del anillo interno o externo de una
isoforma de la hormona tiroidea. La desyodacion del anillo externo de T4 da como resultado
la activacion de la hormona por generacion de T3. La desyodacién del anillo interno de T4
da como resultado la formacién de la T3 inversa (rT3; Van der Spek y cols. 2017; Figura
5C). Las deyodasas se expresan diferencialmente entre varios tipos de células y tejidos
(Forehead y cols. 2014). La D1 esta presente en el higado, rifidn, tiroides y pituitaria. El tipo

D2 se encuentra en areas del cerebro como la hipdfisis, en tejido adiposo marron, placenta,

10



células inmunes innatas y en niveles notablemente bajos, el musculo esquelético (Forehead
y cols. 2014). La D3 se considera la enzima inactivadora de hormonas tiroideas, ya que solo
puede catalizar la desyodacion del anillo interno de T4 y T3. Al igual que la D1, la D3 esta
presente en la membrana plasmatica. La D3 se expresa altamente en la placenta y juega un
papel importante durante el desarrollo embrionario al regular los niveles de hormonas
tiroideas en el feto (\Van der Spek y cols. 2017). La transferencia de T4 y T3 de la madre al
feto durante el embarazo varia entre mujeres y animales. Este mecanismo depende del tipo
de placenta, asi como la expresion de moléculas transportadoras, las proteinas de unién y
actividad D3 (Silva y cols. 2018). La D3 tiene una alta expresion en el utero, la placentay la
membrana amni6tica, donde juega como un importante papel como barrera enzimatica para
la transferencia especifica de hormonas tiroideas maternas al desarrollo del feto (Van der
Spek y cols. 2017).
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Figura 5. A) Férmula quimica de las hormonas tiroideas. B) Mecanismo de retroalimentacion de sintesis y secrecion de
las hormonas tiroideas. C) 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 fenélicos (anillos exteriores) o tirosil (anillos
interiores) de las yodotirosinas. Estas vias pueden activar la T4 mediante su transformacion en T3 (a través de D1 0 D2) o
evitar que se active mediante su conversion a la forma metabolicamente inactiva o T3 reversa (a través de D1y D3). La
T2 es un producto inactivo comuin a las dos vias que se metaboliza rapidamente por desyodacion adicional (Vijai 2011).
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Las hormonas tiroideas ingresan a la célula a traves de los transportadores, incluidos
los de membrana monocarboxilato (MCT) y los transportadores de aniones organicos
(OATP), aunque tienen mas afinidad por los de MCT (Adu-Gyamfi y cols. 2019). Dentro de
la célula diana, la T4 y T3 realizan su funcion directamente activando sus receptores
nucleares, estimulando o reprimiendo la expresion de genes de transcripcion que dependen
de la dimerizacion del receptor X del acido retinoico (RXR) y / o el reclutamiento de
coactivadores, como el coactivador del receptor de esteroides (SRC). Por otra parte, las
hormonas tiroideas pueden actuar indirectamente al unirse a una proteina de membrana, la
integrina avB3, que activa una cascada de transduccién de sefiales a través de MAPK y
ERK1/2 para regular la transcripcion y la fosforilacion de sus receptores nucleares (Silva y
cols. 2018; Figura 6).

L
( = TRA \
Lm | s SR/
P >

D3%» T3

DNA

Ve

/",
avp3d A
integrin

Figura 6. Mecanismo de accion de las hormonas tiroideas en las células diana. Las hormonas tiroideas ingresan a la célula
diana por difusion o por transporte mediado por el portador. Dentro de la célula, T4 se convierte en T3 mediante
desyodasas de tipo 1 (D1) y tipo 2 (D2). La desyodasa tipo 3 (D3) es responsable de inactivar las hormonas tiroideas al
convertir T4y T3 enrT3y T2, respectivamente. T3 ingresa al ndcleo celular y activa sus receptores nucleares en el ADN,
estimulando o reprimiendo la expresidn de genes transcripcionales que dependen de la dimerizacion del receptor X del
acido retinoico (RXR) y/o el reclutamiento de coactivadores, como el coactivador del receptor de esteroides (SRC).
Ademas de los receptores nucleares, las hormonas tiroideas también pueden actuar uniéndose a la integrina avfp3, que
esta presente en la membrana celular y activa una cascada de transduccion de sefiales a través de MAPK y ERK1/2 para
regular la transcripcion y la fosforilacion de sus receptores nucleares (Silva y cols. 2018).
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Los TRs que actian como factores de transcripcion dependientes de ligando y los
receptores de TSH (TSHR) acoplados a proteina G han demostrado una amplia expresion en
la unidad fetomaterna durante la ventana de implantacién (Vissenberg y cols. 2015),
sugiriendo una accion local de hormonas tiroideas y TSH, tanto en el endometrio como en el
embrion (Forhead y cols. 2014). Las isoformas de TRal, TRa2 y TRB1 estan presentes en la
placenta y su expresion aumenta con la edad fetal. Ademas, estos receptores estan presentes
en el trofoblasto intersticial y extravilloso. También la tiroperoxidasa y la tiroglobulina son
expresadas por el endometrio y pueden ser responsables de la produccion local de hormonas
tiroideas en el interfaz materno-fetal. En humanos, la concentracion sérica de hCG se al
primer trimestre de gestacion es producida por la placenta Dicha hormona tiene la capacidad
de unirse al receptor de TSH. Y estimular el eje hipotdlamo hipdfisis tiroides de la madre
(Figura 7). Durante el embarazo, la placenta complementa la funcion hepatica materna, ya
que produce transtirenina, antitripsina y glicoproteina acida B1, proteinas). Este evento
depende de los transportadores de membrana, incluidos MCT8, MCT10, OATP1A2 y
OATP4AL (Silvay cols. 2018; Figura 7).
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Figura 7. Diagrama donde se muestra los factores que afectan la biodisponibilidad de las hormonas tiroideas
en el feto, la placenta y la madre. TRH, hormona liberadora de tirotropina; TSH, hormona estimulante de la
tiroides; T4, tiroxina; T3, triyodotironina; rT3, reversa T3; T2, diyodotironina; S, sulfatada; D1, D2 y D3,
desyodasas; OATP, transportadores de aniones organicos; LAT1y LATZ2, transportadores de &cidos de tipo
aminoéacidos 1y 2; MCT8 y MCT10, transportadores de monocarboxilatos 8 y 10. Tomado de Forhead y cols.
2014.
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El efecto de T4 y T3 sobre la fertilidad se continGa investigando ampliamente
mediante la induccion experimental en animales de laboratorio o en animales domesticos
como perros, vacas, ovejas y cerdos (Silva y cols. 2018). Los niveles plasméticos de
hormonas tiroideas en mujeres y animales influyen en mecanismos moleculares que afectan
el control del ciclo menstrual/estro, la maduracién y el comportamiento sexual, la ovulacion,
la capacidad materna, el embarazo, y desde luego en el mantenimiento, crecimiento fetal,
posnatal y lactancia (Silva y cols. 2018; Tabla 1). La accidn de las hormonas tiroideas sobre
la biodisponibilidad hacia otras hormonas y factores de crecimiento que también son
necesarios para el correcto funcionamiento del sistema reproductor femenino (Vissenberg y
cols. 2015). Las hormonas tiroideas actuan indirectamente con otras hormonas y factores de
crecimiento, como el estrégeno, prolactina e IGF, al promover la liberacion de hormona
liberadora de gonadotropina (GnRH) en el eje hipotalamico-pituitario-gonadal (Silva y cols.
2018).

