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RESUMEN

La gestacion se define como el periodo de tiempo que transcurre entre la fecundacién del 6vulo
por el espermatozoide y el momento del parto. Durante la gestacion, el endometrio experimenta
cambios morfolégicos y bioquimicos. Uno de los cambios metabdlicos més importantes que
sufre el endometrio gestante es el metabolismo. La glucosa es la principal fuente de energia que
utilizan las células endometriales, cuya entrada es facilitada a través de los transportadores de
glucosa (GLUT4). La glucosa puede ser convertida a piruvato y lactato. Este tltimo también es
utilizado como fuente de energia y molécula sefializadora favoreciendo un microambiente acido,
angiogénesis, inmunoregulacion y diferenciacion del endometrio para facilitar la implantacion.
La utilizaciéon de la glucosa es modulada por diversos receptores como son los receptores
activados por el proliferador de peroxisomas gamma (PPARY), cuyos ligandos son potentes
sensibilizadores de insulina. Tanto el metabolismo de la glucosa como el transporte de la misma
estd bajo el control de las hormonas esteroideas (estradiol y progesterona), ambas sintetizadas
localmente en el endometrio y miometrio. Las acciones de las hormonas tiroideas sobre el
metabolismo de la glucosa son diversas: regulan la secrecion y los niveles circulantes de
insulina, gluconeogénesis y glucogendlisis hepdtica, la captaciéon de glucosa intestinal, la
produccion de lactato y el trasporte del lactato en la célula mediando la expresion de
trasportadores de monocarboxilato (MCT) 4 y 1. El hipotiroidismo genera diversas alteraciones
en el metabolismo de la glucosa y el almacenamiento del gluc6geno en diversos tejidos.
Ademads, las hormonas tiroideas regulan la sintesis y receptores de estrégenos. En el presente
estudio evaluamos si el hipotiroidismo afecta la expresion de GLUT4, lactato deshidrogenasa
(LDH), PPARYy y aromatasa durante la gestacion mediante western blot. Encontramos que el
hipotiroidismo modifica de manera diferencial la expresion de GLUT4, LDH, PPARy y
aromatasa en el ttero dependiendo de la edad de la gestacion y el sitio de implante. Asi, el
hipotiroidismo afecta la entrada de la glucosa en las células uterinas y su metabolismo, lo que
podria relacionarse con el desarrollo de la preclamsia, partos prematuros, abortos e infertilidad

observado en las mujeres con hipotiroidismo.
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1. INTRODUCCION

1.1 Utero y gestacién

La gestacion se define como el periodo de tiempo que transcurre entre la fecundacién
del 6vulo por el espermatozoide y el momento del parto. Esta comprende procesos
fisiologicos de crecimiento y desarrollo del feto en el interior del titero materno. Durante este
periodo y bajo el control de las hormonas esteroideas (estradiol y progesterona), el
endometrio experimenta grandes cambios morfoldgicos y bioquimicos como preparacion
para la implantacién embrionaria (Su y Fazleabas 2015). La implantacion requiere de la
remodelaciéon del endometrio, la progesterona es el principal impulsor de este proceso de
diferenciacion llamado decidualizacién (Guttmacher y cols. 2014). La decidua es un tejido
especializado que se forma durante la fase secretora del ciclo menstrual, se compone de
glandulas, células inmunes, células del estroma y vasos sanguineos y linfaticos. En
mamiferos se presentan variaciones segun el tipo de especie. La implantacién en mamiferos
se considera invasiva, el trofoblasto es el primer componente embrionario que dard origen a
la placenta. El corion es un tejido que tiene por objetivo formar vellosidades que absorban
nutrientes y oxigeno desde la sangre materna y trasportarlos hacia la masa celular interna a

partir de la cual se formara el cuerpo del embriéon (Menkhorst y cols. 2017).

La invasién del trofoblasto dentro del ttero conduce a la formacién del
sincitiotrofoblasto en un ambiente relativamente hipéxico que favorece la proliferacion e
invasion hacia los vasos sanguineos y glandulas uterinas que nutrirdn al embrion (Schanz y
cols. 2014). Durante esta etapa, las hormonas esteroides inducen la maduracién de las
glandulas uterinas, proliferacion y diferenciacion de las células endometriales, asi como la
secrecion de moléculas que influyen en el desarrollo del trofoblasto. La implantacién y
placentacion requieren la accidn espacio-temporal de diversas hormonas como los estrégenos
y la progesterona, con acciones enddcrinas y pardcrinas, asi como cambios metabdlicos
(glucosa, piruvato, lactato y dcidos grasos), sistema inmunitario (innato y adquirido), y la
expresion de moléculas de adhesion (Bhurke y cols. 2016; Stavreus 2012; Takashi y cols.
2012).



El crecimiento y el desarrollo del embridn, asi como, la vascularizacion de la placenta
son eventos importantes regulados por hormonas esteroideas, las cuales participan en la
angiogénesis y el crecimiento en los tejidos reproductivos. Asi mismo, los estrogenos regulan
la angiogénesis y la placentacidn a través de activar a las células natural killer promoviendo
que secreten factores de crecimiento como el factor de crecimiento del endotelio vascular
(VEGF), angiopoyetina-2 y el factor de crecimiento placentario (Gibson y cols. 2015). La
placenta madura estd formada por el sincitiotrofoblasto, el citotrofoblasto, el mesodermo

extraembrionario y el endotelio de los vasos coriales (Figura 1).

Citotrofoblasto

Mesodermo extraembrionario

Vasos conales
sincitiotrofoblasto

Epitelio

Figura 1. Proceso de formacién de la placenta. La placenta se forma durante las 3 primeras semanas de gestacion
en el humano, abarcando los procesos de preimplantacién, implantacién y decidualizacién que preparan al
organismo para realizar la diferenciacién de la membrana embrionaria y comenzar con la formacién de las
membranas placentarias. Glucosa (G); estradiol (Est); hormona gonadotrofina (hGC).

Fallas en la implantacién, mal funcionamiento de la placenta, alteraciones genéticas
y alteraciones en el factor de crecimiento angiogénico pueden conllevar a abortos durante el
primer trimestre, insuficiencia placentaria y otras complicaciones (Menkhorst y cols. 2017;

Reynolds y cols. 2015).



1.2 Hormonas esteroideas y gestacion

El ttero se somete a una remodelacion celular durante cada ciclo. Los cambios
celulares uterinos durante el ciclo y la gestacion son regulados por los niveles circulantes de
hormonas esteroides sexuales ovdricas: progesterona y estradiol. Estas hormonas juegan un
papel clave en el comienzo, desarrollo y finalizacién de la gestacion. Una disminucién en la
concentracion podria condicionar el sindrome de Dawn, retraso del crecimiento intrauterino
e incidentes de muerte fetal (Shmagel y Chereshnev 2004). La progesterona es producida en
gran medida por el cuerpo luteo hasta aproximadamente las 10 semanas de gestacion,
posteriormente la placenta se encarga de producir esta hormona; produce aproximadamente
250 mg/dia. Casi toda la progesterona producida por la placenta ingresa a la placenta, en
contraste con el estrogeno. La progesterona es importante en la supresion de la respuesta
inmunoldgica materna a los antigenos fetales, evitando asi el rechazo materno del trofoblasto.
La progesterona prepara y mantiene el endometrio para permitir la implantacion (Pratap y

Navneet 2012).

Los estrégenos (estradiol y estrona), en conjunto con otras hormonas, aumentan su
concentracion para asegurar la implantacion. Los estrogenos se sintetizan con ayuda de la
enzima aromatasa, la cual cataliza la aromatizacion de los andrégenos fetales y maternos en
estrogenos. La hormona foliculo estimulante (FSH) regula la expresiéon de dicha enzima
(Sacchi y cols. 2016). Dicha enzima se expresa en diferentes tejidos, pero el ovario y la
placenta (sincitiotrofoblasto) son los O6rganos con mayor actividad biolégica de
aromatizacion (Mendelson y cols. 2005). Se ha reportado que el crecimiento y el desarrollo
del embridn, asi como la vascularizacién de la placenta son eventos importantes regulados
por hormonas esteroideas. Estas participan en la angiogénesis y el crecimiento en los tejidos
reproductivos, incluyendo la placenta, y regulan el flujo sanguineo (Reynolds y cols. 2015).
Los estrogenos son hormonas esenciales para la regulacion de la fertilidad. La respuesta
celular a los estrogenos estd mediada por receptores de estrogenos alfa (ERa) y beta del
receptor de estrogeno (ERp). Por lo tanto, una alteracion puede repercutir en problemas de
infertilidad. Dentro de los sitios principales de expresion de ERa se encuentra el utero e
hipofisis; en cuanto a ERP se expresa en las células de la granulosa del ovario (Rumi y cols.

2017).



Particularmente, el 17B-estradiol desempeifla un papel indispensable en la
proliferaciéon del endometrio mediante la activacion de multiples vias de sefializacion. La
concentracion de esta hormona, la expresion de la aromatasa y los ERa y B se aumentan
después de la fertilizacion, favoreciendo la proliferacion del estroma uterino e hiperplasia en
gldndulas enddcrinas (Mouzat y cols. 2007). El dtero (endometrio y miometrio) sintetiza 173-
estradiol durante la gestacion (Franczak y Kotwica 2008). Ademads, los estrégenos inducen
un rapido aumento del calcio intracelular en el blastocisto promoviendo su implantacién

(Zhang y cols. 2017)

Durante el primer trimestre del embarazo, el 17(-estradiol es esencial para el
desarrollo normal de la placenta, pero un aumento en la concentracion puede conducir a la
formaciéon anormal de la placenta aumentando la apoptosis que podria desencadenar
complicaciones en el embarazo, incluyendo la infertilidad y la insuficiencia titero-placentaria
(Patel y cols. 2015). El 17B-estradiol inhiben la lutedlisis, prolongando de este modo la
produccion de progesterona por el cuerpo luteo (Waclawik y cols. 2017). Por otra parte, se
ha descrito que el 17B-estradiol regular el flujo sanguineo ttero-placentario; pero un exceso
causa implantacién anormal de la placenta, restringiendo el crecimiento intrauterino del feto
(Corcoran y cols. 2014). El aumento en los niveles de estrogenos y la disminucién 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).

