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RESUMEN

El hipotiroidismo se ha relacionado con bajo peso al nacer, abortos, partos prematuros y muerte
fetal intrauterina. Las causas de ello puede ser cambios en el metabolismo de lipidos en la madre
y el feto, asi como modificaciones de la placenta. El objetivo del presente estudio fue investigar
posibles cambios en el contenido de lipidos en suero, Utero e higado de las madres en diferentes
etapas de la gestacion y su posible asociacion con el desarrollo de los fetos. Se utilizaron conejas
adultas de 8-12 meses de edad de la raza chinchilla (Oryctolagus cuniculus), las cuales fueron
divididas en virgenes y gestantes, tanto controles como hipotiroideas. En los grupos gestantes
tuvimos conejas gestantes a los 5, 10 y 20 dias (n=6 para cada grupo). La induccion del
hipotiroidismo fue mediante la administracion del farmaco metimazol durante 30 dias. Cada dia
se registro la ingesta de alimento y agua. Todos los grupos fueron sacrificados por una
sobredosis de anestesia. Para las hembras de 20 dias de gestacion, fueron extraido y medidos
sus fetos. Se obtuvieron muestras de sangre, una porcion de higado; tejido de la porcién medial
del utero y para los grupos gestantes de 10 y 20 dias obtuvimos muestras de Utero en los sitios
peri-implantes y no-implantes para cuantificar el colesterol total (CT) y los triglicéridos (TAG).
La gestacion aumenta la ingesta de alimento, pero esta no es afectada por el hipotiroidismo. El
hipotiroidismo no afectdé el nimero de implantes, reabsorciones fetales, peso de los fetos,
didmetro abdominal y longitud corporal. Las concentraciones de TAG en suero e higado fueron
mayores en el dia 20 de gestacion, lo que sugiere higado graso e hipertrigliceridemia. Por su
parte, el contenido de TAG en el atero no fue afectado ni por la gestacion ni por el
hipotiroidismo. La gestacion disminuye los niveles de CT en suero, tanto en controles como
hipotiroideos, lo que sugiere una mayor esteroidogénesis. Los niveles de CT en el higado y utero
no fueron modificados. Al parecer, la coneja es un buen modelo animal para observar cambios
en los lipidos circulantes y hepaticos inducidos por la gestacion y el hipotiroidismo. Sin
embargo, al ser un animal que puede estar gestante y lactante, se requiere de un mayor tiempo
de tratamiento con metimazol para poder observar cambios las caracteristicas morfométricas de

los fetos, asi como cambios en el contenido de los lipidos en el Utero.
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1. INTRODUCCION

1.1  Gestacion y cambios uterinos

El Gtero es el 6rgano de la gestacion, ya que es aqui donde se anida el 6vulo fecundado
0 huevo. Se trata de una estructura hueca situada en la cavidad pélvica por detras de la vejiga
urinaria y por delante del recto. En el humano, la porcién principal recibe el nombre de cuerpo,
el extremo redondeado libre se denomina fondo y la porcion inferior estrecha en contacto con
la vagina, cuello o cérvix. La pared uterina estd constituida por tres capas: la capa externa es
una membrana delgada de tejido conectivo llamada perimetrio; la capa intermedia o miometrio,
formada por fibras musculares longitudinales y circulares que se entretejen, lo cual permite que
el Utero se estire durante el embarazo y se contraiga durante el parto y el orgasmo; y la capa
interna o endometrio, formada por tejido epitelial (células epiteliales cilindricas simples) de gran
importancia en el intercambio madre-feto durante la gestacion (Zhang y cols. 2013). El utero
debe sufrir cambios morfolégicos y fisiolégicos importantes para prepararse durante la
implantacion del embridn (Blanks y Brosens 2012). La fecundacion ocurre en el oviducto
(region del dmpula), ahi mismo el cigoto! comienza su desarrollo constante por division
sucesiva dando lugar a células hijas del mismo tamafio (iniciando con 2 células) esto sucede en
el interior del oviducto hasta aproximadamente la etapa de morula constituida por 16 células.
Posteriormente, la mérula continla su transporte a través del segmento istmico generando al
blastocisto? que continta creciendo de tamafio por acumulacion del liquido. Al madurar el
blastocisto, este se implanta e inicia la produccion de la hormona gonadotropina coridnica que
pasa al torrente sanguineo para mantener la secrecién de progesterona (P4; Croxatto 2008).

El establecimiento de un embarazo exitoso requiere una compleja secuencia de eventos.
Uno de ellos es la decidualizacion®, donde se reorganiza el endometrio para permitir la
implantacion del embrion y la formacion de la placenta. La reprogramacién del compartimiento
estromal endometrial durante la decidualizacién implica la transformacién de células estromales

en celulas deciduales que intervienen en la coordinacion de los procesos de implantacion
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embrionaria, formacion de la placenta y desarrollo del huevo. Esta diferenciacion especifica del
tejido esta regulada por la P4 y los estrogenos. La decidua mantiene una red vascular para la
nutricion e intercambio de gases necesarios para el desarrollo embrionario antes de establecer
la funcion de la placenta. Los problemas durante la decidualizacion son causas frecuentes de
fallas en la implantacién en los seres humanos y pueden contribuir a la insercion anormal de la
placenta. Ello conlleva a alteraciones del embarazo como la formacién de la placenta acreta,
caracterizada por la invasion excesiva de trofoblasto “en la decidua (Ewa y cols. 2015). El
endometrio de diversos mamiferos es una fuente de estrona, estradiol (E2) y P4, pues contiene
a la 17-beta-deshidrogenasa. Esta sintesis es regulada por la hormona luteinizante (LH),
hormona foliculo estimulante (FSH) y prolactina desde el inicio de la gestacién (Wojciechowicz
y cols. 2013). La sintesis de E2 en el endometrio aumenta en los primeros dias de la gestacion,
favoreciendo la permeabilidad vascular, la proliferacion celular, la expresion de receptores de
P4 y la secrecion de citocinas® por parte del epitelio endometrial. Posteriormente, el aumento de
la concentracion de P4, tanto por el cuerpo liteo como por la placenta, antagoniza las acciones
del E2 mostrando efectos anti-proliferativos y anti-inflamatorios (Wojciechowicz y cols. 2013).

Otro aspecto importante es la organizacidn placentaria que se caracteriza por el contacto
estrecho entre los tejidos materno y fetal, se produce en humanos y roedores como la rata y el
raton. Durante este proceso, las células madre del trofoblasto pueden diferenciarse en varios
linajes. Una de las actividades de las células trofoblasticas es la remodelacion de las arterias
espirales uterinas, ya que la reestructuracion de la vasculatura materna es esencial para el
suministro 6ptimo de nutrientes al feto (Juneo y Rogéria 2016). Las células del trofoblasto
invaden la decidua y poseen una variedad de funciones, tales como la comunicacion de células
inmunes, la produccién de hormonas y citocinas, la sustitucion de las células endoteliales de las
arteriolas maternas y la angiogénesis. Sin embrago, la regulacion de estas caracteristicas
depende de sefiales extra e intracelulares. La migracion de los trofoblastos en la interfaz
materno-fetal es un proceso clave en la implantacion y placentacion, pues son esenciales para
lograr embarazos exitosos en mujeres y roedores. La invasion trofoblastica extensa o superficial

pueden causar complicaciones como preclamsia, restriccion del crecimiento intrauterino, parto
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prematuro, enfermedad trofobléstica gestacional e incluso muerte materna o fetal (Kaufmann 'y
cols. 2003). De manera que la gestacion requiere la accidén espaciotemporal de diversas
hormonas con acciones endocrinas y paracrinas, asi como cambios metabolicos y expresion de
moléculas de adhesion que permita la correcta implantacion del blastocisto. También las
funciones del endometrio y miometrio son reguladas por moléculas propias del metabolismo

como la glucosa, el lactato y los lipidos (Stavreus 2012).

1.1.1 Importancia de los lipidos en la gestacion

Los lipidos pueden ser adquiridos por la dieta o por una sintesis endégena (de novo). Estos
pueden ser acumulados en diversas células y sirven como reserva para la obtencion de energia,
0 bien, actian como moléculas de sefializacién regulando diversas funciones como la
proliferacion celular, apoptosis® y diferenciacion. En las células, los diferentes tipos de lipidos
se almacenan en forma de inclusiones o gotas de lipidos, ya que si se encuentran libres pueden
generar lipotoxicidad. Si bien diferentes tipos de lipidos pueden estar almacenados en las gotas,
los triglicéridos, colesterol (esterificado) y acidos grasos libres son lo que predominan (Langhi
y cols. 2014).

