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RESUMEN

En mujeres y modelos animales, la obesidad y dislipidemias han sido relacionadas con alteraciones
reproductivas. El hipotiroidismo genera dislipidemias y se asocia con anovulacion, abortos, miomas
e infertilidad. Tomando en consideracion la relevancia que tienen el metabolismo y la sefalizacion
de lipidos como el colesterol (CT) y los triglicéridos (TAG) en diversos eventos reproductivos
(esteroidogénesis, maduracion folicular, sefializacion y nutricion de gametos y embriones), el
objetivo del presente trabajo fue evaluar el almacenamiento de lipidos y la expresion del receptor
activado por proliferadores de peroxisomas & (PPARS) en el tracto reproductivo de la coneja.
Ovarios, oviductos (regionalizado en fimbria-infundibulo, FIM-INF; ampula, AMP; istmo, IST; y
utero-tubal, UT) y uteros (region medial) de 24 conejas del grupo control y el grupo hipotiroideo
(inducido por medio de metimazol en una dosis de 10 mg/kg/dia durante 30 dias) fueron extraidos.
Los tejidos del lado derecho fueron utilizados para realizar la cuantificacion enzimatica de CT y
TAG, asi como western blot para cuantificar la expresion de perilipina A (PLIN A) y PPARS. Los
organos izquierdos fueron utilizados para realizar tinciones de rojo oleoso (triglicéridos), negro de
Sudan y lipofucsina de Kinyoun (lipidos oxidados). En otros animales, los tejidos izquierdos fueron
usados para realizar inmunohistoquimica de PLIN A y PPARS. Como resultados tuvimos que el
hipotiroidismo: 1) aument6 el contenido de CT en ovario, mientras que disminuy6 el contenido de
PLIN A, PPARGS y alter6 el almacenamiento de lipidos oxidados; 2) disminuy¢ el contenido de CT
en fimbria-infundibulo, mientras que aumento el contenido de TAG en dmpula-istmo y en utero-
tubal; 3) aumento los granulos tefiidos con negro de Sudan y disminuy¢ los tefiidos con Kinyoun en
todas las regiones oviducto; 4) disminuyd la expresion citoplasmatica de PLIN A unicamente en la
region UT, mientras que la expresion nuclear fue modificada en AMP y IST-UT; 5) aumento la
inmunolocalizacion de PPARS en células secretoras de la region AMP.; y 6) disminuyo la presencia
de lipidos oxidados en el epitelio luminal uterino y la acumulacion de estos en las secreciones en
epitelio glandular. Nuestros resultados indican que el hipotiroidismo modifica el contenido y posible
sefalizacion de lipidos dependiendo el tejido, lo cual podria estar asociado con el retraso en la
maduracion folicular, el menor tamafo de las células epiteliales del oviducto y el aumento en los

niveles de lipoperoxidacion uterinos observados previamente en conejas hipotiroideas.
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1. INTRODUCCION

1.1 Hormonas tiroideas

La glandula tiroides esta situada en la parte media del cuello y esta compuesta por dos
l6bulos (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. Su funcion es la secrecion de hormonas tiroideas, triyodotironina (T3) y
tetrayodotironina (T4), las cuales juegan un papel importante en el metabolismo, desarrollo y

crecimiento (Darras y cols. 2015).

La sintesis de hormonas tiroideas se da en las células foliculares. Para su sintesis se requiere
de moléculas de tirosina, las cuales son yodadas a través de la enzima tiroperoxidasa. Su sintesis
es regulada por las hormonas tirotropina (TSH; liberada por la hipdfisis) y de la hormona
liberadora de tirotropina (TRH; secretada por el hipotalamo). Niveles altos de hormonas
tiroideas disminuyen la secrecion de TSH y TRH, mientras niveles bajos de ellas la inducen.
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 (Beck-Peccoz y cols.

2017).

Las acciones de las hormonas tiroideas, antes citadas, son posibles gracias a la activacion de
receptores nucleares especificos que unen a las hormonas tiroideas (TRs). Existen dos tipos de
TRs: o y B (Darras y cols. 2015). Las hormonas tiroideas también actuan sobre receptores
localizados en membrana plasmatica, citoplasma y mitocondrias. La hormona se une al receptor
y promueve cascadas de sefializacion, que finalizan en la modulacion de iones sodio, calcio,
potasio, transporte de glucosa y regulacion del metabolismo de lipidos, entre otras funciones.
Ademas, en diversos tejidos se encuentran desyodasas que van a catalizar la conversion de T4

a T3 (Darras y cols. 2015).

Alteraciones en la sintesis de hormonas tiroideas pueden ser por un aumento en las

concentraciones de T3 y T4 (hipertiroidismo) o por la insuficiencia en la secrecion de estas



(hipotiroidismo). Estas alteraciones pueden ser causadas por diversos factores entre los que
destacan la presencia de anticuerpos que bloquean el mecanismo de sintesis y accion de las
hormonas, deficiencias de yodo y dafios en la glandula tiroides como malformaciones y tumores.
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 esta asociado a la presencia de
anticuerpos anti-tiroideos, principalmente anti-peroxidasa o anti-tiroglobulina (Beck-Peccoz y

cols. 2017).

1.1.1 Hormonas tiroideas y lipidos

Sintesis de lipidos. Los lipidos pueden ser adquiridos por la dieta o por una sintesis
endogena (de novo). En general, los lipidos pueden ser acumulados en diversas células y sirven
como reserva para la obtencion de energia. Asi mismo, los lipidos actian como moléculas de
sefalizacion regulando diversas funciones como es la proliferacion celular, apoptosis y
diferenciacion (Barbosa y Siniossoglou 2017). 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 (Barbosa y Siniossoglou 2017). Si bien diferentes tipos de lipidos pueden
estar almacenados en las gotas, los lipidos que predominan son triglicéridos, colesterol
(esterificado) y acidos grasos libres (Barbosa y Siniossoglou 2017). Las gotas de lipidos son
sintetizadas en el reticulo endopldsmico, donde se forman gotas de lipidos neutros' (llamadas
micro gotas de lipidos) y, posteriormente, migran hacia el citoplasma donde se pueden incluir
otro tipo de lipidos (Schuldiner y Bohner 2017). Las gotas lipidicas estan rodeadas de una
monocapa de fosfolipidos? que posee proteinas (Schuldiner y Bohner 2017) que regulan el
trafico y la sefializacion de lipidos, asi como su hidrdlisis. Las proteinas son la perilipina (PLIN),
proteina relacionada con la diferenciacion de adipocitos o adipofilina (ADPR)?, proteina de
interaccion de colas de 47 kD (TIP47), S3-12, proteina PAT oxidatoria (OXPAT), MLDP; y las

proteinas de almacenaje de lipidos recombinatorias tipo 1 y 2 (LSD1 y LSD2) que actualmente

L ver glosario.
2 Ver glosario.
3 Ver glosario.



son conocidas como una familia de proteinas llamada PAT (por las iniciales de PLIN, ADPR y
TIP47). De manera que, el tipo de proteina que se encuentre en la membrana y la cantidad de
ella determina el grado de maduracién (mayor tamafo) de la gota lipidica (Itabe y cols. 2017).
Aquellas gotas que se encuentran en el reticulo contienen ADPR, mientras que las del
citoplasma contienen PLIN mayoritariamente. Este intercambio suprime la lipdlisis* de los
acidos grasos neutros ejerciendo un efecto protector a la célula (Tauchi-Sato y cols. 2002).
Aunado a los efectos antes mencionados, la disminuciéon de PLIN promueve un aumento en la
expresion de enzimas relacionadas con la oxidacion de acidos grasos (Londos y cols. 2005) y
eleva los niveles de citocinas® relacionadas con procesos inflamatorios en el tejido adiposo
(Londos y cols. 2005). Por su parte, cuando los acidos grasos son requeridos necesitan la
interaccion sinérgica de PLIN y de lipasa sensible a hormonas® (HSL), modulando su hidrélisis
(Schuldiner y Bohner 2017). Los acidos grasos contenidos en las gotas lipidicas también pueden
metabolizarse y convertirse en fosfolipidos para formar las membranas celulares o de gotas

lipidicas (Tauchi-Sato y cols. 2002).

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 y almacenarse o bien no esterificarse y cumplir su funcion bioldgica
(Brasaemble y cols. 2014). El colesterol también puede ser almacenado por medio de PLIN
(Hsieh y cols. 2012). El colesterol puede transformarse en hormonas esteroides, prostaglandinas,
acidos biliares y vitamina E (Igbal y Hussain 2009). Por otra parte, los triglicéridos pueden ser
hidrolizados y convertirse en acidos grasos, los cuales (si son de cadena corta) pueden
convertirse en acetil coA y originar colesterol (Ikonen 2008). Algunos productos del
metabolismo de los 4cidos grasos como la ceramida’ y lipofucsina® (ambos lipidos oxidados)
pueden metabolizarse como esfingolipidos de membrana o, bien, servir como sefializadores en

procesos de apoptosis (Schuldiner y Bohner 2017). Mientras que los desechos del metabolismo

4Ver glosario.
5> Ver glosario.
6 Ver glosario.
7 Ver glosario.
8 Ver glosario.



del colesterol u oxiesteroles’ promueven la sintesis de enzimas del metabolismo (Nelson y cols.
2011). Los acidos grasos de cadena media o larga pueden unirse a receptores de membrana
asociado a proteinas G conocidos como GPR120 y GPR40, también conocidos como receptor
de acidos grasos libres. Los acidos grasos poliinsaturados (a-linolenico, eicosapentaenoico y
docosahexaenoico) también se pueden unir a receptores proliferadores de peroxisomas (PPAR)-
o, 0 Yy vy (Zhao y cols. 2016). Los acidos grasos oxidados se unen a PPARy (Komar 2005). El
colesterol se une con receptores de LDL (Goldstein y Brown 2009). Los oxiesteroles pueden
unirse con receptores PPARy (Komar 2005), receptor X del higado (LXRf; Mouzat y cols.
2007) y receptores de farnesoides (FXRa; Deng y cols. 2006). Por otra parte, la ceramida y los
fosfolipidos no se unen con receptores, pero tienen funciones como segundos mensajeros

(Tauchi-Sato y cols. 2002).

Funciones de los lipidos. La administracion de a-linolenico incrementa la expresion del gen
G0S2!°, favoreciendo la division celular (Zhao y cols. 2016). Los 4cidos grasos estimulan la
expresion del gen de linfoma de células B (bcl2) para inhibir la apoptosis en cultivo de células
hepaticas (Butts y cols. 2015). La ceramida incrementa la expresion de proteinas como el CD65
y el receptor de factor de necrosis tumoral o promoviendo apoptosis (Gulbins 2003). Las
tiazolidinedionas, agonistas de PPARs, disminuyen la apoptosis por inhibicion de la ciclina 2
(Komar 2005). Las tiazolidinedionas también promueven la proliferacion de células de la
granulosa activando el PPARy (Dupont y cols. 2008). Existe una regulacién de los niveles de
lipidos por los propios 4cidos grasos y otros lipidos a través de la activacion de diversos
receptores. Asi, la administracion de a-linolenico disminuye la concentracion de triglicéridos en
suero (Zhao y cols. 2016). Asi mismo, los acidos grasos regulan el flujo de colesterol en las
membranas celulares (Chehaibi y cols. 2015). La administracion de a-linolenico disminuye la
expresion de PPAR-y e incrementa la expresion de GPR120 en células sanguineas (Zhao y cols.
2016). La expresion de PPARy se encuentra disminuida en cultivo de adipocitos con medios
enriquecidos en ceramida (Kajita y cols. 2004). Las ceramidas disminuyen la actividad de

receptores de insulina, por lo que alteran la captacion de glucosa en musculo (Mahfouz y cols.

% Ver glosario.
10 ver glosario.



2006). Las ceramidas promueven la conversion de colesterol en acidos biliares, por lo que
disminuye los niveles en higado (Deng y cols. 2006). Los lipidos también son capaces de regular
el sistema inmune y, por ende, participar en procesos de inflamacion. Algunos acidos grasos,
como el 4acido palmitico y el acido oleico, pueden aumentar la secrecion de citocinas (Stelzner
y cols. 2016). Mientras que otros acidos grasos, como los acidos grasos poliinsaturados (o-
linolenico, eicosapentaenoico y docosahexaenoico), tienen el efecto antiinflamatorio (Monk y
cols. 2012). Los acidos grasos, oxiesteroles y el propio colesterol son capaces de activar células
del sistema inmunitario como las células Kuffer y células estrelladas del higado, asi como la
secrecion de citocinas por algunas células hepaticas (Luu y cols. 2016). Los acidos grasos
poliinsaturados activan el factor de transcripcion NFkb para la produccion de proteinas
proinflamatorias como CoX-2, TNFa e IL-1 (Hommelberg y cols. 2009). Por su parte, agonistas
para PPARa y antagonistas de PPARY reducen la concentracion de citocinas en suero y en el
higado (Zhang y cols. 2015). Los 4cidos grasos son conocidos también por regular la expresion
de metaloproteasas’’. El 4cido oleico promueve la secrecion y activacion de metaloproteasas,
por lo que dafan el endotelio y tunica media de los vasos sanguineos (Chan y cols. 2016). Las
tiazolidinedionas estimulan la sintesis de plasmindgenos y metaloproteasas, favoreciendo la

ruptura del foliculo en el ovario (Komar 2005).

Hormonas tiroideas y lipidos. El efecto de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo y
sefalizacion de los lipidos ha sido mayoritariamente estudiado en tejidos metabolicos. Las
hormonas tiroideas modulan los niveles séricos de colesterol debido a que regulan enzimas
como 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA), colesterol 7-alfa hidroxilasa
(CYP4A1l) y los genes de LDLR, HSL, acetil CoA (Rizos y cols. 2011). Asi mismo, la T3
incrementa la actividad de la proteina transportadora de ésteres de colesterol (CETP) por lo que
regula los niveles de lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) y la apoproteina AV
(ApoAV), disminuyendo los niveles de triglicéridos (Rizos y cols. 2011). Por otra parte, las
hormonas tiroideas promueven una mayor sintesis de dcidos grasos de cadena larga en el higado
(Blennemann y cols. 2011). La activacién de los TRs B, por sus agonistas GC-1 y KB2115,

favorece la expresion de LDLR y la sintesis de novo del colesterol. Sin embargo, dichos
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agonistas reducen la cantidad de colesterol circulante por inducir la expresion de la enzima

Cyp7al que estimula la conversion de colesterol a sales biliares (Kannisto y cols. 2014).

La B-oxidacion de acidos grasos también es regulada por hormonas tiroideas, debido a que
alteran la sintesis de enzimas como la acil coA hidroxigenasa y la acil coA tioesterasa, las cuales
participan en higado, rifién y corazén (Krause y cols. 2015). La T3 reduce la actividad de la
enzima esfingomielin fosfodiesterasa (SMasa) con lo que disminuye el contenido de ceramida
presente en cultivo de hepatocitos y en el higado de ratas (Babenko 2005). Las hormonas
tiroideas, a través de TRp, reprimen la actividad del LXRa, con lo que las acciones de los
oxisteroles podrian estar limitadas (Kawai y cols. 2004). Ademas de los 6rganos considerados
metabolicos, las hormonas tiroideas también regulan la acumulacion de lipidos en otros tejidos.
Por ejemplo, en algunos musculos estriados como el gastronemius, donde la administracion de
T3 reduce el contenido de acidos grasos libres y triglicéridos (Miklosz y cols. 2012). En este

mismo musculo, el hipotiroidismo regula la expresion de FAT/CD36 (Lombardi et al. 2012).

En mujeres, el hipotiroidismo es conocido por inducir dislipidemias'? (Ganie et al. 2011).
Estas dislipidemias han sido también observadas en conejas y ratas con hipotiroidismo inducido
(Rodriguez-Castelan y cols. 2017a). Ademas, el hipotiroidismo favorece la acumulacion de
triglicéridos en tejido adiposo, higado y pancreas (Gagnon y cols. 2010; Graselli y cols. 2011;
Sinha y cols. 2012, Rodriguez-Castelan y cols. 2017b). El 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). En higado
de ratas hipotiroideas, los &cidos grasos de cadena larga se encuentran disminuidos
(Blennemann y cols. 2011); mientras que el contenido de ceramida se encuentra aumentada, por

el incremento en SMasa (Babenko 2005).

1.2 Aparato reproductor femenino

El aparato reproductor femenino esta situado en la porcion inferior del abdomen, detras de

la vejiga y enfrente del recto. Tiene la funcidon de producir évulos y hormonas sexuales, asi
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como proveer la nutricion para el desarrollo y el crecimiento del feto. En los humanos, este
aparato se compone de dos ovarios, dos trompas de Falopio, un utero y una vagina (Lessey y
Young 2014). A continuacion, describiremos las primeras tres estructuras que son el objeto de

estudio del presente proyecto.

