-—-J

s et

|

LI

Universidad Auténoma de Tlaxcala

Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta

Posgrado en Ciencias Bioldgicas

Efecto del hipotiroidismo en el metabolismo
lipidico de la coneja adulta

TESIS

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADEMICO DE:
MAESTRA EN CIENCIAS BIOLOGICAS

P r e s e n t a

Yazmin Carrillo Portillo

Directora de tesis
Dra. Estela Cuevas Romero

rosgrado CTBC

INVERSIOAD AUTONQVA DE 1LARCALA
(q T“'f""'"".'_.‘! i
i il

|

Tlaxcala, Tlax. Septiembre 2012

=
Maestria en
Ciencias Biologicas



2107 2aquiandag "Xe|], ‘B[eOXe[],

Op3JO], SBJOJIN BIONT "Bl
e[[ruejung) BUOJIO)) Zn| vIO(] "BI(J
ZOUIMEBJA OJOWILIOA OyIwng BApI] "Bl(]
uB[2lSB)) 09SIdURL] "I(]

[e10m 9oy

0JaWOY SBAdN)) B[AISH BI(]
SIS9) 9p BI0IDAM(

o[[y104 O[[LIIE) WIWZE X

B ] u 2 s 9 1 (

SVIOIDOTOIL SVIONTIO NT VHLSHVIN
dd OOINIAVIV OAVyD Td YINILEO ViIVd an0o

S1 S 31

eynpe elouod e ap odxnpidy)
owsijoqejaui [3 ud owsiproanodiy [3p 03235y

SeOISQ[O0Ig] SBIOUI)) Ud OPeIZSOd
©1oNpuo)) ] 3p BI30[01¢] Op BJRIXR| ] 0NUd))

B[BOXE[ ], 9P BWIOUQINY PEPISIdAIU(]

mer = my m=>

-



Universidad Autonoma de Tlaxcala
Posgrado del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta

—3

3 COORDINACION DE LA MAESTRIA

o CENTRO TLAXCALA DE BIOLOGIA DE LA CONDUCTA
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE TLAXCALA

- PRESENTE

a1

Los abajo firmantes, miembros del jurado evaluador del Proyecto de tesis que Yazmin Carrillo
3 Portillo realiza para la obtencion del grado de Maestro en Ciencias Bioldgicas, expresamos que,
habiendo revisado la versién final del documento de tesis, damos la aprobacion para que ésta sea
impresa y defendida en el examen correspondiente. El titulo que llevard es “Efecto del
— hipotiroidismo en el metabolismo lipidico de la coneja adulta”.

Sin otro particular, aprovechamos para enviarle un cordial saludo.

—
o ATENTAMENTE
R TLAXCALA, TLAX., JULIO 23 DE 2012
et
E o |/ e
e DRA. LYDIA SUMIKO MORIMOTO MARTINEZ DRA. LETICIA NICOLAS TOLEDO
— : : : 2
. . <
| DRA. DORA LUZ CORONA QUINTANILLA DR. FRANCISCO CASTELAN_
- . S
[ DRA. ES¥EEA CUEVAS ROMERO
= 4
:
Sistema Institucional de Gestién de la Calidad Certificado Bajo la Norma:
r 1SO 9001:2000-NMX-CC-9001-IMNC-2000
= s A
Km. 1.5 Carretera Tlaxcala-Puebla CP 90070 Tel/Fax: 01(246)462-15-57 e-mail: posgradoctbcuat@gmail.com
[ Tlaxcala, Tlax.
|
\



La presente tesis fue realizada bajo la direccion de la Dra. Estela Cuevas Romero en el
laboratorio de Endocrinologia del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad

Autonoma de Tlaxcala.

Para el desarrollo de este proyecto se conté con el financiamiento de CONACyT
(367031-YC y 106226-EC).



e

[ R LR Qi ot QY s S

-

I

Agradecimientos

Al posgrado del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma
de Tlaxcala, por permitir mi formacion como Maestra en Ciencias Biolégicas asi como por las

facilidades brindadas para la realizacion del proyecto de tesis.

Al CONACyT por financiar mis estudios durante los dos afios de maestria (367031-
YC).

A mi maestra la Dra. Estela Cuevas Romero, por ensefiarme que los suefios no tienen

limite. Asi como por su paciencia, esfuerzo y dedicacion para la realizacion de este proyecto.

Al Dr. Francisco Castelan por sus ensefianzas y valiosos comentarios que

enriquecieron este proyecto.

A la Dra. Lidya Sumiko Morimoto Martinez por sus aportaciones y comentarios que

mejoraron notablemente este trabajo.
A la Dra. Dora Luz Corona Quintanilla por sus acertadas sugerencias y correcciones.

A la Dra. Leticia Nicolas Toledo por sus valiosas aportaciones.



Agradecimientos a titulo personal

A mis padres el Prof. Gaudencio Carrillo Robles y Profa. Brigida Portillo Acatitla por
apoyarme incondicional. Gracias por ayudarme cada dia a cruzar con firmeza el camino de la

superacion, por que con su apoyo y aliento hoy he logrado uno de mis mas grandes anhelos.
A mi esposo José L. por su apoyo, amor y confianza.

A mis hermanas (o) Veronica, Berenice y Omar por sus palabras de aliento cuando

sentia que ya no podia.

A los tres angelitos que ya no estin con nosotros, pero que desde donde estan me han

dado fortaleza para seguir adelante.

A la familia Carrillo Moctezuma, Portillo Jiménez y Pérez Tepato por su afecto y

apoyo incondicional para mi y mi familia.
A Faviola por brindarme su amistad. Espero que seguir contando con ti amistad!

A mis compaiieras (o) de laboratorio: Yadira, Arely, Rosalia, Adriana, Rail por su

amistad y apoyo, por todos esos buenos momentos que hemos pasado juntos.

A Vero6nica Garcia Villamar y Laura Hernandez Aragén por permitirme aprender junto

a ellas las técnicas de Western blot e inmunohistoquimica.