El colesterol es un esterol importante en los mamiferos. Participa en diversos procesos
fisioldgicos, incluyendo la formacion de membranas celulares y regula la transduccion de
sefiales en las células, ademas es necesario para las funciones celulares y es esencial para la
integridad estructural de las membranas celulares. EI aumento de la concentracion de colesterol
disminuye la fluidez de la membrana y, por lo tanto, controla o regula la permeabilidad de la
membrana celular. El colesterol también es necesario para la diferenciacion de las células, su
proliferacion e interaccién con el desarrollo del embrion o feto. Es esencial para la sintesis de
progesterona y estradiol. Se sabe que el nivel de colesterol total puede tener importante efecto
regulador a largo plazo sobre la esteroidogénesis “en los ovarios (Vasilenko 2016). El colesterol
ingresa a la célula a través de receptores de lipoproteina de baja densidad (LDLR), los cuales
son endocitados y degradados dejando libre la molécula de colesterol, la cual puede esterificarse
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y almacenarse, o bien, no esterificarse y cumplir su funcién bioldgica. El colesterol puede
transformarse en hormonas esteroides, acidos biliares y vitamina E (Ikonen 2008).

Por otra parte, los triglicéridos son acarreados por los quilomicrones/ lipoproteinas de muy
baja densidad (VLDL) y son hidrolizados (lipolisis) y convertirlos en acidos grasos por la lipasa
de lipoproteinas periféricas (LPL), los cuales, si son de cadena corta, pueden convertirse en
acetil CoA y originar colesterol (Ikonen 2008). Los acidos grasos pueden ser introducidos a las
células a través del transportador CD-36, localizado en la membrana plasmatica de las células,
y esterificado o bien usado para la obtencion de energia a través de la beta-oxidacion é(Dallinga
y cols. 2010). Algunos productos del metabolismo de los &cidos grasos como la ceramida y
lipofuscina pueden metabolizarse como esfingolipidos de membrana o bien servir como
sefializadores en procesos de apoptosis. Mientras que los desechos del metabolismo del
colesterol u oxiesteroles promueven la sintesis de enzimas del metabolismo (Nelson y cols.
2011). Los lipidos uterinos han sido implicados en distintos procesos como la decidualizacion,
la nutricion del trofoblasto y en la teratogénesis®y en enfermedades malignas. La cantidad y el
metabolismo de los lipidos uterinos responden a cambios en las concentraciones hormonales
durante el ciclo, el embarazo, la lactancia y después de la ovariotomia (Beall 1972).

Acidos grasos y derivados. La sintesis de acidos grasos directamente en el endometrio
promueve el aumento de los niveles de triglicéridos y colesterol durante la gestacion (Mouzat y
cols. 2007; Tsai y cols. 2014). Ademas, la obtencién de energia a partir de los &cidos grasos,
mediante la B-oxidacion, es importante para el desarrollo embrionario y su inhibicion deteriora
al blastocisto y afecta el desarrollo del embrion. El aumento de la -oxidacion, mediante la
suplementacion con L-carnitina, mejora la competencia de desarrollo de ovocitos in vitro de
foliculos de crecimiento, la fertilizacion y el desarrollo del blastocisto (Hewitson y cols. 1996).

Los lipidos maternos son fuertes determinantes de la masa grasa fetal. Durante el
embarazo temprano, el aumento en los depositos de grasa materna se ve facilitado por la
insulina, seguida de una mayor degradacion del tejido adiposo y posterior hipertrigliceridemia
principalmente como resultado de la resistencia a la insulina y los efectos de los estrogenos. La

gran mayoria de los acidos grasos en la circulacion materna estan esterificados y asociados con
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las lipoproteinas. Estos son absorbidos por la placenta e hidrolizados por lipasa. Los &cidos
grasos liberados entran en varias rutas metabolicas y se liberan en la circulacion fetal, los acidos
grasos poliinsaturados de cadena larga son esenciales para el desarrollo fetal y se obtienen de la
madre. La oxidacion de acidos grasos mitocondrial se produce en el tejido fetal y en la placenta
y contribuye a la produccién de energia, la acumulacion fetal de grasa durante las ultimas
semanas de gestacion ocurre rapidamente y no solo se mantiene por los &cidos grasos que cruzan
la placenta, sino también por la lipogénesis fetal (Herrera y Desoye, 2016). De manera que los
lipidos en general controlan diversas funciones en la gestacién y son muy importantes en este
proceso.

Considerando que los &cidos grasos generan mas ATP por gramo que los hidratos de
carbono o proteinas, se requieren grandes cantidades de fosfolipidos en el estroma, hacia el dia
5 de gestacion en el raton, cuando el embrion requiere implantarse (Burnum y cols. 2009). La
via metabdlica de los esfingolipidos es muy activa en la decidua durante el proceso normal de
la gestacion. Una alteracion en la activacion de esta via, debido a fallas en la expresion de
esfingosina cinasa, provoca dafios en los vasos sanguineos uterinos que resultan en la pérdida
de la gestacion. La decidualizacién del estroma y el epitelio uterino también dependen del
metabolismo de &cidos grasos de cadena larga e insaturados (Gao y cols. 2009).

Colesterol y derivados. El colesterol en el desarrollo fetal es un componente
fundamental de las membranas celulares y una sustancia precursora de las hormonas esteroides
(Burnum y cols. 2009). El colesterol de la circulacién materna llega al feto a través de las
lipoproteinas transportadoras de colesterol, como son la LDL, de alta densidad (HDL) y VLDL
(Zhang y cols. 2017). La placenta tiene transportadores especiales de colesterol como son:
ABCGL1 (ATP Binding Cassette Subfamily G Member 1), LXRp (liver X receptor), VLDLR
(Very Low-Density Lipoprotein Receptor) y LDLR (low-density lipoprotein receptor) (Zhang
y cols. 2017). Hacia el tercer trimestre, el feto sintetiza su propio colesterol, principalmente por
el higado (Zhang y cols. 2017). Ademas, el endometrio y el trofoblasto contienen oxiesteroles
que pueden ser ligandos del receptor de proliferadores de peroxisomas (PPAR), el cual participa
en la vascularizacion de la placenta y contraccién del endometrio, asi como en la sintesis y
secrecion de leptina y hormona de crecimiento placentario humano (Mouzat y cols. 2007). Los

oxiesteroles, a traves del receptor X del higado (LXR)p, disminuyen los niveles de colesterol en
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el endometrio y miometrio y la expresion de proteinas lipogénicas como la proteina de union al
elemento de respuesta de esteroides (SREBP1), sintasa de &cidos grasos y estaroil CoA
desaturasa (Mouzat y cols. 2007). El colesterol y sus derivados oxiesteroles son capaces de
unirse LXR, regulando la actividad de los receptores de oxitocina y la contraccion del miometrio
(Mouzat y cols. 2007).

1.1.2 Dislipidemias e higado graso en la gestacion

Durante la gestacion, el contenido de lipidos circulante y la acumulacion de estos en los
tejidos aumente. La hiperlipidemia o dislipidemia se define como una concentracion excesiva
de colesterol, triglicéridos, LDL y VLDL en sangre. Se ha considerado que los cambios en el
metabolismo lipidico durante la gestacion deben contribuir a la acumulacion de reservas de
grasa en el cuerpo de la hembra en la primera mitad y aumentar la movilizacidn de estas reservas
al final del embarazo. Ratas gestantes, en los 18-19 dias, tienen una alta concentracion de
colesterol, alcanzando una elevacién de los lipidos séricos en el dia 21 de gestacion. Esta
hiperlipidemia desaparece rapidamente en ratas postparto no lactantes (Vasilenko 2016).