Ovarios y maduracion folicular. Los ovarios estan constituidos por un epitelio cubico
simple que rodea un estroma conjuntivo que contiene los foliculos ovaricos. Esta dividido en
dos regiones: corteza, que contiene los foliculos ovaricos, y médula, que contiene los vasos
sanguineos. Cada ovario tiene la funcion de sintetizar y secretar hormonas sexuales, asi como
proveer los 6vulos a través de foliculogénesis. Los 6vulos pasan por distintos estadios
foliculares: primordiales, son los que se encuentran en mayor cantidad y que contienen el
oocitol3 y una capa total o parcial de células de la granulosa con aspecto plano; primarios que
contienen el oocito y una tnica capa de células de la granulosa con aspecto redondo; secundarios
o preantrales con varias capas de granulosa rodeadas de células de la teca; terciarios o antrales
que contienen liquido folicular, al cumulus oophorus y al oocito que se encuentra flotando en el
centro rodeado de la corona radiada; y los maduros o de Graaf que se encuentran mas cercanos
al epitelio del ovario (Lessey y Young 2014). Durante la foliculogénesis, diversos foliculos no
completan la maduracion y se convierten en foliculos atrésicos en cuyo interior se infiltran

células del sistema inmunitario (Dal Bosco y cols. 2011).

La foliculogénesis es dependiente de diversos factores como la edad (Baerwald y cols. 2017)
y la accion de las hormonas liberadora de gonadotropinas (GnRH), foliculo estimulante (FSH)
y la luteinizante (LH; Hashemitabar y cols. 2014). Los foliculos que alcanzan la madurez
liberaran el 6vulo mediante la ovulacion, la cual est4 regulada por la accion de la GnRH, entre
otras hormonas, asi como de sefiales simpaticas y parasimpaticas (Dal Bosco y cols. 2011). En
la coneja, por ser un ovulador reflejo, distintas sefales pueden dar lugar a la ovulacion, como
son los estimulos dados por el macho durante la cépula y cambios ambientales en la temperatura,
dieta y estrés (Tsiligianni y cols. 2004). En todos los mamiferos, después de la ovulacion, las
células de la granulosa comienzan a infiltrarse de tejido conectivo y a formar un cuerpo

hemorragico conocido como cuerpo luteo (Dal Bosco y cols. 2011). Las células de la teca y la
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granulosa de los distintos foliculos sintetizan estrogenos (17f estradiol principalmente), y las
células del cuerpo luteo producen progesterona (Chang y cols. 2014). Aunado a la anterior, se
encuentran glandulas intersticiales diseminadas a lo largo del ovario, que contienen gotas de
lipidos y en las cuales se lleva a cabo la esteroidogénesis. El tamafio y desarrollo de dichas
glandulas es dependiente de hormonas gonadotropicas, principalmente LH (Dal Bosco y cols.

2011).

Oviducto, transporte de gametos y fertilizacion. Las Trompas de Falopio u oviductos
tienen la funcién de almacenar y capacitar a los espermatozoides, transportar a los gametos, y
en ellos se lleva a cabo la fertilizacion y la maduracion temprana de los embriones (Ito y cols.
2016). Estan compuestos por un epitelio cilindrico que contiene células ciliadas (movilizan los
gametos) y secretoras (liberan glicoproteinas'* y mucopolisacaridos15), rodeados de una capa
de mucosa, seguido de una capa de musculo liso y serosa (Lessey y Young 2014). Estan
divididos en cinco porciones. La fimbria e infundibulo (FIM-INF) que contiene una proporcion
mayor de células ciliadas y el musculo liso organizado en paquetes (Pedrero-Badillo y cols.
2013). Esta region tiene la funcion de capturar el 6vulo. Las contracciones de la musculatura y
de los ligamentos bajo la accion de prostaglandinas facilita el transporte del 6vulo hacia la region
del &mpula para su posible fertilizacion (Lyons y cols. 2006). El &mpula (AMP) contiene una
proporcion similar de células ciliadas y secretoras, asi como una capa delgada de musculo liso
con orientacion circular (Pedrero-Badillo y cols. 2013), y es el sitio donde se lleva a cabo la
fecundacion. El istmo (IST) y la region utero-tubal (UT) tienen una mayor cantidad de células
secretoras, poseen una capa gruesa de musculo liso y cumplen funciones de capacitacion y

almacenamiento de espermatozoides (Pedrero-Badillo y cols. 2013).

El transporte de los gametos estd dado por la combinacion de los movimientos peristalticos
de la capa muscular, los movimientos ciliares y el flujo de secreciones. Una disminucion en el
bateo de los cilios en el oviducto genera una disminucion de la fertilidad en mujeres (Ito y cols.
2016). Ademas, el transporte del ovocito en la region del AMP esta dado por las células ciliadas

presentes en esta region (Pedrero-Badillo y cols. 2013). La secrecion oviductal es
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imprescindible para el espermatozoide ya que modula la capacitacion espermatica y la respuesta

acrosomal'®

(Killian 2004). En cuanto a la composicion del fluido oviductal, hay diferencias en
el contenido de oviductinas presentes en el AMP y el IST, y cuando cambia sus concentraciones
el espermatozoide ya no exhibe todas sus acciones por lo que no ocurre la fertilizacion (Killian
2011). Las células secretoras del epitelio oviductal tienen la finalidad de sintetizar proteinas,
enzimas, carbohidratos, lipidos y iones que van a dar lugar al flujo oviductal (Killian 2011), el
cual adquiere relevancia ya que en €l se lleva a cabo la fertilizacion, el transporte de los gametos

y el desarrollo temprano de los embriones (Killian 2011). La secrecion del fluido oviductal es

diferencial, asi es mayor en el AMP y menor en el IST (Leese y cols. 2001).

La presencia de receptores de estrogenos, progesterona, FSH y LH pone de manifiesto su
intervencion en las diferentes funciones del oviducto (Ito y cols. 2016). Tanto los movimientos
ciliares como la actividad secretora son susceptibles de modificarse por la accion del estradiol
(Lyons y cols. 2006). La proporcion de células ciliadas/secretoras es alterada por los niveles de
estradiol y la gonadotropina coriénica humana (hCG)!7, asi tratamientos con agonistas de
estrogenos incrementan el nimero de células ciliadas (Anzaldta y cols. 2002). Aunado a lo
anterior, el bateo de los cilios en el oviducto es favorecido por el incremento de LH durante la
ovulacion (Anzaldua y cols. 2002) y es disminuido por progesterona (Bylander y cols. 2013).
Agonistas para el receptor de progesterona aumentan la velocidad del transporte del ovocito
fecundado por el oviducto (Bylander y cols. 2013). La secrecion oviductal aumenta con los
estrogenos y disminuye con la progesterona (Leese y cols. 2001). El estradiol regula procesos
de recambio epitelial en el oviducto, asi altas concentraciones promueven proliferacion celular,
mientras que su disminucion favorece la apoptosis (Ito y cols. 2016). Asi en la lagartija, la
proliferacion del epitelio oviductal es detenida por la progesterona (Pageaux y cols. 1992). Por
otro lado, los estrogenos también regulan la contraccion del musculo en el oviducto y la
progesterona su relajacion (Bylander y cols. 2013). Asi mismo, la FSH regula a los canales de
calcio en la musculatura oviductal, relacionados con la contraccion (Ghavideldarestani y cols.

2016).
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Utero y anidacién. El utero puede ser simple o doble. En las especies con un ttero bifurcado
como la coneja se le denominan cuernos uterinos (Lessey y Young 2014). El tutero tiene la
funcion de anidar al feto y proporcionar los nutrientes necesarios para su crecimiento y
desarrollo, de ahi que se encuentre altamente vascularizado. Histologicamente esta dividido en
tres porciones: endometrio, miometrio y perimetrio o serosa. El endometrio estd compuesto de
un epitelio luminal que expresa moléculas de adhesion celular que permiten la adherencia del
blastocisto18, epitelio glandular que secreta sustancias (aminoacidos, glucosa, acidos grasos
esenciales, vitaminas y minerales; proteasas, citosinas y factores de crecimiento) que permiten
el desarrollo del blastocisto y de las células deciduales19 que sintetizan gluc6geno20 y citocinas
(Bazer y cols. 2009). Posee mucosa formada por un epitelio simple cilindrico y un estratificado
plano que rodean estroma, que es la matriz extracelular que facilita la invasion del trofoblasto
(Burton y cols. 2002). Por su parte, el miometrio es el musculo liso que rodea el endometrio y
se encuentra ordenado en forma circular y longitudinal; su funcién principal es inducir las
contracciones uterinas durante el parto (Blanks y Brosens 2012). La capa mas externa, la serosa,

se encuentra altamente vascularizada (Lessey y Young 2014).

Después de la ovulacion y durante la gestacion ocurren procesos importantes en el Utero:
decidualizacion?!, la remodelacion de la vasculatura uterina y la entrada de células inmunes
dentro del endometrio; los cuales estan regulados por la accién de hormonas gonadales
principalmente progesterona (Gibson y cols. 2015). La elevacion de la progesterona después de
la ovulacioén promueve la decidualizacion (Blanks y Brossen 2012). Sino ocurre la fertilizacion,
los niveles de progesterona disminuyen y se promueve la sintesis de citocinas inflamatorias y
metaloproteasas de la matriz que generaran apoptosis de la capa secretora y, con ello, la ruptura
de la capa de endometrio superficial (Blanks y Brossen 2012). Por lo que, si ocurre la
fertilizacion, la progesterona se mantiene elevada y la decidualizacion continua aumentando la
resistencia a muerte celular por estrés oxidativo y se genera la invasion del trofoblasto (Blanks

y Brossen 2012). Asi mismo, la progesterona promueve el aumento en la irrigacion sanguinea

18 Ver glosario.
19 ver glosario.
20 ver glosario.
21 Ver glosario.

12



y angiogénesis, regula la cantidad de células inmunitarias presentes en el endometrio
incrementando la proliferacion de células T2 y modifica la expresion de genes relacionados con
el transporte y sefializacion de moléculas en el epitelio luminal (Bazer y cols. 2010). Por su
parte, los estrogenos (estradiol y estrona), la aromatasa y los receptores de estrogenos oy B se
aumentan después de la fertilizacion favoreciendo proliferacion del estroma uterino (Mouzat y
cols. 2007) y la hiperplasia en glandulas uterinas (Gunin y cols. 2002). Asi mismo, los
estrogenos regulan la angiogénesis y la placentacion a través de activar a las células natural
killer (Nk) promoviendo que secreten factores de crecimiento como el factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF), angiopoyetina-2 (ANGPT2) y el factor de crecimiento placentario
(PLGF, Gibson y cols. 2015. El aumento en los niveles de estrégenos y la disminucioén de
progesterona en la etapa final de la gestacion promueve el aumento de receptores de oxitocina
en el miometrio promoviendo su actividad contractil durante el parto (Mouzat y cols. 2007). Por
otra parte, se ha observado que la prolactina disminuye la expresion receptores de estrogenos o

inhibiendo la hiperplasia de glandulas uterinas (Gunin y cols. 2002).

2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo e infertilidad femenina

El hipotiroidismo estd asociado con alteraciones en el tracto reproductivo que tienen un
impacto en la fertilidad. Un alto porcentaje de mujeres con hipotiroidismo son infértiles, tienen
un mayor riesgo de presentar endometriosis®®, sindrome de ovario poliquistico’* (Straveus
2012), abortos, miomas uterinos (Ott y cols. 2014), sangrados uterinos anormales (Soleymani y

cols. 2014), epitelio proliferativo desordenado (Ajmani y cols. 2016) e hiperplasia uterina (Hu
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y cols. 2013). El impacto del hipotiroidismo sobre la fertilidad femenina también ha sido
estudiado en animales de laboratorio. En ovario, los animales hipotiroideos (ratas y conejas)
muestran un retraso en la maduracion folicular (Rodriguez-Castelan y cols. 2017a), atresia
folicular e infiltracion de leucocitos en la médula ovarica (Krassas y cols. 2010; Lutsyk y
Sogomonian 2012) y disminucion de la angiogénesis? folicular (Jiang y cols. 2008); ademés de
disminuir la expresion de aromatasa (Rodriguez-Castelan y cols. 2017a) y aumentar la actividad
de enzimas como la de desdoblamiento de la cadena lateral de colesterol (P450scc) y la 3 B
hidroxiesteroide deshidrogenasa (3BHSD; Chen y cols. 2003). En el oviducto, el hipotiroidismo
induce hipertrofia de las células epiteliales del oviducto (Anaya-Hernandez y cols. 2015),
modifica la infiltracioén de células inmunitarias de tipo adquirido (Rodriguez-Castelan y cols. en
proceso a) y la presencia de glicoproteinas en el epitelio oviductal (Rodriguez-Castelan y cols.
en proceso a). En el utero, el hipotiroidismo disminuye la talla de las crias (Krassas y cols. 2010)
y el porcentaje de crias de tallas grandes (Rodriguez-Castelan y cols. en proceso b), promueve
la infiltracion de leucocitos en el estroma del endometrio (Lutsyk y Sogomonian 2012), aumenta
el contenido de malondialdehido (MDA; Kong y cols. 2015) y reduce la actividad de enzimas
antioxidantes: catalasa (CAT)?®, superéxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa (GSH;
Kong y cols. 2015); ademas el contenido de 6xido nitrico y la actividad de la 6xido nitrico

sintasa se ven reducidas (Kong y cols. 2015.

Las acciones de las hormonas tiroideas sobre el tejido reproductivo femenino podrian
llevarse a cabo por accion directa sobre TRs en ovario (Wakim y cols. 1996; Rodriguez-Castelan
y cols. 2016), oviducto (Oner y Oner 2007; Rodriguez-Castelan y cols. 2016) y utero
(Aghajanova y cols. 2011; Rodriguez-Castelan y cols. 2016).

2.2 Importancia de los lipidos en la reproduccion femenina
Funcion ovarica. Los ovocitos de muchas especies contienen altas cantidades de acidos
grasos, los cuales regulan la maduracion de los ovocitos (Leroy y cols. 2004; Ferguson y Leese

2006; Van Hoeck y cols. 2014). Asi, una mayor cantidad de lipidos acumulados promueve la

% Ver glosario.
26 \Ver glosario.

14



dominancia folicular?’ (Dadarwal y cols. 2015). El ovocito requiere de energia proporcionada
por la B-oxidacion de los acidos grasos que se lleva a cabo en las células de la granulosa y del
cumulo. La B-oxidacion también es necesaria para la ovulacion (Dunning y cols. 2010). La
entrada de acidos grasos en el ovocito es mediada por PLIN (Zhang y cols. 2014). Los acidos
grasos requieren ser esterificados y almacenados debido a que reducen la viabilidad del ovocito
e incluso del embrion (Van Hoeck y cols. 2014); ademas son importantes para el reconocimiento
del ovocito por los espermatozoides permitiendo la fertilizacion (Vrablick y Watts 2013). Por
otra parte, si bien el colesterol es metabolizado y convertido en hormonas esteroides, también
puede esterificarse y almacenarse en gotas de lipidos (Kakuta y cols. 2013). El colesterol es
transportado al fluido folicular por medio de HDL y de LDL oxidado, en donde se activan
receptores acarreadores clase B tipo 1 (SR-B1) y 2 (SR-B2) promoviéndose la esteroidogénesis
(DeAngelis y cols. 2014). En conejos con una mutacion en el LDLR presentan una disminucion
de hormonas esteroides, asi como bajas tasas de fertilidad (DeAngelis y cols. 2014). El estroma,
los foliculos ovaricos y cuerpos liteos también almacenan lipidos oxidados en granulos de
lipofucsina (Hayama y cols. 1992). La presencia de una mayor cantidad de granulos de
lipofucsina indica una tasa alta de B-oxidacion, promoviendo la formacion de radicales libres a
partir de lipidos y su acumulacion en los granulos. En este sentido, tamafios grandes en los
granulos de lipofucsina estan relacionados con citotoxicidad (Hayama y cols. 1992), reduccion

de la fertilizacion y un mal desarrollo del blastocisto (Otsuki y cols. 2007).

Existe una relacién estrecha entre el contenido de lipidos y las hormonas gonadotropinas®
y hormonas gonadales. El tamafio y la localizacion de las gotas de lipidos del ovocito es

dependiente de la accion de la hCG, la FSH y el factor de crecimiento epidermal®

(Yang y cols.
2010). Asi mismo, PLIN disminuye conforme los niveles de FSH aumentan y los foliculos van
madurando (Yang y cols. 2010). Ademas, hCG y FSH incrementan la expresion del LDLR y de
SR-B1, favoreciendo la captura de colesterol y su conversion en hormona esteroide
respectivamente, dentro de las células de la granulosa (Lai y cols. 2013). Enzimas de la sintesis

de Novo del colesterol (3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa, HMGCR) y de su
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esterificacion (acetil-CoA acetil transferasa 1, ACAT1) son modificados por agonistas de
estrogenos como el dietilestilbestrol; por lo que se ha sugerido que los estrogenos modulan el
almacenamiento de colesterol en las gotas lipidicas (Kakuta y cols. 2013).