| —

n—

-

'n

\
e

1 [ [ 0

G

RESUMEN

El tejido adiposo blanco estd constituido por células llamadas adipocitos. Dichas
células almacenan lipidos en forma de triglicéridos, producen acidos grasos y glicerol y
secretan adipocinas. En condiciones normales, los adipocitos se encuentran rodeados de
células polimorfonucleares (neutréfilos, basdfilos, eosinéfilos, linfocitos y macréfagos). Las
cuales cumplen diversas funciones: regulan la diferenciacion de preadipocitos a adipocitos,
participan en la formacion de nuevos vasos sanguineos, producen moléculas pro-inflamatorias,
degradan fragmentos de tejido adiposo necrotizado y secretan moléculas anti-inflamatorias.
Asi mismo las células polimorfonucleares tienen receptores a hormonas tiroideas y presentan
desyodasas tipo III. En humanos, la deficiencia de hormonas tiroideas, conocida como
hipotiroidismo, se relaciona con el aumento del peso corporal (obesidad), dislipidemias y con
la disminucion en el funcionamiento del sistema inmunitario. En la parte metabolica, las
hormonas tiroideas regulan la expresion de receptores de lipoproteinas de baja densidad (LDL)
y la sintesis de colesterol. Estudios en animales con hipotiroidismo inducido
farmacolégicamente, también demuestran una acumulacion de grasa corporal y niveles altos
de lipidos en sangre. Sin embargo, se desconoce si el hipotiroidismo produce cambios en las
caracteristicas histolégicas del tejido adiposo blanco y, si al igual que en la obesidad,
promueve la infiltracién de células polimorfonucleares en los adipocitos. METODOLOGIA.
Se utilizaron conejas jovenes (7-12 meses de edad) de la raza chinchilla (Oryctolagus
cuniculus), divididas en dos grupos: controles (n=7) e hipotiroideas (n=7, tratadas con
metimazol 0.02%, durante 30 dias). Se les midieron concentraciones hormonales (T3, T4,
TSH y leptina; mediante quimioluminiscencia y ELISA) y pardmetros metaboélicos (colesterol
total, triglicéridos, HDL, LDL y VLDL; mediante métodos enzimaticos). Ademas, se midié el
area de la vesicula de triglicéridos en adipocitos viscerales y se cuantific el nimero de células
polimorfonucleares por adipocito (tincion de HE). Asi mismo, se evalu6é el numero de
macréfagos pro y anti inflamatorios en el tejido adiposo. Los resultados fueron analizados con
la prueba U de Mann Whitney y t de Student segiun fue el caso. RESULTADOS. En
comparacion con las conejas controles, las conejas tratadas con metimazol mostraron: 1)
menores niveles de T3 y T4, y mayores niveles de TSH; 2) mayor tamaifio de tirocitos; 3)
mayores concentraciones de colesterol, HDL y LDL. Variables como peso corporal, niveles de
triglicéridos, VLDL y leptina, fueron similares en ambos grupos; 4) ademds presentaron
mayor drea de adipocitos; 5) mayor nimero de células polimorfonucleares por adipocito; 6)
mayor numero de macréfagos pro-inflamatorios (CD68); y 7) menor nimero de macréfagos
anti-inflamatorios (CD163). CONCLUSION. El hipotiroidismo en las conejas incrementé los
niveles de lipidos en sangre, el tamaifio de los adipocitos, y promovi6 la infiltracién de células
polimorfonucleares y macréfagos pro-inflamatorios. Los resultados obtenidos en el presente
estudio contribuyen al entendimiento del papel de las hormonas tiroideas sobre el metabolismo
lipidico y el comportamiento de las células polimorfonucleares en el tejido adiposo. Proyecto
financiado por CONACyT (367031-YC y 106226-EC).
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1. INTRODUCCION

1.1 Metabolismo lipidico

El metabolismo de lipidos comienza con la digestion de las grasas ingeridas en la dieta,
su transporte a través de las lipoproteinas, su posterior almacenamiento (ver lipogénesis) y su
movilizacion (ver lipolisis) cuando son necesarias para la obtencion de energia. La digestion
de las grasas inicia en la boca con la masticacion, donde la lipasa lingual comienza la
hidrolisis de los triglicéridos. Posteriormente, en el estdémago los triglicéridos se mezclan con
los jugos gastricos formando una sustancia denominada quimo. Este Gltimo pasa al intestino
delgado (duodeno) en donde se mezcla con los jugos pancreaticos (sales biliares, lipasa
pancreatica) permitiendo la hidrolisis total de los triglicéridos en moléculas de acidos grasos y
glicerol (ver revision de Igbal y Hussain 2009). Dichas moléculas penetran la pared de los
enterocitos’ por difusion, en su interior los acidos grasos y glicerol son re-esterificados
formando nuevamente triglicéridos. Los cuales pasan al torrente sanguineo en donde son
captados por los quilomicrones y las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL) las cuales se
encargan de transportarlos al tejido adiposo (ver revision de Igbal y Hussain 2009).

El colesterol, al igual que los triglicéridos tiene dos origenes uno dietético y otro
endogeno. El colesterol dietético necesita de la accion de las lipasas linguales, pancreaticas y
de la enzima colesterol esterasa que separa el acido graso y el colesterol. Sin embargo, la
absorcion del colesterol es mas lenta que la de los triglicéridos. Posteriormente, el colesterol es
transportado en sangre via lipoproteinas”. Las cuales son de cuatro tipos: quilomicrones’
(QM), VLDL®, lipoproteinas de baja densidad (LDL®) y lipoproteinas de alta densidad
(HDL®). Las lipoproteinas estin formadas por fosfolipidos y una o mas proteinas denominadas
apoproteinas. Las LDL, VLDL y HDL se sintetizan en el higado; mientras que los
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quilomicrones se producen en el intestino delgado. La funcion de las LDL es trasportar esteres
del colesterol desde el higado hacia los organos periféricos. Mientras que, las VLDL
transportan triglicéridos del higado hacia otros tejidos. Finalmente las HDL participan en el
transporte del colesterol desde los tejidos periféricos hacia el higado para su eliminacién. En el
higado, el colesterol se utiliza principalmente para la secrecion biliar (colesterol libre o sales
biliares). Otra fuente importante de colesterol es la que se sintetiza en el higado a partir de la
acetil CoA, la cual es transformada a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA). Esta
reaccion es limitante y constituye la clave para regular la velocidad de sintesis del colesterol

endogeno (ver revision de Igbal y Hussain 2009).

Asi podemos decir que el balance energético es el equilibrio entre la ingesta y el gasto
calérico. Dicho balance esta ligado con la regulacion del peso corporal, ya que cuando el gasto
es similar a la ingesta, el peso se mantiene constante, mientras que si el gasto es inferior, la
energia es almacenada en forma de grasa. En mujeres y hombres, la acumulacion de tejido
adiposo y el metabolismo de lipidos son diferentes (Sugiyama y Agellon 2012). En mujeres el
depdsito de grasa se localiza en la region glateo-femoral-abdominal, mientras que en los
hombres en la region abdominal. Esta distinta distribucion entre géneros se acompafia de
diferencias en la funcionalidad de cada deposito (almacenamiento y movilizacion grasa;
Sugiyama y Agellon 2012). Asi mismo las preferencias de alimentos en la dieta y la edad
pueden ser factores para el incremento del peso corporal, el contenido de grasa corporal y el
riesgo de trastornos metabolicos. Una posible explicacion a estas diferencias relacionadas con
el sexo, son los cambios fisiologicos y los niveles de hormonas sexuales particularmente los
niveles séricos de estrogenos (Sugiyama y Agellon 2012). Sugiriendo que las hormonas
sexuales tienen un papel importante en la regulacion del destino metabolico de los nutrientes.
Esto es debido a la accion de los estrogenos sobre la expresion de genes que codifican para
proteinas involucradas en el metabolismo de lipidos. Los estrogenos regulan la expresion de
receptores LDL en el higado y los niveles ARNm de apolipoproteina M (presente en las HDL;

ver revision de Faulds y cols. 2011).