Tabla 1. Evidencia disponible sobre las hormonas tiroideas y el efecto sobre la reproduccion.

Hormonas tiroideas

Fertilizacibny El hipotiroidismo se asocia con tasas de fertilizacion mas bajas y
embriogénesis embriogénesis alterada. No se han reportado estudios sobre la

fisiopatologia.

Endometrio Las D2y D3, asi como, TRa y TR se expresan en el endometrio.

Implantation  La hormona tiroidea estimula la produccion de P4 en las células de la

granulosa y regula el LIF

Placentation La T3 aumenta la expresion de MMP-2, MMP-3, fibronectina fetal e
integrina a5B1. La T3 se encuentra presente en trofoblastos extravillosos

placentarios tempranos.

T3, triyodotironina; TRa, receptor de hormona tiroidea alfa; TRp, receptor beta de la
hormona tiroidea; LIF, factor inhibidor de la leucemia; MMP-2,3, metaloproteinasa matricial
2,3.
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El desequilibrio de hormonas tiroideas se relaciona con dos patologias. El
hipertiroidismo se caracteriza por un aumento de las concentraciones de hormonas tiroideas.
Mientras que el hipotiroidismo es causado por la disminucién de la concentracion de las
hormonas tiroideas. Ambas enfermedades pueden provocar infertilidad, irregularidades
menstruales, anovulacion, aborto, parto prematuro, preclamsia, restriccion del crecimiento
intrauterino y retraso mental en los nifios (Silvay cols. 2018). Las hormonas tiroideas regulan
el metabolismo fetal, estimulando el consumo de oxigeno y regulando las acciones de otras
hormonas y factores de crecimiento que influyen en el desarrollo fetal (Forhead y cols. 2014).

La prevalencia de hipotiroidismo clinico y subclinico en mujeres en edad
reproductiva y durante el embarazo es de 0.3% y 4.3%, respectivamente (Silvay cols. 2018).
El hipotiroidismo generalmente en mujeres y animales esta relacionada con trastornos
reproductivos, como inicio tardio de la pubertad, anovulacion, quistes ovaricos, irregularidad
menstrual, infertilidad, aumento de la frecuencia de abortos espontaneos, y el nacimiento de
recién nacidos prematuros con bajo peso al nacer y anomalias congénitas (Silva y cols. 2018).
El hipotiroidismo en mujeres embarazadas va de un 3% a 15%. Esta patologia se asocia con
multiples secuelas desfavorables en la madre y el feto, incluido el aborto espontaneo,
preclamsia, hipertension gestacional, diabetes gestacional, parto prematuro y la disminucion

del cociente intelectual en su descendencia (Negro y cols. 2014).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hormonas tiroideas y sistema inmunitario

Las hormonas tiroideas son importantes durante el embarazo, regulan la respuesta
inflamatoria al inicio de la gestacion para prevenir el rechazo inmune fetal y promover
el desarrollo placentario normal a través de la regulacion de la secrecion de citocinas y
factores de crecimiento antigénicos (Vasilopoulou y cols. 2014). Sin embargo, los efectos
de estas disfunciones en tejido reproductivo de mujeres y animales dependeran del momento
de aparicion de la disfuncién endocrina en relacion con la concepcion y de la gravedad del
hipotiroidismo. Sabemos que el aborto, parto prematuro, preclamsia, muerte fetal y déficits
mentales en los nifios son secuelas bien documentadas de la disfuncion tiroidea materna en
las mujeres (Silva y cols. 2018). EI déficit de hormonas tiroideas estd relacionado con
problemas en tejidos reproductivos como sucede en el Gtero. El hipotiroidismo aumenta los
niveles séricos de factor inhibidor de la leucemia, un factor importante involucrado en el
proceso de decidualizacion e implantacion del embrién (Silva y cols. 2018). En ratas
hipotiroideas se ha descrito que tienen un area decidual reducida y expresan un aumento en
la expresion de VEGF a la mitad de la gestacién (Silva y cols. 2018). En relacién con el
desarrollo fetal-placentario, el hipotiroidismo afecta el peso placentario y fetal retrasando el
crecimiento, tanto en mujeres como en ratas, ademas de una reduccion de vasos fetales (Silva
y cols. 2018). Esto puede presentar alteraciones en las reservas de glucdgeno placentario y
actividad reducida del trofoblasto, aumentando la apoptosis placentaria (Silva y cols. 2018).
El desarrollo fetal-placentario también depende del ambiente anti-inflamatorio apropiado en
la interfaz materno-fetal durante el embarazo. Las células inmunes leucocitaria como las NK
y macrdfagos del endometrio cuentan con TRs al y Bl que son capaces sintetizar a las
hormonas tiroideas (Vasilopoulou y cols. 2014; Montesinos y Pellizas, 2019).