1.3 Metabolismo de la glucosa y transportadores de glucosa en el atero
durante la gestacion

La glucosa es el sustrato primario para el metabolismo de la energia fetal. La insulina
estimula la captacion de esta molécula mediante el reclutamiento de transportadores de
glucosa (GLUT) sensibles a la insulina. Los GLUT son responsables del transporte de
glucosa a través de la membrana celular, de los 14 miembros de la familia, la expresion de
nueve se ha informado en el utero (Tabla 1). Los GLUT varian en términos de especificidad
de sustrato, cinética, localizacion y expresion en tejidos. En términos de estructura, todas las

proteinas GLUT son codificadas por la familia de genes SLC2A (Von Wolff y cols. 2003).
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Particularmente, el GLUT4 (SLC2A4) es un modulador de la homeostasis normal de la
glucosa en los tejidos, se ha descrito que la disfunciéon de GLUT4 conduce a resistencia a la
insulina y diabetes tipo 2. La captacion y la utilizacion de la glucosa juegan un papel crucial
en la implantacién, el desarrollo embrionario, GLUT4 en el endometrio contribuye al

metabolismo de la glucosa en respuesta a la estimulacion de progesterona (Cui y cols. 2015).

Glucose transporter (GLUT (SLC2 family)) expression in the uterus.

Tranzporter Ky for glucose  Endometrium Tiszue distribution References

SLC2A1 (GLUT1) 3 Whole uterns (R, M. H) Ubiquitous Yamaguchi er af (1996), Welch
Stroma (M, H) Highest m erythrocytes and & Gorzki (1999). Korgun ef al
Decidua (M, H) bramn (2001), von Wolff ef 2l (2003),

SLC2A3 (GLUT3) 15

SLC2A4 (GLUTY) 2-10

Luminal epithelrum (M, H)
Glandular epithelium (M. H)

Stroma (M, H)
Decidua (M. H)

Whole uterus (R, M, H)

Bram, placenta, and
premmplantation embryo

Skeletal muscle. adipose

Frolova ef 2/ (2009), Kim &
Moley (2009) and Frolova &
Moley (2011)

Yamaguchi er al (1996), Hahn er
al (2001), von Wolff ef 2/,
(2003), Korgun ef al (2005) and
Frolova & Moley (2011)

Welch & Gorzki (1999). Korgun

Stroma (R, M) tissue, and heart et 2l (2001), von Wolff er 2l
Decidua (R. M) (2003). Mozzanega et ai (2004),
Luminal epithelum (R, M, H) Kohan ef 2/ (2010) and Frolova
Glandular epithelium (R, M) & Moley (2011)

SLC2A6 (GLUTS) NA Stroma (M, H) Leukocytes. brain, and spleen  Frolova & Moley (2011)
Decidua (M, H)

SLC2AS (GLUTS) 2 Wkole uterus M., H) Testis, brawn, liver, heart, Flessner & Moley (2009). Kim &
Stroma (M, H) skeletal muscle. and adipose Moley (2009) and Frolova &
Decidua M. H) fissue Moley (2011)
Lununal epithelium (M)
Glandular epithelium (M)

SLC2A9 (GLUTS) 0.6 Stroma (M, H) Kidney. liver, small intestine, Kim & Moley (2009) and
Decidua (M. H) placenta. and lung Frolova & Moley (2011)

SLC2A10(GLUT10) 03 (2-DG) Stroma (M, H) Heart. lung. bramn_ Irver. Frolova & Moley (2011)
Decidua (M. H) skeletal muscle. placenta, and

kidney

SLC2A12(GLUTI2) NA Stroma (M, H) Skeletal muscle, heart. small Frolova & Moley (2011)

Decidua (M. H) intestine, and prostate

R, rat: M, mouse; H, human

Tabla 1. Expresion de GLUT en ttero. Tomado de Frolova y Moley 2011.

Al ingresar a la célula, la glucosa puede continuar por varias vias metabdlicas: 1)
oxidacidn a través de la glucdlisis, seguida por el ciclo de Krebs y la cadena respiratoria en
las mitocondrias para proporcionar energia como ATP; 2) almacenamiento como glucégeno;
3) oxidacién a través de la via de las pentosas. Cada una de estas vias esta catalizada por una
serie de enzimas. El proceso de decidualizacidn se caracteriza por la regulacion al alza de

transportadores de glucosa y el aumento de la captacion de glucosa (Frolova y cols. 2011).



El metabolismo de la glucosa en el ttero incluye el almacenamiento de glucégeno en
las células epiteliales endometriales durante la implantacién (Frolova 'y Moley 2011). El cual
se usa como reserva en caso de que la gestacion ocurra (Dean y cols. 2014). El contenido de
glucégeno en el endometrio depende de estradiol, mediante la regulacién de la glucégeno
sintetasa; mientras que, la progesterona promueve su catabolismo (Bowman y Rose 2016).
En caso de que la glucosa no se almacene en forma de glucégeno y continde su ruta de
glucdlisis se formard piruvato. Este es transferido desde el citosol hasta la matriz
mitocondrial mediante proteinas transportadoras de piruvato mitocondrial (Bricker 2012).
Cada molécula de glucosa produce dos moléculas de piruvato. El piruvato puede ser
transformado a lactato, o bien, ser convertido en oxalacetato y entrar al ciclo de Krebs
(Larrabee 1989). La glucdlisis seguida de la fermentacion lactica produce dos moléculas de
lactato por cada glucosa degradada. Cuando la tasa glucolitica se ve incrementada, parte del
lactato producido es transportado al espacio extracelular en donde se puede incorporar a otros
tejidos para proveer energia al ser oxidado a piruvato e incorporarlo al ciclo del 4cido citrico.
La produccioén de lactato se produce principalmente en el citoplasma celular en condiciones
hipoxicas, o como consecuencia del alto flujo de glucdlisis en células en proliferacion

(Pucino y cols. 2017).

La principal fuente de energia durante la implantacién es aportada por el ciclo
glucosa- piruvato- lactato (Biggers y Stern 1973). El primer paso en la utilizacién de la
glucosa es su absorcion en la célula, que puede ser mediada por los transportadores de
glucosa (GLUT) (Augustin 2010). Durante las primeras etapas de division celular posterior
a la fertilizacion, el piruvato se convierte en la fuente de carbono preferida por el cigoto para
su maduracion. Mds tarde la glucosa, pasa a ser el principal nutriente del blastocisto (Hu y
Yu 2017). La glucdlisis es un medio para asegurar un alto aporte de energia para satisfacer
la demanda metabdlica. Ademads, la glucosa modula proteinas como GRP78, la cual
desempefia un papel importante en la reproducciéon femenina, incluyendo el desarrollo

folicular, del cuerpo liteo, decidualizacion y formacion de la placenta (Zhang y cols. 2017).

El lactato se genera a partir del piruvato a través de la enzima lactato deshidrogenasa
(LDH; Bouzier-Sore y cols. 2003). Este ayuda en el desarrollo de un microambiente acido,
promoviendo la angiogénesis, inmunorregulacion y el desglose del endometrio para facilitar

la implantacién (Gardner 2015). Ademads, el lactato también puede desempenar funciones a
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través del receptor de 4cido hidroxicarboxilico 1 (HCAR1), también conocido como
GPR81/FKSG80 (Wagner y cols. 2015). El GPR81 se expresa en el titero y aumenta durante
el embarazo, ademds modula la sintesis de metaloproteinasas, angiogénesis y produccion de
mediadores pro-inflamatorios (Madaan y cols. 2017). Conforme avanza el desarrollo de la
gestacion, la cantidad de lactato producido por el blastocisto se incrementa
significativamente (Clough y Whittingham 1983). Para que la implantacion tenga éxito,el
blastocisto no sélo tiene que invadir el tejido circundante endometrial, sino que tiene que
remodelar la vasculatura y al mismo tiempo modular el sistema inmune local de la madre.
Durante el proceso de formacion de la placenta se produce un estado de hipoxia, de manera
que se generan altas concentraciones de lactato, provenientes del feto y del dtero (Martins y
cols. 2007). Existe escasa informacion sobre el papel del lactato en la degeneracion del
cuerpo luteo; sin embargo, se ha reportado que aumenta en la fase de lutedlisis (Mitra y cols.
1980). Durante el parto, la demanda metabdlica aumenta en respuesta a las contracciones del
miometrio, el glucégeno y la glucosa son utilizados por las células de musculo liso del
miometrio para producir ATP bajo condiciones anaerdbicas. Esto promueve la acumulacion
de metabolitos intermedios como el lactato, el cual favorece las contracciones uterinas
(Martins y cols. 2013). Los trasportadores de monocarboxilato (MCT) facilitan el
movimiento de lactato dentro y fuera de las células. Se han reportado diversas isoformas. El
MCT4 se encuentra en células deciduales recién formadas; mientras que, el MCT1 se localiza
rodeando las células indiferenciadas suponiendo consumo de lactato para la proliferacion

(Zuo y cols. 2015).

1.4 Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARs) y
homeostasis de la glucosa

Los PPAR son activados por ligandos (Tabla 2) y regulan genes importantes en la
diferenciacion celular y diversos procesos metabolicos, especialmente la homeostasis de los
lipidos y la glucosa. Dichos receptores heterodimerizan con los receptores del 4cido retinoico
9-cis (RXR). Los PPAR interactdan con los RXR en ausencia y / o presencia de un ligando.
El heterodimero se une a una secuencia corta de ADN, mediante un elemento de respuesta

para PPAR (PPRE), en las regiones promotoras de los genes diana (Figura 2). La familia
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PPAR incluye tres isotipos: PPARa, PPARB/S y PPARYy. Todas las isoformas de PPAR se
expresan en tejidos reproductivos de muchas especies, incluyendo el ovario, el ttero y la

placenta (Sahay 2015).