1.2. Tejido adiposo blanco

El tejido adiposo blanco esta constituido por células llamadas adipocitos. Cada célula
adiposa tiene un nucleo periférico y una vesicula que contiene triglicéridos (unilocular) y
ocupa el resto de la célula. Alrededor de los adipocitos hay tejido intercelular o estroma
(matriz extracelular) formado por fibras de colageno’ (tipo III), fibroblastos®, preadipocitos’,
células madre mesenquimales'’, terminales nerviosas autonémicas y vasos sanguineos (cada
adipocito es alimentado por un vaso sanguineo; Figura 1). El tejido adiposo ejerce diversas
funciones: 1) almacena lipidos en forma de triglicéridos; 2) produce acidos grasos y glicerol

(lipolisis); y 3) secreta adipocinas'' (ver revision de Vazquez-Vela y cols. 2008).

Almacenamiento de triglicéridos. El almacenamiento de lipidos lo lleva a cabo
mediante dos procesos metabélicos: la lipogénesis a partir de acidos grasos y la liponeogénesis
a partir de glucosa. Para la lipogénesis, los triglicéridos ingeridos en la dieta son transportados
por los quilomicrones y las VLDL al tejido adiposo. Posteriormente, éstos son degradados en
acidos grasos y glicerol por la enzima lipoproteina lipasa (LPL)" presente en los vasos
sanguineos que rodean a los adipocitos. De la sangre, los acidos grasos son introducidos al
adipocito a través de proteinas transportadoras de acidos grasos (Fat Acid Transport Protein,
FATP). Una vez en el interior, los acidos grasos son esterificados y convertidos a triglicéridos
para su almacenamiento (Figura 2). Para la liponeogénesis, la glucosa ingresa a la célula a
través de transportadores de glucosa (GLUT4), cuya translocacion a la membrana del
adipocito es favorecida por la insulina. En el citoplasma del adipocito, la glucosa es convertida
a acidos grasos, y éstos en triglicéridos (Figura 2; ver revision de Vazquez-Vela y cols. 2008).

Lipélisis. Los triglicéridos almacenados en la vacuola lipidica son hidrolizados en
acidos grasos y glicerol. Dicho proceso es regulado por el sistema nervioso simpatico
(adrenalina y epinefrina), involucrando la activacion de receptores PB-adrenérgicos e

incrementando los niveles de AMPc (nucledtido ciclico 3’- 5’ monofosfato de adenosina).
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Esto promueve la activacion de la lipasa sensible a hormonas (LSH)", la cual hidroliza a los
triglicéridos almacenados. Los acidos grasos son liberados al citoplasma, donde una parte de
ellos entra a la mitocondria para ser metabolizados a través de la B-oxidacién'*; mientras que
el resto es liberado al torrente sanguineo y transportados por la albamina sérica a otros tejidos,
como higado, musculo y pancreas, entre otros, para la produccion de energia. Por su parte, el
glicerol es utilizado en la sintesis de glucosa hepatica (Figura 2; ver revision de Bickel y cols.
2009).

Secrecién de adipocinas. El tejido adiposo secreta leptina, adiponectina, resistina,
serpina, apelina, adipsina, aromatasa, interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6), interleucina-
10 (IL-10), omentina, visfatina, hepcidina, vaspina, angiotensinégeno y factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a). Dichas moléculas participan en diversos procesos fisiologicos, como la
regulacion de la accidn de la insulina, el metabolismo de la glucosa, la regulacion energética,
el metabolismo de lipidos y la inmunidad (Figura 2; ver revision de Vazquez-Vela y cols.
2008).

Las funciones antes descritas son reguladas por hormonas como la insulina", los
glucocorticoid&slﬁ, los estrogenos, la hormona estimulante de la tiroides (TSH) y las
hormonas tiroideas (ver revision de Vazquez-Vela y cols. 2008). La insulina estimula la
actividad de la LPL e inhibe la accion de la LSH. Mientras que los glucocorticoides y los
estrogenos inhiben la lipogénesis al disminuir la actividad de la LPL y estimulan la lipdlisis al
incrementar la actividad de la LSH. También las catecolaminas y la TSH estimulan la lipélisis
al aumentar la concentracion de AMPc intracelular. Las hormonas tiroideas estimulan’ la
lipolisis al incrementar la expresion de receptores adrenérgicos (ver revision de Vazquez-Vela
y cols. 2008).
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Figura 1. a) Tejido adiposo rodeado de: (1) adipocitos (2) matriz extracelular, (3) vasos sanguineos, (4) células
mesenquimales y (5) preadipocitos. b) Fotografias que ilustran marcaje de tubulina (flecha negra) en la
membrana de los adipocitos de conejas controles. ¢) Fotografia electronica de adipocitos en los que se observan
las membranas (M), los lipidos (L), el niicleo (N) y el citoplasma (Cy) y d) Fotomicrografia electronica en la que
se observa dos adipocitos contiguos. En el citoplasma de los adipocitos hay mitocondrias (M). En el circulo
superior se observa el citoplasma (Cy) delgado de dos adipocitos contiguos. En el circulo inferior, las células
estin separadas de manera orientada, la lamina basal extema (BL) de los adipocitos aparece como una capa
individual bien definida. Modificada de Vézquez-Vela y cols. 2008
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1.2.1 Adipogénesis

En humanos, la formaciéon de tejido adiposo comienza durante el desamrollo
embrionario, aproximadamente en la sexta semana de gestacion. Aunque, su ontogenia varia
de una especie a otra. Los adipocitos se originan de una célula mesenquimatica que se
diferencia primero a adipoblasto’, luego a preadipocito y finalmente a adipocito (Figura 3).
Prenatalmente, las células mesenquimaticas (pluripotentes) dan origen a los adipoblastos, y
éstos, a su vez, a preadipocitos. Los preadipocitos se desarrollan hasta convertirse en
adipocitos maduros durante la lactancia y el resto de la vida. La transformacion de
preadipocitos a adipocitos se realiza en cuatro etapas: 1) Los preadipocitos disminuyen su talla
y comienzan a presentar algunos marcadores de adipocitos. 2) Los preadipocitos inician
nuevamente su ciclo celular, aumentan su tamafio y su namero. 3) Los preadipocitos
comienzan a redondearse hasta adquirir la forma caracteristica del adipocito. Ademas en esta
etapa ya expresan la enzima LPL. 4) Los adipocitos formados incrementan la expresion y
actividad de enzimas o proteinas implicadas en diversas rutas metabolicas, tal es el caso de la
perilipina'®, el receptor de insulina, el GLUT4, los receptores adrenérgicos, la enzima acido
graso sintetasa, la acetil CoA carboxilasa, la enzima malica, el transportador de 4cido graso, la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa, entre otros. Asi también, comienzan a secretar
diversas adipocinas (ver revision de Avram y cols. 2007). Se sabe que la diferenciacion del
adipocito es regulada por hormonas tiroideas, hormona estimulante de la tiroides,
glucocorticoides, insulina, hormona de crecimiento y factores de transcripcién, como el
receptor tipo gama activado por proliferadores de peroxisomas (PPARY), la proteina tipo 1 de
unién al elemento regulador del esterol (SREBP-1; ver revision de Avram y cols. 2007).
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1.2.2 Tejido adiposo y células del sistema inmunitario