En afos recientes, se ha cuestionado si esta hiperlipidemia es inocua o altera la funcién
de algunas células, sobre todo cuando es excesiva. Asi, la acumulacion de colesterol en el Gtero
puede generar hiperplasia endometrial y prolapso uterino (Sumathi 2016). También el aumento
del colesterol uterino esta relacionado con una disminucién en la amplitud de las contracciones
del miometrio durante el parto (Smith y cols. 2005). Ademas, una alta lipoperoxidacién, por
accion de la enzima peroxidasa puede dafiar el tejido endometrial y provocar aborto espontaneo
en la mujer. El colesterol, por ser el principal sustrato para la sintesis de esteroides, se ha
demostrado que afecta al medio hormonal y a la esteroidogénesis en hombres y mujeres
(Sumathi 2016). Un exceso de lipidos ha sido relacionado con un aumento del estrés oxidativo
que afecta la funcién endotelial, y puede generar preclamsia en el embarazo (Santosh y cols.
2016). Los estudios de animales y humanos han demostrado una relacion entre las
concentraciones de triglicéridos maternos y colesterol con el peso y la composicion corporal,
asi como con el peso de la placenta en recién nacidos (Karen y cols. 2015). Una serie de estudios,
han demostrado una asociacion entre los lipidos maternos, en su mayoria triglicéridos, y el peso

del recién nacido en las mujeres con hiperglicemia (Karen y cols. 2015).
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La hipercolesterolemia materna puede presentar riesgo significativo para el feto y la
formacion de acimulos de grasas en las arterias. Por lo tanto, se supone que el transporte de
colesterol aumenta a medida que es mayor la concentracion en suero materno (Zhang y cols.
2017). Los perfiles de lipidos aterogenicos durante el primer trimestre del embarazo confieren
un mayor riesgo de resultados adversos incluyendo la morbilidad materna, la mortalidad y el
parto prematuro. Las mujeres con partos prematuros tienen un mayor riesgo de enfermedad
cardiovascular en el futuro. Numerosos estudios han evaluado la relacion entre los perfiles de
lipidos maternos durante el embarazo y el riesgo de parto prematuro. EI aumento de los niveles
de lipidos contribuye hacia el apoyo hormonal y nutricional de un embarazo saludable. La
hiperlipidemia es también considerada como un incitador del estrés oxidativo y la inflamacién
que estan relacionados con la incidencia de complicaciones en el embarazo y los resultados
adversos del mismo, incluyendo preclamsia, parto prematuro y macrosomia'® (Shuying y cols.
2016).

Existen trastornos hepaticos durante el embarazo que pueden estar relacionados con el
sistema inmune afectando la salud de la madre y el feto. Estos trastornos hepaticos son pre-
clampsia, hemolisis, enzimas hepaticas elevadas, recuento bajo de plaquetas, higado graso
agudo, hiperémesis gravidica y colestasis intrahepatica del embarazo. Nos enfocaremos en
aquellos que tengan relacion con el metabolismo lipidico. El higado graso agudo en el embarazo
es una citopatia mitocondrial que se origina por la deficiencia de acil-coenzima A
deshidrogenasa de cadena larga y, por lo tanto, de una B-oxidacion anormal de acidos grasos.
Se caracteriza por infiltracion de grasa microvesicular de hepatocitos durante la segunda mitad
del embarazo. Los sintomas son anorexia, vomitos, nauseas e ictericia. La deficiente oxidacion
de los &cidos grasos puede conducir a una grave infiltracion de grasa en los 6rganos fetales
(Bremer y cols. 2016).

La colestasis intrahepatica del embarazo es una complicacion causada por un trastorno
de la funcion hepética que ocurre durante el embarazo, generalmente durante el tercer trimestre,
o al final del segundo trimestre, lo que indica que las hormonas esteroides pueden desempefiar

un papel en su aparicidn. Se caracteriza por la presencia de prurito y valores anormales de acidos
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biliares y hepaticos transaminasas, que tiene efectos indeseables en el feto. Cambios en sus
niveles inducidos por una combinacion de factores externos (endotoxinas y deficiencias de
selenio) y la predisposicion genetica puede ayudar a explicar el desarrollo de colestasis
intrahepética del embarazo (Parizek y cols. 2015). Por otro lado, la deficiencia de hormonas

tiroideas también puede conducir al desarrollo de dislipidemias.

1.2 Hormonas tiroideas
Las hormonas tiroideas, triyodotironina (T3) y tetrayodotironina (T4), participan en
diversos procesos fisioldgicos como termorregulacion,'! reproduccion, desarrollo de tejidos y
6rganos, metabolismo, consumo de oxigeno, crecimiento, diferenciacion y proliferacion®?
celular. Son secretadas por la glandula tiroides, la cual se encuentra situada en la parte media
del cuello y esta compuesta por dos lébulos (derecho e izquierdo) unidos por un istmo
transversal. Esta glandula se compone de tirocitos, formados por una sola capa de células
foliculares que rodean material proteico de tipo coloide. La sintesis de hormonas tiroideas se da
en las células foliculares, requiriéndose de moléculas de tirosina yodadas a través de la enzima
tiroperoxidasa (TPO) conforméndose asi la molécula de tiroglobulina que funciona como
reservorio de monoyodotirosinas y diyodotirosinas. Aproximadamente el 94% de las hormonas
tiroideas son secretadas por la glandula tiroides como T4 y el 6% como T3. El nivel de hormonas
tiroideas es controlado por una retroalimentacion negativa del hipotalamo y la hipofisis. El
hipotalamo secreta la hormona liberadora de tirotropina (TRH) que estimula a la adenohip6fisis
para la secrecién de tirotropina (TSH), que a su vez estimula a la glandula tiroides para que
secreten las hormonas tiroideas. Una vez liberadas, las hormonas tiroideas son transportadas a
través de la sangre, unidas a proteinas plasmaticas como la albumina, alfa globulina y la
transtirrenina (Brent 2012; Pascual y Aranda 2013).
Las acciones de las hormonas tiroideas son posibles gracias a la activacién de
receptores nucleares especificos que las unen (TRs). Los TRs se encuentran distribuidos en
diversos tejidos y son de dos tipos TRa y TRp, codificadas por los genes TRa (NR1al) y TR

(NR1A2). Cada receptor cuenta con diversas isoformas, respectivamente (al, 02, B1, B2 y B3).

11 Ver glosario
12 Ver glosario
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Cada isoforma tiene acciones especificas. Por ejemplo, el TRa desempefia un papel clave en el
desarrollo posnatal, en el tejido adiposo y el metabolismo cardiaco; mientras que el TR regula
el metabolismo hepético. Ademas de los receptores nucleares, las hormonas tiroideas tienen
receptores membranales y mitocondriales (Coria y cols. 2012).

El metabolismo de las hormonas tiroideas se lleva a cabo por medio de las desyodasas,
enzimas que eliminan iones yodo de las moléculas de T3 y T4. Asi, las desyodasas tipo 1y Il
(D1 y D2) que eliminan un ion yoduro de la posicion 5° del anillo fenolico de la molécula T4
para formar T3, o bien para formar T3 reversa, y la desyodasa tipo 11 (D3) que cataliza un ion
yoduro de la posicion 3 del anillo tirosil generando diyodotirosina a partir de T3 (Burnum y
cols. 2009). Las hormonas tiroideas ejercen sus efectos a través de dos vias; gendmicas
(nucleares) y no genomicas (citoplasmaticas o del receptor de la membrana TR). Los
mecanismos gendmicos estan mediados en su mayoria por T3 a través de receptores nucleares.
Los efectos no gendmicos son iniciados por hormonas tiroideas que se unen al receptor de
integrina (a'VP3), lo que conduce a la activacion de diferentes vias de sefializacion, incluida la
proteina quinasa activada por mitdogeno (MAPK), fosfoinositida 3-quinasa (PI3K),
transductores de sefial y activadores de las vias de transcripcion (STAT). Estas cascadas dan
lugar a eventos celulares distintos, como division celular, proliferacion y angiogénesis
(Goemann y cols. 2017).

Las concentraciones de las hormonas tiroideas pueden alterarse por diversos factores
como sexo, edad, diversas enfermedades, ingesta de yodo, estrés, farmacos, etc. El aumento en
las concentraciones de T3 y T4 conlleva a hipertiroidismo; mientras que la insuficiencia en la
secrecion de estas genera hipotiroidismo. Sin embargo, el hipotiroidismo es el que tiene mayor
impacto en la salud, al tener una prevalencia mayor y ser mas frecuente en mujeres. Lo anterior
estd asociado a la presencia de anticuerpos anti-tiroideos, principalmente anti-peroxidasa o anti-
tiroglobulina (Pascual y Aranda 2013).

El hipotiroidismo es un trastorno que se caracteriza por la disminucién de la
concentracion de hormonas tiroideas y concentraciones elevadas de TSH. Esta disfuncién
tiroidea se produce por la aparicién de anticuerpos anti-TSH, el déficit en la ingesta de yodo,
compuestos quimicos como algunos herbicidas, radiaciones y farmacos (Gharib y cols. 2005).