Mujeres con obesidad y dislipidemias muestran un aumento en los triglicéridos y/o
colesterol en células de la granulosa, la teca y el fluido folicular repercutiendo sobre la calidad
del ovocito (Leroy y cols. 2004, Robker y cols. 2009). Por lo que se ha propuesto que los acidos
grasos pueden oxidarse generando estrés en el reticulo endoplasmico y lipotoxicidad de los
foliculos (Wu y cols. 2010). Asi, alteraciones en la lipogénesis®® y lipolisis de los foliculos
puede afectar su maduracion. Ademas, la obesidad genera disminucion en los niveles de
hormona anti-muleriana (AMH) repercutiendo en la reserva ovdrica (Kriseman y cols. 2015).
En mujeres con ovario poliquistico, la PLIN3 se encuentra disminuida y el contenido de lipidos
se ha asociado con el desarrollo de dicha patologia (Covington y cols. 2015). Mientras que el
exceso de lipidos en los foliculos también conlleva a una mayor beta-oxidacion y a la formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS)?*! en el ovario, generando una mayor atresia folicular en
todos los estadios foliculares (Brunk y Terman 2002). Ademas de los ROS, se ha encontrado
que si los 4cidos grasos no esterificados (sin convertirse en triglicéridos) se acumulan pueden
originar atresia folicular (Van Hoeck y cols. 2014). Por otro lado, si las células del epitelio
ovarico convierten los acidos grasos en fosfolipidos podrian iniciar el desarrollo de cancer
ovarico (Shan y cols. 2012).

Funcion del oviducto. El contenido de lipidos en la secrecion oviductal varia dependiendo
la region, siendo mayor en el IST. Mientras que el contenido de fosfolipidos es mayor en el
ampula de bovinos (Grippo y cols. 1994). El tamafio, el tipo y la cantidad de gotas lipidicas en
el epitelio oviductal es también dependiente de la regidn; siendo la region pre-ampular la que
acumula mayor cantidad y principalmente de triglicéridos (Henault y Killian 1993b). Este
contenido diferencial de lipidos a lo largo del oviducto indica que estos podrian ejercer acciones
relacionadas con la funcion que cada region oviductal tiene. En lo que se refiere a los acidos
grasos y al colesterol, se ha descrito que el colesterol es el lipido sintetizado en mayor cantidad

en el oviducto (Henault y Killian 1993a). Los 4cidos grasos saturados (miristico, estearico y
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palmitico) y acidos grasos insaturados (oleico y el linoleico) han sido identificados en la region
utero-tubal (Huang y cols. 2016), promoviendo la reaccion acrosomal (Davis 1980) y la
supervivencia de los espermatozoides en el oviducto (Huang y cols. 2016). Gotas de lipidos
también han sido identificadas en las criptas presentes en la region tutero-tubal del oviducto
(Huang y cols. 2016). Ademas, el oviducto tiene receptores de lipidos como el receptor de
lipoproteinas de muy baja densidad (VLDR), LDLR y transportadores de acidos grasos
(FAT/CD36, Huang y cols. 2016). Por su parte, la lipoproteina de alta densidad (HDL) ha sido
identificada en el fluido oviductal (Killian 2004). Ademas, enzimas como la fosfolipasa C*?, la
catalasa y la fosfodiesterasa®’, que participan en la beta oxidacion, la sintesis de fosfolipidos y
acidos nucleicos, asi como en la eliminaciéon de productos de desecho derivados del
metabolismo, estan presentes en las secreciones del oviducto permitiendo la obtencion de

energia y facilitando la motilidad espermadtica (Lapointe y Sirard 1998).

El contenido y, posiblemente, las funciones de los lipidos en el oviducto son reguladas por
hormonas gonadales y gonadotropinas. Asi, la sintesis y liberacion de lipidos en el oviducto
ocurre Unicamente en el epitelio y depende del ciclo ovarico, siendo mayores durante la fase
folicular** y mayor en el IST (Henault y Killian 1993a). Por lo que, el tamafio de las gotas
lipidicas en el oviducto de hembras virgenes aumenta durante la fase lutea (Henault y Killian
1993c). Por su parte, las hormonas gonadales alteran la cantidad y presencia de un tipo
determinado de lipido. Asi, hay menor cantidad de fosfolipidos y un aumento de triglicéridos
durante la etapa secretora® en la rata (Desvasagayam 1986). En lagartija el estradiol promueve
la acumulacion de fosfolipidos y triglicéridos en el epitelio oviductal aumentando su
proliferacion (Pageaux y cols. 1992). Asi mismo, hay acumulacion de gotas lipidicas en el

epitelio oviductal durante la gestacion (Murray y cols. 1996).

Aunque la acumulacion de lipidos en el oviducto es normal, altas concentraciones de acidos
grasos en la secrecion oviductal disminuyen la capacitacion espermatica (Grippo y cols. 1994).

Asi mismo, el exceso de colesterol en el fluido oviductal impide la respuesta acrosomal (Davis

32 Ver glosario.
3 Ver glosario.
34 Ver glosario.
35 Ver glosario.
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y cols. 1980). Ademas, en animales con obesidad se ha observado un aumento en las gotas de
lipidos en la capa muscular del istmo inhibiendo su contraccion (Maki y Kadokawa 2014). En
vacas obesas, se ha observado un aumento en los niveles de acidos grasos no esterificados, lo
que se ha asociado con la disminuciéon del factor estimulante de colonias de macrofagos y
granulocitos (GMCSF) y el aumento del factor inhibitorio de migraciéon de los macrofagos
(MIF) en el ampula e istmo. Lo anterior es relevante para la supervivencia de los embriones en
las primeras horas posteriores a la fertilizacion, asi como en la capacitacion espermatica (Nahar
y cols. 2013, Nahar y Kadokawa 2016). Como podemos observar hay pocos trabajos aborden

las posibles implicaciones de los lipidos en las disfunciones del oviducto.

Funciéon uterina. Los lipidos que predominan en el utero son los fosfolipidos
(Desvasagayam 1986). Asi mismo se ha evidenciado la presencia de gotas de lipidos neutros en
el epitelio uterino (Yin y cols. 2012), particularmente en el estroma uterino (Devasagayam
1986). Los acidos grasos de cadena larga son importantes para realizar el proceso de
decidualizacion (Leaver y cols. 1992). Durante la gestacion se observa aumento en los niveles
séricos y locales de colesterol, particularmente al final, lo que regula la actividad de los
receptores de oxitocina (Mouzat y cols. 2007). Los oxiesteroles, a través del LXRf, disminuyen
los niveles de colesterol en el endometrio y miometrio (Mouzat y cols. 2007), disminuyendo la
expresion de proteinas lipogénicas como la proteina de union a al elemento de respuesta de
esteroides (SREBP1), sintasa de acidos grasos (FAS) y estearoil CoA desaturasa SCD1 (Chu y
cols. 2006). En animales gestantes, se ha descrito que el contenido de triglicéridos aumenta con
la gestacion, y los &cidos grasos promueven la decidualizacion (Tsai y cols. 2014); mientras que

el colesterol promueve las contracciones al término de la gestacion (Laboccaro y cols. 2013).

Las hormonas gonadales regulan el contenido de lipidos en el endometrio, ya que estos
varian dependiendo de la etapa del ciclo estral*® (Devasagayam 1986). Analogos del estradiol
favorecen la acumulacion de gotas de lipidos dentro de las células del endometrio (Komar 2005;
Yiny cols. 2012), particularmente de fosfolipidos y triglicéridos (Stacey y cols. 1991). Mientras
que analogos de progesterona favorecen la acumulacion de colesterol y triglicéridos (Stacey y

cols. 1991). El tipo de acidos grasos en el utero varia con la menopausia, asi en animales jovenes

36 Ver glosario.
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se encuentran elevados los niveles de acidos grasos de cadena corta, mientras que en animales
adultos y viejos son los de cadena larga los abundantes (Leaver y cols. 1992), lo cual indica que

los niveles de estrogenos regulan el tipo de lipidos presentes en el utero.

En el epitelio uterino, el aumento en la densidad de las gotas de lipidos, asi como, su
localizacién (region perinuclear o apical de la célula) inducen citotoxicidad (Dadarwal y cols.
2015). Por su parte, la disminucion de la B-oxidacion (Dunning y cols. 2010) reduce el nimero
de implantaciones. En mujeres obesas sometidas a fertilizacion in vitro se ha observado un
aumento en el numero de abortos y una disminucion de las implantaciones (Bellver y cols.
2007). Ademas, la obesidad aumenta la prevalencia de cancer endometrial, lo que se ha
relacionado con una disminucion en los niveles de adiponectina®’, estimulando la sintesis de
factor de crecimiento tumoral (Nagaraju y cols. 2016). Mientras que en rumiantes obesos se ha
observado que la obesidad aumenta el factor de crecimiento similar a la insulina tipo 1 (IGF-1)
en el fluido uterino, el cual favorece la apoptosis y altera la diferenciacion del blastocisto
(Velazquez y cols. 2011). Por otra parte, la acumulacion de colesterol puede generar hiperplasia
endometrial y prolapso uterino (Sumathi y cols. 2016). El incremento en el colesterol uterino
esta relacionado con una disminucién en la amplitud de las contracciones del miometrio durante

el parto (Smith y cols. 2005).

2.3 PPAR y reproduccion femenina

Los PPARs son una familia de receptores que se codifican por tres genes distintos
originando los isotipos a, 6 y y. El PPARa promueve la expresion de genes para la f-oxidacion
de los 4cidos grasos, el transporte y la sintesis de apoproteinas®, asi como la expresion de PLIN
en higado (Okumura 2011; Gryciel-Gorniak 2014). El PPARGS regula genes relacionados con la
sintesis lipidica y la formacion de la gota lipidica. EI PPARY regula genes relacionados con el
transporte de los 4cidos grasos (CD36, Grasselli y cols. 2011). Ademas, este ultimo regula la

entrada y salida de colesterol, disminuye su esterificacion, la expresion de LDLR vy la secrecion

37 Ver glosario.
38 Ver glosario.
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de prostaglandinas (Chinetti y cols. 2003; Froment y cols. 2006). Los PPARs pueden formar
heterodimeros con el LXR, receptor X retinoide (RXR) y los TRs (Graselli y cols. 2011). La
activacion de PPARa e inactivacion de PPARYy, a través de la molécula Z-551, reduce la
concentracion de colesterol, triglicéridos y acidos grasos en el suero e higado (Shiomi y cols.

2015; Zhang y cols. 2015).

La expresion de PPAR en las estructuras reproductivas femeninas ha sido ya estudiada,
aunque mayoritariamente en el ovario. Se ha mostrado que todos los estadios foliculares y el
estroma tienen PPARa, 6 y y (Froment y cols. 2006). Su expresion en roedores y rumiantes es
abundante en la etapa folicular y disminuye en la etapa secretora (Komar y cols. 2001). La
activacion de PPARYy a través de tiazolidinedionas modula la foliculogénesis (Froment y cols.
2006), la maduracion del ovocito (Vélez y cols. 2013) y el mantenimiento del cuerpo luteo
(Kurzynska y cols. 2014). Tales acciones son posibles ya que tiazolidinedionas favorecen la
sintesis y actividad de enzimas esteroidogénicas como la aromatasa y 3-beta-hidroxiesteroide
deshidrogenasa (3-BHSD; Mu y cols. 2000). Asi mismo, las tiazolidinedionas favorecen la
conversion de colesterol a pregnenolona (Komar y cols. 2001). La secrecion de progesterona y
estradiol también es regulada diferencialmente por PPARs. Asi, en trabajos utilizando
tiazolidinedionas se ha visto que, la activacion de PPARa y & disminuye la secrecion de
estradiol; mientras que PPARY no tiene ningun efecto. En cuanto a la secrecion de progesterona,
todos los isotipos de PPAR son capaces de disminuir su sintesis (Kurzynska y cols. 2014). Por
otra parte, PPARa regula la expresion de genes como el de la sintasa 6xido nitrico (NOS) y el
de ciclooxigenasa 2 (COX-2), implicados en la maduracion del ovocito (Komar y cols. 2001);
proteasas involucradas en el proceso de ruptura folicular en la ovulacion, y genes que participan
en el remodelamiento ovarico, como el de las metaloproteasas de la matriz celular (tipo 1, 3, 9
y 13; Shu y cols. 2000; Komar y cols. 2005); activadores de plasmindgenos; y factores de
crecimiento y sus receptores que regulan el mantenimiento del cuerpo luteo como el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) y su receptor Flt-1, -2 (Yamakawa y cols. 2000;
Komar y cols. 2005). En el oviducto, solo un estudio ha mostrado que el ampula e istmo del
oviducto de ranas tiene receptores PPARY2, cuya activacion modula el tamafio de las células
epiteliales durante su hibernacion y en la fase estral (Liu y cols. 2014). Mientras que en el Utero,

la expresion de PPARY ha sido mostrada en el epitelio uterino de rata (Yin y cols. 2012), aunque
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se desconoce su posible funcion. Por su parte, ratones knock-out de PPARy disminuyen el
nimero de implantaciones (Cui y cols. 2002). De manera que es posible que este receptor

cumpla un papel importante en las funciones del ttero.

2.4 Hormonas tiroideas, lipidos y PPAR

Como podemos apreciar hay una fuerte evidencia de que las hormonas tiroideas regula la
acumulacion de lipidos en diversos tejidos. En esta relacion, los receptores nucleares como
PPAR son importantes. Asi, las hormonas tiroideas parecen tener una estrecha relacion con los
PPARSs, ya que estos heterodimerizan con los TRs para actuar sobre los elementos de respuesta
a hormonas tiroideas (Lu y Cheng 2010). El gen de PPAR es regulado a la baja por hormonas
tiroideas en higado (Lu y Cheng 2010; Graselli y cols. 2011); y, a su vez, los PPAR regulan la
expresion de desyodasas tipo 2, participando asi en la sintesis local de T3 (Lu y Cheng 2010).
Asi mismo, ratones con mutacion en el gen de TRP disminuyen la expresion de PPARal y
aumentan la expresion de PPARS en el corazéon (Hyyti y Portman 2006). En ovejas

tiroidectomizadas PPARa se encuentra disminuido en el corazén (McClure y cols. 2005).

3. JUSTIFICACION

En mujeres y en modelos animales, el hipotiroidismo se relaciona con alteraciones en la
maduracion folicular, en la histologia del oviducto y el ttero, asi como con un menor tamafio
de las crias (Jiang y cols. 2008; Krassas y cols. 2010; Lutsyk y Sogomonian 2012; Straveus y
cols. 2012, Hapon y cols. 2007; Anaya-Hernandez y cols. 2015; Rodriguez-Castelan y cols.
2017b; Rodriguez-Castelan y cols. en proceso a y b). Se desconocen los mecanismos que
conllevan a que el hipotiroidismo produzca estos efectos en el tracto reproductivo femenino. Sin
embargo, considerando que las hormonas tiroideas: 1) regulan el contenido de lipidos en el suero
y en diversos tejidos metabodlicos (Rodriguez-Castelan y cols. 2015, Rodriguez-Castelan y cols.
2017ayb), y 2) que las células epiteliales y musculares del ovario, oviducto y utero almacenan

lipidos (colesterol, triglicéridos, acidos grasos libres, oxiesteroles y fosfolipidos, Henault y
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Killian 1993a,b,c; Murray y cols. 1996), donde regulan la maduraciéon folicular (Leroy y cols.
2004; Ferguson y Leese 2006; Van Hoeck y cols. 2014), la capacitacion de los espermatozoides
(Davis y cols. 1980) y la decidualizacion del endometrio (Tsai y cols. 2014), es posible suponer
que los problemas de fertilidad de las hembras con hipotiroidismo se relacionen con cambios en

el contenido de lipidos en las diversas estructuras reproductivas.

Las hormonas tiroideas regulan la sintesis de diversos lipidos y tienen una estrecha relacion
con los PPARs, ya que estos heterodimerizan con los TRs para actuar sobre los elementos de
respuesta a hormonas tiroideas (Lu y Cheng 2010). El gen de PPAR es regulado a la baja por
hormonas tiroideas en higado (Lu y Cheng 2010; Graselli y cols. 2011); y, a su vez, los PPAR
regulan la expresion de desyodasas tipo 2, participando asi en la sintesis local de T3 (Lu y Cheng
2010). Considerando que los 4cidos grasos y oxiesteroles son ligandos enddgenos de PPAR/6
(Komar 2005), que este receptor se localiza en ovario y tero (Froment y cols. 2006, Yin y cols.
2012) y es regulado por hormonas tiroideas (Lu y Cheng 2010), es posible que el efecto del
hipotiroidismo sobre las estructuras reproductivas se asocie con modificaciones en la expresion

de este receptor.