List of natural and synthetic PPARy ligands.

Natural ligands Synthetic

Unsaturated FA Oxidized PUFA Nitrated fatty acids Flavonoids Other nutrients Man-made Drugs
derivatives environmental

1A 15dPGJ, Nitrolinoleic acid (Narala  Curcumin (Zhang Glutamine (Fatte et al, 2008;  Phthalates Glitazones

EPA (Marion-Letellier  15dPG)s et al, 2014) et al.,, 2006) Sato et al,, 2006)

et al, 2008) PG}, Bisphenols
DHA (Marion-Letel-  9-HODE
lier et al, 2008) 13-HODE Nitrooleic acid (Narala Capsaicin (Kim
CLA(Yuet al, 2002)  15-HETE etal, 2014; Schopferetal, et al, 2004)
2005) Arginine (Liu et al,, 2008)
NPD1(Zhao et al
2011)
RvD1 (Lizo et al. Resveratrol (Ulrich  Butyrate (Kinoshita et al,, 2002,
2012) et al,, 2006) Wachtershauser et al,, 2000)
EGCG
genistein

Tabla 2. Lista de ligandos naturales y sintéticos de PPARy. Tomado de Marion-Letellier y cols. 2016.

En cuanto a PPARY se ha descrito que el gen tiene promotores separados y exones 5',
da como resultado dos ARNm: PPARy1 y PPARY2, los cuales se expresan diferencialmente
en tejidos. Los PPAR son sensores de lipidos y regulan la expresion de genes involucrados
en el metabolismo de los lipidos y la glucosa. Se ha descrito que PPARY regula genes que
participan en la liberacién, transporte y almacenamiento de d4cidos grasos como la

lipoproteina lipasa (LPL) y el transportador de acidos grasos CD36 (Janani y Ranjitha 2015).

En la gestacion, PPARY participa en la vascularizacién de la placenta y contraccién
del endometrio, asi como en la sintesis y secrecion de leptina y hormona de crecimiento
placentario humano (Marion-Letellier y cols. 2016). Este receptor regula la remodelacion
tisular, angiogénesis, diferenciacién bioquimica y morfolégica del trofoblasto durante la

implantacion y placentacion. Por otra parte, PPAR vy estd relacionado con los receptores de



hormonas esteroides que cumplen multiples funciones en la regulacién de la funcién
reproductiva. Asi, PPAR y modifica la capacidad esteroidogénica al modular la expresion de
enzimas-en tejidos reproductivos siendo un mediador clave de las acciones bioldgicas del
receptor de progesterona (Kaczynski y cols. 2011). Los PPARYy son proteinas dependientes
de ligando y se activan por factores enddgenos y exdgenos. Los activadores endégenos
incluyen 4cidos grasos insaturados, lipidos oxidados, eicosanoides especificamente
prostaglandinas y leucotrienos. El 4cido araquidénico, un 4cido graso esencial almacenado
en los fosfolipidos de membrana, es el precursor primario de las prostaglandinas, que se

sintetizan y secretan en el ttero (Szczepanska y cols. 2018).

De igual manera se ha descrito que la activaciéon de PPARY tiene efectos beneficiosos
en la homeostasis de la glucosa. El PPARY ha sido el centro de investigacion intensa durante
la ultima década porque los ligandos de este receptor han surgido como potentes
sensibilizadores de insulina que se pueden usar en el tratamiento de la diabetes tipo 2. El
aumento de los niveles de 4cidos grasos libres circulantes y la acumulacién de lipidos en el
tejido no adiposo se han relacionado con el desarrollo de resistencia a la insulina. Esta
situaciéon es mejorada por agonistas de PPARy. Las tiazolidinedionas son farmacos
sensibilizadores de la insulina que promueve, al igual que PPARY, el almacenamiento de
acidos grasos en depdsitos de grasa y regula la expresion de hormonas secretadas de
adipocitos que afectan la homeostasis de la glucosa (Figura 2; Cho y cols., 2008). En modelos
animales, la rosiglitazona, agonista de PPARY, mejora la hiperglucemia en ratas diabéticas
(Xu y cols., 2006). Otros estudios clinicos con tiazolidinedionas sugieren que los efectos
directos de estos agentes hipoglucemiantes sobre el tejido adiposo pueden contribuir a
mejorar la sensibilidad a la insulina hepdtica y periférica y a la esteatosis hepdtica en
pacientes con diabetes tipo 2, lo que siguiere un papel importante de los PPARy en la

homeostasis de la glucosa (Sharma y Staels 2007).
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Figura 2. Vias de sefializacion para activar PPARs y los efectos bioldgicos del PPAR en
diferentes 6rganos. Tomado de Sahay 2015.

1.5 Estradiol y metabolismo de carbohidratos

El 17B-estradiol modula el metabolismo de la glucosa induciendo la expresion de
diversas enzimas como la enzima piruvato kinasa (PK) la cual se encarga de convertir
fosfoenolpiruvato en piruvato (Salama y cols. 2014). Ademas, la glucdlisis en el endometrio
es regulada por estradiol (Salama y cols. 2014). El 17B-estradiol modula la expresiéon de
GLUT4 en miusculo esquelético dando como resultado una mejoria notable en la captacién
muscular de glucosa. En ratas macho con diabetes severa, el 17(B-estradiol mejora la
captacion de glucosa por parte del misculo esquelético ademas de aumentar las células B en
el pancreas, y ambos factores contribuyen a reducir los niveles elevados de glucosa en sangre

(Inada y col. 2016).
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1.6 Hormonas tiroideas

La gldndula tiroides secreta principalmente dos hormonas: la tiroxina (T4) y la
triyodotironina (T3). La T4 circulante es secretada por la glandula tiroides, mientras que la
mayoria de la T3 (alrededor del 80%) se genera por la desyodacién de T4 en los tejidos
periféricos por la accion de las desyodasas tipo I o tipo II (D1 o D2; Citterio y cols. 2017).
La D1 se expresa en higado, endometrio y rifién; mientras que la D2 se encuentra en tejido
adiposo, placenta, sistema nervioso central y endometrio. Por su parte, la D3 es expresada en
placenta, sistema nervioso central y endometrio (Germain y cols. 2009).

La captacion de yoduro es la primera etapa en la sintesis de hormonas tiroideas. Este
ion se une a proteinas séricas, en especial a la albimina, y es captado por la tiroides. La
captacion de yoduro estd mediada por el co-transportador NIS (del inglés, Na/l symporter),
introduciéndolo y permitiendo que la pendrina lo lleve hacia la luz del tirocito (coloide).
Posteriormente, la oxidacién del yoduro (donde participa el peréxido de hidrégeno) se
produce mediante la enzima tiroperoxidasa (TPO). En esta oxidacion, el yoduro se convierte
en yodo libre. El ion yodo se incorpora (yodacién) a la tiroglobulina (Tg) mediante la TPO,
para producir las yodotirosinas. Asi, se forman las monoyodotirosinas (MIT) y
diyodotirosinas (DIT). La TPO participa en el acoplamiento de las yodotirosinas para formar
T4y T3 (Figura 3). Finalmente, el contenido vesicular de las células foliculares es liberado al
torrente sanguineo para ser transportadas mediante proteinas plasmaticas como globulinas,
albiminas y transtirreninas, dirigiéndose al receptor de hormonas tiroideas en diferentes

organos (Carvalho y cols. 2017).

La mayor parte de la T3 y T4 circulan en sangre ligadas principalmente a la globulina
fijadora de tiroxina (TBG) y s6lo una pequefia cantidad viaja en forma libre (Daniell y Nucera
2016). La homeostasis de las hormonas tiroideas en sangre ocurre mediante el mecanismo de
retroalimentacion del eje hipotdlamo-hipdfisis-tiroides. El hipotdlamo secreta la hormona
liberadora de tirotropina (TRH) que estimula la sintesis y secrecion de la hormona
estimulante de la tiroides (TSH) en la hipdfisis. La TSH, a su vez, estimula a la glandula

tiroides para que sintetice a las hormonas tiroideas T4 y T3 (Abalovich y cols. 2007).
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Figura 3. Biosintesis de hormonas tiroideas. El proceso inicia cuando los tirocitos captan el yoduro mediante
transportadores de yodo soluble (Na'/I-). Consecuentemente se produce la oxidacién del yodo (debido al
peroxido de hidrégeno) por accién de la enzima 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. Tomado de Kogai y Brent 2012.

Las hormonas tiroideas actdan a través de dos vias distintas: nuclear y no nuclear. La
via nuclear ocurre a través de receptores especificos que se localizan predominantemente en
el nucleo celular. Las hormonas tiroideas ingresan a la célula mediante transportadores de
monocarboxilato (MCT), proteinas transportadoras de anién orgdnico (OATPC) vy
transportadores de aminodcidos de tipo L (LAT), para posteriormente unirse al receptor de
hormona tiroidea. El mecanismo de accion consiste en que dicho receptor heterodimeriza con
RXR, complejo que, a su vez, se une a un fragmento de ADN conocido como elemento de
respuesta a hormonas tiroideas (TRE) presente en algunos genes (Figura 3; Pascual-Aranda
2013). Estos receptores son codificados por dos genes o y B, los cuales se expresan en
diversos tejidos como musculo esquelético, tejido adiposo, cerebro, higado, rifién, hipofisis,

hipotdlamo, ttero, oviducto, etc. (Flamant y Gauthier 2013).

