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RESUMEN

Mujeres con hipotiroidismo tienen alteraciones en su ciclo menstrual, falta de
ovulacidn, abortos espontdneos y nacimientos prematuros. El hipotiroidismo también puede
causar preclamsia, desprendimiento de la placenta, hemorragias, muerte fetal intrauterina y
bajo peso al nacimiento. Algunos de estos efectos han podido ser replicados en modelos
animales como las ratas, perras y conegjas. Sin embargo, se desconocen los mecanismos
involucrados en tales efectos. En nuestro laboratorio nos hemos interesado en investigar
efectos de analogos del colesterol como moléculas activas y su posible participacion en los
efectos del hipotiroidismo en el utero. En el presente estudio analizamos la expresion de
receptores de farnesoides (FXRa y B), los cuales tienen como ligandos al lanosterol, farnesol,
oxiesteroles, sales biliares y prostaglandinas en el utero (sitios de implante y sin implante) de
conejas con diferentes estadios de gestacion (GO, G5, G15 y G20; controles e hipotiroideas
(metimazol, 10 mg/kg por 30 dias; n=6 por grupo). También se determind la expresion de la
enzima lanosterol desmetilasa (CYP51A1) que transforma el lanosterol en colesterol. La
cuantificacion de las moléculas se hizo mediante western blot. Se midieron los niveles de
triyodotironina (T3) y tetrayodotironina (T4), mediante quimioluminiscencia. La gestacion
disminuye de manera gradual la concentracion sérica de T4, pero no de T3. El metimazol
redujo ambas hormonas. La gestacion aumento la expresion de CYP51A1 en G10 en los
sitios sin implante, mientras que el hipotiroidismo la aument6 en G5 y la disminuy6 en G10.
El hipotiroidismo redujo la expresion de CYP51A1 en G20 en el sitio de implante. Por su
parte, la gestacion disminuyd de manera gradual la expresion de FXRp en los sitios de no
implante. El hipotiroidismo redujo la expresion de FXRp al inicio de la gestacion y la
aumento al final del primer y segundo tercio de la gestacion en los sitios sin implante.
Considerando que lanosterol es un precursor de la sintesis de novo del colesterol, cambios en
la expresion de CYPS1A1 y FXR B podria estar relacionada con la regulacion de la ruta del
mevalonato. Con ello podrian modificar el contenido de colesterol en el utero, afectando la
implantacion del embrion, formacion de la placenta y desarrollo fetal. Ademas, el lanosterol

podria tener una accion directa en la proliferacion y diferenciacion celular.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de las hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas, triyodotironina (T3) y tetrayodotironina (T4), son secretadas
por las células epiteliales foliculares o tirocitos que conforman a la glandula tiroides (Figura
1A). La glandula tiroides se ubica cerca de la traquea justo por debajo del cartilago tiroideo,
estd formada por dos lobulos unidos por un istmo tiroideo donde hay gran irrigacion
sanguinea y linfatica. Los tirocitos estan revestidos por una pared capilar y epitelio ctbico
simple que encierran al coloide y que contienen a las hormonas tiroideas. Durante la sintesis
de hormonas, los tirocitos realizan funciones especializadas, tales como captar el yoduro
mediante transportadores de yodo soluble, transportarlo desde la membrana basal hacia la
membrana apical de la célula mediante el transportador Na'/I', donde el yoduro sale al
coloide por la proteina pendrina localizada en la membrana apical del tirocito.
Consecuentemente se produce la oxidacion del yodo (debido al peréxido de hidrogeno) por
accion de la enzima especifica denominada tiroperoxidasa (TPO), asi el yoduro se incorpora
a la tiroglobulina, mediante la TPO, para producir yodotirosinas, monoyodotirosinas y
diyodotirosinas, moléculas que forman a las hormonas tiroideas. Las hormonas tiroideas, una
vez sintetizadas y para que realicen su mecanismo de accion, son transportadas al torrente
sanguineo por proteinas como la globulina fijadora de tiroxina, transtirrenina y albumina
(Bowers y cols. 2013). La homeostasis' de las hormonas tiroideas ocurre mediante el
mecanismo de retroalimentacion del hipotdlamo-adenohipofisis-tiroides. El hipotadlamo
secreta a la hormona liberadora de tirotropina (TRH), que estimula la sintesis y secrecion de
la hormona estimulante de la tiroides (TSH) en la adenohipdfisis. La TSH, a su vez, estimula
a la glandula tiroides para que sintetice a las hormonas tiroideas (Vijai 2011; Figura 1B).

Las hormonas tiroideas son sintetizadas y metabolizadas con ayuda de las enzimas
desyodasas. La desyodasa tipo 1 (D1) se expresa en el higado, endometrio y rifién; la D2 en
el tejido adiposo, placenta, sistema nervioso central y endometrio; y la D3 que es expresada
en la placenta, sistema nervioso central y endometrio. Estas enzimas forman a las hormonas

tiroideas mediante dos vias: la D1 y D2 eliminan un ion yoduro de la posicion 5 del anillo

! Ver glosario.



fendlico de la molécula T4 para formar T3 y la otra via conocida como T3 reversa o T3
inactiva, donde la D3 cataliza un ion yoduro de la posicion 3 del anillo tirosil generando
diyodotirosina a partir de la T3. Por su parte la T4 se convierte en la hormona activa T3, por
monodesyodacion del enzima especifico D3. Las hormonas tiroideas también median la
accion para formar 3-yodotironamina (T1AM) a partir de precursores de hormonas tiroideas
(Laurino y cols. 2016). Por lo que, la reaccion basica de las desyodasas en la formacion de
las hormonas tiroideas es muy importante, debido a que la reproduccion también se ve
afectada cuando los niveles de T3 son bajos, y la D2 es la enzima que genera mayores niveles
de T3 (Vijai 2011; Figura 1C).

En la célula, el mecanismo de accion de las hormonas tiroideas depende
principalmente de la unidn a sus receptores nucleares especificos (receptores de hormonas
tiroideas, TRs): TRa y TR, los cuales se expresan diferencialmente en los tejidos. Las
hormonas tiroideas son introducidas a la célula por accion de sus transportadores de
monocarboxilato (MCT) y proteinas transportadoras de aniones organicos (OATP), para
posteriormente unirse a sus TRs. Los TRs, unidos como heterodimeros al receptor del acido
retinoico (RXR), activan un fragmento de DNA donde se inicia la transcripcion o bloqueo de
un gen. Este mecanismo es conocido como activacion del elemento de respuesta a hormonas
tiroideas (TRE) presente en algunos genes (Pascual y Aranda 2012; Figura 2). Por su parte,
la tirotropina (TSH) se una su receptor TSH-R, el cual es capaz de activar la via de las
proteinas cinasas activadas por mitégenos (MAPK), fosfatidil inositol 3 quinasa (PI3K) y
modular a segundos mensajeros. Las hormonas tiroideas también pueden unirse a proteinas

localizadas en la membrana como las integrinas (Bowers y cols. 2013).

1.1.1 Hipotiroidismo y reproduccion femenina

Una alteracion en la sintesis, secrecion y niveles de las hormonas tiroideas conduce a
presentar hipertiroidismo e hipotiroidismo. El hipertiroidismo es la enfermedad en donde la
T3 y T4 se encuentran altas, mientras que el hipotiroidismo es causado por una produccion
insuficiente de dichas hormonas. El hipotiroidismo puede ser clinico o subclinico
dependiendo el rango de referencia en la concentracion de las hormonas tiroideas. En el
hipotiroidismo clinico las concentraciones de la TSH estan por encima del rango de

referencia (0.4 a5 mUI/ L) y las de T4 por debajo. Mientras que el hipotiroidismo subclinico
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se define por un aumento en las concentraciones de TSH con niveles normales de T4 libre

(Vijai 2011).
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Figura 1. A) Férmula quimica de las hormonas tiroideas. B) Mecanismo de retroalimentacion de sintesis y
secrecion de las hormonas tiroideas. C) Reacciones basicas de las desyodasas para formar las hormonas
tiroideas. Las reacciones son catalizadas por las desyodasas que eliminan restos de yodo de los anillos fenélicos
(anillos exteriores) o tirosil (anillos interiores) de las yodotirosinas. Estas vias pueden activar la T4 mediante
su transformacion en T3 (a través de D1 o D2) o evitar que se active mediante su conversion a la forma
metabolicamente inactiva o T3 reversa (a través de D1 y D3). La T2 es un producto inactivo comin a las dos
vias que se metaboliza rapidamente por desyodacion adicional (Vijai 2011).
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Figura 2. Mecanismo de accidn de los receptores de hormonas tiroideas. La T3 y T4 entran a la célula a través
de las proteinas transportadoras (MCT, OATs, integrinas y proteina G). Dentro de las células, las D1 y D2
convierten la T4 a la forma principal de la hormona tiroidea, T3. Esta se une a sus TRs que activan la
transcripcion mediante la unién con el acido retinoico (RXR) y finalmente se activa el TRE situado en las
regiones reguladoras de los genes objetivos. Esta actividad se rige por un intercambio de co-represor y co-
activador para que se inicie de la transcripcion del gen (modificada de Pascual y Aranda 2012).