4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo aumenta la acumulacion de lipidos, la expresion de PLIN y la

inmunolocalizacion de PPAR 6 en tejidos reproductivos de la coneja.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar el efecto del hipotiroidismo sobre el contenido de lipidos, la expresion de PLIN y la

presencia de PPAR 6 en tejidos reproductivos de la coneja.
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5.2 Objetivos Especificos

En conejas controles e hipotiroideas:

a) Cuantificar el contenido de colesterol en ovario, oviducto y utero.

b) Cuantificar el contenido de triglicéridos en ovario, oviducto y tutero.

¢) Determinar la presencia de gotas de triglicéridos y lipidos oxidados en ovario, oviducto y
utero.

d) Cuantificar la expresion de PLIN en ovario, oviducto y ttero.

e) Cuantificar la expresion de PPAR 6 en ovario, oviducto y tutero.

6. METODOLOGIA

Se utilizaron conejas de la raza Chinchilla (Oryctolagus cuniculus) de 7-13 meses de edad,
las cuales fueron alojadas en jaulas de acero inoxidable de 50 x 60 x 40. Los animales fueron
proporcionados por el animalario del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta. Durante el
desarrollo de los experimentos, las conejas permanecieron en condiciones controladas de ciclo
luz/oscuridad (16/8 h), a una temperatura de (22 + 2 °C), mantenidas con alimento purina con
acceso controlado (120 g diarios) y agua ad libitum. Las conejas se dividieron en dos grupos: el
control (sin tratamiento; n=12) y el hipotiroideo (n=12). El hipotiroidismo se indujo mediante
tratamiento con el fArmaco antitiroideo metimazol (MMI, Sigma), el cual fue administrado en
el agua de bebida a una concentracion de 0.02% (10 mg/kg/dia) durante treinta dias. Después
del sacrificio, se extrajeron los ovarios, oviductos y uteros, de los cuales los derechos de todos
los animales se congelaron y se almacenaron a -80°C hasta su procesamiento y los izquierdos
se fijaron en paraformaldehido al 4% (n=6 por grupo) para cortes (5 um) en criostato o en Bouin-

Duboscq (incluidos en parafina, n=6 por grupo) para cortes (7 um) en microtomo.
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6.1 Contenido de lipidos en ovario, oviducto y utero

Cuantificacion de colesterol por método enzimatico. Una porcion de los tejidos
almacenados a -80°C fue usada (n=6 por grupo). Se utilizé una porcion de aproximadamente
200 mg de ovario y 100 mg oviducto y tutero. El oviducto fue dividido en una porcion craneal
correspondiente a las regiones FIM e INF, una porcion intermedia que contiene AMP y una
porcion caudal correspondiente a las regiones IST y UT. Las porciones mencionadas
anteriormente de 6 animales por condicién fueron maceradas en una solucidon de cloroformo-
metanol (2:1; método de Folch), posteriormente se agregé NaCl al 0.7% para separar las fases.
Después se centrifugd durante 15 min a 4°C. La fase superior fue desechada y la fase inferior
fue separada y se dejo evaporar durante una noche. El tubo que contenia 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 se reconstituyd en una soluciéon de tritén al 10% en isopropanol y se
obtuvo la muestra de lipidos. El colesterol fue medido a través de un método colorimétrico

enzimdatico mediante el kit de ELITech Clinical Systems (CHSL-0507).

Presencia de triglicéridos mediante tincion. Una porcion de ovario, oviducto (porciones
craneal, intermedia y caudal) y ttero izquierdos de 6 animales por grupo fue fijada en
paraformaldehido al 4% durante 24 h, posteriormente se colocaron en una solucidn de sacarosa,
al 10, 20 y 30% y fueron cortados a 5 um en un criostato y colocadas en laminillas hasta su uso.
Las laminillas cortadas se colocaron en alcohol isopropilico y, posteriormente, en la solucion de
rojo oleoso. Se contrastaron con rojo niicleo y se montaron con glicerina. Se tomd como marcaje
aquellos granulos que estuvieran en el interior de las células. Posteriormente se tomaron
fotografias a 100x y se describi6 la presencia de gotas de lipidos en ovario, oviducto y ttero. Se
realiz6 un andlisis semi-cuantitativo de la presencia de granulos de triglicéridos donde se

considerd su presencia como abundante (+++), intermedia (++) o escasa (+).

Cuantificacion de triglicéridos por método enzimdtico. Para la determinacion del
contenido de triglicéridos en ovario, oviducto (porciones craneal, intermedia y caudal) y utero
se utiliz6 el mismo procedimiento del apartado de colesterol. Los triglicéridos fueron medidos
a través de un método colorimétrico enzimatico mediante el kit de ELITech Clinical Systems

(TGML-0425).
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Cuantificacion de lipidos oxidados por la tincion Negro de Suddn. Lipidos oxidados
como la lipofucsina han sido usados como un indicador indirecto de estrés oxidativo,
envejecimiento y muerte celular (Brunk y Terman 2002). Esta puede ser detectada por tinciones
como el negro de Sudan y de carbolfucsina. Las laminillas conteniendo ovario, oviducto
(porciones craneal, intermedia y caudal) o utero se colocaron en una solucién de etilenglicol al
100% durante 2 min, posteriormente en la solucidon de negro de Sudan por 5 min, se lavaron con
una solucion de etilenglicol al 85% durante 3 min, se contrastaron con rojo neutro y se montaron
con glicerina. Se tomd como marcaje aquellos granulos que estuvieran en el interior de las
células. Posteriormente se tomaron fotografias a 10x, 40x y 100x representativas de cada tejido.
Se realizé un anélisis semi-cuantitativo de la presencia de granulos de lipidos como se menciond
en el apartado d presencia de triglicéridos mediante tincion, donde se consider6 la presencia

abundante (+++), intermedia (++) o escasa (+).

Cuantificacion de lipidos oxidados por el Método de Kinyoun. Las laminillas obtenidas
del ovario, oviducto (porciones craneal, intermedia y caudal) y utero fueron tefiidas con
carbolfucsina durante 5 min, posteriormente fue contratefiiddo con hematoxilina de Harris y se
monto con glicerina. Posteriormente se tomaron fotografias a 100x representativas de cada
tejido. Se realiz6 un analisis semi-cuantitativo como el realizado con la técnica de rojo oleoso y

negro de Sudan.

6.2 Expresion de PLIN A en ovario, oviducto y utero

Western blot. Para la realizacion de esta técnica los tejidos almacenados a -80°C fueron
usados. Se utilizd una porcion de aproximadamente 100 mg de ovario, oviducto (porciones
craneal, intermedia y caudal) y Utero. Extraccion total. Se tomd una porcion de los tejidos
congelados de 6 animales por condicion y fueron macerados con un homogenizador electrénico
utilizando un buffer de lisis (0.02 M tris HCI pH 7.4, 0.1 mM NaCl, 0.1 M glicina y Tx 0.1%)
adicionado con un coctel de inhibidores de proteasas (Sigma), 1 mM de fluoruro de
fenilmetilsulfonilo (PMSF) y 1 mM ditiotreitol (DTT). Los homogenados obtenidos fueron
centrifugados a 15000 rev/min durante 30 min a 4°C. Se recupero el sobrenadante considerado

como extracto total. Extraccion citoplasmatica y nuclear. Otro fragmento de los tejidos
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congelados fue procesado con un buffer de homogenizacion enriquecido en Hepes a 10 mM pH
7.5 (KCI 10 mM y EDTA 0.1 mM) adicionado con un coctel de inhibidores de proteasas
(Sigma), 1 mM PMSF y 1 mM DTT. Posteriormente se agregd 0.5% de tergitol tipo NP40, se
llevo al vortex por un minuto y se centrifugd durante 5 min a 10000 rev/min a 4°C para obtener
el precipitado y el sobrenadante, el sobrenadante fue considerado como el extracto
citoplasmatico. Después, se coloco un segundo buffer de homogenizacion enriquecido en Hepes
a 20 mM pH 7.5 (KCI 400 mM y EDTA 1 mM) adicionado con un coctel de inhibidores de
proteasas (Sigma), ImM PMSF y 1 mM DTT al precipitado y se centrifugé durante 10 min a
9000 rev/min a 4°C, el sobrenadante fue tomado como el extracto nuclear. Se determiné la
concentracion de proteinas mediante el método de Bradford de los homogenados que se
obtuvieron (totales, citoplasmaticos y nucleares). Se realiz6 la separacion electroforética de las
proteinas utilizando geles de poliacrilamida/dodecilsulfato sdédico (SDS) al 10% que fueron
cargados con 30 pg de proteina para ovario, 100 pg para cada porcion de oviducto y 30 ug para
utero. Las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa (NTC) utilizando el sistema
Mini Trans-Blot Cell (ENDURO). Una vez realizada la transferencia se bloqued con una
solucion de leche descremada al 6% y 0.2% tween-20 en buffer fosfato sdédico (PSB) a un pH
7.6. Posteriormente las membranas se incubaron con el anticuerpo primario (anti-PLIN A,
1:100, Sigma) diluido en 1% de leche descremada en 0.2% de tween-20 PBS durante 16-18 h a
4°C. Después se incubd con el anticuerpo secundario (mouse anti goat IgG acoplado a
peroxidasa, Santa Cruz Biotechnology) diluido en 1% de leche descremada y 0.2% de tween-
20 PBS durante 2 h a temperatura ambiente. Finalmente las bandas inmunoreactivas fueron
reveladas utilizando un kit de quimioluminiscencia (Super Signal West Pico, Pierce) en un
equipo de quimiolominiscencia (Thermo Scientific). Las bandas se visualizaron y se midio su
intensidad por densitometria usando el programa Image J. El patrén de bandas tefiidas con rojo
de Ponceu fue usado como control en el anélisis del western blot (Rivero-Gutiérrez y cols. 2014;

Rodriguez-Castelan y cols. 2017b).

Inmunohistoquimica. El oviducto, ovario y utero izquierdo de 6 animales por condicion
se fijaron con una solucion de Bouin-Duboscq por 12 h. Se deshidrataron con alcoholes en
concentracion ascendente (60-100%) e incluyeron en parafina. Los segmentos de ovario,

oviducto (FIM-INF, AMP, IST Y UT) y tutero fueron cortados transversalmente a 7 pum con un
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micrétomo. Los tejidos fueron desparafinados en xilol y alcoholes de graduacion descendente.
Enseguida, los cortes fueron incubados en una soluciéon de citrato de sodio (10 mM, pH 6)
durante 3 noches a 4°C para el destape de antigenos. Posteriormente, los cortes se incubaron en
una solucion de H>Oz al 3%, y se lavaron en soluciones de PBS y PBS-triton. A continuacion,
los cortes fueron incubados en solucion de bloqueo al 5% (suero de burro). Los cortes se lavaron
con solucién de PBS-triton y se incubaron con el anticuerpo primario (anti-PLIN A, 1:100,
Abcam) durante 12 h a 4°C. Pasado el tiempo, los cortes se lavaron con PBS-triton y se
incubaron a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario biotinilado (donkey anti-mouse,
Santa Cruz, Biotechnology) diluido a una concentracion de 1:250 durante 2 h. Los cortes se
lavaron con PBS- triton y PBS. Se incubaron durante 1 h con el complejo avidina biotina (ABC;
1:200), y se lavaron con PBS. La presencia del antigeno fue revelada con el cromogeno
diaminobencidina a una concentracion de 0.3%. Finalmente, los cortes fueron contratefiidos con
hematoxilina de Mayer, se deshidrataron en alcoholes con concentracion ascendente, se
aclararon con xileno y se montaron con resina. Microfotografias a 100X fueron tomadas y se

describio la inmunolocalizacién de PLIN en ovario, oviducto y utero.

6.3 Determinacion de PPARGS en ovario, oviducto y utero

Western blot. Para cuantificar la expresion del PPARS en ovario y utero, se utilizo el
mismo procedimiento del apartado de PLIN, el anticuerpo primario utilizado fue anti-PPARS
(1:80, Abcam).

Inmunohistoquimica. Para la determinacion de PPARS en ovario, oviducto y ttero, se
utilizé el mismo procedimiento del apartado de PLIN, el anticuerpo primado utilizado fue anti
PPAR & (1:200, Abcam). En todos los tejidos se tomaron fotografias a 100X y se describio la
expresion de PPARS.

6.4 Analisis Estadistico

Los valores obtenidos de las diferentes variables estudiadas se analizaron mediante una

prueba ¢ de Student o U Mann Whitney, segin fue el caso. Para todas las pruebas se usé el
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programa Graph Pad Prism v5. Se consider6 un valor de p < 0.05 como significancia estadistica.

Los valores fueron mostrados como medias + error estandar (EE).

7. RESULTADOS

7.1 Ovario

Lipidos. La cuantificacion de grasa por el método de Folch mostr6 que el contenido de grasa
total en los ovarios de animales controles e hipotiroideos fue similar (Fig. 1 A). Sin embargo, el
contenido de colesterol por el método enzimatico mostré que el hipotiroidismo aumenta el
contenido de colesterol en ovario (Fig 1 B, tabla 1). Respecto a los triglicéridos, las gotas de
triglicéridos se apreciaron en el estroma ovarico (Fig. 1 C, tabla 1), ovocitos, y foliculos ovaricos
de los animales controles, en los que aumentaron con respecto a su grado de maduracion (tabla
1); no se encontraron gotas en glandulas ovaricas. El hipotiroidismo indujo un menor niimero
de gotas de triglicéridos en el estroma (Figs. 1 C y D). En foliculos terciarios, se observo una
menor cantidad de triglicéridos en células de la teca y un aumento en células de la granulosa, en
todas las estadias foliculares (tabla 1). Con respecto a los ovocitos, no se observd ninguna
influencia del hipotiroidismo, lo mismo ocurrié en glandulas ovéricas y epitelio; mientras que
en el cumulus se encontr6 disminuido (tabla 1). El método enzimatico mostr6 que el contenido

de triglicéridos en el grupo hipotiroideo fue menor que en el grupo control (Fig. 1 E).

Tabla 1. Semi-cuantificacion de triglicéridos en el ovario de animales controles (n=3) ¢ hipotiroideos (n=3) con el
método d rojo oleoso. Abundante (+++), moderado (++) y escaso (+).

Rojo Oleoso

C HT
Estroma +++ +
Epitelio ++ -+
Glandulas ovaricas -+ -+
Foliculos primarios -+ -+
Foliculos secundarios “++ -+
Foliculos terciarios +++ -+
Ovocitos -+ -+
Ceélulas del cumulus ++ -+
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Figura 1. Contenido de grasa total (A) y colesterol (B) de ovarios de conejas controles (barras blancas) e
hipotiroideas (barras negras). Localizacion de gotas de triglicéridos mediante la tincion de rojo oleoso en el ovario
del grupo control (n=3, C) e hipotiroideo (n=3, D). Abreviaturas: estroma (st), las gotas de triglicéridos estan
indicadas con una flecha negra. La barra representa 20 p. Contenido de triglicéridos (E) en ovarios del grupo control
(n=6, barra blanca) e hipotiroideo (n=6, barra negra). Los datos fueron analizados con t-Student. Las diferencias
entre grupos estan representadas con asteriscos * p <0. 05.

La presencia de lipidos oxidados mediante la técnica negro de Sudan se observo en el
estroma ovarico, en el epitelio ovarico y en el contenido de las glandulas intersticiales, asi
mismo en todos los estadios foliculares se encontré disminuido con respecto a su grado de
maduracion (Tabla 2, Fig. 2 A y E). El grupo hipotiroideo mostr6 una aparente disminucion en
la cantidad de gotas presentes en el estroma (Tabla 2, Fig. 2 A y B), asi como en los ovocitos

(Tabla 2, Fig. 2 E y F), células de la granulosa y teca de foliculos primarios y secundarios (Tabla
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2, Fig. 2 E y F). En los foliculos terciarios hubo un aumento en el nimero de granulos en células

de la granulosa y teca (Tabla 2). El contenido de lipidos oxidados presente en las glandulas de

ovarios en animales controles e hipotiroideos fue similar (Tabla 2). Mediante la técnica de

Kinyoun se encontrd aumento en el nimero de granulos de lipidos oxidados en las glandulas

intersticiales de los animales hipotiroideos (Tabla 2); sin encontrarse diferencias en estroma

(Fig. 2 C y D) y foliculos ovéricos (Tabla 2) de animales controles e hipotiroideos.

Tabla 2. Cuantificacion de lipidos oxidados en el ovario de animales controles (n=6) ¢ hipotiroideos (n=6) con los
métodos Negro de Sudan y Kinyoun. Abundante (+++), moderado (++) y escaso (+).