El hipotiroidismo se considera un trastorno metabolico comun en la poblacion general, es méas

16



comun en las mujeres y su prevalencia aumenta con la edad (Gharib y cols. 2005), la cual oscila
de 18 en 1000 mujeres (en comparacion con 1 en 1000 hombres) por hipotiroidismo manifiesto
y 75 en 1000 mujeres (en comparacion con 28 en 1000 en hombres) por hipotiroidismo
subclinico. La Encuesta Nacional de Salud y Nutricion (ENSANUT I1II) inform6 que
aproximadamente 1 de cada 300 personas en los Estados Unidos, tienen hipotiroidismo y la
prevalencia de la enfermedad es mas alta en los blancos que en los afroamericanos y los hispanos
(5.1% vs. 1.7% y 4.1%, respectivamente; Mahboubeh y Asghar, 2017).

1.2.1 Hormonas tiroideas, obesidad y dislipidemias

Una acumulacion excesiva de lipidos puede dar lugar a diversas patologias, por ejemplo,
la obesidad que se asocia con un patron metabdlico que incluye resistencia a la insulina,
dislipidemias e inflamacion de bajo grado. La obesidad se ha convertido en un importante
problema de salud mundial. La incidencia de obesidad aumenta continuamente y, por lo tanto,
también se espera que aumente la morbilidad, la mortalidad y los costos médicos y econdmicos
asociados. La obesidad aumenta el riesgo cardiovascular a traves de factores de riesgo como el
aumento de los triglicéridos en ayunas, aumento de LDL, disminucién de HDL, niveles elevados
de glucosa y presion arterial alta. Los factores de riesgo metabdlicos dependientes de lipidos
asociados a la obesidad son la presencia del fenotipo LDL, hiperlipidemia postprandial con
acumulacion de restos aterogénicos y sobreproduccién hepatica de lipoproteinas que contienen
apoB. Estas anomalias lipidicas son del sindrome metabdlico y pueden estar asociadas a un
gradiente proinflamatorio que puede originarse en el tejido adiposo y afectar directamente al
endotelio. Un vinculo importante entre la obesidad, el sindrome metabdlico y las dislipidemias
podria ser el desarrollo de resistencia a la insulina en tejidos periféricos que conducen a un flujo
hepéatico mejorado de acidos grasos de fuentes dietéticas, lipdlisis intravascular y tejido adiposo

resistente a los efectos anti-lipoliticos de la insulina (Klop y cols. 2013).

Las acciones de las hormonas tiroideas sobre la sintesis y metabolismo de &cidos grasos
son diversas, por ejemplo: 1) la sintesis de acidos grasos (Blennemann y cols. 2011); 2) la B-
oxidacion de acidos grasos, debido a la regulacion de enzimas como la acilcoA hidrogenasa y

la acilcoA tioesterasa (Krasuse y cols. 2015); 3) la sintesis de colesterol regulando la expresion
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de la 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A (HMG-CoA) y la colesterol 7-alfa-hidroxilasa
(CYP4A1) que convierte el colesterol en sales biliares (Rizos y cols. 2011); 4) la sintesis de
ceramidas al regular la actividad de la enzima esfingomielina fosfodiesterasa (Babenko 2005);
5) el metabolismo de las lipoproteinas de alta densidad HDL (Rizos y cols. 2011; Sumathi 2016)
LDL de la oxidacion (Faure y cols. 2004; Sumathi 2016) y VLDL (Rensen y cols. 2005; Rizos
y cols. 2011), aumentando a la proteina de transferencia de esteres de colesterol y regulando las
enzimas que las degradan como lipoproteinlipasa y a la lipasa hepética; 6) el ingreso de
colesterol a las células regulando el gen de LDL-R (Rizos y cols. 2011; Lin y cols. 2012). La
administracion de T3 reduce el contenido de &cidos grasos libres y triglicéridos (Lombardi y
cols. 2012). Algunos receptores nucleares que unen lipidos también son regulados por las
hormonas tiroideas, por ejemplo, el LXR o que une oxiesteroles (Kawai y cols. 2004). Un
aumento de los niveles de hormona tiroidea estimula la movilizacién de grasa del tejido adiposo,
lo que conduce a concentraciones elevadas de acidos grasos libres en el plasma. También
mejoran la oxidacion de acidos grasos en muchos tejidos y afectan el metabolismo del colesterol
(Lin y cols. 2012).

En pacientes con hipotiroidismo, los niveles de colesterol total y LDL se encuentran
aumentados. El hipotiroidismo esta relacionado con alteraciones del metabolismo de lipidos.
Esto incluye elevaciones en LDL, asi como niveles reducidos de HDL que tienden a
normalizarse después de la suplementacidn con tiroxina. Estos cambios se deben a importantes
efectos de la hormona tiroidea en varias enzimas clave del metabolismo lipidico y dan como
resultado un riesgo significativamente mayor de enfermedades cardiovasculares en pacientes
con hipotiroidismo (Lombardi y cols. 2012). Las hormonas tiroideas estimulan el gasto de
energia promoviendo el desacoplamiento mitocondrial e induciendo la termogénesis en
humanos. Ademas, estudios en modelos animales demuestran que T3 actdan directamente sobre
la absorcion libre de acidos grasos y la oxidacién en el miocardio, la disminucién de las tasas
de metabolismo de la energia de todo el cuerpo en el estado hipotiroideo da como resultado una
reduccion de la oxidacion de los lipidos. El desarrollo de estas dislipidemias esta relacionado
con la disminucion de la actividad de la lipoproteina lipasa, una acumulacion de quilomicrones
(Tsimihodimos y cols. 1999), asi como con resistencia a la insulina. Estas dislipidemias también

han sido observadas en conejos con hipotiroidismo inducido (Rodriguez-Castelan y cols.
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2017a). Ademas, el hipotiroidismo favorece la acumulacion de triglicéridos en el tejido adiposo,
higado y pancreas (Gagnon y cols. 2010; Rodriguez-Castelan y cols. 2015; Rodriguez-Castelan
y cols. 2017b; Rodriguez-Castelan y cols. 2017c). El contenido de acidos grasos de cadena larga
es menor en el higado de ratas hipotiroideas (Blennemann y cols. 2011); mientras que, el
contenido de ceramida se encuentra aumentado (Babenko 2005). El hipotiroidismo reduce la
secrecion de bilis en ratas (Zha y cols. 2015). En conejos, el hipotiroidismo reduce la expresion
del receptor de farnesoides (FXRa), que une oxiesteroles y sales biliares, en el higado
(Rodriguez-Castelan y cols. 2017b). EIl aumento de triglicéridos, colesterol total y LDL por el
hipotiroidismo se asocia con la influencia que tienen las hormonas tiroideas sobre las enzimas

acil-coA hidrogenasa y acil-coA tioesterasa (Krause y cols. 2015).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y gestacion

Las hormonas tiroideas son esenciales para el metabolismo, el desarrollo y crecimiento
normal de los dérganos fetales, participan en el desarrollo del cerebro del feto en la fase
embrionaria temprana. Por lo tanto, la disfuncion tiroidea durante el embarazo puede tener
resultados maternos y fetales adversos significativos. Esto se debe a que el feto depende de las
hormonas tiroideas maternas durante el periodo crucial del desarrollo cerebral. La glandula
tiroides fetal comienza a producir T3 y T4 aproximadamente a las 10 semanas de gestacion. Sin
embargo, hasta aproximadamente las 20 semanas de gestacion, la tiroides fetal todavia no esta
completamente activa y, por ende, el feto es dependiente del suministro materno de tiroxina
(Tingi y cols. 2016). La deficiencia de hormonas tiroideas al nacer se considera como
hipotiroidismo congénito, y se clasifica en dos categorias: permanente y transitorio. El
hipotiroidismo congénito permanente es en un 85% debido a anomalias relacionadas con el
desarrollo de la glandula tiroides, y en un 10-15% a trastornos en la sintesis, el metabolismo o
el transporte de hormonas tiroideas. Mientras que el hipotiroidismo congénito transitorio, se
atribuye a trastornos tiroideos maternos, siendo la causa mas frecuente la deficiencia de yodo
(Teng y cols. 2013). El yodo es un componente esencial de las hormonas tiroideas y los
requerimientos aumentan en el embarazo. La deficiencia severa de yodo materna puede tener
implicaciones adversas para la madre, como hipotiroidismo y bocio. Mientras que, para el feto,
aborto espontaneo y el nacimiento de un bebé muerto; para el neonato, la mortalidad neonatal;
y para el nifio, desarrollo neuroldgico deteriorado y cretinismo (Tingi y cols. 2016). En la
actualidad se recomienda una ingesta diaria de 200 pg de yodo, aungue ciertas poblaciones no

logran alcanzar este valor.