En pacientes con hipertiroidismo se han observado respuestas inmunes
desequilibradas, incluida la produccion anormal de anticuerpos (ya sea mayor o menor),
mayor migracion de leucocitos y mayor produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
por macrofagos (Jaray cols. 2017). Jaray cols. (2017) mencionaron que en los pacientes con
hipotiroidismo muestran deficits inmunes, por lo que aumentan significativamente la

susceptibilidad a las infecciones, sobre todo en pacientes que tienen enfermedades
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inflamatorias crénicas como sepsis grave, shock séptico y shock hemorragico tienen una

incidencia concurrente de padecer hipotiroidismo en un 12 %.

2.2 El hipotiroidismo como una enfermedad inflamatoria crénica
Mujeres embarazadas con hipotiroidismo tienen méas posibilidades de dar a luz a
nifios con mayor peso al nacer (Hou y cols. 2015). En modelos animales, se ha encontrado
que el hipotiroidismo podria ser considerada una enfermedad inflamatoria crénica, ya que se
asocia con la infiltraciéon de células inmunes en diversos 6rganos como el pancreas
(Rodriguez-Castelan y cols. 2015), higado (Rodriguez-Castelan y cols. 2017), muasculos
pélvicos (Sanchez-Garcia y cols. 2017), ovario (Rodriguez-Castelan y cols. 2017) y Utero
(Rodriguez-Castelan y cols. 2019). En lo referente al Gtero, el hipotiroidismo se asocia un
aumento el grosor del endometrio (Rodriguez-Castelan y cols. 2019) e induce macrosomia
fetal (datos sin publicar), lo que indica que el hipotiroidismo durante el embarazo altera el
crecimiento y desarrollo embrionario. En ratas con hipotiroidismo se observé un aumento de
citocinas inflamatorias (MIF e INF-y) al final de la gestacidn y una reduccién en la migracién
trofoblasticas endovasculares y en la expresion de factores pro-angiogénicos como VEGF
(Silva 'y cols. 2018). De la misma manera la tiroidectomia en ratas antes de la gestacion no
tiene ningun efecto sobre el peso placentario, pero retrasa el crecimiento fetal en el
hipotiroidismo moderado a severo. Sin embargo, la induccién de hipotiroidismo materno
moderado o severo poco después de la concepcidn retrasa permanentemente el crecimiento
fetal y el aumento de peso placentario (Silvay cols. 2018). La infiltracion de células inmunes
en el endometrio en humanos como en mamiferos es comdn. Sin embargo, Rodriguez-
Castelan y cols. (2019) observaron una mayor inflamacién en el grupo hipotiroideo con
respecto al grupo control; muchas de estas células inmunes infiltradas en el endometrio eran
macréfagos CD163+ y la expresion de VEGF-A, también se encontré aumentada en el grupo
hipotiroideo. En ratas hipotiroideas se observan niveles elevados de leptina circulante y

niveles reducidos de corticosterona, hormona del crecimiento e IGF (Silvay cols. 2018).
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2.3 Consecuencias de un exceso de inflamacion del endometrio

El embarazo se considera un estado pro-inflamatorio que requiere una adaptacion
fisioldgica del sistema inmunologico de la madre. Sin embargo, existen diversas patologias
que se asocian con la inflamacidn excesiva en el endometrio.

Endometriosis y adenomatosis. En la adenomatosis, el epitelio endometrial y
glandular liberan diversas moléculas pro-inflamatorias que actlan como sefiales para
promover la infiltracion de células inmunes. Entre las moléculas estan CD163 (Zhi y cols.
2018; Smith y cols. 2012; Duan y cols. 2018), CD68 (Orazov y cols. 2017), CD24
(Sundqgvist y cols. 2012), IL-6, IL-10 y MCP-1, lo que conduce a problemas de
implantacién (Zhinhong y cols. 2016). Este tejido inflamado, posteriormente, puede
desprenderse y ocasionar endometriosis y dolor pélvico cronico. La endometriosis es
una enfermedad multifactorial que se caracteriza por el crecimiento ectépico del tejido
endometrial. 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. Las mujeres
con adenomiosis muestran una mayor infiltracion de macréfagos CD68+ (Orazov y cols.
2017). En mujeres con endometriosis, el porcentaje de células NK peritoneales positivas
para CD94/NKG2A fue significativamente mayor con respecto al grupo control
(Galandrini y cols. 2008).

Preeclampsia. La preeclampsia es otra causa relacionada con la morbilidad y
mortalidad materna y fetal. La placenta humana se asocia con una diminucién de la
formacién de arterias espirales (Harris y cols. 2019). Los macréfagos y las células NK
aumentan en numero desde el endometrio secretor hasta el embarazo temprano y
desempefian un papel critico en la mediacion del proceso de transformacion de la arteria
espiral al inducir cambios estructurales iniciales. La remodelacién vascular de las
arterias espirales se inicia independientemente de la invasion del trofoblasto (Harris y
cols. 2019).