El hipotiroidismo provoca alteraciones al sistema cardiovascular, muscular, metabdlico,
reproductivo, etc. Actualmente, aproximadamente el 50-70% de las mujeres con
hipotiroidismo presentan problemas reproductivos (Alemu y cols. 2016). Mujeres
hipotiroideas tienen trastornos menstruales irregulares (oligomenorrea®, menorragia® y
polimenorrea*), disminucién de la libido y falta de la ovulacion, abortos espontineos y
nacimientos prematuros que condicionan incluso a la infertilidad femenina (Abalovich y cols.

2007). En modelos animales, el hipotiroidismo inducido, tanto por tiroidectomia (extraccién

2 Ver glosario.
3 Ver glosario.
4Ver glosario.
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de la glandula tiroides) o por farmacos (con metimazol’® o propiltiouracilo), afecta las
caracteristicas histologicas y funcionales del tracto reproductivo de hembras virgenes. En
nuestro grupo de trabajo hemos encontrado que el hipotiroidismo disminuye el tamafo de los
foliculos pre-antrales, provoca una hipertrofia e inflamacion del tejido adiposo blanco peri-
ovarico y disminuye la expresion de la aromatasa en el ovario de conejas (Rodriguez-
Castelan y cols. 2017a). En el oviducto, el hipotiroidismo aumenta el tamano de las células
ciliadas en d&mpula, istmo y Utero-tubal, y el tamafio de las secretoras en istmo sin afectar su
proliferacion, ni la capa muscular de la coneja (Anaya-Herndndez y cols. 2015). En el utero,
el hipotiroidismo inducido disminuye el tamafio del endometrio y de la capa muscular, inhibe
las contracciones ritmicas uterinas mediante la reduccion de Ca*" en el miometrio, reduce el
peso del utero y altera el ciclo estral en ratas (Inuwa y Williams 1996; Parija y cols. 2006).
En conejas, el hipotiroidismo produce hiperplasia uterina y afecta el contenido de
triglicéridos, colesterol, lipidos oxidados, y disminuye la expresion de la aromatasa en el
utero de la coneja no gestante (Rodriguez-Castelan y cols. 2019; Zepeda-Pérez 2018;
Espindola-Lozano en proceso). El aparato reproductivo femenino cuenta con TRs y
receptores de TSHR. Particularmente el endometrio y el miometrio de mujeres y conejas
expresan TRal, TRa2 y TRP1, asi como TSHR (Aghajanova y cols. 2011; Rodriguez-
Castelan y cols. 2017b), lo que sugiere que dichas hormonas podrian tener acciones
importantes en los eventos reproductivos que se llevan a cabo en el utero. Los estudios de

hipotiroidismo y gestacion seran abordados en los antecedentes.

1.2 Generalidades del embarazo

El utero es el 6rgano encargado de albergar el huevo implantado, nutrirle en sus
primeros estadios y proporcionar un lugar adecuado para el desarrollo fetal. El utero tiene
dos capas de tejido diferentes: endometrio y miometrio. El endometrio tiene un tejido
epitelial muy dinamico que crece, se diferencia y degenera en cada ciclo menstrual (Bhusane
y cols. 2016). Esta capa estd formada por células epiteliales luminales y glandulares,
fibroblastos del estroma, vasos sanguineos y células inmunes. Las células epiteliales forman
el epitelio luminal y las glandulas tubulares que se extienden desde la superficie endometrial

hasta el miometrio. El miometrio es la capa de musculo liso que se localiza en la parte externa

5> Ver glosario.
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del utero justo debajo del endometrio y que representa mas del 60% de todo el o6rgano. La
contraccion del miometrio es fundamental para un trabajo de parto normal. La capa del
endometrio tiene como mision albergar al huevo implantado, nutrirle en sus primeros estadios
y tenerle una inmunotolerancia, convirtiéndose en el lugar adecuado para el desarrollo fetal.
Para cumplir estas funciones el endometrio crece y se prepara cada mes, y si no ha sido
necesaria su presencia, se desprende en forma de hemorragia y ocurre la menstruacion.
Aungque la funcion principal del utero es implantar al embrion, el endometrio trata al embrion
como algo extrafio en la mayor parte del ciclo menstrual. El endometrio tiene una
inmunotolerancia al embrion solo durante un periodo especifico del ciclo menstrual llamado
“ventana de implantacion” o “fase receptiva”. Esta fase requiere de la sincronizacion del
epitelio luminal y glandular, estroma y células inmunes del endometrio para una gestacion
exitosa (Ramathal y cols. 2010).

Decidualizacion. Los estrogenos y la progesterona modulan una serie de
interacciones complejas entre el embridn y el estroma, lo que lleva a la formacién de un tejido
materno diferenciado conocido como “decidua”. En la mujer, como en muchas otras especies
incluyendo la coneja, cuando el blastocisto tiene contacto con el epitelio uterino inicia el
proceso de decidualizacion. El epitelio ciibico simple pasa a ser un epitelio cubico en forma
de columnas. El estroma recluta células inmunes y se llena de vasos sanguineos. Una
poblacién mayoritaria de leucocitos en el estroma crea una tolerancia inmune de la madre
hacia el feto. Las células natural killer (NK) se activan y aumentan durante la
decidualizacion, proporcionan un soporte para el crecimiento e incluso se diferencian de las
células del estroma para alimentar al embrion. Las células del estroma proliferan, son hacen
mas grandes, binucleadas y con propiedades secretoras. Las glandulas uterinas por su parte
secretan nutrientes (aminodacidos, glucosa, acidos grasos, vitaminas y minerales) para el
crecimiento y desarrollo del embrion (Ramathal y cols. 2010; Figura 3).

Implantacion. El blastocisto participa en la primera interaccion fisica y fisiologica
con el endometrio para el inicio de la implantacion. En la mujer la implantacion inicia en la
fase lutea del ciclo menstrual, mientras que en los roedores en la fase diestro del ciclo estral.
Las fases de la implantacion consisten en la eliminacion de la zona pelucida del blastocisto,
el contacto, orientacion y aposicion de este con el epitelio uterino, y adherencia e invasion

del trofoectodermo en el endometrio (Gardner 2015). Durante la ventana de anidacion, el
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epitelio uterino extiende unas prolongaciones llamadas pinopodios que le ayudan a dirigir al
blastocisto recién llegado al utero. El trofoectodermo se une y adhiere al endometrio que es
el sitio hormonalmente receptivo. Entonces el utero sufre cambios morfologicos y
fisioldgicos importantes que lo preparan para la implantacion del embrion (Ramathal y cols.
2010). Durante esta etapa, las hormonas esteroides inducen la maduracion de las glandulas
uterinas, proliferacion y diferenciacion de las células endometriales, asi como la secrecion
de moléculas que influyen en el desarrollo del trofoblasto (Bazer y cols. 2010; Figura 3).
Placentacion. La invasion del trofoblasto dentro del utero conduce a la formacion del
sincitiotrofoblasto en un ambiente relativamente hipotdxico® que favorece la proliferacion e
invasion hacia los vasos sanguineos y glandulas uterinas que nutriran al embrién. El
trofoblasto es el primer componente embrionario que dara origen a la placenta, posterior a la
implantacion formaré el corion tejido que forma las vellosidades que absorben nutrientes y
oxigeno. Finalmente se forma la barrera placentaria compuesta por el sincitiotrofoblasto, el

citotrofoblasto y el endotelio de los vasos coriales’ (Red-Horse y cols. 2014; Figura 3).

1.2.1 Acciones de los lipidos en el utero

Los lipidos son adquiridos por una sintesis endégena (de novo) o por la dieta. Estos
pueden ser acumulados en diversas cé€lulas y sirven como reserva para la obtencion de
energia. Ademas, los lipidos proporcionan una fuente de sustratos para generar ATP, sintesis
de fosfolipidos y la reparacion de las membranas, son precursores de hormonas esteroideas
y segundos mensajeros importantes para las vias de sefializacion intracelular (Ojuka y cols.
2016; Figura 4). El embarazo es un periodo critico en el que ocurren cambios fisioldgicos,
tanto para la madre como para el feto. Durante las etapas gestacionales, la necesidad de
energia para satisfacer las demandas nutricionales del embrion aumenta. En mujeres y en
modelos animales ya se han determinado alteraciones en el metabolismo lipidico asociadas
con un mayor riego de infertilidad. Un aumento en los niveles de colesterol, triglicéridos,
lipoproteinas de alta densidad (HDL) y apoproteina (apoAl) se asocian con parto prematuro

en mujeres afroamericanas (Chen y cols. 2017).

6 Ver glosario.
7 Ver glosario.
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Figura 3. Utero y etapas de la gestacién en el humano (receptividad, implantacion y placentacién). 1) El
blastocisto tiene contacto con el epitelio uterino e inicia el proceso de decidualizacion. 2) El estroma recluta
células inmunes, se llena de vasos sanguineos y las glandulas uterinas secretan nutrientes para el crecimiento y
desarrollo del embridn. 3) La invasion del sincitiotrofoblasto dentro del titero da origen a la placenta y nutrir al
embrion (figura modificada de Gardner 2015).