En condiciones normales, el tejido adiposo puede estar infiltrado por células
polimorfonucleares (neutr6filos™, baséfilos”, eosinéfilos?, linfocitos™, monocitos™ y
macréfagos"j. Estas células llegan al tejido adiposo a través de los vasos sanguineos y
linfaticos, y se alojan en la matriz extracelular. Alli, tales células cumplen diversas funciones:
1) regulan la diferenciacién de preadipocitos a adipocitos, 2) participan en la formacion de
nuevos vasos sanguineos, 3) producen moléculas pro-inflamatorias como el factor de
crecimiento transformante, factor de crecimiento endotelial vascular, citocinas (TNF, IL-1, IL-
6), enzimas proteoliticas y metabolitos (6xido nitrico” y prostaglandinas™), 4) degradan
fragmentos de tejido adiposo necrotizado, y 5) secretan moléculas anti-inflamatorias (IL-2, IL-
4, IL-10; ver revision de Suganami y Ogawa 2010).

El nimero de células polimorfonucleares infiltradas en el tejido adiposo puede verse
aumentado en algunas patologias como la obesidad”, donde hay infiltracion de linfocitos T,
linfocitos B*, eosinéfilos, células natural killer'' y macréfagos (Michaud y cols. 2012,
McDonnell y cols. 2012, Viardot y cols. 2012). En personas obesas hay hipertrofia de los
adipocitos, y una subsecuente hipoxia, que conlleva a la liberacién de citocinas pro-
inflamatorias (TNFa, IL-10, IL-6, interferon-gamma-IFN-y">, IL-1, factor migratorio de
macréfagos-MIF ™, leptina y visfatina) por los adipocitos (Sheu y cols. 2008). Estas citocinas
son detectadas por las células polimorfonucleares, las cuales comienzan a expresar moléculas
de adhesion que les permiten unirse al endotelio y migrar hacia el tejido adiposo (Figura 4; ver
revisién de Maury y Brichard 2010).
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Figura 2. Estructura de un adipocito y procesos metabolicos de lipogénesis y lipolisis. Abreviaturas: QM:
quilomicrones, VLDL: lipoproteinas de muy baja densidad, LPL: lipoproteina lipasa, FATP: Proteina
transportadora de 4cidos grasos, LSH: lipasa sensible a hormonas, P: fosforo, PKA: proteina kinasa A, AMPc:
nucledtido ciclico 3°- 5° monofosfato de adenosina. Modificada de Viazquez-Vela 2008.
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Figura 3. Adipogénesis. La célula madre mesenquimdtica se diferencian primero a adipoblasto, luego a
preadipocitos y finalmente a adipocitos. En dichos procesos participan factores reguladores y diversas hormonas.
Abreviaturas: PPARY: receptor tipo gama activado por proliferadores de peroxisomas, SREBP-1: proteina tipo 1
de uni6n al elemento regulador del esterol, GC: glucocorticoides, HT: hormonas tiroideas, GH: hormona de
crecimiento y TSH: hormona estimulante de la tiroides. Modificada de Avram 2007.
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Figura 4. Mecanismo de infiltracion de células polimorfonucleares al tejido adiposo en personas obesas. La
infiltracion de células polimorfonucleares al tejido adiposo inicia con la acumulacién excesiva de lipidos que
conduce a la hipertrofia de los adipocitos, hipoxia, secrecion de citocinas proinflamatorias (TNFa, IL-10, IFN-y,
IL-1), quimioatrayentes (MCP-1) y la expresion de NF-kB. Lo anterior favorece la activacion del endotelio
(expresion de ICAM-1 y VCAM-1) y la transmigracion celular del endotelio al tejido adiposo. Ambos eventos
(tejido adiposo y endotelio) crean un circulo vicioso que favorece la infiltracion de células polimorfonucleares a
los adipocitos. Modificad de Maury y Brichard 2010.
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1.3 Hormonas tiroideas

La tiroides es una glandula endocrina situada en la region anterior del cuello. Se
compone de dos lobulos laterales conectados por un puente de tejido llamado i1stmo tiroideo.
La tiroides esti constituida por unidades esféricas estrechamente agrupadas llamadas tirocitos.
Cada tirocito esti rodeado por una sola capa de células foliculares y lleno de material proteico
tipo coloide. El coloide esta formado por una glucoproteina denominada tiroglobulina, la cual
esta formada por diferentes azicares (galactosa, manosa, fructosa, N-acetil-glucosamina y
acido sialico), aminoacidos tirosina y yodo (proveniente de la dieta) (ver revision de
Deshpande y Venkatesh 1999). La sintesis de hormonas tiroideas depende de la concentracion
de yodo en las células foliculares, el cual se obtiene de la ingesta en la dieta. El yodo ingerido
es transportado hasta las células foliculares, donde se captura, almacena y transforma en
yoduro. La transformacion de yodo a yoduro se lleva a cabo mediante la accion de
tiroperoxidasas, lactoperoxidasas, cloroperoxidasas y mieloperoxidasas. Posteriormente, el
yoduro es liberado hacia el coloide (ver revision de Deshpande y Venkatesh 1999). La captura
de yodo por la glandula tiroides estd mediada por la tirotropina u hormona estimulante de la
tiroides (TSH), la cual es secretada por la hipéfisis. Cuando la concentracion de yodo
disminuye en la glandula tiroides, la TSH activa la captura de yodo, la endocitosis y la
secrecion de hormonas tiroideas. La secrecion de TSH es controlada por la hormona liberadora
de tirotropina (TRH), secretada por el hipotalamo. Los niveles de TSH y TRH son regulados, a
su vez, por los niveles de las hormonas tiroideas T3 (triyodotironina) y T4 (tetrayodotironina)
en sangre. Los niveles bajos de hormonas tiroideas inducen la secrecion de TSH y TRH, y por
el contrario, los niveles elevados de hormonas tiroideas suprimen la secrecion de TSH y TRH
(Figura 5a; ver revision de Bouknight 2003). El transporte de las hormonas tiroideas es a
través de la sangre por proteinas plasmaticas como la albumina, alfa globulina y transtirrenina.
De manera que la mayor parte de T3 y T4 circulan en sangre en su forma unida y una pequefia

proporcion en su forma libre (ver revision de Power y cols. 2000).