La prevalencia de hipotiroidismo en el embarazo oscila entre el 2 y 5% para el
hipotiroidismo clinico y el 3-5% para el subclinico. Para el diagnostico de hipotiroidismo
durante el embarazo, los niveles séricos de TSH, tiroxina libre (TL4), tiroxina total (TT4) y
TPO-ADb se deben medir al principio del embarazo. ElI aumento de los niveles de TSH con la
disminucion de TL4/TT4 o TSH> 10.0 mUIl /L, independientemente de TL4, indican un
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hipotiroidismo manifiesto. Se pueden utilizar los siguientes rangos de referencia para cada
trimestre: primer trimestre, 0.1-2.5 mUI/L, segundo trimestre, 0.2-3.0 mUI/L, y tercer trimestre,
0.3-3.0 mUI/L. Las mujeres con hipotiroidismo subclinico son tratadas con levotiroxina, para
mantener los niveles séricos de TSH. Las pruebas de la funcion tiroidea deben medirse cada 4-
6 semanas (Mahboubeth y Asghar, 2017).

La gldndula tiroides materna experimenta cambios durante el embarazo, pues se agranda
un 10%. En el embarazo temprano, los niveles altos de estrogeno estimulan la sintesis de
globulina fijadora de tiroxina hepatica (TBG) y esta aumenta 2-3 veces, lo que desencadena
altas concentraciones de T4 y T3. La secrecion de gonadotropina coriénica humana de la
placenta que tiene actividad tirotrépica, que es otro mecanismo para la produccion adicional de
hormonas tiroideas. Ademas, una mayor transferencia de tiroxina de madre a feto y un aumento
de la ruptura intraplacental de T3 y T4 (resultante de la expresion placentaria de desyodasas 3).
La prevalencia de hipertiroidismo durante el embarazo es de aproximadamente 1 en 1000. Dado
que la tirotoxicosis puede causar insuficiencia cardiaca en las madres y bajo peso al nacer en los

bebés, el tratamiento debe iniciarse para prevenir parto prematuro.

La enfermedad tiroidea posparto se desarrolla entre el 5y 9 % de las pacientes y se
encuentra asociada con la presencia de autoinmunidad tiroidea positiva, especialmente en el
primer trimestre de la gestacion, adquiriendo relevancia en este periodo la positividad del
anticuerpo antiperoxidasa (ATPO). El 50% de las pacientes con T4L y TSH normales durante
el embarazo, pero con ATPO positivo durante el primer trimestre, desarrolla enfermedad

tiroidea posparto, mientras que el otro 50% permanece eutiroidea, aunque perista el ATPO.

El metimazol, el carbimazol y el propiltiouracilo son los farmacos anti-tiroideos mas
utilizados para tratar el hipertiroidismo, el uso de estos para inducir el desarrollo de
hipotiroidismo; y en animales es un modelo aceptable (Mahboubeth y Asghar. 2017). El
endometrio cuenta con D2, la presencia de esta enzima aumenta al inicio de la gestacién para
suplir la cantidad de T3 requerida por el tejido uterino. Una disminucion local de T3 es critica
para la decidualizacion de las células del estroma durante la gestacion temprana. En el raton, la
expresion de esta enzima es alta en los dias 3 y 4 del embarazo. Una vez que el embrién se

implanta en el Utero receptivo. La D3 aumenta de forma significativa en las células estromales
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y se acompaiia de hipermetilacion *de ADN. La concentracion de T3 libre uterina se reduce
después de la implantacion del embrién. T3 induce la expresion de D3, tanto in vivo como in
vitro, lo que sugiere el bucle de retroalimentacion positiva. Ademas, la T3 es critica para la

decidualizacion de células estromales durante el embarazo temprano (Kong y cols. 2015).

El endometrio y el miometrio de mujeres y conejas expresan TRs (TRal, TRa2 y TRB1),
asi como receptores de TSH (Aghajanova y cols. 2011; Rodriguez-Castelan y cols. 2017).
Ademas, el endometrio cuenta con D2 y D3 que participan en la conversién de T4 a T3 o la
degradacion de T3 (Deng y cols. 2014). Lo anterior sugiere que las acciones de las hormonas
tiroideas podrian ser relevantes para la funcion uterina. La expresion de THRal, THRB1 y
THRo2 aumenta con la edad gestacional. La expresion nuclear de THRal, THRB1 y THRa2
esta regulada por una disminucion en el nivel de proteina y de abortos involuntarios recurrentes
en el tejido del trofoblasto velloso, la mayoria de las células que expresan los receptores de la

hormona tiroidea en la decidua son las células del estroma (Kong y cols. 2015).

La disfuncion tiroidea gestacional es una enfermedad comun y tienen diversos efectos
sobre la capacidad reproductiva femenina. Tanto el hipotiroidismo como el hipertiroidismo
pueden conducir a una variedad de problemas reproductivos, causando trastornos menstruales,
principalmente hipomenorrea'* y polimenorrea®® en el hipertiroidismo, y oligomenorrea®® en el
hipotiroidismo (Kong y cols. 2015). El hipotiroidismo también se ha asociado con infertilidad
femenina secundaria que incluye la pérdida del embarazo. Otra consecuencia del hipotiroidismo
es el parto prematuro (Laurberg y cols. 2013). La deficiencia de hormonas tiroideas maternas se
ha asociado con pérdidas tempranas del embarazo (Laurberg y cols. 2013; Martina y cols. 2014).
En modelos animales, el hipotiroidismo modifica la concentracion de los receptores de
estrogenos en el Gtero (Keeping y cols. 1982), afecta la decidualizacion e implantacién del
embrion (Kennedy y Doktorcik 1988), disminuye la talla de los fetos (Rodriguez-Castelan y
cols. en proceso), y altera el desarrollo de los vasos sanguineos, células inmunes y la apoptosis

de las células de la placenta (Silva y cols. 2012). El hipotiroidismo también afecta el nimero y

13 ver glosario
14 ver glosario
15 ver glosario
16 ver glosario
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la fuerza de las contracciones uterinas en perras (Panciera y cols. 2007). En humanos, las
hormonas tiroideas se unen a TBG, por su alta afinidad; solo el 0.03% de T4 esta en forma libre.
En ratas, TBG se reemplaza con albumina. Esto también es cierto para otras especies, incluidos
gatos, conejos Yy ratones. Sin embrago, la regulacion y la funcion de las hormonas tiroideas

durante el embarazo temprano son en gran parte desconocidas (Kong y cols. 2015).

Aunque se desconocen los mecanismos del efecto del hipotiroidismo sobre el Gtero, una
de las posibilidades es que dicha disfuncion tiroidea pudiera afectar el contenido de lipidos
presentes en este drgano, que como ya describimos anteriormente traeria consecuencias en el
crecimiento fetal. Recientemente mostramos como el hipotiroidismo por 50 dias recude el
contenido de colesterol y triglicéridos en el Utero (Rodriguez-Castelan y cols. en presa), lo cual
se relaciona con un aumento en la expresion de la enzima 3-hidroxideshidrogenasa, que regula
la esteroidogénesis, y una menor talla fetal. En el presente estudio pretendemos determinar el

periodo del embarazo en el contenido de lipidos en el Gtero es afectado.
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3. JUSTIFICACION

En mujeres y en modelos animales, el hipotiroidismo esta relacionado con partos
prematuros, pérdida del embarazo y una menor talla de las crias (Laurberg y cols. 2013; Martina
y cols. 2014; Rodriguez-Castelan y cols. en prensa). Se desconocen los mecanismos implicados
que conllevan a que el hipotiroidismo produzca estos efectos en el embarazo. Considerando que
a) las células epiteliales y musculares del Utero son capaces de almacenar lipidos (colesterol,
triglicéridos, acidos grasos libres, oxiesteroles y fosfolipidos; Murray y cols. 1996), b) el
hipotiroidismo induce un aumento en el contenido de lipidos en suero y en diversos tejidos
metabdlicos (Rodriguez-Castelan y cols. 2015, Rodriguez-Castelan y cols. 2017a, Rodriguez-
Castelan y cols. 2017b) y c) el tratamiento de 50 dias con metimazol disminuye el contenido de
colesterol y triglicéridos en el Utero, lo que podria tener relacién con que aumente el porcentaje
de fetos con menor talla toracica (Rodriguez-Castelan y cols. en prensa), en el presente estudio
pretendemos determinar la influencia del hipotiroidismo en los lipidos durante cada etapa del
embarazo. Para ello utilizaremos a la coneja como modelo de estudio, ya que las etapas del

embarazo son similares a lo que ocurre en los humanos.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo modifica el contenido de colesterol y triglicéridos en suero, higado y

utero de conejas gestantes, lo cual se relaciona con cambios metabolicos maternos y fetales.