En cuanto a la via no nuclear, esta puede ocurrir dentro de un corto tiempo, puede

estar mediado por vias de sefializaciéon que incluye AMPc y proteinas quinasas. Se ha
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demostrado que las acciones iniciadas en la membrana plasmatica comienzan en un sitio de
unién del receptor de integrinas aV 3, el cual tiene dos sitios de unién. Un sitio es exclusivo
de Ts la cual activa la ruta del fosfatidilinositol 3-quinasa (PI3K) regulando procesos como
angiogénesis, apoptosis e invasion celular. El segundo sitio se une tanto a T3 como a T4 y
activa la proteina quinasa C (PKC), Ras, Raf 1 y MEK, modulando procesos como

proliferacion y diferenciacion celular (Goemann y cols. 2017; Figura 4).
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Figura 4. Mecanismo de accién del receptor de hormonas tiroideas. Dentro de la célula, las desyodasas
(D1 y D2) convierten a la T4 a T3, se unen a los TRs que se heterodimerizan con el receptor de acido retinoico
RXR. Dicho complejo se une a elementos de respuesta de hormonas tiroideas TRE, ubicados en la region
reguladora de los genes diana. La actividad se rige por un intercambio de co-represores (CoR) y co-activadores
(CoA). En la via no genémica las hormonas tiroideas se unen al receptor de integrinas y activan diferentes vias
de sefializacion. Tomado de Pascual-Aranda 2013.
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1.7 Disfunciones tiroideas
Existen diversas patologias asociadas a la alteracion en la sintesis de hormonas

tiroideas. Cuando existe un exceso de ellas en sangre se conoce como hipertiroidismo;
mientras que, el déficit se denomina hipotiroidismo (Xia y cols. 2018). Dado que la presente
tesis estudiard solo al hipotiroidismo, nos referiremos solo a esta disfuncién tiroidea. Asi, el
hipotiroidismo, dependiendo de los niveles de hormonas tiroideas y TSH, se puede clasificar
en hipotiroidismo clinico o hipotiroidismo subclinico. El primero ocurre cuando la
concentracion sérica de hormonas tiroideas es baja y los niveles de TSH son altos. El segundo
se presenta cuando hay niveles normales de hormonas tiroideas y niveles de TSH altos. Este
ultimo, si no se trata, progresa a hipotiroidismo clinico en un corto plazo (Kostoglou-
Athanassiou y Ntalles 2010). Diversos signos y sintomas se presentan en esta patologia
incluyendo: intolerancia al frio, aumento de peso, estrefitmiento, piel seca, caida de cabello,
enfermedades cardiacas, ronquera, fatiga, alteracion en la cognicion, infertilidad y
alteraciones del ciclo menstrual (Dunn y Turner 2016). Particularmente, el hipotiroidismo es
uno de los trastornos endocrinos mds comunes durante el embarazo. Las hormonas tiroideas
en esta etapa son esenciales para el metabolismo, el desarrollo y el crecimiento normal de los

organos fetales (Tingi y cols. 2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hipotiroidismo y gestacion

Las hormonas tiroideas estdn implicadas en el control del ciclo menstrual y en la
fertilidad. Estas hormonas también estdn implicadas en el desarrollo de la placenta,
diferenciacion celular y desarrollo embrionario (Chen y cols. 2015). En la rata, la T3 regula
el crecimiento del trofoblasto (Matsuo y cols. 1993). Ademads, el endometrio y miometrio de
conejas (Rodriguez-Casteldn y cols. 2017) mujeres y otros primates tienen TRs (Aghajanova

y cols. 2011), lo que sugiere una accion directa de estas hormonas sobre el utero.

En hembras gestantes, la disminucién de TRa y TRP en el tejido decidual estd
relacionado con abortos espontaneos (Ziegelmiiller y cols. 2015). A este respecto, la T4 y la
T3 se encuentran en la placenta y el liquido amniético (Thurdéezy y cols. 2017), y que tanto
el endometrio como el miometrio expresan TRs y TSHR (Aghajanova y cols. 2011 Colicchia
y cols. 2014; Rodriguez-Casteldn y cols. 2017). Ello sugiere que las hormonas tiroideas
podrian ser importantes para el proceso de decidualizacion del endometrio, asi como para la
implantacion y crecimiento del embridon. En modelos animales, las hormonas tiroideas estdn
implicadas en el desarrollo de la placenta modificando su metabolismo, diferenciacién
celular desarrollo embrionario (Tingi y cols. 2016). La T3 puede regular el crecimiento del

trofoblasto (Matsuo y cols. 1993)

El hipotiroidismo es frecuente en el embarazo. Se estima que la incidencia de
hipotiroidismo durante el embarazo es de 0.3% a 0.5% para el hipotiroidismo clinico y del
3% al 5% para el subclinico (Sahay y Nagesh 2012). En humanos, el hipotiroidismo se ha
asociado con el desarrollo de preeclampsia, desprendimiento de la placenta, restriccion del
crecimiento intrauterino y muerte fetal, asi como con partos prematuros, abortos
involuntarios y bajo peso al nacer (LaFranchi y cols. 2005). Estos efectos se han tratado de
explicar con el uso de modelos animales. En la rata, el hipotiroidismo disminuye el nimero
de sitios de implante y aumentan el nimero de reabsorciones fetales (Bolarinwa y Olaleye
1997). Asi mismo, el hipotiroidismo disminuye la migracién endovascular e intersticial del
trofoblasto cuando se implanta en el endometrio, afecta el perfil inmune y la migracién del

trofoblasto intrauterino, disminuye el desarrollo de los vasos sanguineos e infiltracién de
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células inmunes, y aumenta la apoptosis de las células de la placenta en ratas (Silva y cols.
2012). En conejas, el hipotiroidismo aumenta la talla de los embriones (mayor didmetro
abdominal y peso corporal; Zepeda-Pérez, tesis de Maestria 2019). Ademads, este provoca
hiperplasia endometrial y un aumento en la expresion de la enzima 3 beta
hidroxisteroidogenasa (33-HSD) en conejas hipotiroideas virgenes (Rodriguez-Casteldn y
cols. 2019. Es posible que dicho aumento en la talla de los embriones se relacione con
cambios en el metabolismo uterino. Ademads, el hipotiroidismo modifica la expresion de la
enzima LDH en los diferentes tipos celulares (epitelio luminal, estroma, epitelio glandular,
etc.) del utero detectado mediante inmunohistoquimica (Castillo-Romano, tesis de Maestria
2018). Por otra parte, se sabe que el hipotiroidismo disminuye la expresién de receptores de
estrégenos en el tdtero y afecta el metabolismo durante la decidualizacién e implantacién del
embrion (Banovac y cols. 1986). En otros tejidos reproductivos como el ovario de coneja, el
hipotiroidismo disminuye la expresion de la enzima estereidogenicas como la aromatasa

(Rodriguez-Castelédn y cols. 2017).

2.2 Hormonas tiroideas y metabolismo de carbohidratos

Las acciones de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo de la glucosa son
diversas. Estas regulan la secrecién y los niveles circulantes de insulina, la gluconeogénesis
y la glucogendlisis hepdtica, asi como la captacidn de glucosa intestinal. Adicionalmente, las
hormonas tiroideas participan en regulacion de la transcripcion de diversos genes implicados
en el metabolismo de la glucosa (McAninch y Bianco 2014). Ademas, la T3 aumenta la
captacion de glucosa mediada por GLUT) y potencia la expresion de GLUT3; y GLUT4 en
células musculares y en adipocitos (Ding y cols. 2016). Las hormonas tiroideas también
modulan la expresion de GLUT4 en diversos tejidos como higado y pancreas (Gholami y
cols. 2017). Las hormonas tiroideas regulan el transporte (MCT4 y MCT1) y sintesis de
lactato en las células de Sertolli (Wang y cols. 2003).

El hipotiroidismo genera diversas alteraciones en el metabolismo de la glucosa y el
almacenamiento del glucégeno en diversos tejidos, afectando la expresion de enzimas como
la glucocinasa, GLUT1, GLUT2 y GLUT4 en 6rganos como el pancreas, corazén y tejido

adiposo. Pocos estudios relacionan un estado hipotiroideo con la alteracién de este

16



trasportador. Se ha determinado que bajo condiciones de hipotiroidismo en musculo cardiaco
y tejido adiposo disminuye la expresion de GLUT4 (Castell6 y cols. 1994). Por otra parte, el
hipotiroidismo aumenta la expresiéon de GLUT4 en el ovario (Ding y cols. 2016). Ademés,
el hipotiroidismo disminuye la actividad de la LDH en ratas neonatas (Sarkar y Singh 2017).
En conejas, el hipotiroidismo afecta que la inmunolocalizacién de LDH en el dtero de conejas

gestantes (Castillo Romano 2018, Tesis de Maestria).
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3. JUSTIFICACION

La gestacion es una etapa que implica la expresion coordinada de un ndmero de
moléculas que incluyen hormonas (estradiol, progesterona), factores de crecimiento,
metaloproteinasas (MMPs), células inmunitarias, etc. (Mouzat y cols. 2007). Las mujeres
con hipotiroidismo presentan abortos, desprendimiento de la placenta, restriccion del
crecimiento intrauterino y muerte fetal (Oki y cols. 2004), asi como una menor talla de los
crios (Arbib y cols. 2017). Efectos similares han sido observados en animales de laboratorio
con hipotiroidismo inducido farmacoldgicamente (Banovac y cols. 1986; Bolarinwa y
Olaleye 1997, Silva y cols. 2012). Si bien se sabe que el ttero expresa TRal, TRo2 y TRf1,
asf como TSHR (Aghajanova y cols. 2011; Rodriguez-Casteldn y cols. 2017), y desyodasas
(Xia y cols. 2018), ain se desconocen los mecanismos involucrados en el efecto del
hipotiroidismo en la gestacion. Considerando que las hormonas tiroideas modulan la
expresion de GLUT4 en ovario (Teixeira y cols. 2012; Ding y cols. 2016), de LDH en el
pancreas (Rojas-Judrez 2019, tesis de Maestria), y de aromatasa en testiculo (Maran y cols.
2003) y ovario (Rodriguez-Casteldan y cols. 2017) es posible pensar que tales moléculas
podrian ser afectadas en el ttero de conejas hipotiroideas. Ademds, los PPARY participan en
la homeostasis de la glucosa (Sharma y Staels 2007) y la expresion de LDH es controlada
por estrégenos en testiculo (Martins y cols. 2013). Por estas razones queremos analizar si el
hipotiroidismo afecta la expresion de GLUT4, LDH, PPARy y aromatasa durante la

gestacion.
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4. HIPOTESIS

El hipotiroidismo modifica la expresion de GLUT4, LDH, PPARy y aromatasa y en el ttero
de conejas no gestantes y durante la gestacion (dias 5, 10 y 20).