Diabetes gestacional. La diabetes gestacional se asocia con una mayor infiltracion
de marcadores de macréfagos (CD68, CD14 y EMR-1) con respecto al grupo control
(Mrizak, y cols. 2014). En otro estudio realizado por Barke y cols. (2018) se menciona que
el CD163 se expresa exclusivamente en los macrofagos y a menudo se utiliza como un

marcador para los macrofagos placentarios. Por lo que se encontré un aumento en la
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expresion de CD163 dentro del corion y la decidua en mujeres con diabetes mellitus
gestacional. Estos datos se asocian con la patogénesis de la diabetes mellitus gestacional y la
patogénesis de la macrostomia fetal (Ategbo y cols. 2006).

Placenta acreta. El término de placenta acreta se define como las vellosidades
coridnicas se adhieren a (acreta), invaden (increta) o penetran (percreta) en el miometrio
(Bulmer, 1992). La patogenia de la placenta acreta es desconocida; sin embargo, se ha
propuesto teorias, como: los cambios fisiologicos defectuosos en algunas arterias espirales
pueden conducir a una migracién excesiva del trofoblasto como un intento de mecanismo
compensatorio (Bulmer, 1992). Una extensa neovascularizacion y una alta expresion de
factores antigénicos se puede relacionar con casos de espectro de placenta acreta (EPA;
Bartels y cols. 2018). Por otra parte, se ha reportado que una puntuacién baja de células NK
se asocid con casos de placenta acreta con adherencia morbida (Laban y cols. 2014). La
presencia de células NK y citosinas en el Utero, entre sus funciones principales ayuda a
controlar la invasién del trofoblasto en el Gtero, sin embargo, alteraciones en su expresion

podria contribuir a patologias como EPA (Sharma y cols. 2016).
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3. JUSTIFICACION

La prevalencia de hipotiroidismo en mujeres embarazadas es de 3-15% y se ha
asociado con multiples secuelas desfavorables en la madre y el feto, incluido el aborto
espontaneo, preeclampsia, hipertension gestacional, diabetes gestacional, parto prematuro y
disminucion del coeficiente intelectual en su descendencia y macrosomia fetal (Atégbo y
cols. 2006; Negro y cols. 2014). Las hormonas tiroideas son importantes para un correcto
funcionamiento, metabolismo y desarrollo del aparato reproductor femenino (Silva y cols.
2018). Su accidn regula respuestas inflamatorias al inicio del embarazo para prevenir el
rechazo inmune fetal y promover el desarrollo placentario normal a través de secrecion de
citosinas y factores de crecimiento antigénicos (Vasilopoulou y cols. 2014).

Las células NK y macrofagos son abundantes dentro del tejido uterino y juegan un
papel importante en la regulacion de la respuesta inmune (Leno y cols. 2014), sus niveles
mas altos ocurren en el primer y segundo trimestres del embarazo. Una excesiva acumulacion
de NK en el Gtero puede generar un ambiente citotdxico en este, provocando una
proliferacion y diferenciacion del trofoblasto donde podria verse obstaculizada la
implantacion y la placentacion. Por otra parte, el mal funcionamiento de los macréfagos esta
relacionado con aborto espontaneo y la preclamsia (Svensson y Ernerudh 2015). La expresion
de marcadores de superficie como CD94 para NK y CD163 para macréfagos ha sido utilizada
como biomarcadores de procesos inflamatorios (Zhi y cols. 2018). La expresion de CD94 se
ha medido en mujeres embarazadas con preeclamsia en el Gltimo trimestre del embarazo
donde se observd un aumento considerable de esta (Eidukaite y cols. 2004). Las NK y
macrofagos del endometrio cuentan con receptores de hormonas tiroideas y son capaces
incluso de sintetizar a las hormonas tiroideas (Vasilopoulou y cols. 2014). En modelos
animales el hipotiroidismo afecta la decidualizacion del endometrio y la implantacién del
trofoblasto en el Utero en ratas (Silva y cols. 2014). En la congja, el hipotiroidismo produce
hiperplasia uterina, mayor tamafio en la circunferencia abdominal, inflamacion y alteracion
en la expresion de hormonas esteroides (Rodriguez-Castelan y cols. 2019) asi como tambiéen
promueve macrosomia fetal (datos sin publicar). De esta manera que el presente estudio
pretendemos analizar cdmo las hormonas tiroideas podrian estar modificando la expresion

de células inmunes a lo largo del embarazo.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo aumenta la expresion de CD163 y CD94 en el Gtero de conejas

hipotiroideas durante la gestacion.

5. OBJETIVOS
5.1 GENERAL

Determinar si el hipotiroidismo aumenta la expresion de CD163 y CD94 en el Utero de

conejas hipotiroideas durante la gestacion.

5.2 PARTICULARES

1. Localizar la presencia de CD163y CD94 en el utero de coneja por medio de la técnica
inmunohistoquimica.

2. Cuantificar el nimero de células CD163 en el endometrio de conejas no gestantes y
gestantes de 5 10 y 20 dias en sitio con y sin implante en controles e hipotiroideas

3. Cuantificar el nimero de células CD94 en el endometrio de conejas no gestantes y

gestantes de 5, 10 y 20 dias en sitios con y sin implante de controles e hipotiroideas

21



6. METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron conejas adultas virgenes y gestantes de 8-12 meses de edad
de la raza chinchilla (Oryctolagus cuniculus), mantenidas bajo condiciones estandar (16 h/8
h de luz y oscuridad a 22 + 2 °C) en el bioterio del Centro Tlaxcala Biologia de la Conducta
(Universidad Autonoma de Tlaxcala). Los animales se alojaron en jaulas individuales de
acero inoxidable (50 x 60 x 40 cm), y fueron alimentadas con alimento Purina y agua ad
libitum. Para la realizacidn de este proyecto se utilizaron 6 conejas controles e hipotiroideas
tanto virgenes como gestantes (5, 10 y 20 dias de gestacion).
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Figura 8. El tratamiento de animales. Tratamiento de 30 dias en conejas controles (consumo de agua potable) 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 degeneracion de cuerpo liteo (G20 D).