Predicciones

1.  En conejas gestantes de 5, 10 y 20 dias, el hipotiroidismo disminuye el peso, consumo de
alimento y agua.

2. Enconejas de 10 y/o 20 dias de gestacion, el hipotiroidismo disminuye la talla abdominal
de los fetos, sin afectar el peso, longitud corporal de los fetos, y nimero de implantes y
reabsorciones.

3. En conejas gestantes de 5, 10 y 20 dias, el hipotiroidismo aumenta gradualmente el
contenido de colesterol en el suero y en higado, disminuyéndolo en el Gtero.

4.  En conejas gestantes de 5, 10 y 20 dias, el hipotiroidismo aumenta el contenido de

triglicéridos en el suero e higado, disminuyéndolo en el Utero.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar si el hipotiroidismo modifica el contenido de colesterol y triglicéridos en
suero, higado y Utero de conejas gestantes y su relacion con pardmetros metabolicos maternos

y fetales.

5.2 Objetivos Especificos

1. Determinar la ingesta de alimento y agua de las conejas no gestantes y gestantes controles e
hipotiroideas.

2. Cuantificar la ganancia de peso de las conejas no gestantes y gestantes controles e
hipotiroideas.

3. Evaluar el nimero de implantes, reabsorciones, peso de los fetos, didmetro abdominal y
longitud corporal de los fetos controles e hipotiroideos en los dias 10 y/o 20 de la gestacion.

4. Cuantificar el contenido de triglicéridos y colesterol en suero, Gtero e higado de conejas

gestantes controles e hipotiroideas.
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6. METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron conejas adultas no gestantes y gestantes (dias 5, 10 y 20) 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 Auténoma de Tlaxcala). Los animales se alojaron en jaulas
individuales de acero inoxidable (50 x 60 x 40 cm), y fueron alimentadas con alimento Purina
(120 g diarios antes de la gestacion y 300 g durante la gestacion) y agua ad libitum. Se formaron

grupos de animales no gestantes y gestantes, tanto controles como hipotiroideas (Figura 1).
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Figura 1. Representacion de los grupos con los que se llevara a cabo el experimento.
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Induccién de hipotiroidismo. La induccion de hipotiroidismo se hizo mediante el
farmaco antitiroideo metimazol (Sigma), que se les administré en el agua a una concentracion

de 0.02% durante treinta dias.

Registro de alimento, peso y agua. Se tuvo control desde que inicio el tratamiento,
anotando en una bitacora la cantidad de alimento y agua sobrante y se le resto al total de lo que
fue administrado. El registro del peso se hizo semanalmente hasta finalizar el tratamiento.

Numero de implantes, reabsorciones y parametros corporales de los fetos. El
numero de implantes y reabsorciones se pudo medir en los animales en los dias 10 y 20 de
gestacion. Mientras que los pardmetros de los fetos se hicieron tnicamente en las hembras a los
20 dias de gestacion.

Cuantificacion de triglicéridos y colesterol por método enzimatico. En las fechas de
gestacion ya mencionadas, los animales fueron sacrificados por sobredosis de anestésico. Se
obtuvo sangre mediante puncion cardiaca. Se separo el suero y se guardé a -80°C hasta su uso.
Se extrajo una porcién medial de los Gteros, peri-implante y no implante, asi como una porcion
de higado que fueron almacenados a -80°C hasta su uso. De las porciones de tejidos, 100 mg de
tejido fueron machacados en una soluciéon de cloroformo-metanol (2:1; método de Folch).
Posteriormente, al machacado se le agrego NaCl al 0.7% para separar las fases. El machacado
se centrifugo durante 15 min a 4°C. La fase superior fue desechada y la fase inferior separada y
se dejo evaporar durante una noche. El tubo que tenia la grasa fue pesado antes y después de
que se evaporara Y la diferencia entre pesos fue el contenido de grasa total. La grasa total
obtenida fue reconstituida en una solucion de triton al 10% en isopropanol obteniéndose la
muestra de lipidos. Los triglicéridos y el colesterol fueron medidos a través de un método
colorimétrico enzimético mediante el kit de ELITech Clinical Systems (TGML-0425). Lo
mismo se hizo en higado esto para tener una referencia de como es el contenido de colesterol y

triglicéridos en otro érgano.

Presencia de triglicéridos mediante tincién rojo oleoso. Una porcion de Uteros
izquierdos de 6 animales por grupo se fijo en paraformaldehido al 4% durante 24 h,
posteriormente fueron colocados en una solucion de sacarosa, al 10, 20 y 30 % y fueron cortados

a 5um en un criostato y colocados en laminillas hasta su uso. Las laminillas cortadas se
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colocaron en alcohol isopropilico y, posteriormente, en la solucion de rojo oleoso. Se
contrastaron con rojo los ndcleos y se montaron en glicerina. Posteriormente se tomaron

fotografias a 100x.

Analisis estadistico. Las variables evaluadas de las conejas controles e hipotiroideas y
sus fetos fueron comparadas mediante ANOVA de 2 vias o t de Student. Se usaron los
programas de analisis estadistico GbStat y GraphPad Prism. ElI mismo analisis se hizo para el

consumo de agua, alimento y aumento de peso.
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7. RESULTADOS

Consumo de alimento, ganancia de peso y toma de agua. Para los animales no
gestantes, el consumo de alimento para el grupo control fue superior al grupo hipotiroideo desde
el inicio hasta el final del tratamiento mostrando diferencias significativas en la primera,
segunda y cuarta semana (Figura 2a); sin embargo, no se observaron diferencias en el peso
(Figura 2b). El consumo de agua en las primeras 2 semanas fue similar entre tratamientos, pero
disminuyd en las siguientes tres semanas para el grupo hipotiroideo, aunque no alcanz6

diferencias significativas (Figura 2c).

Para el grupo de animales controles e hipotiroideos sacrificados en dia 5 de gestacion
(implantacion), se observo que estos mantuvieron su ingesta de alimento durante toda la
gestacion, excepto en la ultima semana donde aumentaron su ingesta (Figura 3a). Esta mayor
ingesta de alimento antes mencionada no modifico el peso corporal de las hembras (Figura 3b).
La ingesta de agua fue constante a lo largo de la gestacion, tanto para las hembras controles
como hipotiroideas. Sin embargo, las hembras hipotiroideas mantuvieron una menor ingesta de
agua que las hembras controles, mostrando diferencias significativas en 2 semanas, la semana 3

y la semana 5 (Figura 3c).

Para el grupo de animales sacrificados en el dia 10 de gestacion (placentacion), se
observo que el consumo de alimento incremento ligeramente hacia el dia 5 de gestacion y méas
aun en el dia 10, alcanzando diferencia significativa entre grupos (controles e hipotiroideos
(Figura 4a). Esta mayor ingesta no modifico el peso corporal de los animales en ambos grupos
(Figura 4b). En los animales controles, la ingesta de agua no se modific6 con el embarazo. Sin
embargo, la ingesta de agua en el grupo hipotiroideo siguié una direccion opuesta a la ingesta

de alimento, siendo menor en los dias 5 y 10 de gestacion (Figura 4 c).

Para el grupo de animales sacrificados en el dia 20 de gestacion (degeneracion del cuerpo
luteo), no se observaron cambios en la ingesta de alimento, tanto en los animales controles como
hipotiroideos (Figura 5a). Esto mismo ocurrid para el peso corporal (Figura 5 b) y la ingesta de

agua (Figura 5c¢).
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Numero de implantes, reabsorciones y pardmetros de los fetos. Para el grupo de
animales sacrificados en el dia 10 de gestacion, la porcion del Utero del lado derecho del grupo
control mostro que el nimero de implantes y fetos es mayor que en el grupo hipotiroideo. Lo
mismo ocurrié en la porcién del lado izquierdo; las reabsorciones no fueron evidentes, por lo

que no encontramos diferencias significativas en ningin pardmetro (Tabla 1).

En los animales sacrificados en el dia 20 de gestacion la porcién del Gtero del lado
derecho mostré que el total de implantes y fetos viables es mayor en el grupo hipotiroideo
comparado con el grupo control, mientras que las reabsorciones son evidentes en el grupo
hipotiroideo, pero no encontramos diferencias significativas. En los parametros de los fetos, el
didmetro abdominal de los fetos es similar entre grupos (Tabla 2). En la porcién del Gtero del
lado izquierdo, el total de implantes, fetos viables, reabsorciones, peso de los fetos, diametro
abdominal y longitud corporal fue mayor en el grupo hipotiroideo, sin encontrar diferencias
significativas (Tabla 2). En la suma de ambos lados observamos que grupo hipotiroideo tiene
mayor nimero de reabsorciones (Tabla 2).