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar si el hipotiroidismo afecta la expresion de GLUT4, LDH, PPARy y aromatasa en

el utero de conejas no gestantes y gestantes (dias 5, 10 y 20).

5.2 Objetivos especificos

Tanto en conejas no gestantes y gestantes (dias 5, 10 y 20), controles e hipotiroideas:

1
2
3.
4

Cuantificar la expresion de GLUT4 en el dtero mediante la técnica de Western Blot.
Cuantificar la expresion de LDH en el ttero mediante la técnica de Western Blot
Cuantificar la expresion de PPARY en el utero mediante la técnica de Western Blot.

Cuantificar la expresion de aromatasa en el utero mediante la técnica de Western

Blot.
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6. METODOLOGIA

Animales. Se utilizaron conejas adultas no gestantes y gestantes (dias 5, 10, 20) de
8-12 meses de edad de la raza chinchilla (Oryctolagus cuniculus), mantenidas bajo
condiciones estdndares (16 h/8 h de luz y oscuridad a 22 + 2 °C) en el bioterio del Centro
Tlaxcala Biologia de la Conducta (Universidad Auténoma de Tlaxcala). Los animales se
alojaron en jaulas individuales de acero inoxidable (50 x 60 x 40 cm) y fueron alimentadas

con alimento Purina y agua ad libitum.

Induccion de hipotiroidismo. Posteriormente se llevé a cabo la induccién de
hipotiroidismo mediante el tratamiento con el farmaco anti-tiroideo metimazol (Sigma), que
se les administré en el agua de beber a una concentraciéon de 0.02% (10 mg/kg; Anaya-
Herndndez y cols. 2015) durante treinta dias. Al grupo control se le dio de tomar la misma

cantidad de agua sin farmaco durante treinta dias (Figura 5).
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Figura 5. Induccién del hipotiroidismo y dias de gestacion. El tratamiento duro 30 difas para cada grupo, el
control solo bebid agua, el hipotiroideo bebié agua mds metimazol (0.2%). Los dias de gestacién se ajustaron
a los 30 dias de tratamiento y se sacrificaron en el dia 30. 5 dias, 5D; 10 dias, 10D; 20 dfas, 20D; no gestante

NG.
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Etapas de gestacion. Para este proyecto, el andlisis de la gestacion se dividié en 3
etapas: 1) implantacidn, la cual corresponde al dia 5; 2) placentacién, la cual corresponde al
dia 10; 3) degeneracion del cuerpo liteo, la cual corresponde al dia 20. Los dias de gestacion

se ajustaron al tratamiento de 30 dias (Figura 5).

Sitios sin y con implante. El sitio sin implante corresponde a una seccién del ttero
medial donde no se desarroll6 ningin feto, porque se encuentra entre dos implantes. Para este
sitio se analizaron los diferentes grupos: no gestante, gestante dia 5, gestante dia 10 y gestante
dia 20. El sitio con implante corresponde a una seccion del ttero medial donde se desarrolld
un feto. Se recolectd la porcion correspondiente a la placenta y al utero. Para este sitio se

analizaron los grupos de gestacion dia 10 y gestacion dia 20.

Western Blot. Para la preparacion de los extractos totales de tutero (no gestantes y
gestantes de 5, 10 y 20 dias), se tom6 una porcién de utero congelado (0.5 mg
aproximadamente). El tejido fue macerado con un homogeneizador eléctrico utilizando
buffer de lisis. Se agregd a la muestra un inhibidor de proteasas (sigma) y 100 mM de fluoruro
de fenilmetilsulfonilo (PMSF). Posteriormente se centrifugé durante 30 min a 13,400 rev/min
a 4°C para obtener el precipitado y el sobrenadante de la muestra. Del homogenizado se
determiné la concentracion de las proteinas totales mediante el método de Bradford. Para la
separacion electroforética de las proteinas, se utilizaron geles de poliacrilamida/SDS al 10%.
Para la corrida se cargaron 30 ug (LDH), 50 pg (aromatasa) o 100 ug (GLUT4 y PPARY) de
proteina. Las proteinas fueron transferidas a membranas de nitrocelulosa utilizando el
sistema Mini Trans-Blot Cell (ENDURO). Una vez realizada la transferencia se bloque6 con
una solucién de leche descremada al 5% (LDH), 7% (GLUT4 y PPARY) o 17% (aromatasa)
y 0.2% tween-20 en PSB. Posteriormente las membranas se incubaron con los anticuerpos
primarios correspondientes (anti-GLUT4, SANTACRUZ 1:250; anti-LDH, Ab55433
ABCAM; 1:200; anti-PPARy, SANTACRUZ, 1:200; anti-aromatasa, NOVUS, 1:250)
diluido en 1% de leche descremada en 0.2% de TRIS durante 1 noche a 4°C. Después se
incubaron con el anticuerpo secundario (para GLUT4, LDH y PPARY se us6 goat anti-mouse
HRP; 1:1000, Santa Cruz Biotechnology; para aromatasa se usé goat anti-rabbit 1:20000,
Santa Cruz Biotechnology) diluido en 1% de leche descremada y 0.2% de TRIS durante 2 h
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a temperatura ambiente. Finalmente se revelardn las bandas inmunoreactivas utilizando un

kit de quimioluminiscencia.

Analisis estadistico. Se realizé una prueba ANOVA de dos vias para el andlisis de
los datos. Los datos se analizaron el programa de andlisis estadistico Prisma para Windows,

version 5.0.
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7. RESULTADOS

7.1 Expresion de GLUT4 en ttero

Se utilizaron extractos totales de dtero para todos los grupos, se usé higado de coneja
como control positivo. Los resultados muestran que la gestacion aumenté la expresion de
GLUTH4, tanto en los sitios sin y con implante (Figuras 6A-C). El hipotiroidismo aument? la
expresion de GLUT4 en el grupo no gestante (NG; Figuras 6A y C). Sin embargo, durante la
gestacion en el sitio sin implante, el hipotiroidismo disminuye la expresién de GLUT4 (5G,
10G, 20G; Figuras 6 A y C). Aunado a esto, al final de la gestacion en el sitio con implante,

el hipotiroidismo promueve un aumento en la expresion de GLUT4 (20G; Figuras 6B y D).
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Figura 6. Expresién de GLUT4 en el ttero. Se muestra la imagen representativa de la membrana tefiida con rojo
de Ponceau (A) y de la membrana mostrando la expresion de GLUT4 (B). Sin implante, SI; con implante,
CI. Controles (C; no-gestante, NG; n=6; gestante de 5 dias de gestacion, GS5; n=6; gestante de 10 dias de
gestacion, G10; n=6; gestante de 20 dias de gestacién, G20; n=6) e hipotiroideas (HT; no-gestante, NG; n=6;
gestante de 5 dias de gestacion, G5; n=6; gestante de 10 dias de gestacion, G10; n=6; gestante de 20 dias de
gestacion, G20; n=6), higado (HIG). 52 kDa (peso de la proteina). En los tejidos sin implantes (A y C), las
letras minusculas diferentes indican diferencias significativas en grupos controles, mientras que las letras
maytsculas lo hacen para los grupos hipotiroideos. En los tejidos sin y con implantes, * p<0.05; ** p<0.01
indican diferencias significativas con su respectivo grupo control.
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7.2 Expresion de la enzima LDH en ttero

Se utilizaron extractos totales de ttero para todos los grupos, se usé higado como
control positivo. Los resultados muestran que la gestacion no modifico la expresion de LDH,
siendo igual entre los sitios sin y con implante. El hipotiroidismo aument6 la expresion de la
enzima LDH en la etapa de degeneracién del cuerpo liteo tanto en los sitios sin y con
implante (20G; Figuras 7A-D) en el resto de los grupos no se encontraron diferencias

significativas (NG, 5G y 10G).
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Figura 7. Expresion de la enzima LDH en tutero. Se muestra la imagen representativa de la membrana tefiida
con rojo de Ponceau (A) y de la membrana mostrando la expresién de LDH (B). Sin implante, SI; con implante,
CI. Controles (C; no-gestante, NG; n=06; gestante de 5 dias de gestacién, G5; n=6; gestante de 10 dfas de
gestacion, G10; n=6; gestante de 20 dias de gestacién, G20; n=6) e hipotiroideas (HT; no-gestante, NG; n=6;
gestante de 5 dias de gestacion, G5; n=6; gestante de 10 dfas de gestacion, G10; n=6; gestante de 20 dias de
gestacion, G20; n=6), higado (HIG). 37 kDa (peso de la proteina). En los tejidos sin implantes (A y C), las
letras minusculas diferentes indican diferencias significativas en grupos controles, mientras que las letras
maytsculas lo hacen para los grupos hipotiroideos. En los tejidos sin y con implantes, * p<0.05; ** p<0.01
indican diferencias significativas con su respectivo grupo control.
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7.3 Expresion de PPARY en titero