Acidos grasos (FAT) y triglicéridos (TAG). En la célula, la gota lipidica esta
formada por fosfolipidos, TAG y ésteres de colesterol. La formacién de los FAT es a partir
de la lipolisis. El mecanismo consiste en la degradacion de los TAG por accion de la enzima
TAG lipasa para formar tres moléculas de FAT y una de glicerol. La sintesis de los FAT
ocurre en el citoplasma y su oxidacion en la mitocondria. Los FAT se forman a partir de la
conversion de la acetil CoA por la acetil CoA carboxilasa, la 4cido graso sintasa forma a los
FAT que se transportan hacia el interior de la célula a través de la proteina transportadora de
acidos grasos (FABP) o de CD36. En la mitocondria, los FAT entran en forma de acil-CoA
y acilcarnitina. La carnitina palmitoiltranferasa transporta a los FAT desde el citosol a la
membrana para su -oxidacion (Ojuka y cols. 2016). En el endometrio, los FAT nutren al
embriodn y participan en la proliferacion celular en respuesta a los estrogenos durante la
decidualizacién (Pizer y cols. 1997); mientras que una menor cantidad de FAT disminuye el
numero de implantaciones (Dunning y cols. 2010). Los FAT se pueden conjugar con
esfingosinas para formar ceramidas. Las ceramidas actiian como segundos mensajeros en la
sefializacion celular del endometrio, inducen la secrecion de la gonadotropina coridnica
humana (hCG), el crecimiento celular, diferenciacion y apoptosis de las células del
sincitiotrofoblasto. Sin embargo, la acumulacion excesiva de ceramidas conduce a la
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apoptosis del trofoblasto y procesos inflamatorios del utero (Singh y cols. 2012; Melland-
Smith y cols. 2015). En el miometrio, las ceramidas pueden activar a las prostaglandinas e
inducir la contraccion muscular (Srivastava y cols. 2007). Las prostaglandinas, derivados de
los FAT, se localizan en el epitelio, estroma, glandulas, embridn, células inmunes y musculo.
Favorecen la implantacion del embrion, decidualizacion del estroma, crecimiento del
blastocisto, reclutamiento de leucocitos, invasion del trofoblasto y remodelacion de la matriz
extracelular (Salleh 2014). Los FAT y sus derivados son capaces de activar a receptores
nucleares involucrados con el metabolismo lipidico. El receptor de proliferacion y
peroxisomas (PPAR) localizado en el utero y blastocisto, favorece la implantacion,
diferenciacion del trofoblasto, transporte materno-fetal, procesos anti-inflamatorios y
angiogénesis en la placentacion (Lendvai y cols. 2016). En el miometrio, el receptor de
prostaglandinas (EP1-4) induce la contraccion durante el parto (Konopka y cols. 2012).
Colesterol y lipidos asociados. El colesterol es un componente estructural de la
membrana celular involucrado en su integridad y fluidez, eventos de sefializacion y precursor
de compuestos como hormonas esteroideas y acidos biliares (Igbal y Hussain 2009). Las dos
principales fuentes del colesterol se derivan de la captacion de colesterol mediante el receptor
lipoproteina de baja densidad (LDL-R) y la 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). La
sintesis de novo del colesterol inicia por la acetil-CoA a través de una serie de mas de 30
reacciones enzimaticas. El mecanismo comienza con la sintesis de pirofosfato de
isopentaenilo, la unidad de sintesis fundamental del colesterol, seguida de la condensacion
de seis moléculas de pirofosfato de isopentaenilo para formar escualeno, y este Ultimo se
cicla para formar lanosterol que después de una serie de reacciones se convierte en colesterol
(Acimovi¢ y Rozman 2013; Woollett y Heubi 2016; Figura 4). El colesterol es un precursor
de hormonas esteroides, oxiesteroles y sales biliares. Dichas moléculas son precursoras y
moduladoras del metabolismo a través de la activacion de algunos receptores nucleares como
el receptor homologo del higado (LXR), receptor del higado 1 (LRH-1), receptor de
farnesoides (FXRs), receptor de pregnano X (PXR) y PPARs (Cave y cols. 2016). En el ttero,
dichos ligandos y receptores nucleares se encuentran en células del endometrio, miometrio,
blastocisto y placenta (Song y cols. 2008; Mouzat y cols. 2013; Pendzialek y cols. 2016).

Mas detalles sobre el lanosterol y el farnesol seran dados en la seccion de antecedentes.
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Figura 4. A) El colesterol es adquirido por la dieta o por la sintesis de novo. Es una molécula que forma parte
de la estructura de la membrana celular, precursora de la sintesis de las hormonas esteroides, acidos biliares y
de metabolitos (sales biliares, oxiesteroles y esteroles). El colesterol es introducido a la célula por el LDL-R y
se puede almacenar como gota lipidica o irse a la circulacién sanguinea. B) La sintesis de novo del colesterol
inicia a partir de la ruta del mevalonato mediante una serie de reacciones enzimaticas. La acetil-CoA inicia la
biosintesis, la etapa limitante de la velocidad de sintesis se produce por la 3-hidroximetil-3- gluraril-CoA que
se convierte en acido mevaldonico que mediante una serie de reacciones enzimaticas forma al geraniol, farnesol
y escualeno que se cicla para generar lanosterol. La primera reaccion para formar al colesterol a partir del
lanosterol es catalizada por la escualeno epoxidasa. Entonces el colesterol sintetizado es utilizado para la sintesis
de hormonas esteroides y 4cidos biliares. Hidroximetil-glutaril- CoA (HMG-CoA), colesterol 11-a hidroxilasa
(CYP11A1), colesterol 7-a hidroxilasa (CYP17), dehidroepiandrosterona (DHEA).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y gestacion

El embarazo representa un desafio para la glandula tiroides, las diversas variaciones
hormonales y la mayor demanda metabdlica que ocurren durante la gestacion afectan la
funcion tiroidea. Las mujeres embarazadas entran en un estado hipermetabodlico, tienen
ajustes endocrino-metabolicos debido a un aumento de los estrogenos, progesterona,
hormona gonadotropina corionica (hCG), prolactina y hormonas tiroideas, ocurren cambios
que estan relacionados con una mayor demanda metabdlica, aumento en la concentracion de
la tiroglobulina, estimulacion de la TSH por la hCG y mayor transporte de la tiroxina, T4 y
T3 hacia el feto. En los primeros meses, el transporte de T4 a través de la placenta se aumenta
para garantizar la formacion y desarrollo fetal. La concentracion de las hormonas tiroideas
aumenta hasta un 50% en la 6™ y 8" semana de gestacion. Los valores normales de TSH en
la gestacion en el primer mes son de 0.1 a 2.5 mUI/L, en el segundo de 0.2 a 3.0 mUI/L y en
el tercero de 0.3-3.0 mUI/L. Durante el primer trimestre, la hCG se aumenta similar a la TSH.
Debido a esto tiene la capacidad de estimular a la tiroides, lo que produce mayores niveles
de T3 y T4, y menores de TSH hasta la 15*'* semana (Ghanbari y Ghasemi 2017; Bucci y
cols. 2017; Tingi y cols. 2016).

En la gestacion, existen diversos factores genéticos, quimicos, dietéticos,
inmunologicos y hormonales que provocan hipotiroidismo en la mujer. Mutaciones en
diversos genes (TSHR, DUOX2, DUOXA, TPO, PDS, TG, NKX2.1, JAGI1, GLIS3, FOXEI1,
PAX-8) provocan hipotiroidismo congénito en hijos de mujeres con partos prematuros
(Kasahara y cols. 2013; Vigone y cols. 2015). Una deficiencia de yodo y la obesidad también
causa un hipotiroidismo materno y fetal (Zimmermann 2012). Un aumento de los estrogenos,
progesterona, hCG, prolactina y hormonas tiroideas dificulta llevar a término un embarazo
(Molitch y cols. 1993). Pero la presencia de anticuerpos anti-tiroideos es la causa mas comutn
de hipotiroidismo. Los cambios fisiologicos del sistema inmune de la madre durante el
embarazo influyen en el metabolismo de las hormonas tiroideas. Mujeres con abortos
espontaneos tienen una mayor presencia de anticuerpos anti-tiroideos (Palagiano y cols.
2006). Sin embargo, la principal causa del hipotiroidismo es por presencia de anticuerpos

17



anti-tiroideos que afectan el 20% de las mujeres embarazadas. Estudios recientes determinan
que el hipotiroidismo subclinico puede afectar del 0.25 al 2.5% de las mujeres embarazadas

(Ghanbari y Ghasemi 2017; Bucci y cols. 2017; Tingi y cols. 2016).