La desyodacion es la transformaciéon metabolica mas importante de las hormonas
tiroideas. Esta reaccion es catalizada por enzimas denominadas desyodasas que son capaces de

eliminar iones yodo de las moléculas de T3 y T4. Las desyodasas son de tres tipos: las
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desyodasas tipo 1 y II que catalizan la pérdida de un ion yoduro en la posicién 5’ del anillo
fenodlico de la molécula de T4 formando T3. La desyodasa tipo I se expresa en higado, tejido
adiposo blanco y rifién; mientras que, la enzima tipo II se expresa en sistema nervioso central,
hipofisis, tejido adiposo (blanco y pardo) y placenta. Por su parte, la desyodasa tipo III
produce T3 inactiva, conocida como T3 reversa, a partir de T4 y genera diyodotirosina a partir
de T3, eliminando el yodo de la posicion 3 del anillo tirosil. La desyodasa tipo Il se expresa
en placenta, sistema nervioso central y células del sistema inmune (Figura 5b; ver revision de
Bianco y Kim 2006).

Hipotalamo

Tironina

Desyadasa
wpa H

Hipofisis
T3

Desyeunta
e i

_:\ T4 - o . 4l

ISH
I3 T3 reversa

Firouwtes DT
Figura 5. a) Regulacion de la funcion tiroidea. Bajos niveles de triyodotironina (T3) y tetrayodotironina (T4)
estimulan la liberacién de la hormona liberadora de tirotropina (TRH), secretada por el hipotdlamo, ésta a su vez,
estimula a las células tirotropicas de la hipofisis para que secreten tirotropina u hormona estimulante de la
tiroides (TSH). La TSH estimula a las células foliculares de la tiroides para la sintesis y liberacion de T3 y T4 al
torrente sanguineo (Modificado de Bouknight 2003). b) Metabolismo de las hormonas tiroideas. La desyodacion
es catalizada por enzimas desyodasas (I, II y III) que eliminan iones yodo de las moléculas de T4 y T3. Las
desyodasas I y I eliminan un ion yoduro en la posicion 5° del anillo fendlico de la molécula de T4 produciendo
T3. Por su parte, la desyodasa III produce T3 inactiva (T3 reversa) a partir de T4 y genera diyodotirosina (DT) a
partir de T3, eliminando el yodo de la posicién 3 del anillo tirosil (Modificado de Bianco y Kim 2006).
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Las hormonas tiroideas participan en el desarrollo, crecimiento y metabolismo. Con
relacion al metabolismo, las hormonas tiroideas: 1) incrementan la expresion del gen que
codifica para la apolipoproteina AI’*; 2) aumentan el nimero de receptores de LDL* en los
hepatocitos; 3) aceleran la accion de la enzima HMG-CoA™ reductasa, favoreciendo la sintesis
de colesterol; y 4) participan en la diferenciacion de los preadipocitos. Mientras que en el
metabolismo de carbohidratos, las hormonas tiroideas regulan la expresion del GLUT4?’,
glucosa-6 fosfatasa™, piruvato carboxilasa™ (Ness y cols. 1998, Rochon y cols. 2003, Lopez y
cols. 2007, Obregon 2008). Dichas acciones se llevan a cabo mediante la activacion de
receptores especificos que unen a hormonas tiroideas (TRs), los cuales pertenecen a una
superfamilia de receptores nucleares. La estructura de éstos, consta de cinco dominios (A/B,
C, D, E y F) localizados entre el amino y el carboxilo terminal, y cada dominio se relaciona
con una funcién en particular. Existen dos tipos de TRs: TRa y TRp. Del gen TRa existen
diferentes isoformas incluyendo TRal, TRAal, TRa2, TRAa2 y TRa3 mientras que del gen
TR estan las isoformas TRB1 TRB2 TRP3 y TRPA3 (ver revision de Cheng y cols. 2010). La
isoforma TRal se expresa en musculo esquelético y tejido adiposo blanco y los TRa2 sélo se
expresan en cerebro. La isoforma TRP1 se encuentra en cerebro, higado y nfién; mientras que,
los TRP2 se presentan exclusivamente en pituitaria e hipotalamo. Las hormonas tiroideas se
unen a los TRs. Dicho complejo hormona-receptor, a su vez, se une a los elementos de
respuesta a hormonas tiroideas (TREs) presentes en algunos genes. Tal union regula la
liberacién de co-represores y la union de factores co-activadores del complejo hormona-TRs,
lo que promueve la acetilacion de las histonas y la transcripcion del gen en cuestion (ver
revision de Cheng y cols. 2010). Las hormonas tiroideas también actian sobre receptores
localizados en membrana plasmatica, citoplasma y mitocondrias. La hormona se une al
receptor y promueve cascadas de sefializacion, que finalizan en la modulacion de iones sodio,
calcio, potasio, transporte de glucosa y regulacion del metabolismo de fosfolipidos, entre otras

funciones (ver revision de Davis y cols. 2008).

* Ver glosario
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1.3.1 Alteraciones de la funcién tiroidea en humanos

Existen diversas patologias asociadas a la alteracién en la sintesis de T3 y T4. El

exceso de ellas se conoce como hipertiroidismo y el déficit se denomina hipotiroidismo.

Hipertiroidismo. Se caracteriza por el aumento en la sintesis y liberacién de hormonas
tiroideas y por una disminucion de los niveles de TSH (hipertiroidismo clinico). Este puede ser
debido a diversas causas, la mas comun, la enfermedad de Graves (enfermedad autoinmune
causada por anticuerpos que se dirigen contra el receptor de TSH) provocando asi una mayor
formacién de T3 y T4. Sin embargo, existe otra patologia tiroidea conocida como
hipertiroidismo subclinico que se caracteriza por una concentracién baja de TSH con niveles
normales de T3 y T4 (Biondi y cols. 2005).

Hipotiroidismo. Se caracteriza por concentraciones bajas de hormonas tiroideas y una
elevacion en los niveles TSH. Se conocen tres probables causas: 1) hipotiroidismo primario
(pérdida o atrofia del tejido tiroideo); 2) hipotiroidismo secundario (disminucion de la
estimulacion de la glandula por un defecto en la secrecién de TSH) y 3) hipotiroidismo
terciario (defecto en la secrecion hipotalamica de la TRH; ver revision de Kostoglou-
Athanassiou y Ntalles 2010). El hipotiroidismo es mas frecuente en mujeres que en hombres
(ver revisién de Little 2006). Esto debido a que las mujeres presentan variaciones en las
concentraciones de estrogenos durante toda su vida. Lo que la hacen mas susceptible a
modificaciones en su respuesta inmunologica. Asi mismo, la edad es un factor importante ya
que en el envejecimiento, la glandula tiroides presenta cambios anatémicos y fisiolégicos
como disminucién en su peso, en el almacenamiento de yodo y la sintesis de hormonas,
reflejando una alteracion en los niveles de hormonas tiroideas y TSH en sangre. Mientras que,
la presencia de los anticuerpos anti-tiroglobulina, anti-tiroperoxidasa o anti-TSH es originada
por la infiltracién de linfocitos en la glandula tiroides como respuesta a una reaccién

inflamatoria y/o por infecciones virales o bacterianas (ver revision de Little 2006).
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2. ANTECEDENTES