Expresion del receptor nuclear PPARy. Se utilizaron extractos totales de ttero para
todos los grupos, se us6 higado de coneja como control positivo. Los resultados muestran
que la gestacién no modifico la expresion de PPARYy, siendo igual entre los sitios sin
implante. Sin embargo en los sitios con implante, la expresion de este receptor fue menor
(Figuras 8A-D). El hipotiroidismo disminuyo la expresiéon de PPARY en el grupo no gestante
y en la etapa de implantacion (NG, 5G; Figuras 8A-C). En el sitio sin implante, el
hipotiroidismo no modificé la expresion de PPARy (10G, 20G; Figura 8 A-C). En contraste,
el hipotiroidismo aument6 la expresion de PPARy al final de la gestacion en el sitio con

implante (20G; Figura 8 A-C y D).
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Figura 8. Expresion de PPARY en ttero. Se muestra la imagen representativa de la membrana tefiida con rojo
de Ponceau (A) y de la membrana mostrando la expresién de PPARy (B). Sin implante, SI; con implante, CI.
Controles (C; no-gestante, NG; n=6; gestante de 5 dias de gestacion, G5; n=6; gestante de 10 dias de gestacion,
G10; n=6; gestante de 20 dias de gestacién, G20; n=6) e hipotiroideas (HT; no-gestante, NG; n=6; gestante de
5 dias de gestacion, G5; n=0; gestante de 10 dias de gestacién, G10; n=6; gestante de 20 dias de gestacion, G20;
n=6), bazo (BZ). 42 kDa (peso de la proteina), n=6. En los tejidos sin implante, las letras minudsculas diferentes
indican diferencias significativas en grupos controles, mientras que las letras maytsculas lo hacen para los
grupos hipotiroideos. En los tejidos sin y con implantes, * p<0.05; ** p<0.01 indican diferencias significativas
con su respectivo grupo control.
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7.4 Expresion de la enzima aromatasa en ttero

Se utilizaron extractos totales de dtero para todos los grupos, se usé ovario como
control positivo. Los resultados muestran que la gestaciéon no modificd la expresion de
aromatasa, siendo igual entre los sitios sin y con implante (Figuras 8 A-D). El hipotiroidismo
aumento la expresion de aromatasa en el grupo no gestante (NG, Figura 9C) y en la etapa de
degeneracion del cuerpo ldteo. En el sitio de implante, el hipotiroidismo aumeté la expresion

de aromatasa solo en G20 (Figura 9C-D).
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Figura 9. Expresion de la enzima aromatasa en el ttero. Se muestra la imagen representativa de la membrana
teflida con rojo de Ponceau (A) y de la membrana mostrando la expresion de la aromatasa (B). Sin implante,
SI; con implante, CI. Controles (C; no-gestante, NG; n=6; gestante de 5 dias de gestacion, G5; n=6; gestante de
10 dias de gestacion, G10; n=6; gestante de 20 dias de gestaciéon, G20; n=6) e hipotiroideas (HT; no-gestante,
NG; n=6; gestante de 5 dias de gestacion, G5; n=6; gestante de 10 dias de gestacion, G10; n=6; gestante de 20
dias de gestacion, G20; n=6), ovario (OV). 55 kDa (peso de la proteina). En los sitios sin implante, las letras
mindsculas diferentes indican diferencias significativas en grupos controles, mientras que las letras mayusculas
lo hacen para los grupos hipotiroideos. En los tejidos sin y con implantes, * p<0.05; ** p<0.01 indican
diferencias significativas con su respectivo grupo control.
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8. DISCUSION

8.1 Expresion de GLUT4 en ttero

Nuestros resultados mostraron que la gestacion aumenta de manera gradual la
expresion de GLUTA4. A este respecto, es conocido que la glucosa es el principal sustrato de
energia para el feto (Frolova y Moley 2011). La glucosa se transfiere de la sangre materna
mediante difusion facilitada a través de GLUT. El transporte neto de glucosa a través de la
placenta estd regulado por las concentraciones plasmaéticas de glucosa materna. En placenta
humana se han identificado varias isoformas de la familia GLUT, con diferente localizacion.
El patrén de expresion en el sincitiotrofoblasto de las diferentes isoformas de la familia
GLUT varia a medida que avanza la gestacion. E1 GLUT1 estd altamente expresado a lo largo
de la gestacion. Mientras que los GLUT3, GLUT4 y GLUTI12 estin expresados en el
sincitiotrofoblasto al inicio de la gestacion. Al término de las gestacion, la expresion de
GLUT3 y GLUTH4 esta localizada unicamente en las células endoteliales y estromales,
respectivamente (Illsley 2000; Cui y cols. 2015). Lo anterior explicaria porque la expresion
de GLUT4 en G5 fue mayor en los animales no gestantes, y mayor al final de la gestacion.
Esta expresion de GLUT4 en el ttero gestante corresponde con un aumento en la

acumulacion de glucogeno (Castillo-Romano 2018, tesis de Maestria).

En este estudio también encontramos que el hipotiroidismo aument6 la expresion
GLUT4 en los animales no gestantes. Considerando que las conejas hipotiroideas virgenes
tienen hiperplasia uterina (Rodriguez-Castelan y cols. 2019), es posible que dicho aumento
pueda estar relacionado con un mayor grosor del endometrio. A este respecto, mujeres con
hiperplasias endometriales de tipo adenocarcinomas muestran una mayor expresion de
GLUT1 (Canpolat y cols. 2016; Xiong y cols. 2010). Ademas, el hipotiroidismo disminuy6
la expresion de GLUT4 en las diferentes etapas de la gestacion en el sitio sin implante.
Respecto a esto se sabe que la decidualizacién adecuada de las células del estroma depende
de la concentracion de glucosa, ya que las células cultivadas en concentraciones de glucosa
por debajo de 2.5 mM muestran niveles mas bajos de decidualizacion. Esto podria llevar a

un fracaso de la implantacién y el aborto espontdneo o la pérdida subsiguiente (Frolova y
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Moley 2011). Esto podria reflejar una mala calidad de los sitios de implante en los animales

hipotiroideos.

Por su parte en los sitios con implante, la expresion de GLUT4 bajo condiciones de
hipotiroidismo aumenté en G20. Esto corresponde con un aumento en la acumulacién de
glucégeno en las conejas a G20 (Castillo-Romano 2018, tesis de Maestria).La funcién
placentaria normal es esencial para un crecimiento fetal 6ptimo. La transferencia excesiva de
glucosa a través de la placenta puede ser responsable del crecimiento excesivo del feto
(Stanirowski y col. 2017). A este respecto, previamente encontramos que el hipotiroidismo
induce macrosomia fetal (Zepeda-Pérez 2019, Tesis de Maestria). Aunado a esto, el
desarrollo de preclamsia se ha relacionado con una falla en la maduracion de las células de
la placenta, acumulando mayor cantidad de gluc6geno (Akison y cols. 2017). El aumento en
la expresion de GLUT4 podria facilitar mayor entrada de glucosa a las células de la placenta

favoreciendo el desarrollo de macrostomia fetal y condicionando el desarrollo de preclamsia.

8.2 Expresion de LDH en ttero

La enzima LDH es responsable de la conversion reversible de piruvato a lactato. Se
expresa en el utero y aumenta durante el embarazo (Madaan y cols. 2017). Por ello, conforme
avanza el desarrollo de la gestacion, la cantidad de lactato producido se incrementa
significativamente. La lactato deshidrogenasa estd formada por dos tipos de subunidades: H
(LDHB) y M (LDHA) que presentan pequenas diferencias en su secuencia de aminodcidos.
Los tipos H y M pueden asociarse independientemente para formar tetrdmeros, dando lugar
a cinco isoenzimas LDH 1, 2, 3, 4, 5. La presencia de esta enzima en la gestacion es
importante, se sabe que LDH1 y LDHS incrementan durante el dltimo trimestre de la
gestacion y que LDH3 disminuye al final de la gestacion (Makkonen y cols. 1980). Las
c€lulas del miometrio producen lactato, necesario para su contraccién, por lo cual se
demuestra que hay sintesis local de LDH en el utero (Neal y cols. 2013). En este proyecto se
encontrd que la expresion de LDH no se modifica con la gestacion, lo cual nos sugiere que

posiblemente si aumente la actividad de 1a misma para promover la mayor cantidad de lactato
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reportada en la gestaciéon (Madaan y cols. 2017). Ademds, la expresiéon de LDH no tuvo

relacion con la expresion de GLUT4 y la subsecuente entrada de glucosa.

El hipotiroidismo aument6 la expresion de LDH en la etapa de degeneracion del
cuerpo ldteo, en los sitios sin y con implante. Esta expresion corresponde con un aumento en
la acumulacién de glucégeno (Castillo-Romano 2018, tesis de Maestria), sugiriendo que al
haber mds gluc6geno hay mds produccién de lactato. En este sentido se ha descrito que al
final de la gestacion ocurre un aumento de lactato para cubrir la demanda metabdlica que
genera las contracciones uterinas (Martins y cols. 2013). Sin embargo, un aumento no
regulado podria asociarse con estrés oxidativo, provocando complicaciones como restriccion

del crecimiento intra-uterino, abortos y el desarrollo de preclamsia (Chang y cols. 2018).

8.3 Expresion de PPARY en titero

En el presente estudio mostramos que el PPARY se localiza en el utero de conejas no
gestantes y gestantes. Algunos estudios han reportado que este se expresa mayoritariamente
en el estroma (Brooks y cols. 2015) y células del sincitiotrofoblasto (Li y cols. 2017). Dicho
receptor participa en la vascularizacion de la placenta y contraccion del endometrio, sintesis
y secrecion de leptina y hormona de crecimiento placentario humano, diferenciacién de las
células del trofoblasto, desarrollo de la placenta y formacién de la interfaz dtero-placentaria
(Marion-Letellier y cols. 2016). Nosotros no encontramos diferencias en la expresion de

PPARy a lo largo de la gestacion, aunque si es menor en los sitios con implante.