NEGRO DE SUDAN KINYOUN
Control Hipotiroideo Control Hipotiroideo
Estroma +—+ “++ -+ -+
Epitelio “++ + +
Foliculos Primarios -+ -+ -+ -+
Foliculos secundarios =+ + -+ -+
Foliculos terciarios -+ ++t -+ “+
Ovocitos +++ —+ + o
Células del cumulus “+++ ++ -+ +
Glandulas ovaricas -+ -+ -+ -+
NEGRO DE SUDAN KINYOUN

Control Hipotiroideo

Hipotiroideo

st

Figura 2. Microfotografias de ovarios tefiidos con negro de Sudan en conejas controles (n=3, A y E) e hipotiroideas
(n=3, B y F); y lipofucsina de hembras controles (C y G) e hipotiroideas (D y H). Abreviaturas: estroma (st),
foliculo primario (fp), ovocito (ov) y glandulas intersticiales (g). Las barras representan 20 .
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PLIN A. Para la técnica de western blot, se utilizé la fraccion total del higado como control
positivo (Fig. 3 A). Se observd que la PLIN se expres6 en mayor cantidad en los extractos
citoplasmaticos que en los nucleares (Fig. 3 A). El hipotiroidismo disminuy¢ la expresion de
PLIN en los extractos totales y citoplasmaticos (Fig. 3 C), mientras que en extractos nucleares
aumento. Se detectd la expresion de PLIN A en los ovarios de conejas controles (Figs. 3 D y F)
e hipotiroideas (Fig. 3 E-G). Esta fue localizada en nucleos y citoplasma del estroma (Fig. 3 A
y D), en células de la granulosa y de la teca de foliculos primarios y secundarios; en los foliculos
terciarios se encontré6 en mayor cantidad comparado con los otros foliculos (Fig. 3 F).
Comparado con el control, PLINA no estuvo presente el estroma, foliculos secundarios y
terciarios (Figs. 3 D-G) de animales hipotiroideos; mientras que en foliculos primarios fue

mayor.

PPARG. La cuantificacion de la proteina PPARSJ, se realizé mediante la técnica de western
blot y se utilizaron fracciones totales de higado como control. Se encontré que el PPAR § esta
presente no so6lo en la fraccion nuclear, sino que también en la citoplasmatica (Fig. 4 A). La
expresion de PPARS en fracciones totales y citoplasmaticas fue similar en ambos grupos (Fig.
4 A y C); mientras que fue mayor en la fraccion nuclear de conejas hipotiroideas (Fig. 4 Ay C).
Se detectd la presencia de PPARS en los ovarios de conejas controles (Figs. 4 D y F) e
hipotiroideas (Fig. 6E y G). El PPARS se encontrd en nicleos y citoplasma del estroma (Fig. 4
D), en células de la granulosa y de la teca de foliculos primarios; en los foliculos terciarios se
encontré en mayor cantidad en células de la teca con respecto a las células de la granulosa (Fig.
4 F), asi mismo se encontraron niicleos inmunoreactivos en el epitelio ovarico. Ademas, se
encontraron granulos inmunomarcados en el contenido de las glandulas intersticiales.
Comparado con el control el PPARGS no estuvo presente en foliculos primarios y secundarios asi
como en glandulas, mientras que en foliculos terciarios se encontrd inicamente en células de la
teca aunque en menor cantidad que en grupo control (Fig. 4 E y F). Ademas, el inmunomarcaje

del epitelio ovarico se observo disminuido.
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Figura 3. Arriba. (A) Expresion de perilipina A (PLIN A) en fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares de
ovarios controles e hipotiroideos. Se us6 la fraccion total del higado como control positivo. (B) Membrana tefiida
con rojo de Ponceu donde se observo el total de proteinas que fueron usadas como control de carga en fracciones
totales, citoplasmaticas y nucleares de ovarios controles e hipotiroideos. Cuantificacion de la expresion de PLIN A
en fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares (C) en ovarios de hembras controles (barras blancas) e
hipotiroideas (barras negras). C, grupo control; HT, grupo hipotiroideo. Los datos fueron analizados con ¢ de
Student. Las diferencias estadisticas estan representadas con asteriscos * p< 0.05; ** p<0.01. Abajo.
Microfotografias representativas de la inmunolocalizacién de PLIN A en ovarios controles (D y F) e hipotiroideos
(E y G). Las células positivas estan sefialadas con una flecha negra; estroma (st); células de la granulosa (gr),
células de la teca (tc). La barra representa 20um.
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Figura 4. Arriba. (A) Expresion de PPARS en fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares de ovarios controles
¢ hipotiroideos. Se uso la fraccion total del higado como control positivo. (B) Membrana tefiida con rojo de Ponceu
donde se observo el total de proteinas que fueron usadas como control de carga en fracciones totales,
citoplasmaticas y nucleares de ovarios controles e hipotiroideos. Cuantificacion de la expresion de PPARS en
fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares (C) en ovarios de hembras controles (barras blancas) e hipotiroideas
(barras negras). Abreviaturas: C, grupo control; HT, grupo hipotiroideo; RP, rojo de Ponceau. Los datos fueron
analizados con ¢ de Student. Las diferencias estadisticas estan representadas con asteriscos * p< 0.05; ** p<0.01.
Abajo. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacion de PPARS en ovarios controles (D y F) e
hipotiroideos (E y G). Nucleos estan sefialados con una flecha negra y citoplasmas positivos con flechas amarillas;
estroma (st); células de la granulosa (gr), células de la teca (tc). La barra representa 20pum.
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7.2 Oviducto

Lipidos. La cuantificacion de colesterol por el método enzimatico mostroé que el contenido
de grasa total en las regiones FIM-INF, AMP e IST-UT de oviductos de animales controles e
hipotiroideos fue similar (Fig. 5 A). Asi mismo, el contenido de colesterol no mostro diferencias
entre el grupo control y el hipotiroideo en las regiones AMP e IST-UT. Sin embargo, el
hipotiroidismo redujo el contenido de colesterol en la region FIM-INF (Fig. 5 B). En los
animales controles, se observaron gotas de triglicéridos en la submucosa de todas las regiones
(Figs. 5 C, Tabla 3), siendo aparentemente mayor en la submucosa de FIM y UT, y menor en
AMP. El hipotiroidismo aument?6 el contenido de triglicéridos en la submucosa de AMP (Figs.
5 C y D, tabla 3). En cuanto al contenido de triglicéridos con el método enzimatico se observo
que conforme se avanza de la FIM a la region UT el contenido va disminuyendo (Fig. 5 E). El
contenido de triglicéridos fue similar entre el grupo control y el hipotiroideo en las regiones
FIM-INF; sin embargo, en la region AMP e IST-UT se encontré6 aumentado en el grupo

hipotiroideo (Fig. 5 E).

Tabla 3. Cuantificacion de triglicéridos en las regiones del oviducto de animales controles (n=3) e hipotiroideos
(n=3) mediante la técnica rojo oleoso. Abundante (+++), Intermedio (++) y escaso (+).

Rojo oleoso

C Hipo
FIM-INF Porcion apical del epitelio + +
Porcion basal del epitelio + +
Submucosa ++ ++
AMP Porcidn apical del epitelio + +
Porcidn basal del epitelio + +
Submucosa + +++
IST Porcidon apical del epitelio + +
Porcion basal del epitelio + +
Submucosa + ++
uT Porcion apical del epitelio + +
Porcion basal del epitelio + +
Submucosa ++ ++
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Figura 5. Contenido de grasa total (A) y colesterol (B) de las diferentes regiones (INF-FIM, AMP e IST-UT) de
los oviductos de conejas controles (barras blancas) e hipotiroideas (barras negras). Microfotografias de la region
AMP en oviductos tefiidos con rojo oleoso provenientes del grupo control (C) y del grupo hipotiroideo (D). Las
gotas de triglicéridos estan sefialadas con una flecha negra. Abreviaturas: epitelio (e). La barra representa 20pum.
(E) Contenido total de triglicéridos en las diferentes regiones de oviductos controles (barras blancas) e hipotiroideas
(barras negras). Los datos fueron analizados con U de Mann Whitney o ¢ de Student dependiendo el caso. Las
diferencias entre grupos estan representadas con asteriscos * p <0. 05.
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En animales controles, se observaron granulos de lipidos oxidados tefiidos con negro de
Sudan en epitelio y submucosa de todas las regiones (Figs. 6 A). En el epitelio, la presencia de
lipidos oxidados fue localizada en la porcion apical y basal de las células, sin haber diferencias
aparentes entre células ciliadas y secretoras (Figs. 6 A). Sin embargo, se observd una mayor
cantidad de granulos en la submucosa de la region UT (Tabla 4) seguido de la FIM (Tabla 4).
Mientras que en las regiones AMP e IST, la presencia de granulos de lipofucsina fue escasa
(Tabla 4). En la region de la FIM-INF, el hipotiroidismo aument6 la cantidad y el tamafio de los
granulos en la submucosa con respecto a animales controles (Tabla 4). El contenido de lipidos
oxidados en el epitelio se observo en la parte apical y basal de las células; particularmente en la
porcion apical se observo abundante en los animales hipotiroideos (Figs. 6 A y B, Tabla 4). En
la region del AMP se observo aumentado el contenido de lipidos oxidados presentes en el
epitelio apical en animales hipotiroideos, mientras que en epitelio basal y submucosa no se
observaron diferencias en los granulos entre ambos grupos (Tabla 4). En el IST, el
hipotiroidismo aumento los lipidos oxidados presentes en el epitelio basal y submucosa (Tabla
4), mientras que en la porcion basal del epitelio no se observaron cambios (Tabla 4). En la region
UT en animales controles, los granulos de lipofucsina se encontraron abundantes en la
submucosa y escasos en el epitelio (Tabla 4), mientras que en los animales hipotiroideos la
presencia de gotas en la submucosa fue moderada y mayor en el epitelio apical (Fig. 6 A y B,
Tabla 4). En cuanto a la presencia de lipidos oxidados con la técnica de Kinyoun, en la porcion
apical del epitelio oviductal se observé una coloracion de lipofucsina en las regiones de AMP,
IST y UT (Fig. 6 C, Tabla 4). Dicho marcaje no fue visible en la region FIM-INF (Tabla 4). El
hipotiroidismo no modificé este contenido en la FIM-INF (Tabla 4) Se observo disminuida en

AMP, IST y UT de animales hipotiroideos (Fig. 6 C y D, Tabla 4).

PLIN A. El ovario fue usado como control positivo (Fig. 7 A). Se observo que la PLIN se
expreso en menor cantidad en los extractos citoplasmaticos que en los nucleares (Fig. 7 A y B-
D). El hipotiroidismo disminuy0 la expresion de PLIN en los extractos totales de la region FIM-
INF (Fig. 7 B); en los extractos citoplasmaticos de la region IST-UT (Fig. 7 C), asi como en los
extractos nucleares de las regiones AMP y IST-UT (Fig. 7 D). Se detecto la presencia de PLIN
A en el oviducto de conejas controles (Figs. 7 E y G) e hipotiroideas (Fig. 7 F y H). La PLIN se
encontro en nucleos de células ciliadas y secretoras en FIM-INF, AMP, IST y UT (Fig. 7 E). En
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las regiones FIM-INF y UT, se encontr6 presente en todo el citoplasma mientras que en el AMP
se encontrd Uinicamente en la porcion apical de las células (Fig. 7 E). En el istmo no se encontrod
en el citoplasma. Comparado con el grupo control PLIN A no estuvo presente en los ntcleos
del AMP (Fig. 7 E y F), asi mismo se encontrd en el citoplasma en la region del IST. En el
citoplasma de células epiteliales en la region UT, se encontrd inicamente en la porcion apical
de las células. La PLIN también fue expresada en el musculo liso en todas las regiones, en
citoplasmas y ntcleos (Fig. 7 G). Se encontrd que el hipotiroidismo aumenta la expresion en el

nucleo, mientras que disminuye en el citoplasma (Fig. 7 G y H).

Tabla 4. Cuantificacion de lipidos oxidados en las regiones del oviducto de animales controles (n=6) e
hipotiroideos (n=6) con los métodos Negro de Sudan y Kinyoun. Abundante (+++), Intermedio (++) y escaso (+).

Negro de Kinyoun
Sudan

C Hipo C Hipo
FIM-INF Porcion apical del epitelio -+ ++ -+ —+
Porcion basal del epitelio ++ -+ -+ -+
Submucosa -+ 4+ -+ -+
AMP Porcion apical del epitelio -+ ++ -+ -+
Porcion basal del epitelio -+ -+ e —++
Submucosa -+ + -+ -+
IsT Porcion apical del epitelio ++ +++ -+ -+
Porcion basal del epitelio -+ —+ ++ -+
Submucosa -+ -+ -+ -+
urT Porcion apical del epitelio -+ 4+ -+ -+
Porcion basal del epitelio ++ ++ +++ -+
Submucosa +++ ++ -+ -+

NEGRO DE SUDAN KINYOUN

Control Hipotiroideo Control Hipotiroideo

.
Ay D
& SNl

K

Figura 6. (Izquierda) Microfotografias de la region istmo en oviductos tefiidos con negro de Sudan en conejas
controles (A) y tratadas con metimazol (B); (Derecha) Kinyoun de hembras controles (C) e hipotiroideas (D).
Abreviaturas: epitelio (e), gotas de lipidos oxidados en negro de Sudan estdn sefialados con flecha amarilla,
mientras que los de Kinyoun con flecha negra. La barra representa 20 p.

37



FIM-INF AMP IST-UT

OVARIO c HT c HT ¢ HT
66 KI) w—
PLINA _ — | com————— | e, ’ —
50 kD
Total
45 K] w—
66 k1) w—
PLIN A . — =
= T — _—
50 kD 5§
Citoplasma
45 KD w—
66 k1) w—
PLIN A
— - e
50 kD — ' — S —
45 KD m—m Nucleo
1.0 1.0 1.0

o

)
o
©

o

@
e
=)

wk

c ur
IST-UT

o

IS
o
K

o

[
e
N

PLIN A expresion relativa u. a.

PLIN A expresion relativa u. a.

4

o
e
o

Figura 7. Arriba. (A) Expresion de perilipina A (PLIN A) en fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares de las
diferentes regiones (FIM-INF, AMP e IST-UT) de oviductos controles (c) e hipotiroideos (ht). Se uso la fraccion
nuclear del ovario como control positivo. Cuantificacion de la expresion de PLIN A en fracciones totales (B),
citoplasmaticas y nucleares en las diferentes regiones de oviductos de hembras controles (barras blancas) e
hipotiroideas (barras negras). C, grupo control; HT, grupo hipotiroideo. Los datos fueron analizados con ¢ de
Student. Las diferencias estadisticas estan representadas con asteriscos * p< 0.05; ** p<0.01. Microfotografias
representativas de la inmunolocalizacion de perilipina A en la region ttero-tubal de oviductos controles (E y G) e
hipotiroideos (F y H). Nucleos positivos estan sefialados con una flecha negra, citoplasmas positivos estan
indicados con una flecha amarilla. Abreviaturas: epitelio, ep; masculo liso, ml. La barra representa 20pum.

PPARGS. Con respecto a la inmunodeteccion de nticleos positivos a PPARS en animales
controles (Fig. 8 A, D y G) e hipotiroideos (Fig. 8 B, E y H), se observé que dicho receptor esta
presente en todas las regiones del oviducto, tanto en células secretoras como en células ciliadas
(Fig. 8). Ademas, todas las regiones del oviducto mostraron una distribucion similar (Fig. 8 C,
F e I). No se observaron diferencias aparentes entre células secretoras y ciliadas (Fig. 8C, F e I).

Se observo que el citoplasma de células epiteliales era positivo a PPARS, principalmente en las
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regiones de la FIM y UT (Fig. 8A, D y G), y en la submucosa fue abundante en todas las regiones
(Fig. 8 A, D y G). El hipotiroidismo aument¢ la presencia de PPARS en las células secretoras
de la region AMP, mientras que las células ciliadas muestran una distribucion similar entre
grupos (Fig. 8 F). En las células secretoras de la region FIM-INF se mostré una tendencia a
disminuir (p= 0.07, Fig. 8 C), mientras que en cé¢lulas ciliadas de la AMP tendié a aumentar
(»=0.09, Fig. 8 F). En la regién IST-UT, el hipotiroidismo no afect6 la inmunoreactividad a
PPAR 6 en células ciliadas y secretoras (Fig. 8 I).