Triglicéridos en suero y Utero. En suero, la concentracion de triglicéridos, tanto en el
grupo control como en el hipotiroideo, tiende a aumentar en el segundo tercio de la gestacién
(degeneracion del cuerpo luteo; Figura 6a). Como patron, se utilizé al higado, donde las
concentraciones de triglicéridos aumentan para ambos grupos control e hipotiroideo (Figura 6b).
Para el Gtero de conejas no gestantes el hipotiroidismo disminuy6 la concentracién de
triglicéridos (Figura 6¢). En el tratamiento de 5 dias no encontramos diferencias (Figura 6d),

tampoco a los 10 y 20 dias en los sitios sin-implante y peri-implante (Figuras 6e-h)

Triglicéridos con rojo oleoso. La acumulacién de gotas de triglicéridos (Figuras 7a-c)
fue proporcional en todas las etapas de la gestacidn, tanto hipotiroideos como control; razén por

la cual, solo se muestran figuras del grupo control.

Colesterol en suero y en Utero. En suero, el efecto de la gestacion sobre el contenido
de colesterol tanto para el grupo control como hipotiroideo disminuye hasta los 20 dias de
gestacion, encontrando la diferencia significativa los animales no gestantes, donde el contenido
de colesterol es superior en el grupo experimental (Figura 8a). En higado, el contenido de

colesterol se mantiene constante para ambos grupos, sin embargo, encontramos que en el dia 20
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de gestacion esta disminuye con el hipotiroidismo (Figura 8b). Por otro lado, en el Gtero no
gestante el hipotiroidismo disminuye las concentraciones de colesterol (Figura 8c), mientras que
a los 5 dias de gestacion aumenta (Figura 8d). En las porciones del utero sin-implante y peri-

implante a los 10 y 20 dias de gestacion no encontramos diferencias (Figuras 8e-h).
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Figura 2. Gréficas del consumo de alimento, ganancia de peso y toma de agua de las conejas no gestantes, a)
alimento, b) peso vy, ) agua. Lineas negras y letras mayusculas grupo control; lineas rojas y letras minusculas grupo
hipotiroideo ** P <.01 * p<.05.
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Consumo de alimento
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Figura 3. Graficas del consumo de alimento, ganancia de peso y toma de agua de las conejas en la etapa de
implantacion (5 dias de gestacion) a) alimento, b) peso, ¢) agua. Lineas negras y letras mayuUsculas grupo control,
lineas rojas y letras minusculas grupo hipotiroideo. ** P <.01, * p<.05.
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35



Consumo de alimento en tratamiento
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CONTROL HIPOTIROIDEO ESTADISTICA

(n=6) (n=6)
Utero derecho
Implantes totales 3.6+0.8 2.5+0.5 ns
Ndmero de reabsorciones 0.0+0.0 0.0+0.0 ns
Ndmero de fetos 3.6+0.8 2.5+0.5 ns
Utero izquierdo
Implantes totales 4.0+0.5 3.8+.08 ns
NUmero de reabsorciones 0.0+0.0 0.0£0.0 ns
Numero de fetos 4.0+£0.5 3.8+.08 ns
Suma de ambas porciones
Implantes totales 7.6x1.3 6.3+1.3 ns
Ndmero de reabsorciones 0.0+0.0 0.0£0.0 ns
Ndmero de fetos 7.611.3 6.3+1.3 ns

Tabla 1. Tabla representativa de las dos porciones del tero derecho e izquierdo y la suma de ambos, mostrando
el total de implantes, nimero de reabsorciones y fetos viables en conejas a los 10 dias de gestacién controles e
hipotiroideas.

CONTROL HIPOTIROIDEO ESTADISTICA
(n=6) (n=6)

Utero derecho
Implantes totales 3.3x0.8 4.6+0.9 ns
Ndmero de reabsorciones 0.5+0.3 1.0£0.5 ns
Numero de fetos 2.8+0.7 3.6+0.8 ns
Peso Corporal de los fetos (g) 3.84£0.2 3.910.3 ns
Diametro abdominal del feto (mm) 13.61£0.5 13.7£0.4 ns
Longitud corporal (mm) 38.4+1.7 39.4+1.7 ns
Utero Izquierdo
Implantes totales 4.5+0.6 5.6+0.9 ns
NuUmero de reabsorciones 0.0+0.0 0.3+0.2 ns
Numero de fetos 4.5+0.6 5.3+0.8 ns
Peso Corporal de los fetos (g) 3.910.2 4.31£0.2 ns
Diametro abdominal del feto (mm) 13.2+0.4 14.2+0.7 ns
Longitud corporal (mm) 39.1+1.8 41.0+1.5 ns
Suma de ambas porciones
Implantes totales 7.83x1.4 10.2+1.8 ns
Numero de reabsorciones 0.5+0.3 1.3+0.7 ns
Numero de fetos 7.3+1.3 8.9+1.6 ns
Peso Corporal de los fetos (g) 3.8+0.1 4.1+0.2 ns
Didmetro abdominal del feto (mm) 13.440.3 13.740.3 ns
Longitud corporal (mm) 38.7+1.2 40.2+¢1.1 ns

Tabla 2. Tabla representativa de las dos porciones del Gtero derecho e izquierdo y la suma de ambos de conejas
controles e hipotiroideas a los 20 dias de gestacion, mostrando el total de implantes, nimero de reabsorciones y
fetos viables, asi como parametros de los fetos (peso, diametro abdominal y longitud corporal).
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Figura 6. Cuantificacion de triglicéridos , para el grupo control (lineas negras, letras mayuUsculas y barras negras) e hipotiroideo (lineas rojas,
letras minGsculas y barras rojas) a) triglicéridos en suero, b) triglicéridos en higado, c) triglicéridos en Gtero no gestante, d) triglicéridos en
tratamiento de 5 dias, e) triglicéridos en Utero en los sitios sin-implante 10 dias f) triglicéridos en los sitios peri-implante 10 dias, g) triglicéridos
en Gtero en los sitios sin-implante 20 dias, h) triglicéridos en los sitios peri-implante 20 dias. Diferencias significativas, ** p<.01 * p<.05.
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Figura 7. Tincién rojo oleoso a) Utero control en
la implantacion, b) Gtero control placentacion y
c) Utero control en la degeneracion del cuerpo
liteo
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Figura 8. Cuantificacion de colesterol, para el grupo control (lineas negras, letras mayuUsculas y barras negras) e hipotiroideo (lineas rojas, letras
minusculas y barras rojas) a) colesterol en suero, b) colesterol en higado, c) colesterol en Gtero no gestante, d) colesterol en tratamiento de 5
dias, e) colesterol en Gtero en los sitios sin-implante 10 dias f) colesterol en los sitios peri-implante 10 dias, g) colesterol en Utero en los sitios
sin-implante 20 dias, h) colesterol en los sitios peri-implante 20 dias. Diferencias significativas, ** p<.01 * p<.05.
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8. DISCUSION

El registro de alimento de los diferentes grupos mostrd que la ingesta de alimento es
diferente entre antes de la gestacion y durante las primeras semanas de embarazo, pero no
durante las semanas de gestacion; tanto para el grupo control como hipotiroideo. Sin embargo,
el peso corporal no se modifica con la gestacién, lo cual sugiere un desgaste de la masa magra
y aumento de la grasa corporal; pues esta especie puede permanecer lactando y prefiada sin
modificar su peso ni el nimero de crias (Martinez-Gémez y cols. 2004). Mientras que en
mujeres el metabolismo materno debe satisfacer las demandas del desarrollo fetal ademas de los
requerimientos energéticos de la madre. Al inicio el embarazo es considerado una fase
anabolica, lo cual resulta en un incremento en los dep6sitos grasos en los adipocitos maternos;
en contraste el ultimo trimestre de embarazo es referido como una etapa catabdlica (Kominiarek
y Peaceman.2017). Por otro lado, la disminucion en la ingesta de agua que se observo en los
animales sacrificados en los dias 5 y 10 de gestacion sugiere la influencia de cambios
hormonales en la regulacion de la sed (Mathew y cols. 2017), relacionada con el sabor amargo
del metimazol, que podria detectarse en gran medida durante el embarazo

En cuanto al nimero de implantes, reabsorciones, peso de los fetos, diametro abdominal y
longitud corporal, para ambas porciones del Utero (derecho e izquierdo), no encontramos
diferencias lo que se contrapone a aquellos estudios que han reportado que el hipotiroidismo en
el embarazo se asocia con pérdida del embarazo, bajo peso al nacer y parto prematuro (Laurberg
y cols. 2013), esto sugiere que probablemente los conejos tengan una maquinaria placentaria
muy activa para proporcionar la solicitud de nutrientes a los embriones para equilibrar la
condicion metabolica de las presas, por ello en este modelo animal no encontramos cambios o
que los efectos se den en la organogénesis (Tingi y cols. 2016; Rodriguez-Castelan y cols. en

prensa).