Bajo condiciones de hipotiroidismo se disminuye la expresion de PPARy en el grupo
no gestante, al igual que en la etapa de implantacién, pero un aumento en el sitio con implante
a G20. El receptor PPARY mantiene una estrecha relacién con las hormonas tiroideas. Las
hormonas tiroideas regulan el metabolismo de carbohidratos a través de acciones directas
sobre la expresion génica y la comunicacion cruzada con otros receptores nucleares, incluido
PPAR y el receptor X del higado (LXR), entre otros (Mullur y cols. 2014). Considerando que
PPARY se relaciona de manera negativa con la expresiéon de VEGF, una menor expresion de
PPARY en los sitios de no implante favoreceria un aumento en la expresiéon de VEGF, como

ya lo reportamos en las conejas virgenes que muestran hiperplasia uterina y una alta
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expresion de este factor de crecimiento (Rodriguez-Casteldn y cols. 2019). Una disminucion
en la expresion de PPARYy afecta la formacién de células espongiotrofoblasticas, desarrollo
de la placenta y muerte fetal (Nadra y cols. 2006). Mientras que la sobreexpresion de PPARYy
reduce la expresion de VEGF, de manera que en el sitio de implante a G20 esto podria afectar
la interfaz materno-fetal afectando la placentacién (Fournier y cols. 2011) y, por lo tanto, el
desarrollo de patologias como preclamsia. Cabe mencionar que, a nivel mundial, la
preclampsia representa el 11-17% de las muertes maternas (Amosco y cols. 2016). En apoyo
a los presentes resultados, previamente reportamos que el hipotiroidismo aumenta la
expresion de PPARY y glucogeno en el oviducto de la coneja (Méndez-Tepepa y cols. 2020).
De esta manera, un aumento de glucégeno en el sitio con implante uterino a G20 de los

animales hipotiroideos han sido también observado (Rodriguez-Castelén y cols. 2019).

8.4 Expresion de aromatasa en ttero

La enzima aromatasa cataliza la conversion de testosterona a estradiol. La actividad
de la aromatasa es critica para el mantenimiento del embarazo temprano, regular el parto al
final del embarazo, desarrollo de gonadocitos fetales y la diferenciacion sexual. En la
placenta humana, los andrégenos derivados de las glandulas suprarrenales maternas y fetales
se convierten en estrégenos por la accidon enzimética de la aromatasa placentaria. Esto
implica que las alteraciones en la esteroidogénesis placentaria podrian repercutir
directamente en el desarrollo de la placenta (Perez-Sepulveda y cols. 2015). El estradiol
estimula el crecimiento placentario y mejora el flujo sanguineo para proporcionar el
intercambio Optimo de gases y nutrientes necesarios para el feto en rdpido desarrollo (Chen
y cols. 2017). En este estudio se encontré que la expresion de aromatasa en el utero es

constante entre las hembras no gestantes y gestantes.

Un aumento en la expresion de aromatasa en el utero de conejas no gestantes en
condiciones de hipotiroidismo, encontrada en el presente estudio, podria estar relacionado
con la hiperplasia uterina reportada previamente (Rodriguez-Casteldn y cols. 2019). Mientras
que el aumento en la expresion de aromatasa observada en G20, tanto en los sitios sin y con

implante, podria relacionarse con un aumento en la sintesis de estradiol y, por ende, un
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aumento en la expresiéon de GLUT4 y macrosomia fetal previamente reportada (Castillo-
Romano 2018, tesis de Maestria). Aunado a esto se ha reportado que la falta de regulacion
en la expresion de aromatasa podria ser ttil en la deteccion temprana de preclamsia. Esto es
debido a que el estradiol regula la presion sanguinea materna sistémica y uterina; ademads,
aumenta el flujo sanguineo uterino, promoviendo asi las caracteristicas clinicas de la
preclamsia (Berkane y cols. 2018). Ademas, el estradiol favorece la coagulacion sanguinea

y la formacién de fibrina en el ttero de mujeres gestantes (Li y cols. 2020).
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9. CONCLUSIONES

La gestacion induce un aumento de GLUT4 en el utero durante la gestacion. El
hipotiroidismo aumenta la expresion de GLUT4 en el tutero en animales virgenes, pero lo
reduce durante la gestacion en los sitios inter-implante. En contraste, la expresién de GLUT4
en los sitios de implante es aumentado por el hipotiroidismo. El aumento en la expresién de
GLUT4 podria facilitar mayor entrada de glucosa a las células de la placenta favoreciendo el

desarrollo de macrostomia fetal y condicionando el desarrollo de preclamsia

La gestacion no modifica la expresion de PPARy en el ttero. El hipotiroidismo
disminuye la expresion de PPARY en el grupo no gestante y al inicio de la gestacién G5. En
contraste, el hipotiroidismo aumenta la expresion de PPARy en el dia 10 y 20 en el sitio de
implante. La no regulaciéon de PPARY podria afectar procesos importantes para la gestacion

como la diferenciacion del trofoblasto, angiogénesis y formacion de la placenta.

La gestacion mantiene constante la expresion de aromatasa en el utero. Sin embargo,
el hipotiroidismo aumenta la expresion de aromatasa en animales virgenes y G20, tanto en el
sitio sin y con implante. Lo cual podria explicar el aumento en la expresion de GLUT4 y el
desarrollo de patologias como hiperplasia uterina reportado previamente. Ademads,
alteraciones en la estereidogénesis placentaria podrian repercutir directamente en el

desarrollo de la placenta.

La gestacion mantiene constante la expresion de LDH en el utero. El hipotiroidismo
aumenta la expresion de esta enzima en el dia G20, tanto en el sitio sin y con implante,

favoreciendo un aumento de lactato y, posiblemente el desarrollo de la preclamsia.
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10. PERSPECTIVAS

Dado que los animales hipotiroideos mostraron alteraciones en la expresion de
PPARy, GLUT4 y LDH, las cuales se relacionan con el desarrollo de preclamsia, seria
importante medir los niveles de estrés oxidativo, el cual se ha relacionado recientemente con
preclamsia (Aouache y col. 2018). Otras vias de estudio serian determinar en etapas
tempranas de la gestacion, la expresion de VEGEF, el cual participa en la angiogénesis y
remodelacion de la arteria uterina. Se ha descrito que una alteracion en su expresion

condiciona el flujo sanguineo relaciondndose con el desarrollo de preclamsia (Amosco y cols.

2016).
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12. GLOSARIO

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

Beta-oxidacion: proceso catabdlico de los acidos grasos en el cual sufren remocion,
mediante la oxidacion, de un par de &tomos de carbono sucesivamente en cada ciclo
del proceso, hasta que el 4dcido graso se descompone por completo en forma de
moléculas acetil-CoA, que serdn posteriormente oxidados en la mitocondria para
generar energia quimica en forma de (ATP).

Blastocisto: (Blastula) Fase del desarrollo del embrién en mamiferos, que constituye
una estructura celular compleja derivada de la mérula. Estd formada por una masa
celular interna de la que se origina el embrion y de una capa periférica de células que
formar4 la placenta.

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

Citosinas: Proteinas secretadas por linfocitos y macréfagos principalmente; su acciéon
incluye la comunicacién celular, quimiotaxis, modulan la secreciéon de
inmunoglobulinas, y tienen una participacion fundamental en el mecanismo de la
inflamacion.

Decidualizacion: Cambios ocurridos en los tejidos que van a permitir la implantacién
del embrion en el dtero. Estos cambios en el endometrio se van a producir gracias al
efecto de la progesterona sintetizada en el cuerpo ltteo tras la ovulacion.
Esteroidogénesis: Conjunto de reacciones metabdlicas que hacen posible la sintesis
de hormonas esteroideas en un determinado 6rgano o tejido.

Factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). La interaccion del factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF), con sus receptores de membrana;
VEGFR1 y VEGFR2, se reconoce como el principal estimulador de la angiogénesis
(proliferacion, migracion y sobrevivencia de las células endoteliales), tanto en el

ovario como en otros tejidos.
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13.

14.
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16.

17.

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

Metaloproteinasa de matriz (MMP): Miembro de un grupo de enzimas que pueden
descomponer las proteinas, como el coldgeno, que se encuentran normalmente en los
espacios entre las células de los tejidos (es decir, proteinas de la matriz extracelular).
Dado que estas enzimas necesitan cinc o atomos de calcio para trabajar
adecuadamente, se llaman metaloproteasas. Las metaloproteasas de matriz participan
en la curacion de heridas, la angiogénesis y la metdstasis de las células tumorales.
Oligomenorrea: La duracion del ciclo es mayor de lo habitual, de manera que las
menstruaciones se suceden con intervalos de 35-90 dias.

Placenta hemochorial. Una placenta en la cual la sangre maternal estd en el contacto
directo con el coridn (la placenta humana es de este tipo).

Polimenorrea: Consiste en el acortamiento del intervalo menstrual a menos de 21
dias. El mecanismo de su produccién es variable. En la mayoria de los casos se
encuentra acortada la fase litea, porque el cuerpo liteo entra en regresion.
Proliferacion: Incremento de la cantidad o el nimero de algo de forma rapida
Teratogénesis: agente fisico u organismo capaz de provocar un defecto congénito
durante la gestacion del feto.

Termorregulacion: Capacidad que tiene un organismo bioldgico para modificar su
temperatura dentro de ciertos limites, incluso cuando la temperatura circundante es
bastante diferente del rango de temperaturas-objetivo. El término se utiliza para
describir los procesos que mantienen el equilibrio entre ganancia y pérdida de calor.
Transportador de monocarboxilato (MCT): Son transportadores de moléculas
transmembranales. co-transportan aniones de dcido monocarboxilico (tipicamente
lactato) y protones (H +) a través de membranas celulares, notablemente de fibras de
musculo esquelético y cardiaco. Se considera que es responsable de la mayor parte
del transporte de lactato a bajas concentraciones, pero a medida que la saturacién del
portador se aproxima, la difusion simple (que es principalmente del dcido lactico no

disociado) adquiere mayor importancia.