En la gestacion, el hipotiroidismo se asocia con abortos, anemia e hipertension,
preclamsia, desprendimiento de la placenta, hemorragia y parto prematuro, depresion
posparto, muerte fetal intrauterina, bajo peso al nacer y una disfuncion en el desarrollo
neurologico infantil (Nazarpour y cols. 2015). Por otro lado, mujeres con abortos espontdneos
tienen una disminucion en los TRal y TR B1 de la decidua (Ziegelmiiller y cols. 2015). En
modelos animales, el hipotiroidismo retrasa la implantacion del blastocisto, disminuye la
vascularizacion, la infiltracion de células inmunes y la apoptosis de las células de la placenta,
afecta el peso y longitud abdominal de los fetos aumentando las reabsorciones fetales (Inuwa
y Williams 1996; Bolarinwa y Olaleye, 1997; Silva y cols. 2012). Ademas, el hipotiroidismo
disminuye la expresion de receptores de estrogenos en el ttero (Keeping y cols. 1982), y
afecta el metabolismo lipidico durante la decidualizacion e implantacion del embrion en rata
(Banovac y cols. 1986). En la coneja, el hipotiroidismo no afecta el tamafio, peso y longitud
de los fetos, el nimero de reabsorciones fetales e implantes ni el contenido de triglicéridos
en el tejido del utero sitio no implante e implante (Zepeda-Pérez 2018). El hipotiroidismo
también disminuye la ingesta de alimento y el peso corporal de las madres, la talla de las
crias, el contenido de triglicéridos y colesterol total en el ttero y provoca una hiperplasia
uterina por aumento de la expresion de 3B-hidroxiesteroide deshidrogenasa (33-HSD;

Rodriguez-Castelan y cols. 2018).

2.1.1 TRs y TSHR en la gestacion

Las hormonas tiroideas son esenciales durante el embarazo. El endometrio cuenta con
la D2 que participa en la conversion de T4 a T3 (Choi y cols. 2006). La presencia de esta
enzima aumenta al inicio de la gestacion para suplir la cantidad de T3 requerida por el tejido
uterino. También el utero tiene la D3 que degrada a la T3. Una disminucioén local de 1a T3 es
critica para la decidualizacion de las células del estroma durante la gestacion temprana. Los
TRs se han localizado en el endometrio y miometrio de diversas especies como en el mono,

mujeres y conejas (Aghajanova y cols. 2011; Rodriguez-Castelan y cols. 2017), los cuales se
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expresan diferencialmente en epitelio luminal y en células deciduales durante el embarazo
(Deng y cols. 2014), particularmente durante la implantacion y placentacion (Colicchia y
cols. 2014).

Implantacion. El TRa estd involucrado en la formacion y crecimiento del blastocisto
(Vattai y cols. 2015). El TSHR, TRal y TRB1 junto con la hormona luterinizante (LH)
aumentan en el epitelio luminal y glandular en los dias 6 y 9 de gestaciéon. Durante la
implantacion, permiten que los pinopodios se adhieran al blastocisto con el epitelio. Una
alteracion en la expresion de TRa y TRP disminuyen el nimero de sitios de implante en la
coneja (Colicchia y cols. 2014). El TRa, TRB1 y TSHR se expresan mayoritariamente en el
endometrio receptivo, una menor expresion se asocia con pérdida temprana del embarazo
(Aghajanova y cols. 2011; Ziegelmiiller y cols. 2015).

Placentacion. El TSHR es activado por la hGC en las células trofoblasticas. El
sincitiotrofoblasto expresa transportadores de hormonas tiroideas MCT8, MCTIO0,
OATP4A1 yOATP1A2. La acumulacion de T3 modula la proliferacion, apoptosis e invasion
del trofoblasto (Vasilopoulou y cols. 2010). Durante la decidualizacion, los TRs estan
involucrados con el sistema inmune, pues las células natural killer (NK; CD56) y macréfagos
(CD14) expresan TRal y TRB1 (Vasilopoulou y cols. 2014). Ademads, una menor expresion
del RNAm del TSHR y TR afecta la placentacion (Saben y cols. 2014).

2.2 FXR y embarazo

Como ya describimos en la seccion de introduccion, los lipidos son importantes como
fuente de energia y como moléculas sefializadoras durante toda la gestacion. Los receptores
de farnesoides son importantes en la sefializacion de diversos lipidos como veremos a
continuacion.

Lanosterol y receptor de farnesoides p (FXRp). Uno de los precursores de
colesterol, el lanosterol, es producido por la enzima lanosterol 14 alfa-desmetilasa
(CYP51A1), una enzima catalitica durante colesterogénesis y es indispensable en la
gestacion. Dicha enzima es modulada por la hGC sérica y la LH (Yoshida y cols. 1996; Wang
y cols. 2010), y esta presente en el blastocisto (Stromstedt y cols. 1996) y en la placenta
(Rozman y cols. 1996). Se desconoce si dicha enzima esta presente en el Utero. El bloqueo

de la enzima y la subsecuente disminucion del lanosterol afecta la decidualizacion e
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implantacion, sintesis de estrogenos, la regulacion de especies reactivas de oxigeno,
desarrollo del blastocisto, desarrollo fetal y modulacion de genes relacionados con la ruta
biosintética del colesterol (Stromstedt y cols. 1996; Chevy y cols. 2005; Song y cols. 2008;
Watanabe y cols. 2013; Lee y cols. 2016). El lanosterol también esta involucrado con el
desarrollo del embrion en porcino (Yoshida y cols. 2005). El lanosterol es el ligando
endogeno del FXRp (Otte y cols. 2003).

Farnesol, oxiesteroles, sales biliares y prostaglandinas y FXRa. El FXRa se
localiza en todos los tipos celulares del ttero (Anaya-Hernandez y cols. 2014). Dicho
receptor une farnesol, oxiesteroles, sales biliares y prostaglandinas (Cuevas y cols. 2015). El
farnesol es un activador de estrogenos y hormona tiroidea en la placenta (Guan y cols. 2003),
y aumenta el crecimiento de las células de placenta (Oufkir y Vaillancourt 2011). Los
oxiesteroles favorecen la decidualizacidn, invasion y diferenciacion del citotrofoblasto, el
transporte materno-fetal de los lipidos, disminuyen la secrecion de la hGC y estan implicados
en la remodelacion de las arterias uterinas (Fournier y cols. 2008). En el miometrio, los
oxiesteroles evitan la acumulacion del colesterol y alteracion en la contraccién uterina
(Mouzat y cols. 2013). Las sales biliares son moléculas sefalizadoras e inflamatorias. Una
alta concentracion de ellas provoca apoptosis del trofoblasto® (Chiang y cols. 2001), parto
prematuro o muerte fetal intrauterina (Milona y cols. 2010; Diken y cols. 2013). La activacion
FXRa por andlogos de sales biliares como el W450 reduce la apoptosis del trofoblasto y el
estrés oxidativo en la placenta (Wu y cols. 2015). La 6-ceto-prostaglandinala favorece la
decidualizacion (Rival y cols. 2009; Brosnihan y cols. 2016); la PGE 2 aumenta la expresion
del receptor de integrina avB3 que une hormonas tiroideas y favorece la adherencia del
blastocisto al endometrio (Huang y cols. 2017) y participa en la contraccion del miometrio

(Kandola y cols. 2014).

2.3 Hipotiroidismo vs. CYP51A1 y receptores FXRs

Respecto al FXRp no hay informacion que revele alguna relacion entre este receptor

y las hormonas tiroideas. Sin embargo, las hormonas tiroideas a través de TR modulan la

8 Ver glosario.
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regulacion que tiene la FSH sobre la CYP51 en las células de la granulosa (Liu y cols. 2017).
El hipotirodismo reduce la expresion de CYP51A1 en el pancreas (Rojas-Judrez 2019).

Por su parte, existe una relacion muy estrecha entre las hormonas tiroideas y el FXRa.
Las hormonas tiroideas son capaces de regular la expresion de FXRa y, a su vez, la activacion
de este receptor regula la expresion de TRs y desyodasas (Watanabe y cols. 2006; Cuevas y
cols. 2015). El hipotiroidismo disminuye la expresion de FXRa en las células de la region

utero-tubal del oviducto en la coneja (Méndez-Tepepa y cols. enviado).

3.  JUSTIFICACION

El hipotiroidismo afecta la decidualizacion del endometrio y la implantacion del
trofoblasto en el Utero (Bolarinwa y Olaleye 1997; Silva y cols. 2014). Una de las posibles
explicaciones son los cambios en el contenido o acciones de los lipidos en el utero, ya que se
conoce que muchos eventos reproductivos llevados a cabo en el utero (implantacion,
placentacion y desarrollo fetal) dependen de los lipidos y sus receptores (Dunning y cols.
2010; Belaz y cols. 2016) y las hormonas tiroideas son conocidas por ejercer un control sobre
el metabolismo lipidico y la expresion de receptores que unen lipidos, FAT y derivados o
precursores del colesterol como el lanosterol (Song y cols. 2008; Ullah y cols. 2007; Mouzat
y cols. 2013). De tal manera que es posible que el hipotiroidismo pueda regular la cantidad
de lipidos en suero e higado (Zepeda-Pérez 2018) y/o la expresion de algunos receptores
involucrados en las acciones de los lipidos en el utero como PPARy (Espindola-Lozano y
cols. en escritura).