La gestacion se asocia con el desarrollo de dislipidemias, que muestran un aumento en la
concentracion de triglicéridos al final del embarazo. Los cambios en el metabolismo de la mujer
gestante son necesarios para el mantenimiento del embarazo y un correcto desarrollo fetal. Uno
de los parametros mas afectados es el nivel de triglicéridos, que experimenta un descenso inicial,

seguido de un aumento progresivo hasta el momento del parto (Quig y Donald 1986). En las
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conejas, el embarazo parece aumentar en suero la concentracion de triglicéridos, tanto para el
grupo control como para el hipotiroideo. La presencia de triglicéridos en el Gtero es importante
para la obtencion de acidos grasos, facilitando la decidualizacion del endometrio y el desarrollo
embrionario (Mouzat y cols. 2007). De manera que su inhibicion podria afectar las
contracciones del parto. Sin embargo, no encontramos diferencias. Asi mismo con la tincién de
rojo oleoso no observamos cambios en la presencia de gotas de triglicéridos, lo que sugiere que
se estan metabolizando o acumulando en otro 6rgano como el higado; donde las concentraciones
aumentan al dia 20 de gestacion lo que sugiere el desarrollo de higado graso. El higado graso
agudo en el embarazo es una citopatia mitocondrial que se origina por la deficiencia de acetil-
coenzima A deshidrogenasa y, por lo tanto, una beta-oxidacion anormal de acidos grasos. La
deficiente oxidacion de los acidos grasos puede conducir a una grave infiltracion de grasa en los

organos fetales (Bremer y cols. 2016).

El hipotiroidismo induce una alta concentracion de colesterol en suero en animales no
gestantes. Sin embargo, las concentraciones disminuyen con la gestacion, lo que sugiere una
posible conservacion de estos lipidos en cualquier otro drgano o mayor esteroidogénesis. (Rabe
y cols. 1983). A medida que avanza el embarazo, las concentraciones de lipidos y de las
hormonas esteroides son diferentes (Pecks y cols. 2016), debido a interacciones entre factores
genéticos, energéticos y hormonales, ademas se sabe que la concentracion de colesterol total en
conejos, cobayas, vacas y primates disminuye gradualmente hacia en final de la gestacion. Estas
alteraciones pueden estar relacionadas con el metabolismo en el organismo de diferentes
animales y con los cambios necesarios de las demandas metabolicas del feto (Herrera 2002).
Por lo anterior podria suponerse que el destino de los lipidos circulantes pudiera estar siendo
destinado para el éptimo desarrollo fetal. Los resultados encontrados sobre el contenido de
colesterol en utero no muestran diferencias significativas, lo que podria indicar que estan siendo
utilizados para una mayor estereidogenesis. Durante el embarazo, el metabolismo de los lipidos
hepaticos esta regulado e interactia con las hormonas esteroides liberadas por la placenta, él
organo endocrino primario que produce esteroides del embarazo. El estradiol placentario se
sintetiza predominantemente a partir de precursores de sulfato de dehidroepiandrosterona

(DHEA), proporcionados por las glandulas suprarrenales maternas y fetales (Rabe y cols. 1983).
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De manera general, podemos decir que, aunque no encontramos diferencias
significativas en los niveles de colesterol y triglicéridos en el Gtero de los animales hipotiroideos
vs. controles, no observamos una reduccion gradual de los lipidos uterinos como lo
esperdbamos. Al parecer hay un aumento hacia la etapa de implantacion y después esta
disminuye en las posteriores etapas de placentacion y degeneracién del cuerpo luteo. Ademas
de acuerdo con lo que ya reportamos recientemente en animales tratados con metimazol por 50
dias, es claro que el tiempo de hipotiroidismo podria ser un factor muy importante para tener

alteraciones en el almacenamiento de los lipidos uterinos y en la talla fetal.
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9. CONCLUSIONES

1.

La gestacion aumenta la ingesta de alimento, pero esta no es afectada por el
hipotiroidismo.

El hipotiroidismo no afecta el nimero de implantes, reabsorciones fetales,
peso de los fetos, didmetro abdominal y longitud corporal. Particularmente,
la talla fetal podria afectada por un mayor tiempo de tratamiento con
metimazol.

Las concentraciones de TAG en suero e higado fueron mayores al dia 20 de
gestacion, tanto en controles como hipotiroideos, mientras que en Utero no
encontramos diferencias, lo que sugiere higado graso e hipertrigliceridemia.
La gestacion disminuye los niveles de colesterol en suero, tanto en controles
como hipotiroideos, mientras que en el higado ni la gestacion e
hipotiroidismo modifica el contenido de colesterol, lo que sugiere una mayor
esteroidogénesis. La aumentada concentracion de colesterol en el Gtero en los
animales hipotiroideos en el dia 5 de gestacién sugiere un proceso
inflamatorio.

La influencia del hipotiroidismo sobre el desarrollo fetal podria depender del tiempo

previo que dicha patologia se presente previo al embarazo.
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11.GLOSARIO

10.

11.

12.

13.

14.
15.

16.

Cigoto: Célula que resulta de la union de las células sexuales masculina y femenina y a partir de
la cual se desarrolla el embrion de un ser vivo.

Blastocisto: (Blastula) Fase del desarrollo del embrion en mamiferos, que constituye una
estructura celular compleja derivada de la morula. Esta formada por una masa celular interna de
la que se origina el embrién y de una capa periférica de células que formara la placenta.
Decidualizacion: Cambios ocurridos en los tejidos que van a permitir la implantacion del
embrién en el Gtero. Estos cambios en el endometrio se van a producir gracias al efecto de la
progesterona sintetizada en el cuerpo luteo tras la ovulacion.

Trofoblasto: Capa celular que rodea a los blastémeros y que tiene como funcion la nutricion.
Citosinas: Proteinas secretadas por linfocitos y macrdfagos principalmente; su accion incluye la
comunicacion celular, quimiotaxis, modulan la secrecion de inmunoglobulinas, y tienen una
participacion fundamental en el mecanismo de la inflamacion.

Teratogénesis: agente fisico u organismo capaz de provocar un defecto congénito durante la
gestacion del feto.

Macrosomia: Feto grande, cuando se calcula que el peso del bebé al nacer serd mayor del
percentil 90 o superior a 4 kilos.

Termorregulacion: Capacidad que tiene un organismo biol6gico para modificar su temperatura
dentro de ciertos limites, incluso cuando la temperatura circundante es bastante diferente del
rango de temperaturas-objetivo. El término se utiliza para describir los procesos gque mantienen
el equilibrio entre ganancia y pérdida de calor.

Proliferacién: Incremento de la cantidad o el nimero de algo de forma rapida

Apoptosis: Forma de muerte celular programada. La apoptosis retira las células durante el
desarrollo, elimina las células infectadas de virus y las potencialmente cancerosas, y mantiene
el equilibrio en el organismo.

Esteroidogénesis: Conjunto de reacciones metabdlicas que hacen posible la sintesis de
hormonas esteroideas en un determinado 6rgano o tejido.

Beta-oxidacion: proceso catabolico de los &cidos grasos en el cual sufren remocion, mediante
la oxidacién, de un par de 4&tomos de carbono sucesivamente en cada ciclo del proceso, hasta que
el acido graso se descompone por completo en forma de moléculas acetil-CoA, que seran
posteriormente oxidados en la mitocondria para generar energia quimica en forma de (ATP).
Hipermetilacion: Metilacion del ADN es un proceso por el cual se afiaden grupos metilo al
ADN.

Hipomenorrea: Hemorragia menstrual poco intensa que ocurre con intervalos regulares.
Polimenorrea: Consiste en el acortamiento del intervalo menstrual a menos de 21 dias. El
mecanismo de su produccion es variable. En la mayoria de los casos se encuentra acortada la
fase latea, porque el cuerpo luteo entra en regresion.

Oligomenorrea: La duracién del ciclo es mayor de lo habitual, de manera que las
menstruaciones se suceden con intervalos de 35-90 dias.
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12. ANEXOS

SIN-IMPLANTE
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EXTRACCION DEL UTERO

No Gestante Gestante dia 5

Gestante dia 10 Gestante dia 20
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