2.1 Hormonas tiroideas Y niveles de lipidos en sangre

Las hormonas tiroideas regulan diversos genes relacionados con el metabolismo de
lipidos, tal es el caso de los receptores LDL, Ia Apo Al Ia lipasa hepatica, los receptores
adrenérgicos, la Acetil CoA, el péptido natriurético A, la enzima colesterol 7 alfa-hidrolasa.
Por lo anterior, pacientes con hipotiroidismo clinico presentan niveles altos de colesterol,
triglicéridos y LDL, y bajos niveles de HDL (Park y cols. 2009, Ambrosi y cols. 2010). Dichas
alteraciones en el metabolismo de lipidos también han sido observadas en pacientes con

hipotiroidismo subclinico (Teixeira y cols. 2008, Baldini y cols. 2009, Diaz-Olmos y cols.

y el propiltiouracilo, muestran alteraciones en el metabolismo de lipidos. En ratas y conejos
machos, el hipotiroidismo aumenta los niveles plasmaticos de colesterol total, triglicéridos,

LDL y VLDL, mientras que disminuye HDL (Dariyerli y cols. 2003, Chen y cols. 2004,
Messarah y cols. 201 0).

2.2 Hormonas tiroideas e histologia del tejido adiposo

En humanos, la deficiencia de hormonas tiroideas induce acumulacién de tejido
adiposo blanco (obesidad), por lo que el hipotiroidismo favorece el aumento de peso. Aunque,
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En humanos, biopsias de tejido adiposo de pacientes con hipotiroidismo muestran una
menor expresion de receptores beta-adrenérgicos (Wahrenberg y cols. 1986, Richelsen y
Serensen 1987), que como vimos anteriormente, participan en la lipolisis (Richelsen y
Serensen 1987). En ratas con hipotiroidismo farmacolégico hay una mayor expresién de
lipoproteina lipasa (PLP), lo que favorece la acumulacién de triglicéridos en los adipocitos y
el aumento en el tamafio de los mismos (Hansson y cols. 1983, Ibrahim y cols. 1984).
Ademas, el hipotiroidismo reduce la expresion de receptores beta-adrenérgicos, lo que a su
vez, conlleva a una menor expresion de la LSH (Germack y cols. 2000), y a un aumento en el

tamaifo de los adipocitos (Elgadi y cols. 2010).

2.3 Hormonas tiroideas y sistema inmunitario

Estudios en humanos y modelos animales sugieren que existe una relacién reciproca
directa entre las hormonas tiroideas y el sistema inmunologico (De Vito y cols. 2011). Se ha
reportado que durante infecciones o después de una cirugia, los niveles plasmaticos de T3 se
reducen; mientras que, los niveles de T4 y TSH se mantienen normales. Este fenémeno se
conoce como sindrome eutiroideo (Boelen y cols. 2011). Asi se ha reportado que pacientes
con hipotiroidismo tiene mayor susceptibilidad a infecciones en piel, ufias y faringe
provocadas por Candida albicans (Coleman y Hay 1997), también presentan alta prevalencia
de Helicobacter pylori lo que provoca gastritis y Glceras pépticas (Bugdaci y cols. 2011).
Otros datos que apoyan la relacién entre las hormonas tiroideas y las células del sistema
inmunolégico son: la confirmacion de que dichas células tienen receptores de hormonas
tiroideas (Brisson-Lougarre y Blum 1985) y el reporte de que estas células presentan
desyodasas tipo 111, es decir, pueden degradar a la T2, y producir diyodotirosina o T3 reversa
(Boelen y cols. 2008).

Asi mismo se ha reportado la infiltracion de células polimorfonucleares en otros
tejidos, tal es el caso de la tiroides (Buchanan y Lee 2001), el tracto reproductivo (ver revision
de Home y cols. 2008), el pancreas (Ehses y cols. 2007), el higado (Kawanishi y cols. 2012) y
el rifion (Bonita y cols. 2003) a causa de infecciones. Sin embargo, se desconoce si el

hipotiroidismo afecta la infiltracion de células polimorfonucleares en el tejido adiposo.
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3. JUSTIFICACION

En humanos, el hipotiroidismo clinico o subclinico incrementa los niveles de colesterol,
triglicéridos y LDL (Baldini y cols. 2009, Tagami y cols. 2010). En animales se ha
reportado algo similar a los humanos (Dariyerli y cols. 2003, Chen y cols. 2004).

En humanos, el hipotiroidismo clinico (Ambrosi y cols. 2010) o subclinico (Lu y cols.
2011) induce obesidad. Efectos similares han sido observados en ratones machos

hipotiroideos (Elgadi y cols. 2010), donde el tamaiio del adipocito es mayor.

Existe una relaciéon entre las hormonas tiroideas y el sistema inmunolégico (De Vito y
cols. 2011). Se ha reportado que en casos de infecciones o cirugias se observa un

hipotiroidismo transitorio (sindrome eutiroideo; De Vito y cols. 2011).

Las células polimorfonucleares tienen receptores de hormonas tiroideas (Brisson-Lougarre
y Blum 1985) y presentan desyodasas tipo 111 (Boelen y cols. 2008).

El hipotiroidismo induce la infiltracion de células polimorfonucleares en otros tejidos, tal
es el caso de la tiroides y el oviducto (Buchanan y Lee 2001, Horne y cols. 2008). Sin
embargo, se desconoce si el hipotiroidismo induce la infiltracion de células

polimorfonucleares al tejido adiposo.

Dado que los estudios que analizan el efecto de las hormonas tiroideas sobre el
metabolismo se han realizado en machos. Es importante realizar estudios utilizando
hembras ya que se ha reportado que el metabolismo es diferente entre hombres y mujeres.
Estas ultimas tienen estrégenos que regulan genes relacionados con metabolismo (Faulds y
cols. 2011). Por lo cual el presente estudio es importante ya que a través de este podrian
explicarse las diferencias metabélicas observadas entre hombres y mujeres, y con ello

mejorar los tratamientos farmacoldgicos para las diferentes enfermedades metabolicas.

Asi mismo no hay estudios que analicen el papel que juegan las hormonas tiroideas sobre
la infiltracion de células polimorfonucleares al tejido adiposo. Dicho estudio abre la
posibilidad para estudiar con mayor detalle la relacion entre hipotiroidismo y células

polimorfonucleares en el tejido adiposo.
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4. HIPOTESIS

En la coneja adulta, el hipotiroidismo altera los niveles de lipidos en sangre y modifica las

caracteristicas histologicas de los adipocitos viscerales.