Durante la gestacion, el lanosterol, farnesol, oxiesteroles, sales biliares y prostaglandinas
son moléculas lipidicas importantes (activan a FXRa y B) involucradas en las funciones del
utero, pues participan en la implantacion, decidualizacion, invasion del trofoblasto,
formacion de la placenta y contraccion muscular. Respecto a la expresion de los receptores,
en la presente tesis se analizaré la influencia del hipotiroidismo en la expresion de los FXRs
(ay B) en el utero. Tal interés estd basado en el efecto que tiene el hipotiroidismo en disminuir
la inmunoreactividad de FXRa en el oviducto (Méndez-Tepepa y cols. enviado), lo que nos
hace suponer que el Utero de hembras hipotiroideas también podria mostrar una menor

expresion de este receptor. Si bien no existen estudios que relacionen a las hormonas tiroideas
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con el FXR}, excepto con la actividad de la enzima CYP51A1 en ovario (Liu y cols. 2017),
el hipotiroidismo si aumenta el contenido de colesterol en suero y disminuye en tejido uterino
de la coneja no gestante (Zepeda-Pérez 2018). Esto sugiere que posiblemente el precursor de
colesterol, el lanosterol que es, a su vez, un regulador de la sintesis de colesterol (Ness 2015),
podria ser afectado. Si esto fuera asi, entonces la expresion del FXR[ en el utero podria estar
afectada por el hipotiroidismo. De esta manera tenemos dos intereses, analizar cémo cambia
la expresion de FXR o y B a lo largo del embarazo y determinar si el hipotiroidismo modifica
la expresion de dichos receptores. Ademas de analizar la expresion de CYP51A1 como

indicador de la presencia de lanosterol.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo reduce la expresion de FXRa, FXRB y CYP51Al en el utero

durante los periodos de GO, G5 (implantacion), G10 (placentacion) y G20 (degeneracion del

cuerpo lateo) en la coneja.

Predicciones

1. La gestacion disminuye los niveles de hormonas tiroideas, pero la administracioén de

metimazol los disminuye atin mas.

2. La gestacion aumenta la expresion de CYP51A1 en el utero, mientras que el

hipotiroidismo lo disminuye.

3. La gestacion aumenta la expresion de FXRa y B en el atero, mientras que el

hipotiroidismo la disminuye.

5. OBJETIVOS

General

Determinar el efecto de la gestacion y el hipotiroidismo en la expresion de FXRa,

FXRB y CYP51A1 en el atero durante los periodos de GO, G5 (implantacién), G10

(placentacion) y G20 (degeneracion del cuerpo lateo) en la coneja.

Particulares

1.

Cuantificar los niveles de hormonas tiroideas (T3 y T4) circulantes de conejas
virgenes y gestantes (5, 10 y 20 dias) mediante quimioluminiscencia.
Cuantificar la expresion de FXRa en el Gtero de conejas virgenes y gestantes (5,

10 y 20 dias) mediante western blot.

. Cuantificar la expresion de FXRB en el utero de conejas virgenes y gestantes (5,

10 y 20 dias) mediante western blot.
Cuantificar la expresion de CYP51A1 en el utero de conejas virgenes y gestantes

(5, 10 y 20 dias) mediante western blot.

. Determinar si el hipotiroidismo modifica la expresion del FXR ay 8 y CYP51Al

en el utero de conejas virgenes y gestantes (5, 10 y 20 dias).
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6. METODOLOGIA

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

Induccion del hipotiroidismo. Se llevé a cabo mediante el tratamiento con el
farmaco anti-tiroideo metimazol (Sigma), que se les administré en agua potable a una
concentracion de 0.02% durante treinta dias (10 mg/kg; Anaya-Hernandez y cols. 2015). Para
el grupo gestante el tratamiento se ajust6 a los 5,10 y 20 dias de gestacion. Al término del
tratamiento, ambos grupos fueron anestesiados profundamente con pentobarbital sédico (60
mg/kg, Pfizer). Después del sacrificio con una sobredosis de anestésico, se extrajo una
porcion media de los uteros (sitios de no implante e implante), tanto izquierdos como
derechos. Los uteros derechos fueron congelados para el posterior andlisis de western blot.

Expresion del FXRa y B y de CYPS1A1 en el ttero. Para la preparacion de los
extractos totales de ttero (conejas virgenes y gravidas 5, 10 y 20 dias), se tomd una porcioén
(0.5 mg aproximadamente) de ttero medio congelado virgen y de 5 dias de gestacion, utero
medio no implante e implante de 10 y 20 dias de gestacion. El tejido fue macerado con un
homogeneizador eléctrico utilizando buffer de lisis. Se agregd a la muestra un inhibidor de
proteasas (sigma) y PMSF 100mM (fluoruro de fenilmetilsulfonilo). Posteriormente se
centrifugaron durante 30 min a 13,400 rpm a 4°C para obtener el precipitado y el
sobrenadante de la muestra. Del homogenizado se determind la concentracion de las
proteinas totales mediante el método de Bradford. Para la separacion electroforética de las
proteinas, se utilizaron geles de poliacrilamida/SDS al 10%. Las proteinas fueron transferidas
a membranas de nitrocelulosa utilizando el sistema Mini Trans-Blot Cell (ENDURO). Una
vez realizada la transferencia a las membranas, se bloqueé con una solucién de leche
descremada al 5% y 0.02% tween-20 en PSB. Posteriormente las membranas se incubaron
con el anticuerpo primario anti-FXRa (1:200; ABCAM) diluido en 1% de leche descremada

en 0.02% de tween 20 PBS durante 16-18 h a 4°C. Después se incubaron con el anticuerpo
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secundario mouse anti-goat IgG-HRP (1:2000; SANTA CRUZ, BIOTECNOLOGY) diluido
en 1% de leche descremada y 0.02% de tween-20 PBS durante 2 h a temperatura ambiente.
Para anti-FXRf} ( Rabbit polyclonal; 1:400; ABCAM) diluido al 1% de leche descremada en
0.2% de tween 20 PBS también se incubaron durante una noche, para posteriormente agregar
el anticuerpo secundario goat anti-Rabbit I[gG-HRP diluido en 1% de leche descremada y
0.2% de tween-20 PBS durante 2 h a temperatura ambiente (1:10,000; SANTA CRUZ,
BIOTECNOLOGY). Para determinar la enzima lanosterol 14o-desmetilasa se utilizé el
anticuerpo primario anti CYP51A1 (Rabbit policlonal; 1:50; ABCAM) diluido al 1% de
leche descremada en 0.2% de tween 20 PBS que también se incubo durante una noche, para
posteriormente agregar el anticuerpo secundario goat anti-rabbit IgG-HRP diluido en 1% de
leche descremada y 0.2% de tween-20 PBS durante 2 h a temperatura ambiente (1:10,000;
SANTA CRUZ, BIOTECNOLOGY). Finalmente, se revelaron las bandas inmunoreactivas
utilizando un kit de quimioluminiscencia (Super Signal West Pico, Pierce) en un equipo de
quioluminiscencia (Sigma). Las bandas se visualizaron y midié su intensidad por
densitometria usando el programa Image J. El patron de bandas tefiidas con rojo de Ponceu
fue usado como control en el andlisis del western blot.

Inmunohistoquimica del FXRa y B en el utero. Los tteros medios izquierdos (de
sitio no implante e implante) de conejas controles e hipotiroideas virgenes y gravidas (5,10
y 20 dias) fueron fijados en una solucion de Bouin-Duboscq por 12 h. Los tejidos fueron
deshidratados con alcoholes en concentracion ascendente (60-100%) e incluidos en parafina.
Con un micrétomo se realizaron cortes transversales de Utero a Spum y se colocaron 6 cortes
en una laminilla. Los cortes de utero se observaron con un microscopio para el posterior
analisis histoldgico. Una laminilla de titero de una coneja fue utilizada para realizar la técnica
de inmunohistoquimica en base al método avidina-biotina-peroxidasa (ABC), donde los
cortes, ya hidratados, se incubaron en una solucion buffer de citratos (pH= 6) durante tres
noches. Posteriormente, los cortes se incubaron con el primer anticuerpo anti-FXRa (1:50;
SANTA CRUZ, BIOTECHNOLOGY) en una camara humeda a 4°C durante una noche.
Seguido de ello, los cortes se incubaron con el anticuerpo secundario donkey anti-goat
biotinilado (1:200; SANTA CRUZ, BIOTECHNOLOGY) durante dos horas a temperatura
ambiente. Para anti-FXRp (1:100; ABCAM) de igual manera se incubaron los cortes durante

una noche con el anticuerpo primario anti-FXR[, para posteriormente agregar el anticuerpo
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secundario goat anti-rabbit IgG (1:200; SANTA CRUZ, BIOTECNOLOGY) y dejar incubar
durante 2 h a temperatura ambiente. Para la enzima lanosterol desmetilasa los cortes se
incubaron con el primer anticuerpo anti-CYP51A1 (1:50; ABCAM) en una cdmara humeda
a 4°C durante una noche. Seguido de ello, los cortes se incubaron con un anticuerpo
secundario goat anti-rabbit IgG (1:200; SANTA CRUZ, BIOTECNOLOGY) y dejaron
durante 2 h a temperatura ambiente. Después, los cortes se lavaron con una solucion buffer
de fosfatos (PBS; pH= 7.2) y se incubaron con el ABC durante 1 h. Para luego realizar el
revelado con una solucion de diaminobenzidina (DAB) al 0.05% y H202 al 3% en PBS hasta
localizar el marcaje en el utero (capa epitelial, submucosa, musculo y células inmunes).
Finalmente, se utilizo la tincion de hematoxilina de Mayer para contrastar el marcaje de los
nucleos inmunoreactivos. Los cortes se deshidrataron en alcoholes a concentraciones
ascendentes y se cubrieron con Cytoseal TM 60 y un cubreobjetos. Para determinar la
inmunolocalizacion y descripcion del FXRa, FXRB y CYP51AL1 en el atero, se observo al
tejido con un microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600) y se tomaron
microfotografias con una camara OLYMPUS de 5.1 mega pixeles. Para ello, se tomaron fotos
del epitelio, submucosa, capa muscular y células inmunes a 100x.