Induccion del hipotiroidismo. Se llevd a cabo mediante el tratamiento con el
farmaco anti-tiroideo metimazol (Sigma), que se les administré en agua potable a una
concentracion de 0.02% durante treinta dias (10 mg/kg; Méndez-Tepepa 2019). Para el grupo
gestante el tratamiento se ajusté a los 5, 10 y 20 dias de gestacién (Méndez-Tepepa 2019).
Al término del tratamiento, ambos grupos fueron anestesiados profundamente con
pentobarbital sodico (60 mg/kg). Para el sacrificio se administrd una sobredosis de 60 mg/kg
de pentobarbital. Se extrajo una porcion media de tejido Utero (sitios de no implante e
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implante), tanto izquierdos como derechos. Los Uteros derechos fueron congelados y
guardados.

Inmunohistoquimica anti-CD163 y anti-CD94. Los Uteros medios izquierdos de
conejas controles e hipotiroideas gravidas fueron fijados en una solucion de Bouin-Duboscq
por 12 h. Los tejidos se deshidrataron 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 colocaran 6 cortes en una laminilla. Los cortes de Utero se observaron con un
microscopio para el posterior analisis histologico. Se utilizé una laminilla de Utero por coneja
para realizar la técnica de inmunohistoquimica en base al método adivina-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-
CD163 (1:20), (C-16):sc18797, Santa Cruz Biotechnology) o anti-CD94 (1:500, ab217362
Abcam) en una camara hiumeda a 4°C durante una noche. Seguido de ello, los cortes se
incubaron con un anticuerpo secundario mouse anti-goat (1:250) y mouse anti-rabbit (1:250)
durante 2 h temperatura ambiente. Después, los cortes se lavaron con una solucion 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 diaminobencidina (DAB) al 0.05% y H20 al 30% en PBS hasta
localizar el marcaje en el tejido de Utero (capa epitelial, submucosa, muasculo y células
inmunes). Por ultimo, los cortes se deshidrataron en alcoholes a concentraciones ascendentes
y se cubrieron con Cytoseal TM 60 y un cubreobjetos. Para determinar la inmunolocalizacion
y descripcion de la presencia macréfagos CD163+ o NK CD94+ positivos en el tejido del
Utero, se observard el tejido con un microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600).

Cuantificacion de células positivas de CD163 y CD94
Una vez dejando secar por 3 dias las laminillas después de la inmunotincion. Se continuo a
tomar fotos, en el microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600) a 40x, tomando 10
campos por tejido de forma aleatoria, en regiones de vasos subepiteliales y en la capa
muscular, esto para CD163+y CD94+,

Semicuantificacién de marcaje CD163 y CD94 en células no inmunes. Dado que
se observa marcaje CD163+ y CD94+ en células no inmunes se realizd6 una
semicuantificacion de este. Para ello, se tomaron fotos de endometrio y miometrio a 40x. Se

consider0d la categorizacion de +, ++ y +++ para poco, moderado o alto marcaje,
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respectivamente, dependiendo la proporcion de células positivas observadas. Esto se realizo
para todos los animales y se hizo un consenso de lo que predominaba para cada tejido y grupo
de animales.

Analisis estadistico. Los valores obtenidos de los diferentes marcadores para
CD163+ con una n3y CD94+ una n6 donde fueron analizados mediante una prueba ANOVA

de 2 vias usando el programa GBStat.
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7. RESULTADOS

7.1 Inmunodeteccion de CD163 en el Gtero gestante

Se observaron macrofagos CD163+ presentes en el tejido uterino de la coneja, en
condicion no gestante y gestante del grupo control e hipotiroideo, durante implantacion (5
dias), placentacion (10 dias) y degradacion del cuerpo lateo (20 dias) en sitio inter-implante
y con implante (Figura 9; Tabla 2). En el sitio sin implante, del grupo control y grupo tratado
con metimazol, se observd un marcaje de intensidad leve en partes del epitelio, moderada
expresion en glandulas uterinas, estroma y capa muscular. Para el sitio con implante, hubo
moderado inmunomarcaje en epitelio y glandulas uterinas, no obstante, en el estroma y capa
muscular se observd una moderada expresion en el grupo hipotiroideo en comparacion con

el grupo control (Figura 9; Tabla 3)

7.2 Macrdéfagos CD163+ en vasos subepiteliales de Utero

La gestacion no modifico el nimero de macrofagos CD163+ en los animales
eutiroideos (Figura 10A). Sin embargo, hubo una diminucién de macréfagos CD163+ al dia
10 de la gestacion en el grupo tratado con metimazol, valor que fue significativamente
diferente en comparacion con el dia 20 (Figura 10A). Por otra parte, no se observaron
diferencias en el nimero de macréfagos CD163+ de los animales eutiroideos en los sitios
con implante al comparar entre el dia 10 y 20 de gestacion (Figura 10B). Al dia 20 de
gestacion se encontré un aumento en el nimero de células CD163+ en el grupo hipotiroideo

en comparacion con el grupo control (Figura 10B).