Predicciones:
En comparacion con las conejas controles, las conejas hipotiroideas tendran:

* Menores niveles de hormonas tiroideas, mayores niveles de TSH y mayor area de

tirocitos.
* Mayor concentracion de lipidos sanguineos.
* Mayor peso corporal.
* Mayor area de la vesicula de triglicéridos en los adipocitos.
* Mayor nimero de células polimorfonucleares infiltradas en los adipocitos.

* Menor nimero de macréfagos anti-inflamatorios (CD163) y mayor nimero de pro-
inflamatorios (CD68).

* Mayor concentracion de leptina.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Determinar el efecto del hipotiroidismo sobre los niveles de lipidos en sangre y las

caracteristicas histologicas del tejido adiposo blanco en la coneja adulta.

5.2 Objetivos especificos

= Inducir el hipotiroidismo en las conejas.

= Medir los niveles de lipidos en sangre.

* Determinar el peso corporal.

= Determinar el tamaiio de la vesicula de triglicéridos en adipocitos viscerales.

* Cuantificar el nimero de células polimorfonucleares infiltradas en los adipocitos.
= Cuantificar los macréfagos pro y anti-inflamatorios infiltrados en los adipocitos.
=  Medir los niveles de leptina.
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6. METODOLOGIA

6.1 Sujetos de estudio

Se utilizaron conejas jovenes de la raza Chinchilla (Oryctolagus cuniculus) de 7-13
meses de edad, alojadas en jaulas de acero moxidable de 50 x 60 x 40. Los animales fueron
proporcionados por el bioterio del Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta. Durante el
desarrollo de los experimentos, las conejas permanecieron en condiciones controladas, ciclo
luz/oscuridad (16/8 h), temperatura de (22 + 2 °C), mantenidas con alimento purina con acceso
controlado (160 g diarios) y agua ad libitum.

6.2 Grupos experimentales

Para el proyecto, las conejas se dividieron en dos grupos: las controles (sin tratamiento;
n=7) y las hipotiroideas (n=7). El grupo de las hipotiroideas se traté con un bociogeno (que
mas adelante se explicard) para reducir los niveles de hormonas tiroideas. Al finalizar el
tratamiento se retird el alimento a los animales 12 horas antes de la cirugia. Los animales de
ambos grupos fueron pesados en una balanza y el peso se reporta en kilogramos. Tanto,
conejas controles como hipotiroideas fueron sacrificadas con una sobredosis de pentobarbital
sédico aplicado via intraperitoneal. Posteriormente, se procedio a la extraccion de sangre y
tejidos (ver mas adelante).

6.3 Induccion de hipotiroidismo

La induccion de hipotiroidismo se llevo a cabo con el farmaco anti-tiroideo
Metimazol®, el cual fue administrado a través del agua que consumen las conejas. La
concentracion fue de 0.02% (Al-jama 2004) durante treinta dias. Para comprobar que las
conejas tuvieran hipotiroidismo, se midi6 la concentracion de T3 total, T4 total y TSH en

sangre. Para ello se extrajo sangre por puncion cardiaca. Esta se dejo reposar durante 45 min,

“ Ver glosario

19



E_J

= & ) e

| S|

| stz

<

k_ril . _Ir“'ﬂl .y

T

_—

T

después se centrifug6 a 3500 rpm durante 15 min. El suero fue separado y congelado a una
temperatura de 20°C bajo cero, posteriormente se descongelaron 50 pl de suero y las
mediciones se realizaron por duplicado. Para la medicién de T3 total, T4 total y leptina, las
muestras fueron enviadas a los laboratorios CARPERMOR donde se analizaron mediante
técnicas de quimioluminiscencia®’ con un analizador de Architect de Abbott laboratorios.
Mientras, para la medicién de TSH las muestras de suero fueron medidas por la técnica de
ELISA*, utilizando un kit de TSH Streptavidin Coated Plate (Cayman chemical). También,
evaluamos la efectividad del tratamiento a través de la medicion del tamafio de los tirocitos,
para ello se extrajo la glandula tiroides que se peso en fresco y se introdujo en solucién salina,
posteriormente, se cubri6 con fijador de Bouin durante 24 h. El tejido fue deshidratado
utilizando una serie de alcoholes de graduacién ascendente, aclarado con xileno, e introducido
en parafina liquida (50-55 °C). Posteriormente, la tiroides fue colocada en un recipiente
rectangular con parafina que fue dejada secar a temperatura ambiente. Después se corté la
tiroides con un micrétomo a 7 micrémetros. Los cortes de tiroides fueron tefiidos con la
tincién tricrémica de Masson. Una vez tefiidos, los cortes se colocaron en un mICroscopio y
con el objetivo de 40x, a través de una camara digital profesional, se tomaron fotografias (diez
campos por laminilla). Las imagenes fueron introducidas al programa Axio Vision 4.3 para la
medicion del area de los tirocitos. El criterio fue medir las células que se encontraron dentro
de los ocho cuadros centrales de la cuadricula. Para ello se utilizd una cuadricula de 24

cuadros (4.5 x 5 cm; Figura 6a).

6.4 Mediciéon de parametros metabélicos

Los parimetros metabolicos medidos en suero fueron colesterol, triglicéridos y HDL
por espectrofotometria. Las muestras se analizaron a través de un espectrofotometro y se
realizé por duplicado. Las determinaciones de triglicéridos se realizaron con el método
enzimatico glicerol oxidasa—cinasa, colesterol con el método enzimatico colesterol oxidasa—

esterasa, HDL mediante un método precipitante, que esta disefiado para uso conjuntamente

“! Ver glosario
“ Ver glosario
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con el método descrito anteriormente de colesterol. Una vez conociendo la concentracion de
triglicéridos totales (TGT) (que circulan mayoritariamente en las VLDL) se pudo estimar el
colesterol asociado a las VLDL (Cvipi) segan la formula: [Cyipi] = 0.2 x [TGT] con lo cual

el colesterol asociado a LDL se calcul6 a través de la formula de Friedewald la cual es: [CrpL]
= [Crora] - [CupL] - [CvioL)-

6.5 Analisis histolégico de los adipocitos

Después de sacrificar los animales y extraer la sangre inmediatamente se extrajo tejido
adiposo de la regién pélvica (la parte més rostral del iitero) y se traté por métodos histologicos
convencionales. Los cortes de tejido adiposo fueron tefiidos con tincién hematoxilina eosina.
Una vez tefiidos, los cortes fueron colocados en un microscopio con el objetivo de 40x y 100x,
fotografiados con una cémara digital profesional (diez campos por laminilla). Las imégenes
fueron introducidas al programa Axio Vision 4.3 para la medicién del 4rea de los adipocitos.
Se utilizé una cuadricula de 24 cuadros (4.5 x 5 cm), de los cuales se midieron los adipocitos
de los ocho cuadros centrales (Figura 6b). Asi mismo, se cuantificé el nimero de células

polimorfonucleares infiltradas en los adipocitos a las cuales se les midi6 en érea.