Analisis estadistico. Para la comparacion de la expresion del FXRa, FXRP y
CYP51A1 en el utero de conejas controles e hipotiroideas tanto virgenes y gravidas se aplico
una ANOVA de 2 vias para ttero sin implante y t-Student para tero con implante. En todos

los casos se uso el programa de anélisis estadistico Prisma para Windows, version 5.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Hormonas tiroideas y gestacion

Encontramos que la gestacion disminuye la concentracion de T4, pero no de T3 en la
coneja (Figura 5 A). El tratamiento con el metimazol disminuye de manera gradual ambas
hormonas. El hipotiroidismo disminuye la T4 y T3 en el dia GO, mientras que en el dia G20

unicamente se disminuye la T3 en la coneja gestante (Figura 5-B).

7.2 Expresion de CYP5A1

Se determino la inmunolocalizacion de CYP51A1 en el epitelio luminal, submucosa
y glandulas uterinas del tero no gestante (Figuras 6A-C). Mientras que en el Gtero implante
de la coneja gravida la inmunolocalizacién de CYPS51A1 se localizo especificamente en el
epitelio luminal, glandulas uterinas, submucosa, placenta, células gigantes de la placenta,
células del espongiotrofoblasto y tubo neural durante la placentacion y degeneracion del
cuerpo luteo (Figuras 6 D-R). Localizamos una menor inmunolocalizacion de la enzima en
la submucosa durante la placentacion comparado con el grupo control en el utero con
implante de la coneja hipotiroidea (Figuras 6 D-G). Asi como en la degeneracion del cuerpo
lateo en el utero sin implante (Figuras 6 L-M). Determinamos la expresion de CYP51A1 en
el utero de la coneja no gestante, durante la implantacion, placentacion y degeneracion del
cuerpo lateo (en utero sin y con implante) en la coneja gravida, tanto control como
hipotiroidea. Se utilizé la fraccion total del ovario como control positivo (Figuras 7A-E).
Encontramos que el hipotiroidismo aumenta la expresion de CYP51A1 en la implantacion y
disminuye en la placentacion en el Utero en sitios sin implante (gestante 5 y 10 dias; Figura
7B). Mientras que en el utero con implante disminuye durante la degeneracion del cuerpo

luteo (gestante 20 dias; Figura 7-D).

27



7.3 Expresion de FXRf3

El FXR}p estd presente en el epitelio y submucosa en la coneja no gestante. Durante
la implantacion, placentacion y degeneracion del cuerpo Iuteo en la coneja gravida. En estos
dos ultimos periodos, el FXR se encuentra tanto en utero con implante (incluye placenta)
como en el utero sin implante (Figura 8). En cuanto a la expresion del receptor determinamos
su localizacion en el utero de la coneja no gestante, durante la implantacion, placentacion y
degeneracion del cuerpo luteo (tero con y sin implante) en la coneja gravida, tanto control
como hipotiroidea. Se utilizé la fraccion total del ovario como control positivo (Figuras 9A-
E). Encontramos que el hipotiroidismo disminuye la expresion del receptor en la coneja no
gestante (Figura 9 B) y aumenta durante la placentacion en el Gtero con implante en la coneja

gravida (Figura 9 C).

7.4 Expresion de FXRa,

El FXRa esta presente en el epitelio y submucosa en la coneja no gestante, asi como
en la coneja gravida durante la implantacion, placentacion y degeneracion del cuerpo luteo.
En estos dos ultimos periodos, el FXRa se encuentra tanto en el Gtero con implante (incluye
placenta) como sin implante (Figura 10). Respecto a la expresion del FXRa mediante western

blot no se pudo establecer debido al escaso marcaje observado (Figura 11 A).
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Figura 5. Determinacion de los niveles de las hormonas tiroideas en la gestacion de la coneja. La gestacion
disminuye la concentracion de T4, pero no de T3. El tratamiento con MMI disminuye de manera gradual ambas
hormonas. El hipotiroidismo disminuye la T4 y T3 en el dia GO, mientras que en el dia G20 disminuye
unicamente la T3 en la coneja gestante.
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Figura 6. Inmunolocalizacion de la enzima CYP51A1 en el tero no gestante y gravida de la coneja control e hipotiroideo.
En la coneja no gestante y gravida de 5 dias, la enzima inicamente se inmunolocaliza en el epitelio, submucosa y glandulas
uterinas. En la coneja gravida, la inmununolocalizacion de la enzima esta presente en el epitelio, submucosa, glandulas
uterinas, células gigantes (H-K), células espongiotrofoblasticas (F-G), placenta (R), tubo neural y endometrio. ep; epitelio,
sm; submucosa, gl; glandulas uterinas, sg; células del espongiotrofoblasto, cg; células gigantes, edm; endometrio, tn; tubo
neural, plc; placenta. NG-C; no gestante control, NG-H; no gestante hipotiroidea, G5-C; gestante 5 dias control, G10-C;

gestante 10 dias control, G10 H; gestante 10 dias hipotiroidea. G20-C; gestante 20 dias control, G20-H; gestante 20 dias
hipotiroidea.

30



GESTACION G20 G10 G5 NG 3-

UTERO ci s cnshosh si © UTERO SITIO NO IMPLANTE B
memnt Ge—mep St SRR e =
TRATAMIENTO H ¢ H C H C H C HC H C ov =
V) a
A B — 00 g 24 e ~+ CONTROL
8 I\ -§-HIPOTIROIDISMO
— == 95 KDa ©
2
. R - = 72KDa % 1
=
hel
— = 55KDa g
a
x
R LIJ
I —_— == 43 KDa c T I I
- NG G5 G10 G20

©« 1 UTERO G10 SITIOIMPLANTE 5 fy HTEROG20SITIOMPLANTE D
= |
= <
b .
O (@] ——
3 1 3
g 2
B kS
° o
5 S
g o g 0-
i L
1 ]
CONTROL HIPOTIROIDISMO CONTROL  HIPOTIROIDISMO
E GESTACION G20 G10 G5 NG
UTERO NN R - T S
TRTAMENTO H ¢ HC H CH C HC H C
- - 4@cvyp51A1