39



Control Hipotiroideo C

FIM-INF

% de IR anti PPARS en
120 células
8

{63 HT C HT
F Ciliadas Secretoras

2]
o
1

% de IR anti PPARS en
120 células
B
d

G HT c HT
Ciliadas Secretoras

% de IR anti PPARS en
120 células
8

C HT C HT

Ciliadas Secretoras

Figura 8. Izquierda. Microfotografias a 100x de la localizaciéon de nucleos inmunoreactivos para PPARS en las
regiones oviductales (FIM-INF, AMP, IST-UT) de grupos controles (A, D y G) e hipotiroideos (B, E y H).
Abreviaturas: nucleos inmunoreactivos (flechas amarillas), células secretoras (se) y células ciliadas (ci). Barra= 20
um. Derecha. Porcentaje de inmunoreactividad a PPARS para células ciliadas y secretoras en las regiones de FIM-
INF (C), AMP (F) y IST-UT (I) de los grupos control (barras blancas) e hipotiroideo (barras negras). Los datos
fueron analizados con ¢ de Student. Las diferencias estadisticas estan representadas con asteriscos * p< 0.05, ** p<
0.01.
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7.3. Utero

Lipidos. La cuantificacion de colesterol por el método enzimatico mostroé que el contenido
de grasa total en el utero de animales controles e hipotiroideos fue similar (Fig. 9 A). Asi mismo,
el contenido de colesterol por el método enzimatico se encontré de forma similar en ambos
grupos (Fig. 9 B, Tabla 5). Se observaron escasas gotas de triglicéridos con la técnica de rojo
oleoso en el epitelio luminal; asi como una mayor cantidad en el estroma uterino (Fig. 9 D,
Tabla 5). En el epitelio glandular se observaron pocas gotas de triglicéridos, por otra parte,
dentro de las glandulas se observd una secrecion positiva a rojo oleoso (Tabla 5). Animales
controles e hipotiroideos mostraron una distribucion similar (Tabla 5); mientras que la secrecion
de las glandulas disminuy6 en el utero de hembras hipotiroideas (Tabla 5). En la cuantificacion
enzimatica, el contenido de triglicéridos (Fig. 9 C) en el ttero de animales controles e
hipotiroideos fue similar. Granulos con lipidos oxidados se encontraron abundantes en epitelio
luminal y glandular y en estroma (Fig. 10 A). En tteros hipotiroideos, el contenido de lipidos
oxidados fue menor en el epitelio glandular y luminal asi como en el estroma (Fig. 10 A y B,
Tabla 6). En el interior de las glandulas uterinas se encontrd una secrecion con abundantes
lipidos oxidados en las hembras hipotiroideas (Fig. 10 A y B, Tabla 6). En el Utero, tanto de
animales controles como hipotiroideos, los lipidos oxidados se encontraron escasos mediante el
método de Kinyoun (Figs. 10 C y D, Tabla 6), asi mismo dentro de las glandulas se encontraron

gotas de lipofucsina unicamente en animales hipotiroideos (Tabla 6).

PLIN A. Se evaluo la presencia de PLIN A mediante la técnica de western blot en fracciones
totales, nucleares y citoplasmadticas de uteros controles e hipotiroideos. Se utiliz6 la fraccion
nuclear del ovario como control positivo (Fig. 11 A). Se observd que la PLIN se expresé en
mayor cantidad en los extractos citoplasmaticos que en los nucleares (Fig. 11 A). El
hipotiroidismo disminuy¢ la expresion de PLIN en los extractos totales y nucleares (Fig. 9C).
En los extractos citoplasmaticos no se observo ningin efecto (Fig. 11 A y C). Se detecto la
presencia de PLIN A en los tteros de conejas controles (Figs. 11 A y B) e hipotiroideas (Fig. 11
CyD). LaPLIN se encontr6 en nucleos y citoplasma de epitelio luminal (Fig. 11 A), en epitelio

glandular (Fig. 11 B), asi como en nucleos de células del estroma (Fig. 11 B). Comparado con
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el grupo control PLIN A no estuvo presente en citoplasma de epitelio luminal y glandular y su

expresion en nucleos fue menor en ambos epitelios asi como en el estroma (Fig. 11 A-D).
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Figura 9. Contenido de grasa total (A) y colesterol (B) de tuteros de conejas controles (barras blancas) e
hipotiroideas (barras negras). Microfotografias de uteros tefiidos con rojo oleoso provenientes del grupo control
(C) y del grupo hipotiroideo (D). Abreviaturas: epitelio (ep), estroma (st). La barra representa 20 p. (E) Contenido
de grasa total en uteros medios del grupo control (barras blancas) e hipotiroideo (barras negras). (F). Los datos
fueron analizados con ¢ de Student.

Tabla 5. Cuantificacion de triglicéridos en el ttero de animales controles (n=3) e hipotiroideos (n=3) por medio de
la técnica rojo oleoso. Abundante (+++), Intermedio (++) y escaso (+).

Rojo oleoso

C HT
Porcion apical del epitelio luminal -+ -+
Porciéon basal del epitelio luminal -+ —+
Epitelio glandular -+ -+
Secrecion glandular —+—+ +—++
Estroma uterino ++ -+

Tabla 6. Cuantificacion de lipidos oxidados en el utero de animales controles (n=6) e hipotiroideos (n=6) con los

métodos Negro de Sudan y Kinyoun. Abundante (+++), Intermedio (++) y escaso (+).
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Negro de Sudan Kinyoun

C HT C HT
Porcion apical del epitelio luminal +++ + + +
Porcion basal del epitelio luminal +++ + + +
Epitelio glandular ++ + + +
Secrecion glandular + 4 + T+
Estroma uterino +++ + + +
Hipotiroideo
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Figura 10. Microfotografias de tteros tefiidos con negro de Sudan provenientes del grupo control (A) y del grupo
hipotiroideo (B ), y con el método Kinyoun en animales controles (C y E) e hipotiroideos (D y F). Epitelio luminal
(e), epitelio glandular (g), lipidos oxidados (lo). La barra representa 20 p.
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Figura 9. Arriba. (A) Expresion de perilipina A (PLIN A) en fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares de
uteros controles e hipotiroideos. Se uso la fraccion nuclear de ovario como control positivo. (B) Membrana tefiida
con rojo de Ponceu donde se observo el total de proteinas que fueron usadas como control de carga en fracciones
totales, citoplasmaticas y nucleares de tteros controles e hipotiroideos. Cuantificacion de la expresion de PLIN A
en fracciones totales, citoplasmaticas y nucleares (C) en uteros de hembras controles (barras blancas) e
hipotiroideas (barras negras). C, grupo control; HT, grupo hipotiroideo; RP, rojo de Ponceau. Los datos fueron
analizados con 7 de Student. Las diferencias estadisticas estan representadas con asteriscos * p< 0.05, ns=diferencias
no significativas. Microfotografias representativas de la inmunolocalizacién de PLIN A en uteros controles (D y
F) e hipotiroideos (E y G). Nucleos positivos estan sefialados con una flecha negra, citoplasmas con flecha amarilla;
estroma (st); epitelio luminal (e) y epitelio glandular (g). La barra representa 20um.
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Figura 12. Microfotografias a 100x de la inmunolocalizacion de PPARS en titeros de hembras controles (A'y B) e
hipotiroideas (C y D). El simbolo + representa los nticleos inmunoreactivos a PPAR 9; epitelio (e) estroma (st),
glandulas uterinas (g). La barra representa 20 um.
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Figura 13. (A) Membrana tefiida con rojo de Ponceu donde se observa el total de proteinas que fueron
usadas como control de carga en nucleares del utero control. Se uso la fraccion nuclear del ovario como control
positivo. (B) Expresion de PPAR & en nucleares de utero control.

PPARGS. Se han encontrado nticleos inmunoreactivos en células del epitelio luminal (Fig.
12 A) y glandular (Fig. 12 B), asi como en el estroma uterino (Fig. 12 A). En comparacién con
los animales controles, las hembras hipotiroideas tuvieron una aparente menor

inmunoreactividad de ntcleos del epitelio luminal uterino (Figs. 12 A y C), asi como en las
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glandulas uterinas (Figs. 12 B y D). No fue posible realizar el conteo debido al tipo de marcaje
que nos dieron dos anticuerpo que probamos (1 de Santa Cruz y otro de Abcam). Dicho marcaje
era tenue y granulado en algunos citoplasmas como se puede apreciar en la Fig. 12. A pesar de
que no se realizd un conteo, se observd que los fibroblastos presentes en el estroma de uteros
hipotiroideos fueron més positivos a PPARS que en aquellos pertenecientes al grupo control
(Figs. 12 C y D). Lo mismo ocurrié con las células inmunitarias (macrofagos, linfocitos y
neutrofilos; Figs. 12 B y D). Mediante la técnica de western blot se intentd cuantificar la
expresion de PPARSJ, fueron utilizados extractos nucleares en concentraciones ascendentes de
utero control (Fig. 13A), el ovario fue utilizado como control positivo. Se observo que en las

diferentes concentraciones de proteina no se reveld ninguna banda (Fig. 13 B).

8. DISCUSION

8.1 Ovario

En el ovario, encontramos que el hipotiroidismo disminuy¢ la expresion de PLIN A en
las fracciones totales y citoplasmaticas. Aunque el contenido de grasa total fue similar entre
ambos grupos; el contenido de triglicéridos fue menor en los ovarios hipotiroideos. Estos
resultados sugieren que en esta estructura la disminucion del contenido de triglicéridos se asocia
con la disminucion de PLIN (Zhang y cols. 2014). Esta disminucion en el contenido de
triglicéridos podria deberse a un aumento en la lip6lisis lo que generaria una mayor cantidad de
acidos grasos libres. Esto a su vez, permitiria un aumento en la beta-oxidacion y en la generacion
de energia, lo cual es necesario para la meiosis y maduracion folicular (Sanchez-Lazo y cols.
2014). Por otro lado, se encontré un aumento en el contenido de colesterol, el cual podria ser
esterificado o no esterificado, y una mayor presencia de lipidos oxidados en los ovarios de los
animales hipotiroideos. Dado que previamente ya evidenciamos que el hipotiroidismo aumenta
los niveles de colesterol en sangre (Rodriguez-Casteldn y cols. 2017a), esta podria ser la posible
explicacion de su aumento en el ovario. Curiosamente, el aumento en el contenido de colesterol
en los foliculos determina la calidad del ovocito y se relaciona positivamente con su

concentracion en suero (Leroy y cols. 2004). La mayor cantidad de colesterol en el ovario
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explica el aumento en el contenido de progesterona por una mayor actividad enzimatica de
P450scc y 38 HSD (Chen y cols. 2003). Considerando que en un estudio previo encontramos
que el hipotiroidismo disminuye la expresion de aromatasa en el ovario (Rodriguez-Castelan y
cols. 2017b), es posible pensar que ademas se encuentra aumentada la testosterona. Aunque
nosotros previamente medimos los niveles de testosterona circulante sin encontrar cambios por
el hipotiroidismo (Anaya-Hernandez y cols. 2015), es posible que a nivel ovdrico la
concentracion de este esteroide cambie. Si asi fuera, es sabido que la testosterona es capaz de
modular al enzima 4cido graso sintasa y a los transportadores de glucosa GLUT4 durante la fase
lutea (Varlamov y cols. 2013), lo que generaria una mayor concentracion de triglicéridos en el
ovario. Por otra parte, previamente hemos descrito la presencia de receptores que unen sales
biliares como es el receptor X de farnesoides (Anaya-Herndndez y cols. 2014), por lo que
probablemente el metabolismo de sales biliares se encuentre aumentado, generando su posible
almacenamiento (Smith y cols. 2009). Respecto a los lipidos oxidados, su mayor presencia
favorece el estrés oxidativo y la lipotoxicidad de las células. Asi, el hipotiroidismo disminuye
el estrés oxidativo en foliculos en grados tempranos de maduracion (primarios y secundarios)
pero aumenta en foliculos a término, generando 6vulos de baja calidad (Meng y cols. 2016).
Todo esto podria explicar por qué el hipotiroidismo disminuye la talla de los foliculos pre-
antrales y antrales (Rodriguez-Castelan y cols. 2017b), lo cual se ha relacionado con mala
calidad de los foliculos (Dadarwal y cols. 2015). Ademas, los dcidos grasos no esterificados (sin

convertirse en triglicéridos) pueden originar atresia folicular (Van Hoeck y cols. 2014).

El hipotiroidismo también disminuy6 la expresion de PPARS en el ovario, tal como se
ha visto en otros tejidos como el higado (Graselli y cols. 2011), lo que sugiere que la deficiencia
de hormonas tiroideas disminuye la expresion de este receptor. Si consideramos el aumento de
los lipidos oxidados observado en los ovarios de conejas hipotiroideas, se ha mostrado que la
administracion de 20(S)-hidroxicolesterol inhibe la expresion PPARY en células de hueso (Kim
y cols. 2007). Es decir, un aumento en el contenido de oxiesteroles (aun no cuantificado) podria
promover la reduccion en la expresion de PPARS. Ya sea que la reduccion de este receptor haya
sido producida de manera directa por las hormonas tiroideas o indirecta a través de los
oxiesteroles, este hecho podria alterar la sefializacion y almacenamiento de los acidos grasos en

el ovario, como ya se ha mencionado para el higado (Graselli y cols. 2011). A este respecto, se
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ha descrito que el PPARS y vy regulan diversos procesos como son la maduracion de los foliculos,
ovulacién y esteroidogénesis (Vélez y cols. 2013). Asi mismo, el PPARa favorece la sintesis de
PLIN 2 en higado (Grasselli y cols. 2011), con lo que probablemente la disminucion de PPARS
en el ovario esté relacionada con la disminucion en la sintesis de perilipina y con el
almacenamiento de triglicéridos. Considerando otros resultados de nuestro laboratorio, donde
los animales hipotiroideos presentan un retardo en la maduracion folicular (Rodriguez-Castelan
y cols. 2017b), es posible que la afectaciéon en la maduracion folicular que induce el
hipotiroidismo pudiera deberse a los cambios observados tanto en el contenido de lipidos como
en la expresion del PPARS. Aunque este receptor ha sido escasamente estudiado, la activacion
del isotipo de PPARYy regula la expresion de la aromatasa, teniendo efecto en la esteroidogénesis

ovérica y modulando la proliferacion de los tejidos y la angiogénesis en ovario (Komar 2005).

8.2 Oviducto

A diferencia del ovario, el oviducto parece ser una estructura poco dependiente del
contenido de lipidos. Ademas, el oviducto es una estructura compleja con varios tipos de células
(ciliadas, secretoras, y musculares) y varias regiones, lo cual diversifica aun mas las
posibilidades de accion de los lipidos y el PPARS. Si dividimos la discusion por regiones del
oviducto considerando la funcién que cada una tiene, podemos ver que la concentracion de
triglicéridos, colesterol y PLIN es mayor en las regiones FIM-INF (captura al ovocito) y en el
AMP (donde ocurre la fertilizacion), mientras que en las regiones IST-UT (donde ocurre la
capacitacion espermatica) fue menor. Aunque algunos estudios in vitro han evidenciado que el
contenido de triglicéridos varia entre células secretoras y ciliadas (Killian y cols. 2011), nosotros
no lo observamos. El hipotiroidismo disminuyd la expresion de PLIN en las fracciones
citoplasmaticas de la region IST-UT, lo cual podria relacionarse con el aumento en el contenido
de triglicéridos observado en esta misma region, debido a que probablemente esta disminuida
su hidrolisis. Asi mismo, la expresion de PLIN se encuentra disminuida en los nucleos de las
regiones AMP y IST-UT, con lo que su sintesis est4 alterada (Brasaemble y cols. 2014). Por otra
parte, el colesterol se encontrd disminuido en la region FIM-INF, lo cual podria deberse a taza

de oxidacion incrementada. Estos cambios en la acumulacion de lipidos en la region de FIM-
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INF y AMP podria afectar el transporte del huevo y su fertilizacion (Nahar y cols. 2013).
Mientras que en las regiones de ISTy UT podria afectar la capacitacion espermdtica (Huang y
cols. 2016). A este respecto, se ha descrito que los triglicéridos les brindan mas capacidad a los

espermatozoides para poder fertilizar (Jiang y cols. 2001).

Los granulos de lipidos oxidados se encontraron principalmente en la submucosa y en el
epitelio apical en todas las regiones del oviducto de animales controles. El hipotiroidismo alter6
de manera diferencial el contenido de lipofucsina dependiendo de la region del oviducto. Asi,
los animales hipotiroideos mostraron un mayor nimero de granulos de lipidos oxidados en la
FIM, siendo menor en el epitelio y mayor en la submucosa. No se observaron cambios en la
presencia de granulos de lipofucsina en el epitelio o submucosa del AMP. El aumento de lipidos
oxidados en la FIM explica la disminucidn de colesterol observada, por lo que se sugiere que se
estd metabolizando, probablemente convirtiéndose a oxiesterol o prostaglandinas, lo que podria
explicar la infiltracion de células inmunes previamente observada (Poli y cols. 2013; Rodriguez-
Castelan y cols. en proceso b). Por su parte, los lipidos oxidados, como la ceramida, presentes
en el moco oviductal del AMP mejoran la captacion del calcio permitiendo la reaccion
acrosomal (Petcoff y cols. 2008). Mientras que altas cantidades de ceramida inducen apoptosis
en la vida media del huevo fecundado (Petcoff y cols. 2008). Ademas, modificaciones en el
colesterol puede ser toxico para el espermatozoide, disminuyendo su motilidad y la respuesta
acrosomal (Butts y cols. 2015). Ademas, el exceso de lipidos oxidados podria afectar la
motilidad y la respuesta acrosomal de los espermatozoides (Morakinyo y cols. 2011). Los
niveles de antioxidantes asi como de ROS en el oviducto deben estar en niveles 6ptimos ya que
regulan la motilidad del espermatozoide asi como su capacidad de fusionarse con el 6vulo en
las regiones AMP e IST, por lo que una alta cantidad de estrés oxidativo disminuye la capacidad
de fertilizacion (Wojsiat y cols. 2017); a este respecto si bien no se ha medido estrés oxidativo,

los lipidos oxidados son una manera indirecta de medirlo.