18. Trofoblasto: Capa celular que rodea a los blastémeros y que tiene como funcién la

nutricion.
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19. Trofoectodermo: Capa externa de células en la vesicula blastodérmica de mamifero,
que entrard en contacto con el endometrio y participard en el establecimiento de los
medios de recibir la nutricién del embridn; La capa celular de la que se diferencia el

trofoblasto.
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36. REGIONALIZACION DEL OVIDUCTO DE LA GATA DOMESTICA.

MENDEZ-TEPEPA M1, RODRIGUEZ-CASTELAN J1, ESPINDOLA-LOZANO M1, ZEPEDA-PEREZ D2,
SANCHEZ-GARCIA 03, CASTELAN F4 5, CUEVAS-ROMERO E4

1 Doctorado en Ciencias Bioldgicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala
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4Centro Tlaxcala de Biologla de la Conducta, Universidad Autdnema de Tlaxcala
Sinsttuto de Investigaciones Biomédicas. UNAM

Los oviductos son los drganos encargados de la capacitacion espermatica y fertizacion. En diversos
mamiferos, existen propuestas detalladas de la regonalizacion del owiducto, mostrando que 1as
caracleristicas histologicas de dichas regiones varian sagun |a espacie awmal. La gata, al igual que la coneje,
es un ovdador refigjo ha sido ampliamente utiizado en estudios de investigacdn bésica y aplicada de
fertlizacion asisida. Sin embargo, no hay estudios que describan con detalle fa regionalizacion de los
oviductos de gata, lo cual es importante para un mejor entendimiento de la reproduccitn en este modelo
animal. En el presente estudio analizamos las caracteristicas morfoldgicas de cada una ce las regiones
oviductales de la gata. Se utilizaron 5 gatas domésticas 6 a 9 meses de edad que iban a ser sometidas a una
crugia de ovariectomia rutinana, previa anestesia con ketamina:xilacina (10 mg: 1 mg'kg). En dicha cirugia,
se axtrajeron kos oviductos izquierdos, los cuales fueron fijados en solucidn de Bouin, inciidos en parafing y
corlados a 7 pm. Una serie de laminillas por animal fue tedida con Tricrémica de Masson. El cviducte de la
gata mostrd 1a misma regionalizacion conocids para otras especies: fimbna, infundibo, dmpula, stmo y
utero-tubal, Sm embargo, en comparacion con la coneja, el epitelio fue clbico secretor y con mayor nUmese
de criptas 3 lo largo de! oviducto, y fua muy ramificado en las regiones de Infundibulo y ampula. Los extremos
de Iz fimbna rodearon al ovano, posiblemente conformando Ia “bursa ovarica™ Sclo se observé una capa de
muscutatura liss crcular en la regidn utero-tubal, mientras que en !as ofras regiones solo se encontraron
miofibroblastos dispersos. Bl musculo mesotubarnico fue observado en solo lado en las regionss oviductaies
ca mfundibulo, mpula e istmo, mientras que fue bilateral en la regidn (tero-tubal, donde compartio fibras
musculares con la capa de musculatura lisa del oviducto. Nuestros resultades podrian ayudar a entender el
procesa de fertlizacion en los felinos, dando las bases histoldgicas para postenores estudios que parmitan
la busquada especifica de expresion de moléculas en cada una de las regiones del oviducto,

Finandamsento. Proyecto CONACYT 257549 a ECR; beca CONACYyTaM-TM, R-C J, E-L M, Z-PD
Categoria de! pnmer autor: Doctorado
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EFECTO DEL HIPOTIROIDISMO EN EL CONTENIDO Y SENALIZACION DE
LIPIDOS EN EL UTERO DE LA CONEJA
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*Centro Tlaxcala de Biologla de la Conducta, Universidad Autdnoma de Tlaxcala.

En mugeres, el hipotiroldismo produce dislipidemias e higado graso. En conejas, el
hipotiroidismo produce hipercolesterolemia y acumulacion de triglicéridos (TAG) y
menor expresion del receptor famesoides a (FXRa) en el higado. El hipotiroidismo
gestacional reduce |a talla de los embriones y el contenido de TAG y colesterol total
(TC) en el (tero. En &l presente estudio analzamos mas mecanismos involucrados
en las acclones de las hormonas tiroideas durante la gestacidn. Se utilizaron
conejas virgenes (G0) y gravidas (G5, G10 y G20 dias), tanto controles (n=6) e
hipotiroideas (n=6; metimazol 0.02% 30 dias en el agua de beber). Para la
cuantificacidon de TAG y TC se realizéd mediante & kit de ELITech (TGML-0425). Se
utiizaron extractos totales de tejido uterino para la realizacion de western blot de
lanosterol 14a-desmetilasa (CYP51A1) (1:50), aromatasa (1:250), receptor FXRB
(une lanosterol; 1:400) y receptor de proliferadores de peroxisomas (PPAR vy;
1:200). Para & analisis estadistico se utilizd una ANOVA de 2 vias y T de Student.
La gestacién promueve hipertrigliceridemia y la acumulacién de TAG en &l higado,
pero reduce los niveles de TC en suero sin modificar su concentracion en el higado.
El hipotiroidismo no mod#ica las concentraciones de lipidos en suero y en higado
de las hembras gestantes, excepto el TC en el G20. En el (tero, Ia concentracion
de TAG y TC, asl como la expresién de CYPS1A1, aromatasa, FXRP, y PPAR y se
modifica dependiendo del dia de la gestacidn y por el estatus tiroideo. Nuestros
resultados sugieren la importancia de las acciones uterinas de las hormonas
tiroideas, lo que podria repercutir en el desarrollo embrionario.

Numero de beca: 298631
Categeria: D
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STRUCTURED ABSTRACT

Background. Hypothyroldism has been relased 1o low-weighe births, abortion end prematsnty, which have been associated with changes
in the comest of glycogen and vasculanizasion of the placenta, Siace hypothyroidisns can cause dyshipidesia, it may affect the lipid content
in the werus affectong the developaent of fetuses. Objective. To mvestigate the effect of hyposyrowdism an the lipid levels in senun and
uletus and their possible assoclation with the size of fesuses. Metheod. Adult female rabbus were grouped in coatsol (u =
6) and hypothyresd (x = & treated with naeshimazole for 29 days before and 19 days after copulation). Food imake and body weight were
daily registered, At gestational day 19 (GD19), dems were sacrificed under an ovendose of anesthesis. Morphometric measures of fetuses
were uken. Total cholesterol (TC), tinghycende (TAG), and ghacose concenarations were quastified i blood, uterus and ovanes of dams.
The expression of werine eroid dehydrogenase (3§-HSID) was quastified by Western blot. Results. s reduced
food imeke 2ad body weight of dams, & well & promoted Jow shdominal dimmesers of fetuses. It did not induce dyskiidemia and
hyperglycemia at GDUY and did not modify the content of kpads in the ovary. However, it redaced the content of TAG 2ad TC in the werus,
which was assoclated with werine hyperplasia and on increased expression of 3-HSD in e weres. Conclusioas. Hypothyroidism aleers
the lipid comtent i the uterus that neight subsequemly affect the encrgy gettiag and lipid sigmaling impormant to fetal developenent.

KEYWORDS
Keywords: thyrokd hormomes, wal cholesserol, miglyceride, 3-HSD, cadometrium, methimazole

TEXT ORGANIZATION

L. lntroduction

Durniag pregnasey, the dhosgation of the utens reqesres o high
content of lipids and ghacose. Pregnancy imvolves & major
steroidogenesis and encrgy pooduction, an lecresse m the
presaglanding synthesis and an activation in the cedl signabisg
[1]. Although the uterss receives matnents from blood 2, it also
sccunsdates  glycogen and  lipids  [34).  High  seum
concentrations of ghucose and lipids during pregnancy bave been
associmed wigh preterms bk and aherations = the development
of the placenta [$-9).

Clinscal and subclinical hypothyroadism have been associted
premature birth 2nd Jow birth weighe [10-12). Actions of thyroid
homoses oo Rertilty pregnancy maimssing and  feud
development i animal modeds are scarce. It has been reported
that hypothyroid induces a low body weight at birth i rass, o bagh

content of glycogen in the fetal and matemal placests, mnd a low
expression of vascular endothelial growth factor (VEGE) [13-
14]. However, the influence of hypothyroidism on the dans and
feteses is not yet fully undersiood. We have studiad the etfecs of
hypothyroidism on the ferulity of rabbits, body weight of dass
and fetuses, and it possible link w the coatent of lpids and
glucose i seram, ovary and werus of dams, 2 well 25 the
histodogical charactesistics of the werus.

2. Materials snd Methods

Nine-so-cleven moaths old beved-chinchilla European virgn
female mbbits (Onesologus cwwicols) were @ mndom
disanbated in control (C; = 6) oc hy pothyroid (H; # = 6) groups.
The number of dams per experimental group wis determuined
nccording previows studies and recommendations of Ethics
Committes of our Usiversity. Rabbis were housed in individeal
cages of stadnlesssael ar 20 = 2°C rooen temsperuture under
anificial lightieg condiions { 16: h; light:dark). Hypechyroldism
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Original article

Hypothyroidism modifies differentially the content of
lipids and glycogen, lipid receptors, and intraepithelial
lymphocytes among oviductal regions of rabbits
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Abstract

Hypothyroidism affects the content of triacylghycerol (TAG), weal cholesterol (TC), aadized hipuds,
glycogen, and mfiltranon of unmune cells into the ovary and uterus. This stady aimed 10 analyze
the impact of bypothyrosdism on the bpid content of differemt regions of the oviduct, Control
{a = 6) and hypothyrod (a = & 10 mgkg'day of methimazole in the drimking water for 30 days)
adult mbbits were used. In the fimbrae/infendibulum (FIMANF), ampulla, (AMI), wsthmus (IST),
20 utero-tubal pamction (UT)), the TAG 2ad TC concentrations, presence of ooadized bpid, relative
expressions of peribipin A (PLIN A), peroxisome peoliferator-actvated recegeor 1 (PPARY),
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