Figura 7. A) Membrana tefiida con rojo de Ponceu que muestra el total de las proteinas usadas como control de carga en
fracciones totales del utero no gestante y gravido durante la implantacion (5 dias de gestacion; GS5), placentacion (utero no
implante e implante al dia 10 de gestacion; G10) y degeneracion del cuerpo luteo (itero no implante e implante al dia 20 de
gestacion; G20) de la coneja control e hipotiroidea. Se utilizo como control positivo el ovario. B) Cuantificacion de
CYPS51AT1 del utero sitio no implante de la coneja no gestante y gravida (5, 10 y 20 dias de gestacion). El hipotiroidismo
aumenta la expresion de CYPS51A1 en el utero durante la implantacion (G5**) y disminuye durante la placentacion (G10%)
en el Utero sitio implante de la coneja gravida. Factor tratamiento (F= 14,00875, P= 0.0006), factor gestacion (F=17,38581,
P= <0.0001) e interseccion (F= 34,15452, P= <0.0001). Analisis ANOVA-2 vias (n=6). C y D) Cuantificacion de
CYP51A1 en el utero sitio con implante de la coneja gravida a los 10 y 20 dias de gestacion. El hipotiroidismo disminuye
la expresion de CYPS51A1 en el atero con implante a los 20 dias de gestacion. Analisis Mann-Whitney (n=6). E) Expresion
de CYP51AL del utero sitio no implante e implante de la coneja no gestante y gravida, esta Gltima durante las etapas de
implantacion, placentacion y degeneracion del cuerpo luteo del grupo control e hipotiroideo. Ov (ovario); NG (no gestante);
C (control), H (hipotiroidismo). KDa (kilodalton). 57 kDa es el peso de la proteina CYP51A1. Barras blancas (control),
barras negras (hipotiroidismo).
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Figura 8. Inmunolocalizacion del receptor FXRB en el utero de la coneja no gestante y gravida control e
hipotiroidea. La inmunolocalizacion del receptor esta presente en el epitelio y submucosa del ttero durante la
implantacion (tero no implante), placentacion y degeneracion del cuerpo liteo (Gtero implante). ep; epitelio,
sm; submucosa. NG; no gestante, 5G; 5 dias de gestacion, 10G; 10 dias de gestacion, 20G; 20 dias de gestacion.
Escala: 100 pm.
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Figura 9. A) Membrana tefiida con rojo de Ponceu que muestra el total de las proteinas usadas como control de carga en
fracciones totales del utero no gestante y gravido durante la implantacion (5 dias de gestacion; G5), placentacion (atero no
implante e implante al dia 10 de gestacion; G10) y degeneracion del cuerpo luteo (ttero sitio no implante e implante al dia
20 de gestacion; G20) de la coneja control e hipotiroidea. Se utilizé como control positivo el ovario. B) Cuantificacion del
FXRp del tutero sitio no implante de la coneja no gestante y gravida (5, 10 y 20 dias de gestacion). El hipotiroidismo
disminuye la expresion del FXRp en el utero de la coneja no gestante (F= 10.60349, P= <0.0001) e interseccién (F=
13,93169, P=<0.0001). Analisis ANOVA-2 vias (n=6). C y D) Cuantificacion del FXR en el utero sitio implante de la
coneja gravida a los 10 y 20 dias de gestacion. C) El hipotiroidismo aumenta la expresion del FXRp en el ttero implante a
los 10 dias de gestacion. Analisis Mann-Whitney (n=6). E) Expresion del FXRP del titero de la coneja no gestante y gravida,
esta Gltima durante las etapas de implantacion, placentacion y degeneracion del cuerpo luteo del grupo control e
hipotiroideo. Ov, ovario; NG, no gestante; C, control; H, hipotiroidismo; kDa, kilodalton. 46-51 kDa es el peso de la proteina
FXR}. Barras blancas (control), barras negras (hipotiroidismo). Se cargaron 30 pg de proteina y solo se cuantificaron las
bandas localizadas en el peso correspondiente.
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Figura 10. Inmunolocalizacion del receptor FXRa en el utero de la coneja no gestante y gravida control e
hipotiroidea. La inmunolocalizacion del receptor esta presente en el epitelio y submucosa del utero durante la
implantacion (tero no implante), placentacion y degeneracion del cuerpo luteo (Gtero implante). ep; epitelio,
sm; submucosa. Escala: 100 pm.
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Figura 11. A) No deteccion de la expresion del receptor FXRa en fracciones totales del titero sin y con implante 10 y 20
dias en la coneja gestante. Se utilizo tejido de rifion de rata en fraccion total como control. B) Membrana tefiida con rojo de
Ponceu donde se observa el total de las proteinas que fueron usadas como control de carga en fracciones totales del utero
gestante sin y con implante en la coneja. kDa; marcador de peso molecular, 56 kDa (peso de la proteina FXRa), S/I; sin
implante, C/I; con implante. Se cargaron 60 pug de proteina.
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8. DISCUSION

8.1 Niveles de hormonas tiroideas en la gestacion

El embarazo es un evento importante reproductivo en donde hay cambios fisiologicos
y hormonales. En la mujer la gonadotropina coridonica humana, la produccion de T3 y T4
aumentan hasta un 50%, lo que lleva a un aumento a la necesidad de yodo. Los valores de
referencia especificos de la TSH para el primer trimestre segiin la Asociacion Americana de
la Tiroides (ATA) durante el embarazo recomienda valores de referencia 0.1 a 2.5 mIU / L
en el primer, 0.2 a 3.0 mIU / L segundo, y 0.3 a 3.0 mIU / L y el tercer trimestre. Los niveles
de TSH disminuyen especialmente en el primer trimestre (Nazarpour y cols. 2015). Cuando
los niveles de T4 y T3 se elevan la TSH disminuye significativamente. La elevacion de T4
se mantiene desde la semana 8 hasta la 27 de gestacion, mientras que los niveles de
tiroglobulina se aumentan progresivamente. El nivel de la hormona gonadotropina corionica
se mantiene elevada de la semana 8§ a la 15 de gestacion. Dicha hormona disminuye en el
segundo trimestre y se eleva al final de la gestacion. Esta elevacion se correlaciona
positivamente con los cambios en los niveles de T4 y T3 libre (Yamamoto y cols. 1979). El
incremento de la gonadotropina coridnica humana induce un aumento transitorio de los
niveles de T4 libre que refleja una disminucion de la TSH. Después de dicho periodo, las
concentraciones séricas de T4 disminuyen entre un 10 y 15% y la TSH se mantiene normal.
En la gestacion temprana hay un aumento de la tiroglobulina fijadora de tiroxina, este evento
a su vez es responsable de un aumento de la T3 y T4 (Moleti y cols. 2014). La TSH disminuye
en el primer trimestre y aumenta a medida que avanza el embarazo. La triyodotironina libre
aumenta en el primer trimestre y luego disminuye en el tercer trimestre (Sun y Xia 2017).

Nosotros encontramos que la gestacion disminuye la concentracion de T4, pero no de
T3 en la coneja. El tratamiento con el metimazol disminuye de manera gradual ambas
hormonas. El hipotiroidismo disminuye las hormonas T3 y T4 en el dia GO, mientras que en
el dia G20 tnicamente disminuye la T3 en la coneja gestante. El diagndstico y tratamiento
de la disfuncion tiroidea durante el embarazo debe basarse en el embarazo y en los intervalos

de referencia especificos del método, antes de las 20 semanas de gestacion.
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En la coneja, en los dias 25 y 26 de gestacion la concentracion de T4 y T3 libre en
plasma es significativamente mayor (Devaskar y cols. 1986). Se ha determinado que, la T4
sérica total es mas alta en el conejillo de india que en el conejo, similar en la rata y mas baja
en la mujer. Mientras que, en cobaya, la concentracion de T4 libre es similar al humano y la
rata (Castro y cols. 1986). La actividad de las desyodasas, para la desyodacion de T4 a T3 es
mayor en el dia 10 antes del parto, y disminuye aproximadamente 7 veces en el dia 5

(Brzezinska-Slebodzinska y cols. 1989).

El grupo tratado con metimazol mostrd niveles bajos de T3 y T4 y niveles altos de
TSH en suero. En contraste la concentracion de T3 y T4 libre fueron similares entre grupos
control e hipotiroideo en conejas no gestantes (Anaya- Hernandez y cols. 2015). El protocolo
para inducir el hipotiroidismo con metimazol en el presente estudio es efectivo, pues si hay
una disminucién de las hormonas tiroideas. Otros estudios han informado una eficiencia del

metimazol en conejos macho (Al-jamal 2004) y ratas hembras (Inuwa y cols. 2006).

8.2 Expresion de CYP51A1 y FXR B en el utero

La enzima que forma el ligando (lanosterol) del receptor FXR[ tiene una
participacion importante en la gestacion. En el embarazo, el colesterol y lanosterol
disminuyen a los 19 dias de gestacion (Baardman y cols. 2012). La CYP51A1, modulada por
la LH y hGC sérica (Stromstedt y cols. 1996) es indispensable para que el blastocisto se
implante en el utero y se disminuyan las especies reactivas de oxigeno en una situacion de
hipoxia (Wang y cols. 2010). Ademas de activar a células del sistema inmune y sintetizar
lanosterol en el liquido amnidtico indispensable para el desarrollo del embrion (Araldi y cols.
2017; Baardman y cols. 2012). El lanosterol es un compuesto altamente insoluble en agua y
solo es capaz de entrar a la célula en pequenas cantidades. Una menor actividad de la enzima
provoca una acumulacion de lanosterol y afecta la sintesis de colesterol local en la célula
testicular (Rozman y cols. 1999). En el cuerpo liteo, ya se ha determinado una mayor
expresion de dicha enzima, pero se desconoce su accion (Wang y cols. 2016). En el epitelio
uterino, la expresion de CYP51A1 modula a la proteina de unién transportadora (ABCAM1)
implicada en el transporte del colesterol (Ma y cols. 2015). El lanosterol modula la biosintesis

controla la velocidad de sintesis del colesterol al activar a la enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril-
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coenzima A (HMGC-R; Song y cols. 2005). Se establece una importante relacion de la
CYP51AT1 con las hormonas tiroideas, al activar al TSHR en células de la granulosa (Liu y
cols. 2017). El hipotiroidismo aumenta la expresion de la HMGC-R (Tian y cols. 2010).
Hasta el momento hemos inmunolocalizado a la enzima CYP51A1 en el epitelio luminal,
submucosa y glandulas del tutero no gestante. Mientras que en la coneja gravida la enzima se
localiza en el epitelio luminal, glandulas uterinas, submucosa, placenta, células gigantes,
células del espongioblasto y tubo neural durante la placentacion y degeneracion del cuerpo
luteo. En el utero sin y con implante, la inmunoreactividad de la CYP51A1 es modificada
por el hipotiroidismo. El hipotiroidismo aumenta la expresion de la enzima durante la
implantacion y disminuye en el ttero sin implante durante la placentacion. Mientras que en
el utero con implante disminuye en la degeneracion del cuerpo luteo. Un aumento de la
CYP51A1 durante la implantacion podria estar implicado en la formacion del colesterol,
formacion de especies reactivas de oxigeno y desarrollo del embrion, e incluso provocar
hipoxia uterina e interrumpir el crecimiento de la placenta y del feto (Lee y cols. 2016; Lim
y cols. 2012; Fajersztajn y cols. 2017). Suponemos que una menor o mayor expresion de la
enzima en el utero, podria modificar la formacion del lanosterol y colesterol afectando la
funcién y accion metabolica y/o estereidogénica de las células uterinas. Acciones que podrian
repercutir en una alteracion en la implantacion del embridn, desarrollo de la placenta y
desarrollo fetal.