La expresion del PPARY en el oviducto de rana fue ya descrito (Liu y cols. 2014). Ahora,
nosotros estamos mostrando la presencia del PPARS en el oviducto de la coneja. Teniendo una
localizacion similar en células ciliadas y secretoras en todas las regiones. Las variaciones antes

mencionadas podrian estar relacionadas con las funciones reproductivas propias de cada region
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(Pedrero-Badillo y cols. 2013; Liu y cols. 2014). Los resultados encontrados en el presente
estudio podrian relacionarse con la mayor talla de las células epiteliales (Anaya-Herndndez y
cols. 2015) y los cambios en la infiltracion de las células inmunes (Rodriguez-Castelan y cols.
en proceso b) observadas previamente en animales hipotiroideos. A este respecto, PPARS
sefializa y modula la supervivencia, activacion y diferenciacion del sistema inmunitario,
particularmente de macrofagos y linfocitos (Clark 2002). La realizacion de mas estudios es
necesario para establecer cudles podrian ser las funciones especificas de este receptor en el

oviducto.

8.3 Utero

En los uteros controles se encontraron escasas gotas de triglicéridos, mientras que en los
uteros hipotiroideos se encontraron algunas gotas en el estroma y cercanas a las glandulas
uterinas. Esto muestra que, aunque el contenido de triglicéridos no es afectado por el
hipotiroidismo, la distribucion de las gotas en las diferentes capas de tejidos y tipos celulares si.
Esto es interesante dada la funciéon que cada capa de tejido y tipo de célula tiene.
Particularmente, el estroma y las glandulas uterinas participan en la decidualizacion, en la
nutricion temprana de los embriones, asi como en la sefializaciéon de células inmunes,
principalmente inhibiéndolas (Blanks y Brossen 2012). Por otra parte, la expresion de PLIN en
el citoplasma de uteros controles e hipotiroideos fue similar con lo cual se explica que el
almacenamiento de triglicéridos y colesterol no se haya encontrado alterado. El contenido de
PLIN en nucleos se encontr6é disminuido, por lo que, aunque atin no se observan cambios en la
funcion, se observaron modificaciones en la sintesis. Aunado a lo anterior se ha descrito
ampliamente que las funciones de los lipidos en el endometrio son a través de fosfolipidos
(Desvasagayam 1986), mientras que enzimas en esta via metabdlica como fosfolipasa A y
peroxidasa con reguladas por receptores como el de progesterona y estrogenos a, los cuales son
modificados por el hipotiroidismo (datos no mostrados). La disminucion de lipidos oxidados
podria indicar que los niveles de prostaglandinas se encuentran disminuidos ya que el
hipotiroidismo disminuye la actividad de ciclooxigenasa 2 (Silva y cols. 2013), de tal manera

que los fosfolipidos generan lipoperoxidacion en el endometrio uterino (Kong y cols. 2015).
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Dado que enzimas antioxidantes como CAT, SOD y GHS estdn disminuidas (Kong y cols.
2015), el hipotiroidismo en el utero podria estar generando estrés oxidativo. En apoyo a estos
resultados, el epitelio glandular de conejas hipotiroideas tuvo poca presencia de granulos con
lipidos oxidados. Por el contrario, el epitelio luminal tuvo més. Ademas de prostaglandinas,

otros lipidos oxidados como ceramidas se podrian estar disminuyendo, generando apoptosis

(Petcoff y cols. 2008).

Aunque no se pudo realizar la técnica de western blot, con un analisis descriptivo por
medio de inmunohistoquimica se observo que el hipotiroidismo disminuye el nimero de ntcleos
positivos para PPARS en epitelio y en las glandulas uterinas. Al igual que las ceramidas, los
PPARGS han sido relacionados con un bloqueo de la apoptosis y un aumento en la proliferacion
celular del utero (Huang y cols. 2008). Asi, una relacion entre el contenido de lipidos oxidados
y la presencia de PPARS podria darse en el epitelio luminal del utero. A este respecto, se sabe
que la activacion de PPARS por sus agonistas (L-165041, GW501516 o GW(0742) promueve la
oxidacion de acidos grasos de cadena larga en células cardiacas de la rata (Gilde y cols. 2003;
Cheng y cols. 2004). Ademas, la activacion de PPARS también disminuye la inflamacioén de
cardiomiocitos (Ding y cols. 2006). De manera que su aumento en el epitelio luminal del utero
podria ser en respuesta al proceso inflamatorio observado en ratas con hipotiroidismo
farmacologico (Inuwa y Williams 1996). Aunado a lo anterior, se ha evidenciado que en epitelio
uterino el PPARS aumenta conforme aumentan los niveles de progesterona favoreciendo la
implantacion. Sin embargo, su aumento antes de tiempo podria impedir la implantacion y
favorecer abortos (Froment y cols. 2006). De manera que, de acuerdo con los trabajos antes
descritos, el Utero de animales hipotiroideos al sufrir de inflamacién mostraria un aumento de

PPARGS.
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9. CONCLUSIONES

El hipotiroidismo reduce el contenido de PLIN vy triglicéridos en el ovario de congejas.
Al mismo tiempo que aumenta la presencia de colesterol y granulos oxidados
(ceramidas, oxiesteroles). Estos cambios en el contenido de lipidos fueron asociados con
una menor expresion de PPARSJ, lo que podria afectar la esteroidogénesis, desarrollo
folicular y la ovulacion. Dichos efectos podrian explicar la reduccion en la expresion de
aromatasa y menor talla de foliculos, observadas previamente en animales hipotiroideos.
El hipotiroidismo afecta de manera diferencial el contenido de PLIN y triglicéridos, la
presencia de colesterol y lipidos oxidados y la expresion de PPARS en las regiones del
oviducto de la coneja, lo cual podria relacionarse con las funciones que cada region tiene.
Lo anterior podria relacionarse con la mayor talla de las células epiteliales y los cambios
en la infiltracion de las células inmunes observadas previamente en animales
hipotiroideos.

El hipotiroidismo afecta el contenido de PLIN y lipidos oxidados en el ttero de congejas,
lo que podria relacionarse con EL epitelio proliferativo desordenado y sangrados

uterinos anormales observados en mujeres con hipotiroidismo.
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10. PERSPECTIVAS

Ovario

Dado que el hipotiroidismo aumentd el contenido de colesterol en el ovario y tenemos el
antecedente de aromatasa disminuida (Rodriguez-Castelan y cols. 2017b), se sugiere que se
evalue el contenido de testosterona y estradiol en el ovario junto con la actividad enzimética de
173 HSD. Otras posibles rutas del metabolismo de colesterol surgen como un posible blanco
del hipotiroidismo en el ovario como son la formacion de sales biliares (Watanabe y cols. 2006,
Smith y cols. 2009), su activacion a través de receptores especificos como el receptor X de
farnesoides (que ha sido descrita su inmunolocalizacién en ovario) (Anaya-Hernandez y cols.
2014). Asi mismo, la duda con respecto a de donde surge el colesterol encontrado seria resuelta
si se miden receptores de LDL que son los que internalizan el colesterol (Brasaemble y cols.
2014), esto en caso de que fuera como resultado del aumento en los niveles séricos (Rodriguez-
Castelan y cols. 2017a); o medir enzimas como 3-hidroxi-metilglutaril-CoA reductasa y
escualeno ciclasa para verificar su sintesis de Novo. Debido a que se encontrd disminuida la
expresion de PLIN y el contenido de triglicéridos, seria adecuado medir la actividad de la lipasa
sensible a hormona para ver si es que probablemente en realidad no se estan almacenando los
triglicéridos o es que se estan hidrolizando rapidamente (Schuldiner y Bohner 2017). En el
presente trabajo encontramos que la expresion de PPARS esta disminuida, y lo relacionamos
con otras alteraciones en el almacenamiento de lipidos, para verificar nuestra propuesta, seria
importante medir la actividad de este receptor y verificar por medio de ensayos de transcripcion

los posibles blancos en el ovario de la coneja.

Oviducto

A diferencia del ovario, encontramos disminuido el colesterol en la regién fimbria-infundibulo,
por lo que se sugiere al igual que en el ovario encontrar la fuente de alteracion por: a)
disminucién de LDLR, b) sintesis de Novo, ¢) aumento de esteroidogénesis y d) sintesis de sales
biliares. Ademas, medir otras proteinas de almacenamiento de lipidos como seria la adipofilina,

que se ha relacionado con alteraciones en el almacenamiento de colesterol en lineas celulares
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de macréfagos (Qiao y cols. 2015). En cuanto al aumento de triglicéridos encontrado en las
regiones AMP e IST-UT seria recomendable medir FAT/CD36, con el antecedente de que el
hipotiroidismo lo disminuye en musculo (Lombardi et al. 2012), asi mismo, enzimas que regulen
su hidroélisis como la lipasa sensible a hormonas o acil transferasas que modulen su sintesis a
través de acidos grasos, y que son modificadas por el estado tiroideo (Cao y cols. 2009). En
todas las regiones encontramos aumentado el contenido de lipidos oxidados por lo que seria
conveniente analizar los que se encuentran mas frecuentemente y ejercen funciones importantes
en el oviducto como prostaglandinas y oxiesteroles (Huang y cols. 2018); asi mismo se sugiere
medir el estado oxidativo de este tejido, porque este almacenamiento de lipidos podria estar
generando lipoperoxicidad como en el ovario (Meng y cols. 2016) y utero (Kong y cols. 2015).
En cuanto a la inmunolocalizacién del PPARS y debido a ciertas complicaciones en el conteo,

se sugiere que los datos sean verificados por medio de western blot.

Utero

De acuerdo con los resultados obtenidos y dado al nulo efecto del hipotiroidismo sobre el
almacenamiento de colesterol y triglicéridos se sugiere se evaluen otros lipidos que tengan una
mayor importancia en la fisiologia uterina como los fosfolipidos (Desvasagayam 1986).
Encontramos que la cantidad de perilipina so6lo es alterada a nivel nuclear, sin embargo seria
adecuado medir la lipasa sensible a hormonas con la finalidad de ver si es que los triglicéridos
almacenados se estdn hidrolizando o no. Asi mismo y dada la relevancia que tienen las
prostaglandinas en la decidualizacion, angiogénesis y sefalizacion del sistema inmune (Blesson
2014), seria importante evaluar si la disminucion de lipidos oxidados es a través de estas o de
otros eicosanoides. Al igual que en el ovario, se sugiere medir la actividad de ciclooxigenasa 2
y peroxidasa. Dado que tuvimos dificultades para cuantificar la expresion de PPARJ, seria
importante tratar de estandarizar nuevamente con modificaciones en la técnica (cargar mayor
concentracion de proteina o de anticuerpo) o en su defecto conseguir un nuevo anticuerpo que

detecte este receptor por western blot.
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14.

12. GLOSARIO DE TERMINOS

Lipidos neutros o acilglicéridos: acidos grasos unidos con glicerol (monoglicéridos,
diacilglicéridos y triglicéridos).

Fosfolipidos: tipo de lipidos anfipatico compuesto por glicerol, acidos grasos y grupo
fosfato; y son el componente fundamental de las membranas celulares.

Adipofilina: proteina de diferenciacion de adipocitos, que regula el transporte de lipidos
en las gotas lipidicas.

Lipolisis: también nombrada hidrdlisis de los triglicéridos es un proceso mediante el cual
los triglicéridos se hidrolizan y se convierten en acidos grasos y colesterol.

Citocinas: Proteinas secretadas por linfocitos y macrofagos principalmente; su accion
incluye la comunicacion celular, quimiotaxis, modulan la secreciébn de
inmunoglobulinas, y tienen una participacion fundamental en el mecanismo de la
inflamacion.

Lipasa sensible a hormonas (HSL): enzima que cataliza el desboblamiento de los
triacilglicéridos almacenados en las gotas lipidicas en glicerol y dcidos grasos.
Ceramidas: acidos grasos unidos mediante un enlace amida a una esfingosina.
Lipofucsina:

Oxiesterol: es el producto resultante de la oxidacion del colesterol durante su
metabolismo.

Gen GO0S2: gen que inicia el proceso de proliferacion celular, modulando el paso del
estado GO a G1.

Metaloproteasas: enzima en cuya molécula contiene metales como el zinc y el cobalto
que promueve la lisis de las proteinas.

Dislipidemias: patologias en donde los niveles séricos de colesterol y/ triglicéridos se
encuentran elevados.

Oocito: también llamado ovocito, es la célula germinal para el desarrollo del 6vulo.
Glicoproteinas: son moléculas compuestas por una proteina y uno o mas glicidos; las

cuales cumplen diversas funciones dependiendo de su localizacion en el compartimento
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20.
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22.

23.

celular. Principalmente se encuentran ancladas a la membrana celular en donde se
relacionan con la estructura y el reconocimiento celular.

Mucopolisacaridos: también llamados glucosaminoglicanos, son cadenas largas de
azucares complejos, que en ocasiones se encuentran unidos a proteinas (proteoglicanos).
En la célula se encuentran anclados a la membrana celular y dentro de la matriz
extracelular.

Respuesta o reaccion acrosomal: es un proceso mediante el cual las membranas
plasmatica y acrosomal (localizada en la cabeza del espermatozoide) se fusionan, y esta
dada por la interaccion con la zona pelucida permitiendo la fertilizacion.
Gonadotropina coriénica humana (¢cGH): hormona glicoproteica producida durante el
embarazo que tiene la finalidad de mantener el cuerpo lateo para continuar con la sintesis
de progesterona.

Blastocisto: (Blastula) Fase del desarrollo del embrion en mamiferos, que constituye una
estructura celular compleja derivada de la moérula. Estd formada por una masa celular
interna de la que se origina el embrion y de una capa periférica de células que formara
la placenta.

C¢lulas deciduales: son las células que van a dar lugar a la invasion del trofoblasto y que
constituyen la placenta materna.

Glucogeno: es un polisacarido formado por cadenas ramificadas de glucosa y conocido
por su cualidad de ser una reserva energética, es sintetizado cuando la glucosa entra en
el organismo gracias a la intervencion de la insulina, mientras que es degradado por

accion del glucagon.

. Decidualizacion: (diferenciacion) de las células del estroma en células secretoras

epiteliales.

Células T: también llamadas linfocitos, son un tipo de célula inmune que son las
encargadas de producir anticuerpos o de atacar a organismos patogenos.
Endometriosis: enfermedad en la cual el endometrio (epitelio que normalmente cubre el
utero) crece en otro sito por ejemplo los ovarios, detras del utero, intestino o vejiga;

ocasionando dolor, infertilidad y periodos menstruales muy abundantes.
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28.

29.

30

31.

32.

33.

Sindrome de ovario poliquistico: Enfermedad causada por el desequilibrio de las
hormonas sexuales (Progesterona y estrégenos) y de andrégenos en la mujer, que puede
generar desequilibrios en el ciclo menstrual, aumento del vello corporal, marcas oscuras
en los pliegues cutaneos, caida de cabello, quistes ovaricos, dificultad para embarazarse
o infertilidad.

Angiogénesis: proceso fisioldgico de formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de
vasos preexistentes, involucrando proliferacion, migracion, crecimiento y diferenciacion
de células endoteliales.

Catalasa: enzima que cataliza la descomposicion del peroxido de hidrogeno en oxigeno
y agua.

Dominancia folicular. Estd dada por la cantidad de lipidos que contengan los foliculos
durante su desarrollo asi como por receptores para LH; lo cual les confiere cierto grado
de preferencia para llegar a la ovulacion.

Gonadotropinas: son un conjunto de hormonas liberadas por la hip6fisis en respuesta a
la hormona liberadora de gonadotropinas secretada por el hipotalamo. Estdn formadas
por la hormona luteinizante (LH), hormona foliculo estimulante (FSH) y la
gonadotropina corionica humana (cGH).

Factor de crecimiento epidermal: es una proteina que sefializa a células inmunitarias y

que tiene una gran importancia en el proceso de cicatrizacion.

. Lipogénesis: proceso mediante el cual los dcidos grasos se unen con glicerol y general

triglicéridos.

Especies reactivas de oxigeno (ROS): son aquellos iones de oxigeno, radicales libres o
perdxidos producidos por las mitocondrias durante la respiracion celular y que tienen
papel durante la sefializacion celular; sin embargo el aumento excesivo de estos puede
generar estrés oxidativo y generar un dafo celular.

Fosfolipasa C: enzimas intracelulares pertenecientes a la familia de las hidrolasas, que
actua rompiendo enlaces diéster a través de moléculas de agua.