7.3 Macrdéfagos CD163+ en la capa muscular de Utero

No se encontraron diferencias en el nimero de macréfagos CD163+ en vasos de la capa
muscular a lo largo de la gestacion. El tratamiento con metimazol no modifico el nimero de
macrofagos CD163+ presentes en esta capa en los sitios sin (Figura 11A) y con implante
(Figura 11B).
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Sitio sin implante

No gestante (NG) 5 dias (G5) 10 dias (G10) 20 dias (G20)

control

Hipotiroidea

Sitio con implante
10 dias (lO)

)

Figura 9. Inmunohistoquimica anti-CD163+ en el Gtero de la coneja no gestante y gestante control e hipotiroidea.
A) Sitio sin implante; no gestante (NG) control e hipotiroidea, gestante al dia 5 (implantacién), dia 10 (placentacidn) y dia 20 (degradacion del cuerpo ldteo) control e hipotiroidea.
B) Sitio con implante; dia 10 (placentacion) y dia 20 (degradacién del cuerpo lteo) ep; epitelio, stm; estroma, gla; glandula, vs; vasos (* indica de células CD94+).
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REGIONES DEL CONDICION NG G5 G10 G20
TEJIDO

Epitelio luminal Control + + + +
Hipotiroidea + + + +

Glandulas uterinas Control + + + +
Hipotiroidea ++ + + +

Estroma (decidua Control + + + +

basal) Hipotiroidea ++ ++ ++ ++

Musculo Control + + + +
Hipotiroidea + ++ + ++

Tabla 2. Semicuantificacién en la expresién de CD163+ en Utero en sitio sin implante de conejas controles e

hipotiroideas. No gestantes (NG) y 10 dias (G10) y 20 dias (G20); indica (+) poca expresion, (++) moderada expresion,

(+++) alta expresion.

REGION DEL TEJIDO CONDICION G10 G20
Epitelio luminal Control + +
Hipotiroidea ++ +
Glandulas uterinas Control + +
Hipotiroidea ++ +
Estroma (decidua basal) Control + +
Hipotiroidea ++ ++
musculo Control + ++
Hipotiroidea ++ ++

Tabla 3. Semicuantificacion en la expresion de CD163+ en Utero en sitio con implante de conejas controles e

hipotiroideas. Gestante al dia 5 (implantacion), s en 10 dias (placentacion) y 20 dias (Degradacién del cuerpo lGteo); indica

(+) poca expresion, (++) moderada expresion, (+++) alta expresion.
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Figura 10. Cuantificacion de células CD163+ en vasos de la region subepitelial, en condicién no gestante y gestante
en conejas controles e hipotiroideas. Eje de las Y; el nimero de células inmunes, en el eje de las X; los tiempos de
gestacion. Gréfica A) sitio sin implante: no gestante (NG) y gestante al dia 5 (implantacién), dia 10 (placentacion) dia 20
(degradacion del cuerpo lGteo). Grafica B) Sitio con implante, dia 10 (placentacion) y dia 20 (degeneracion de cuerpo

luteo); grupo control (linea negra) y el grupo hipotiroideo (linea punteada) n=3.
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Figura 11. Cuantificacion de células CD163+ en region de la capa muscular, en condicidn no gestante y gestante en
conejas controles e hipotiroideas. Eje de las Y; el nimero de células inmunes, en el eje de las X; los tiempos de gestacion.
Gréfica A) sitio sin implante: no gestante (NG) y gestante al dia 5 (implantacién), dia 10 (placentacion) dia 20 (degradacién
del cuerpo lateo). Grafica B) Sitio con implante, dia 10 (placentacion) y dia 20 (degeneracion de cuerpo lGteo); Grupo

control (linea negra) y el grupo hipotiroideo (linea punteada) n=3.
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7.4 Inmunodeteccion de CD94 en el Utero gestante

La presencia de células inmunorreactivas anti-CD94+ se observaron en el Utero de las
conejas no gestantes (NG) y gestantes, tanto del grupo control como hipotiroideo. En los
animales controles no gestantes, gestante al dia 5 (implantacion), dia 10 (placentacion) y dia
20 (degradacion del cuerpo lGteo); en el sitio sin implante, se observé inmunomarcaje en
células dentro de vasos, que sugieren ser células NK CD94+. Sin embargo, también células
del epitelio, estroma, glandulas uterinas y capa muscular mostraron este marcaje (Figura 12
y Tabla 4). En los animales hipotiroideas, el marcaje CD94+ fue similar a los animales no
tratados, pero con mayor intensidad (Figura 12 y Tabla 4). Durante la gestacion al dia 10
(placentacion) y dia 20 (degradacién del cuerpo lateo) con implante se observaron células
inmunes CD94+, asi como el inmunomarcaje de la proteina CD94+ en el estroma, algunas
glandulas uterinas y en la capa muscular. Tal inmunomarcaje fue mayor en los grupos

hipotiroideos en comparacion con los grupos eutiroideos (Figura 12; Tabla 5).

7.5 Cuantificacion de células CD94+ en vasos del estroma uterino

La gestacion no afectd el namero de NK CD94+ en el estroma uterino en los sitios
sin y con implante. El hipotiroidismo, en cambio, disminuy6 el nimero de células CD94+ en
el dia 10 de gestacion del sitio sin implante en comparacion con el grupo NG (Figura 13A).
En el sitio con implante, no se observaron diferencias entre el grupo control y el grupo
hipotiroideo (Figura 13B).

7.6 Cuantificacion de células CD94+ en vasos de la capa muscular uterina

La gestacion no afect6 el numero de NK CD94+ en el musculo uterino en los sitios
sin y con implante. Tampoco no se encontraron diferencias entre los grupos control y tratado

con metimazol en los sitios sin (Figura 14A) y con implante (Figura 14A).
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No gestante 5 dias 10 dias 20 dias

Hipotiroideo

Sitio sin implante

10 dias 20 dias

Hipotiroideo

Figura 12. Inmunohistoquimica anti-CD94+ en el Gtero de la coneja no gestante y gestante control e hipotiroidea. A) Fotografias representativas de sitio sin implante; no
gestante (NG) control e hipotiroidea, gestante al dia 5 (implantacion), dia 10 (placentacion) y dia 20 (degradacion del cuerpo lateo) control e hipotiroidea. B) Sitio con implante; dia
10 (placentacion) y dia 20 (degradacion del cuerpo liteo) ep; epitelio, stm; estroma, gla; glandula, vs; vasos (* indica de células CD94+).
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REGIONES DEL CONDICION NG G5 G10 G20
TEJIDO
Epitelio luminal Control + + + +
Hipotiroidea ++ ++ + ++
Glandulas uterinas Control + + + ++
Hipotiroidea ++ + + +
Estroma (decidua basal) | Control + + ++ +
Hipotiroidea ++ ++ + ++
Misculo Control + + ++ +
Hipotiroidea ++ + + ++

Tabla 4. Semicuantificacion

en la expresion de CD94+ en Utero en sitio sin implante de conejas controles e

hipotiroideas. No gestantes (NG) y gestantes en 5 dias (G5), 10 dias (G10) y 20 dias (G20) (+) poca expresion, (++)

moderada expresion y (+++) alta expresion.