Con respecto a FXP no hay informacion de su relacion con la gestacion y las hormonas
tiroideas. Existe escasa informacion sobre la presencia del FXR[ en tejidos reproductivos.
Unicamente se ha reportado al lanosterol como el ligando del FXRp y su expresiéon en
testiculo y ovario, sugiriendo su posible implicacion con las funciones reproductivas (Otte y
cols. 2003), pero se desconoce totalmente su presencia en el utero no gestante y gravido.
Nosotros localizamos la expresion de FXRP durante la implantacion, placentacion y
degeneracion del cuerpo lateo en la coneja gravida. Asi como en el utero de la coneja no
gestante. Nuestros resultados determinan que el hipotiroidismo disminuye la expresion de
FXR} en el utero de la coneja no gestante. El hipotiroidismo también aumenta la expresion
del FXRp en el utero con implante durante la placentacion. El FXR podria controlar los
niveles de colesterol intracelular y en plasma como ya se ha reportado con el LXR (Mouzat

y cols. 2013). En la coneja no gestante, disminuye la acumulacion en el tejido uterino

37



(Zepeda-Pérez 2018). Creemos que una menor expresion del FXRp en el ttero de la coneja
no gestante podria repercutir indirectamente en el metabolismo del colesterol y modulacién
del sistema inmune e incluso generar un proceso inflamatorio (Spann y cols. 2012). Algunas
células como los macrofagos almacenan gotas de lipidos y tienen ligandos lipidicos como el
desmoesterol que activan al receptor LXR generando un proceso inflamatorio (Spann y cols.
2012). Aunque no hay informacion de la relacion del FXR- con la gestacién y hormonas
tiroideas, podemos suponer que la localizacion y variacion de este receptor durante la
gestacion, puede estar relacionada con un incremento del lanosterol en el estroma como
ocurre en rata (Song y cols. 2008). Ademas, la menor expresion del FXRp podria afectar el
contenido del colesterol, repercutir en la capacidad y preparacion del ttero para la gestacion.
Aunque se desconoce la relacion del FXRp y las hormonas tiroideas, se sabe que el TSH-R
promueve la expresion de la HMGC-R vy el hipotiroidismo aumenta la expresion de dicha
enzima afectando el metabolismo en el higado en rata (Tian y cols. 2010). Ademas, el
hipotiroidismo aumenta el colesterol en suero en la coneja no gestante y disminuye su
acumulacion en el tejido uterino (Zepeda-Pérez 2018). La expresion del FXRP podria
modular el sistema inmune, controlar los niveles de colesterol intracelular y en plasma,
participar en la decidualizacion, y la menor expresion del FXRp podria afectar el contenido

del colesterol y repercutir en la capacidad y preparacion del ttero para la gestacion.

8.3 Expresion del FXR-a en el ttero

El FXRa parece tener una participacion relevante directa o indirectamente en la
reproduccion, tanto en el macho como en la hembra (Anaya-Hernandez y cols. 2014; Cuevas
y cols. 2015). En la hembra, el FXRa han sido localizado en ovarios, oviductos, ttero y
vagina de conejas (Anaya-Herndndez y cols. 2014), asi como en la placenta, células
trofoblésticas y tejido mamario de humano (Serrano y cols. 2007; Geenes y cols. 2011). Sin
embargo, su localizacion en el utero gestante no habia sido reportada. El FXRa es un receptor
que une metabolitos de farnesol, sales biliares y de esteroides localizados en el utero (Oufkir
y Vaillancourt 2011; Cabrerizo y cols. 2014; Cuevas y cols. 2015). Durante la gestacion
dichos metabolitos estan involucrados con la receptividad del blastocisto (Ullah y cols.
2007), contraccion muscular (Cuevas y cols. 2015), crecimiento de las células

citotrofoblasticas (Oufkir y Vaillancourt 2011), invasion del trofoblasto y angiogénesis (Shi
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y cols. 1993). Nosotros inmunolocalizamos al FXRa en epitelio, submucosa y musculo
durante la implantacion, placentacion y degeneracion del cuerpo luteo. Aunque la expresion
del receptor no fue localizada en el tutero, no descartamos su accidon, pues ya lo hemos
determinado por inmunohistoquimica. Creemos que una modificacion del FXRa por el
hipotiroidismo podria alterar las etapas de la gestacion ejecutadas en el utero. Alterando la
lipoperoxidacion provocado un dafio oxidativo a la placenta, aumentando la expresion de los
genes anti-oxidativos (Prdx1 y PRDX3), toxicidad del embrion durante la receptividad e
implantacion (Psychoyos y Roche. 1989; Wu y cols. 2015) y modificacion de la
esteroidogénesis, a través de la activacion del factor esteroidogénico 1 (Vega y cols 2015).
Considerando que las hormonas tiroideas son capaces de regular la expresion de FXRa, y a
su vez, la activacion de este receptor modula la expresion de TRs y desyodasas (Watanabe y
cols. 2006; Cuevas y cols. 2015). Durante la gestacion el aumento de los triglicéridos, HDL-
y colesterol provoca cambios metabolicos que se relacionan con una menor expresion de
FXRa y TRP alos 19 dias de gestacion en higado (Sweeney y cols. 2006). De acuerdo a esto,

no descartamos su posible implicacion en la implantacion, placentacion y parto.
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9. CONCLUSION

La expresion de CYP51A1 y FXR B podria estar relacionada con el control de la
sintesis de novo del colesterol necesario para que ocurra la implantacion del embrion,
formacion de la placenta y desarrollo fetal, asi con una accion directa del lanosterol en la

proliferacion y diferenciacion celular.

La modificacion de su expresion por el hipotiroidismo podria afectar los procesos de

gestacion en la coneja y relacionarse con el desarrollo embrionario.
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Figura 12. La gestacion aumenta la expresion de CYS1A1 en G10 en los sitios sin implante, mientras que el hipotiroidismo
la aumenta en G5 y disminuye en G10. El hipotiroidismo reduce la expresion de CYP51A1 en G20 en el sitio de implante.
Por su parte, la gestacion disminuye de manera gradual la expresion de FXRp en los sitios de no implante. El hipotiroidismo
reduce la expresion de FXR al inicio de la gestacion y la aumenta al final del primer y segundo tercio de la gestacion en
los sitios sin implante. Estos cambios en la expresion de la enzima y el receptor podrian afectar la funcion metabolica de la
célula, y a su vez, repercutir en problemas durante la gestacion. Considerando que lanosterol es un precursor de la sintesis
de novo del colesterol. Entonces los cambios en la expresion de CYP51A1 y FXR B podria estar relacionada con la
regulacion de la ruta del mevalonato. Una modificacion del contenido del colesterol en el utero, podria afectar la
implantacion del embrion, formacion de la placenta y quiza el tamafio del feto.

11. PERSPECTIVAS

1. Determinar la expresion del enzima HMGCR (hidroximetil glutaril CoA) durante la
gestacion (GO, 5,10 y 20) y sus cambios con el hipotiroidismo en el utero de la coneja.

2. Determinar la expresion del receptor LDL-R (receptor de lipoproteina de baja densidad)
durante la gestacion (GO, 5,10 y 20) y sus cambios con el hipotiroidismo en el utero de la
coneja.

3. Determinar la expresion de los receptores de hormonas tiroideas TSHR, TRa y B durante

la gestacion (GO, 5, 10 y 20) y sus cambios en el hipotiroidismo en el ttero de la coneja
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13. GLOSARIO DE TERMINOS

1. Homeostasis: Mecanismos que mantienen constantes las condiciones del medio interno
de un organismo, a pesar de grandes oscilaciones en el medio externo.

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

3. Polimenorrea: consiste en el acortamiento del intervalo menstrual a menos de 21 dias. El
mecanismo de su produccion es variable. En la mayoria de los casos se encuentra acortada la
fase lutea, porque el cuerpo liteo entra en regresion.

4. Metimazol: Profarmaco del tiamizol que interfiere en la sintesis de las hormonas tiroideas,
sin ejercer efecto sobre la hormona preformada.

5. Menorragia: es el término médico para los periodos menstruales en la que la hemorragia
es anormalmente intensa o prolongada.

6. Hipoxico: Falta de oxigeno en los tejidos del cuerpo.

7. Liquido amniético: Fluido claro que envuelve y protege al feto durante su desarrollo en
todo el embarazo. Tiene como funcion proteger, amortiguar el efecto de las contracciones y
golpes, mantener una temperatura constante alrededor del feto y permitir el libre movimiento
de éste ayudandolo a desarrollarse con normalidad.

8. Trofoblasto: Es el primer tejido que se diferencia durante el desarrollo, y el encargado de
establecer la conexion entre el embrion y los tejidos maternos, ademas es responsable de la

formacion de la placenta.
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