Fosfodiesterasa: enzimas que catalizan la ruptura de los enlaces fosfodiéster como los

que se establecen entre la pentosa y los 4cidos nucleicos.
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34.

35.

36.

37.

38.

Fase folicular: Es la fase de desarrollo de los foliculos ovaricos y esta caracterizada por
el aumento en los niveles de estrogenos.

Etapa secretora: También conocida como etapa lutea, en la cual los niveles de
progesterona se encuentran elevados, debido a la produccion excesiva de cuerpos luteos
en el ovario.

Ciclo estral: También denominado ciclo reproductivo, son modificaciones que se
producen en los ovarios en lapsos de tiempo determinados y como consecuencia de
variaciones hormonales. Esta dividido por dos periodos o etapas: la fase folicular y la
secretora.

Adiponectina: hormona sintetizada en el tejido adiposo y que regula el metabolismo de
acidos grasos y glucosa en el adipocito.

Apoproteinas: proteinas unidas a un grupo lipidico funcional que realizan

principalmente el transporte de los lipidos en la sangre y en los tejidos (lipoproteinas).
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13. ANEXOS

Anexo 1. Modelo del efecto del hipotiroidismo sobre el metabolismo de lipidos en el

ovario
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Figura 14. Efecto del hipotiroidismo en el metabolismo de lipidos en el ovario. El hipotiroidismo genera
dislipidemias, particularmente a través de colesterol, el genera el aumento de colesterol en el ovario. Asi mismo, y
dado que las hormonas tiroideas regulan la expresion y actividad de genes y proteinas relacionadas con la
esteroidogénesis (P450scc, 3BHSD y aromatasa), se genera un aumento en los niveles locales de progesterona y
testosterona, lo cual repercute en la maduracion folicular, generando una menor talla de los foliculos. Asi mismo,
el almacenamiento de triglicéridos se encuentra disminuido por una menor expresion de PLIN y un aumento en la
actividad de lipasa sensible a hormonas, lo cual genera un aumento de acidos grasos no esterificados que lleva al
ovario a aumentar su lipoperoxidacion y estrés oxidativo. Los acidos grasos no ingresan a la B-oxidacion, por lo
cual se disminuye el contenido de lipidos oxidados y esto explica la disminucion de PPARS.
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Anexo 2. Modelo del efecto del hipotiroidismo sobre el metabolismo de lipidos en el
oviducto
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Figura 15. Efecto del hipotiroidismo sobre el metabolismo de lipidos en cada region del oviducto. Izquierda. Las
hormonas tiroideas regulan la expresion del receptor a LDL por lo que disminuye la entrada de colesterol en la
region fimbria-infundibulo, ademas su almacenamiento disminuye por que las gotas de lipidos carecen de
adipofilina, esta disminucion de colesterol genera que los cilios no se formen adecuadamente o que no tengan el
sustrato suficiente para generar energia. El colesterol genera que los canales de calcio aumenten y que las células
inicien un proceso de apoptosis. Otra posibilidad es que el colesterol se esté metabolizando rapidamente a oxiesterol
generando mayor sefializacion de células inmunes y lipoperoxicidad. Centro. La disminucion de PLIN en el
ampula-istmo genera que se formen mayor cantidad de gotas de lipidos inmaduras con almacenamiento de
triglicéridos, ademas generan que se exprese en mayor cantidad adipofilina con lo cual las gotas maduras también
almacenan altas cantidades de triglicéridos. La hidrdlisis de triglicéridos disminuye generando un aumento de
adrenomedulina y una disminucioén de prostaglandinas con los cual aumente la contraccion muscular y disminuye
el movimiento ciliar, lo cual repercutiria en la fecundacion. Por otra parte la lipolisis se encuentra favorecida con
lo cual hay un incremento de lipidos oxidados y PPARS, generando lipoperoxicidad y con ello un flujo oviductal
mas espeso, que impedird el movimiento de los espermatozoides. Derecha. Receptores CD36 se encuentran
disminuidos con lo cual la entrada de triglicéridos disminuye, el triglicérido no se almacena ya que disminuye la
perilipina y se hidroliza rapidamente generando acidos grasos no esterificados que comienzan a lipoperoxidarse, lo
cual repercute en el movimiento de los espermatozoides.
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Anexo 3. Modelo del efecto del hipotiroidismo sobre el metabolismo de lipidos en el utero
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Figura 16. Efecto del hipotiroidismo sobre el metabolismo de lipidos en el atero. Las hormonas tiroideas alteran
la expresion y actividad transcripcional de genes relacionados con la esteroidogénesis uterina. Asi el hipotiroidismo
si bien no aumenta el contenido de colesterol, promueve la esteroidogénesis aumentando los niveles de
progesterona en el utero, lo cual genera la disminucidon en la expresion de su receptor, asi mismo ocasiona un
aumento en la expresion del receptor a estrogenos a. Lo anterior ocasiona que enzimas como fosforilasa A,
ciclooxigenasa y peroxidasa modifiquen su actividad generando una disminucion de lipidos oxidados,
particularmente eicosanoides (prostaglandinas), disminuyendo la expresion de PPARS. La menor actividad de
catalasa, superoxido dismutasa y glutation peroxidasa promueve la acumulacion de malondialdehido, llevando al
utero a lipoperoxidacion. La expresion de VEGF-A se ve aumentada gracias al ERa, ocasionando mayor actividad
del 6xido nitrico sintasa endometrial y con ello alterando la permeabilidad de las membranas vasculares.
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U Hypothyroidism Modifies Morphometry and

Thyroid-Hormone Receptor Expression in Periurethral
Muscles of Female Rabbits
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Alme Toevaluate the morphometry and thyroid-hormone receptor (TH) expression in pelvie (pubsooccygens, Pem) and
perineal {bulbspongiosus, Bamb museles of control and hypothyroid female rabbits, Methods: Hypothyroidism was
induced administering 0.02% methimasole in the drinking water for one month Hematosylin-eosin stained musele
sections were used lo evaluate the fber eross-sectional area (CEA) and the mumber of peripheral myonueled per filber,
Immunohistochemistry was wsed to ealeulate the proportion of TH immunoreactve nuelel per fber. Significant
differences were considered at a P <0.05. Hesalts: As compared o control rabbite, hypothyroidiam inereased the
wweragped fiber CHA and the myonucled per fiber inthe Bem, Although the myonucled mumber per fber was also inereased
in the Pem, the effect concerning the filber C8A was only observed in afraction of the Pem fibers, Both THe and TRR were
aimiarly expres sed in the Pem and Bam. Hypothyroidism inereased the sepression ofthe THe in the Bam. Meamwhile, the
expression of TR soforms in the Pem was not altered. Conclusion: Our findings support that the TR signaling s directly
nvalvedin morphometrical changes indueed by hypothyroidism in the Pem and Bam. The effect olhypothyroidismon the
Pem and Bam oould be related to the different type of fiber and metabolism that these muscles have Nearowrol

Dlrodynam. 35:805-001, 2018, & 3015 Wiley Periodicals, Ine,

Hey wards pelvie Moor; perineum; skeletal musele; thyroid hormones

INTRODUCTION

Besides giving support to the pelvic visem, the periu rethral
dheleta] museles show reflex activity that iz relevant for the
starage and the voiding of urine in mammals The impaiment
of these masdes is assaciated withthe omet of gynecological
and wrinary symptoms like pelvic argan pralapse and stress
urinary incontinence (SUT) in women. Aging, menopauss,
childbirth, and oy ar= risk facbors that impair the
integrity of pelvic and perineal deeleta] muscle " Menopaise
and pregnancy in particular support the view that endacrine
stahios influsnces the funclion and stnscture of pehric and
perineal skeletal muscles.

The link between thymid dysfunctions and urinary alter-
ations hos been addretsed by sant clinical shdies Hyper
thyrieid woamen show & high midurition frequency, nochiria,
and an elevated risk of developing urinary incorntinencs [1T)°7
In contrast, earlier shudies suggested a melationship linking
hy pothyroidism with urinary metention” podsibly msocisted
hlpﬁﬂjr:!quﬂplﬂ‘lylﬁemﬂ! intettines, urinany tract, and
dhelota]l miscle * A more meent study, having a level of
evidence ITT and based on data from the National Health and
HMutrition BExamination Survey (o= 2875 wamen), mmdﬂﬂt

Tinked tothe etinlogy of SUT fand partialythot of mixed UT) i
wiihd b relevant to evalisxbe whether hypothymoidisn affects
shealetal museles imalved in female micturition
Thyroid harmonss are essential for skeletal musde physiola-
iy dee to their invalwement in metabolism, oontoction,
plasticity, damage, e pair, and tandiions of ousle Eber
P Miomt of these actions depend on the interaction
betiwe ey roid hormeres and thyroid-har mane re e plors TR)
Iresdovmgring o the s perfamily of mecke ar rece phors that, ad ing as
trarseriplion factom, repress ar activate the trameription of
e ne " The expression of two main isaforms, the TRe and the
TR, has been reparted forhindlimb skels tal muscles, the solews
and the extensor digitorum longus, which supports the view
that thyraid harmones act directly on skalstal mimees 52
Female rabbits have conspiaious pelvicand perimea] shelstal
muscles that make them suitable for evalusting function and
marphametry " 5 tudies done infe malersbbits e showed
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fincontinence a few times per manth) and severe gaiy ar
weskly episodes of leak of wrine) mixed UL* As the partioular
wntribution of hyper- and h £ was ot evalisted
in the last stidy® it wae assumed that UT & linked to
hypothyroidism becmuse this i maore prevalent than hyperthy-
midizm ** Given that the impaiment of pelvic miscles is
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Distribution of thyroid hormone and thyrotropin receptors in reproductive
tissues of adult female rabbits
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ABS TRACT ARTICLE HISTORY
Purpose- Thymid dysfunciions are related to anowslation, miscarriages, and infertility in women  Recered 3 July 213
and Lsboratory anim als. Mechanisns asodsted with these effects are unknown, alihowsgh indirect  Rewsed 9 Apal 1076
o difect sctions of Unyroid hormones and thyretropin could be ssumed The present study aimed  dooemid 15 Apal 1015
o identify the distribution of thyroid hormones (TRs] and thyrotropin (TSHR) receplors in repre- ponsnne

ductive organs of female rabbits. Material and Methods: Ovary of virgin and pregnant rabbits, 2 Femae prostise; ovang an-
weelll a3 the oviduct, utens, and vagina of virgin rabbits were excised, histdogically processed, and  duct wreses; vagina
ot Slices from these organs were wsed for immunohistochemical stedies for Thal-2, TRET, and

TSHL Results The presence of THS and TSHR was found in the primordial, primary, secondarny,

tertiary, and Graafian follicles of virgin rabbits, 25 well & in the conpora lutea, conpora albicans,

and wall of hemorthagic cysis of pregnant rabbits. Oviductal regions (imbria-infundibulem,

ampulls, isthomes, and vtero-tubal junclion], utenes endometrism and myometriem], and vaging

{abdominal. pehic, and perinesl portions of wvirgin rabbits showed anti-TRs and anti-TSHR

immenoreas Bvity. Additionally, the distal wethes, paravaginal ganglia, levator ani and iliscoooy-

gewd muscles, dorsal nerve and body of the ditoris, pedgendtal skin, and prodtate had TRs and

TSHRL Condusion s The wide presence of THs and TSHIL in female reproductive ongans suggests

varied alffects of thyroid hamones snd thy mtropin in neproduction.

introduction indirect actions (throwugh ponadal steroids and
; \ ponadotropins) (1), as well as to direct actions by

Thyroid hormones and  thyrotropin  (TSH .

Tiakeed t6 Erml wom. Botl ': ) a'“f thyroid hormone receptors (TRs) or TSH reaceptors

PRI 1 'Ii' 1 ! Yk : j] 4} (TSHRs) present in female reproductive tisswes,

: : ; : e In ovaries of women and rats, the expression of
mentrodd distmbence, micariages, and inledilily ) 5 TREL2. and TSHE has been detecied.
in women (1-2). Hyper or hypothyroid rats show

fificationy in the anglogeneis and proftération Thus, the mRENA expression of TRal and 2, TREL
and 2, and TSHR has been reported for granolosa

of luteal cells of the corpus luteurn (3}, the amount e, S 4 ;
of crbohydrates in the ovaries and endometrium . Gopmind yarodiiet oy, gkt Qeatind. smwinct

: X B epithelial cells (12-14). A strong immunostaiming
(4], the oviductal and uterine contractility (5-6), the anti-TSHR, -TRal, and -TR&1 has

in the ovarian surface epithelium and in primordial,
primary and secondary follides  (15-17).
Additionally, the corpus lntenm of rats has TRal-2
and TRE1 (18). The corpus lntenm of cows, but not
the oorpus hemorrhagic or the corpus akbicans,
shows immunolabeling for TSHR (19). Studies

implantation sites and the incidence of resorptions
{(7-8), and the oxidative status of the wterns (%)
Hypothyroidism increases the size of oviduoctal
epithelial cells in rabbits (10} In dogs, by pothyroid-
ism is assodated with a reduced number and force
of the uterine contractions {11). These effeds of
thyroid hormones or TSH could be rddated to
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Hypothyroidism Induces a Moderate Steatohepatitis
Accompanied by Liver Regeneration, Mast Cells Infiltration,
and Changes in the Expression of the Farnesoid X Receptor
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Abstract

v

Hypothyroidizm i i with the &
ment of non-alcohalic steatohepatitiz, bist caliu-
lar mechanizmsz hawe been scarcely analyzed.
Thyroid hormones regulate the syothesis od
secretion of bile acids that are endogenowss
ligands of the farnesoid receptor (FARo), which
alcoholic steatohepatitiz. However, the relation-
ship betwesn thyroid hormone: and FEXRa
snprassion in the liver is yet ankoown. Control
(m=6) and methimazole-indwosd hypotinerodd
(n=0) femals rabbits were ssed to evahsate the
amount of lipids and ghycogen, vesculariration,
hepatocytes profiferation, immune cefls infiltra-

tiom, and expression of FERD. Student-t or Mann-
Whitney U tests wers carcied out to determine
significant differences. Hypothyproddizsm induced
staatosiz, ghpongen loss, fibrosis, and = minnrvas-
culzrizatson in the liver. In contrast, hypotineooid-
izm increased the prolifsmtion of hepatoorbes
and the infileration of mast cells, but did oot
maodify the number of immune cefls into Sios-
soids. Thess changes wem assocated with
mdnor anti-FARa immunoreactivity of periportal
hepatoopts: and pericentral imemsne calls. O
results suggest that hypothyroidizm indsces a
moderate non-alooholic steatohepatitiz, alilow-
tnvolhved in the dewelop t of non-alcoholic

Introduction

¥
Hon-afholic fatty lver dissase (NAFLD) &= the
most common chronic liver illness in the word.
Patientx with MAFAD exhibit Fver steatosis
acoompanied by 2 high infiltration of immaune
olls, fibromiz, 2 high lewsl of ipw-denity popro-

the non-zlcoholic steatohepakitis (MASH) are
Enloed

The farnesoid X recsptor type a (FARD) is 2 mem-
ber of the nudear receptor superfamily that can
bind sndogenows ligands il bils acad= [12]. The
activation of FiRa has boen invodved in the regus-
Lation of lipid and ghscose metabnlizm, = well az

tein (LDL), Ensulin resistance, and type 2 diat

meflstss These patisnts aloo haws 2 high cislc of
cirrhosis and hepatoosibulas carcinoma [1,2]

NHAAD &5 frequently observed in patients with
clinical or subclinical Eypothyroidizm [3,4].
Indesd, 3 reduction in the ssrum coposotration
of thyroid hormoness is a risk fackor of mortality
for cicrhotic patients in intensive czre |51 Data
gathered from animal models hase chowed that
hypothyroidism promotes oxidative stoess and
fiberoeis i the liver |6—B]. affects hepatic enmpmes
imvolved in the carhobydrate and Hped metabo-
lism [9, 18], and atters the expression of proteins
associated with the lipid transport [11]. Owerall,
thiz evidence suggests that hypothyroidizm and

&n the infl ation, fiboosiz, ion, and
carcinogenesis of the biver [12]. Hepatitis aod
MASH are associated with a rediuesd sxpression
of FRa in the liver and the treatment with F{Ro
agonists reversas the steatosis and inflammatson
[12-14]. Although a refationship bebwesn thy-
roidd hormones and bile scids has been reported
[13-17], the inflsence of bypothyroidizm oo the
FXRo in the liver iyt anlenown.

The objectives of the present study weos to ana-
hze the effect of pharmacologically induced-
hypottsyrosdizm on: 1) steatosis signs, ghyoogen
amoudt, and fibrosis, 2) vasoularization, 3) pro-
expression of FXRa in the liver of female mbbits.

&
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Hypothyroidism affects the content of lipids and glycogen, and the PPAR-& expression in the ovary of

rahhbits

Running title: Hypothyroidism and lipid metabolism n the ovary
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