REGIONES DEL CONDICION 10 dias (placentacion) | 20 dias (degradacion del
TEJIDO cuerpo lateo)
Epitelio Control + +
Hipotiroidea + ++
Gléandulas uterinas Control + +
Hipotiroidea + +
Estroma (decidua basal) | Control + +
Hipotiroidea ++ ++
musculo Control ++ +
Hipotiroidea + ++

Tabla 5. Semicuantificacion en la expresion de CD94+ en Utero en sitio con implante de conejas gestantes de controles

e hipotiroideas. Gestantes en 10 dias (placentacién) y 20 dias (Degradacién del cuerpo liteo); indica (+) poca expresion,

(++) moderada expresion y (+++) alta expresion.
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Figura 13. Cuantificacion de células CD94+ en region de vasos subepitelial, en condicion no gestante y gestante
controles e hipotiroideas. Eje de las Y; el nimero de células inmunes, en el eje de las X; los tiempos de gestacion. Gréfica
A). sitio sin implante no gestante (NG) implantacion (dia 5; 5D), placentacion (dia 10;10D) y degeneracion de cuerpo luteo
(dia 20; 20D). En grupos controles (negro) e hipotiroideos (linea punteada). Grafica B). En los sitios con implante, al dia
10; placentacion dias 20; degradacion del cuerpo lateo. Grupo control (linea negra) y el grupo hipotiroideo (linea punteada)
n=6.
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placentacion dias 20; degradacion del cuerpo liteo control (negro) y el grupo hipotiroideo (linea punteada) n=6.
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8. DISCUSION

8.1 Hipotiroidismo y macréfagos CD163+

En este trabajo reportamos la expresion de CD163+ en tejido uterino de conejas
controles e hipotiroideas donde reportamos expresion en diferentes tipos celulares: epitelio,
glandulas uterinas, estromay en la capa muscular, encontrando mayor expresion en el grupo
hipotiroideo, en sitios con implante. En humanos como en animales de laboratorio, la
proteina de CD163 ha sido utilizada como biomarcador se respuesta inflamatoria (Zhi y cols.
2018). La CD163 es una proteina de membrana glicosilada expresada exclusivamente en
macrofagos y monocitos. Como receptor captador de macrofagos, la CD163 esté involucrado
en la inmunidad innata de bacterias y union de inductores de apoptosis similares a TNF (Nie
y cols. 2018).

También evaluamos el nimero de macréfagos CD163+ en vasos en region
subepitelial, encontrando en sitio sin implante menor numero de células CD163+ al dia 10
de gestacion. Sin embargo, cabe sefialar que, en sitios con implante se encontr6 un mayor
namero de células CD163+ al dia 20 de gestacion. EI aumento del marcador CD163 se ha
relacionado en proceso inflamatorios en diferentes patologias como la endometriosis,
diabetes gestacional y macrosomia fetal (Barke y cols. (2018); Duan y col, 2018 y Ategho y
cols. 2006) en otros estudios se reporta que el increment6 de células CD163+ en el estroma
se relaciona con adenomiosis (Tremellen y Russell 2012). Estas alteraciones de los
macréfagos se correlacionan con los resultados adversos del embarazo, como el aborto
espontaneo y la preclamsia (Svensson y Ernerudh, 2015) incluso puede verse afectados en
patologias como el hipotiroidismo, Rodriguez-Castelan y cols. (2019) reportaron una alta
infiltracion de células inmunitarias en el endometrio, incluidos los macréfagos CD163+
(asociado a endometriosis) en Utero de coneja virgen, asi como varias alteraciones
histoldgicas como la hiperplasia endometrial, proliferacion epitelial y fusion de glandulas, e
incluso desprendimiento de tejido epitelial. Durante la gestacion, los macréfagos participan
en la formacion de la matriz extracelular, regulacion muscular y crecimiento tisular, donde
pueden realizar funciones homeostaticas indispensables para la formacion de placenta
(Houser 2012).
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Las hormonas tiroideas son importantes durante el embarazo, regulan la respuesta
inflamatoria al inicio de la gestacion para prevenir el rechazo inmune fetal y promover el
desarrollo placentario normal a través de la regulacion de la secrecién de citosinas y factores
de crecimiento angiogénicos (Vasilopoulou y cols. 2014). Las NK y macrofagos cuentan con
receptores a hormonas tiroideas y son capaces incluso de sintetizar a las hormonas tiroideas
(Montesinos y Pellizas 2019). Este mecanismo de interaccion hace que las hormonas
tiroideas modulen la expresion de células inmunes en diversos o6rganos, este delicado
equilibrio entre las hormonas tiroideas y células inmunes podria determinar el curso del
embarazo e incluso explicar las alteraciones que se presentan en esta patologia.

Las hormonas tiroideas modulan la produccion de citocinas en varias células
inmunitarias (Jara y cols. 2017). Los macr6fagos CD163+ secretan TNF-a, IL-6, MCP-1y
VEGF-A, lo que apoya la presencia de inflamacién uterina. Los macréfagos circulantes en
el lecho placentario funcionan dependiendo medio celular al que estan expuestos, incluidas
las citoquinas locales, las quimiocinas y otras moléculas efectoras bioldgicas, asi como la
matriz extracelular y los componentes celulares. Por lo tanto, un microambiente local es
importante en la activacion alternativamente de células tolerogénicas e inmunomoduladoras
que participan en la cicatrizacion de heridas y la remodelacién de tejidos (Van der Spek y
cols. 2016). En gran medida esta activacion de la respuesta inmune esta mediada por
hormonas incluidas, las hormonas tiroideas, las lineas de macrofagos expresan MCT10, D2,
TRal y TRB. Los macréfagos humanos como los murinos son capaces de producir una
variante funcional de empalme de TSHf que esta regulada positivamente por T3 y estimula
al receptor de TSH (Van der Spek y cols. 2016). De esta manera, las concentraciones de T3

y T4 podrian modular la respuesta de macréfagos en el tejido del Gtero.

8.2 Hipotiroidismo y células CD94+

Un embarazo exitoso comprende de una poblacion importante de leucocitos dentro
de la decidua, donde se va a dar una regulacion positiva de diversos genes involucrados en
la regulacién de la respuesta inflamatoria (tolerancia inmune). La presencia de células NK
durante la gestacién, se ha reportado que participa en muchos procesos de decidualizacién
implantacion, angiogénesis y formacion de arterias espirales (Prabhu-Das y cols. 2015),

ademas de guiar a las células del trofoblasto a no migrar més del tejido endometrial (Hanssens

36



y cols. 2013). Las NK son células leucocitarias innatas que se han reconocido cada vez mas
su importancia sobre aspectos en la tolerancia al injerto y la defensa inmune. Estas células
reconocen las alteraciones de receptores activadores e inhibidores codificados por la linea
germinal y muestran una amplia gama de funciones efectoras que juegan un papel importante
en la respuesta a infecciones, tumores malignos y tejido alogénico (Calabrese y cols. 2018).
Los receptores CD94 / NKG2 se expresan por la mayoria de las células NK y en subconjuntos
de células T CD8+. En humanos como en modelos animales se ha utilizado este tipo
marcadores, donde ha sido documentada en diversos érganos como rifion (Stanley y cols.
2001) higado (Chen y cols. 2019), pulmén (Calabrese y cols. 2018) y tejidos reproductivos
como el endometrio. (Yang y cols. 2004). Nuestros hallazgos revelan que hay presencia del
marcador CD94+ en el Utero de conejas controles e hipotiroideas. EI inmunomarcaje del
receptor CD94 se localizd en partes del epitelio, submucosa, algunas glandulas uterinas y
alrededor de vasos. Conforme avanza la gestacion se hacen mas evidente la expresion de
celulas alrededor de algunos vasos, sugiriendo a células CD94+, esto en el grupo control e
hipotiroideo. Para el conteo de células NK en vasos en region subepitelial se reporta una
diminucion en el nimero de células CD94+ en sitio sin implante al dia 10 de gestacién. Laban
(2014) reporta que una puntuacién baja de células NK se asocia con casos de placenta accreta
con adherencia morbida, otros estudios reportan que una baja presencia de CD94+ se
relaciona con patologias como preclamsia y endometriosis (Svensson y Ernerudh 2015), atn
que estos resultados pueden ser contradictorios ya que en otros estudios reportan que un
aumento del marcador CD94+ se relaciona con endometriosis (Galandrini y cols. 2008),
aborto espontaneo recurrente y el fracaso de la fertilizacion in vitro (Ghafourian y cols.
2014). Entre las funciones de las células NK es delimitar la invasion del trofoblasto en el
utero, en este trabajo se realizd un conteo de células CD94+ en la capa muscular, lo cual no
encontramos diferencias entre el grupo control frente al hipotiroideo en sitios con y sin
implante.

En nuestros hallazgos encontramos que el hipotiroidismo promueve varias
alteraciones histologicas como la hiperplasia endometrial, e infiltracion de células
inmunitarias (Rodriguez-Castelan y cols. 2019). El hipotiroidismo podria asociarse, con una

enfermedad inflamatoria cronica reportada por diversos estudios (Rodriguez-Castelan y cols.
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2015; Rodriguez-Castelan y cols. 2017; Sanchez-Garcia y cols. 2017; Rodriguez-Castelan y
cols. 2017; Rodriguez-Castelan y cols. 2019).

Una de las limitaciones en la que se enfrentd este estudio, fue la falta un reactivo; complejo
enzimatico que se termind a principios del mes de marzo del 2020, por contingencia sanitaria
del virus SARS- CoV-2, llego hasta mediados del mes de septiembre del mismo afio, por lo

que no dio tiempo terminar una n6 para el marcador CD163+.
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9. CONCLUSIONES

La presencia de CD163+ y CD94+ en el tejido de Utero, se encontrd durante todo el periodo
de la gestacion. ElI inmunomarcaje se localizd en diferentes tipos celulares (epitelio,
glandulas uterinas, alrededor de vasos, en partes del estroma y miometrio), si bien, el efecto
del hipotiroidismo parece promover un aumento en el nimero de células CD163+ al dia 20
de la gestacion. Este aumento podria asociarse a alteraciones como la parto prematuro y
macrosomia fetal. Por parte del marcador CD94+ donde al dia 10en sitio sin implante se
encontré una disminucion esto nos sugiere que podria asociarse con sindromes obstétricos

como adenomiosis y endometriosis.
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10. PERSPECTIVAS

En la coneja, el efecto del hipotiroidismo parece afectar la circunferencia abdominal y el peso
de los fetos (datos sin publicar). Otros datos proponen que el incremento de células CD163+
en tejido uterino al dia 20 de gestacion, podrian apoyar el crecimiento y tamafio de los fetos
(lhuicatzi-Netzahualcoyotl en proceso) De acuerdo con estos resultados seria interesante
evaluar si las células inmunes como las NK, los neutrofilos y los macréfagos que son de las
principales células en el interfaz materno fetal, podrian estar interviniendo en el peso de los

fetos.
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