Figura 6. Medicion del érea de tirocitos (a) y adipocitos (b).
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6.6 Inmunodeteccion de macrofagos en cortes de tejido adiposo

Los cortes de tejido adiposo fueron desparafinados en xilol y alcoholes de graduacién
ascendente, después se incubaron en una solucién de citrato de sodio (10 mM, pH 6) durante 3
noches a 4°C. Al cuarto dia, los cortes se colocaron en un microondas durante 2 minutos y 10
minutos (Potencia 10) para exponer los antigenos. Inmediatamente los cortes fueron lavados
con PBS y se incubaron en una soluciéon de H,;O, al 3% durante 30 minutos. Después se
realizaron lavados en PBS. Enseguida, los cortes fueron incubados en solucién de bloqueo
(suero de burro y suero de cabra) al 5% durante 1 hora (el suero usado en la solucién de
bloqueo dependié del animal del que provenia el segundo anticuerpo). Los cortes se lavaron
con solucién de PBS-tritén y se incubaron con los anticuerpos primarios (CD163 para
macréfagos anti-inflamatorios y CD68 para macrofagos pro-inflamatorios) diluidos a una
concentracion de 1:200 durante 3 noches a 4°C. Cabe mencionar que el CD68 es un marcador
de actividad fagocitica y que la presencia de CD68 positivo se ubica en adipocitos maduros
(Cancello y cols. 2005). Mientras que el CD163 es un marcador de macréfagos maduros anti-
inflamatorios (Axelsson y cols. 2006). Pasado el tiempo, los cortes se lavaron con PBS-triton
y se incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario
biotinilado (donkey anti-goat IgG-B y goat anti-mause IgG-B; Santa cruz) diluido a una
concentracion de 1:250. Los cortes se lavaron con PBS- tritén y PBS. Se incubaron durante 1
hora con el complejo abidina biotina (ABC; 1:200). Por ultimo, la peroxidasa se revel6 usando
el cromdgeno diaminobencidina (DAB) a una concentracion de 0.3% en H,O,. Cuando las
células adquirieron un color café, la reaccién fue finalizada mediante lavados de PBS.
Posteriormente, se eligieron dos cortes por laminilla, los cuales fueron tefiidos con tincion de
Mayer durante cinco minutos, pasado este tiempo, los cortes se lavaron con agua corriente
hasta que las células no positivas a los anticuerpos adquirieron un color azul. Finalmente los
cortes se deshidrataron en alcoholes de concentracion ascendente, se aclararon con xileno y se
montaron con cytoseal 60. Cuando el cytoseal estuvo seco los cortes fueron observados en un
microscopio (Zeizz) y fotografiados con una camara digital. Para la cuantificacion de células
anti-inflamatorias (CD163) y pro-inflamatorias (CD68) se fotografiaron diez campos por
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laminilla (100x). Cada campo con un drea de 7819 um?. Posteriormente las imagenes fueron

introducidas al programa Axio Vision 4.3 donde se marcaron las células positivas y negativas.

6.7 Analisis estadistico

Los valores de hormonas tiroideas, de TSH, 4reas de adipocitos, nimero de células
polimorfonucleares, niimero de macrofagos y niveles de lipidos sanguineos fueron analizados
mediante pruebas de U de Mann-Whitney y t-Student segiin fue el caso. La distribucion de
frecuencias de dreas de tirocitos y adipocitos se analizé por medio de X>. Se consider$ un
valor de P < 0.05 como significancia estadistica. Los valores son mostrados como medias +

error estandar (EE), o porcentaje en el caso de los histogramas.
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7. RESULTADOS

7.1 Induccion de hipotiroidismo

Para el establecimiento de inducci6n de hipotiroidismo, las 14 conejas se dividieron en
dos grupos: control (n=7) y tratadas (n=7). En la medicién de hormonas, se encontré que en
comparacion con las conejas controles, las conejas tratadas con el formaco metimazol tuvieron
menores niveles de T3 total y T4 total; mientras que, los niveles de TSH fueron
significativamente mayores (Tabla 1). Asi mismo, se muestran el rango minimo y maximo de
cada hormona. Con respecto al peso de la glandula tiroides y la medicién del area de los
tirocitos, se obtuvo que en las conejas controles el peso promedio de la glandula tiroides fresca
fue de 0.11 + 0.003 g y en las conejas tratadas de 0.25 + 0.02 g. Es decir el peso de las conejas

hipotiroideas fue el doble en comparacién con las conejas controles.

En el analisis histolégico, los tirocitos de las conejas controles se caracterizaron por ser
pequeiios, alargados y el coloide fue abundante (Figura 7a y 7b); mientras que en las conejas
con hipotiroidismo presentaron un mayor tamafio, de forma ovalada y con escaso coloide
(Figura 7c y 7d). Sin embargo, para el drea de los tirocitos no se encontraron diferencias
significativas entre las conejas controles y las hipotiroideas (3535.7 + 1142.6 vs. 5002.9 +
929.6; Figura 8a). Pero en la distribucion de frecuencias de rangos de 4reas se encontré que las
conejas hipotiroideas tuvieron mayor porcentaje de tirocitos en los rangos entre 2000-3999
pm?, 8000-9999 pm? y rangos superiores a 10000 pm? en comparacién con las conejas
controles (Figura 8b).

Hormona Controles Tratadas con MMI Rango minimo y
(=7) (n=7) miximo
T3 total (pg/dl) 8.1+05 5.8+04%* 46-176
T4 total (pg/dl) 22+0.1 1.5%0.1% 1L1-2.0
TSH (pUL/dI) 1.1%02 32+09* 1.0-7.6

Tabla 1. Niveles promedio + EE de hormonas tiroideas y TSH en conejas controles y tratadas con metimazol.
Los valores fueron analizados con la prueba U de Mann-Whitney (* p< 0.05; ** p<0.01).
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Figura 7. Fotografias de cortes de glindula tiroides tefiidos con tricrémica de Masson de conejas control (ayb)e

hipotiroideas (c y d).
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Figura 8. a) Area promedio + EE y b) porcentaje de distribucion por rangos del 4rea de los tirocitos en conejas
controles e hipotiroideas. Nota: Los datos no pudieron ser analizados estadisticamente.
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7.2 Perfil lipidico

En las conejas hipotiroideas, los niveles de colesterol total, HDL y LDL fueron
significativamente mayores que en las conejas control. Mientras que, los niveles de

triglicéridos y VLDL fueron similares en ambos grupos (Figura 9).

7.3 Histologia de adipocitos viscerales

Peso corporal. El peso corporal de los animales fue similar entre las conejas control e

hipotiroideas (4.2 + 0.1 Kg y 4.1 + 0.1 Kg, respectivamente).

Area de la vesicula de triglicéridos en adipocitos. El tejido adiposo de las conejas
controles (Figura 10a) e hipotiroideas (Figura 10c) mostré un aspecto reticulado. Los
adipocitos del grupo control (Figura 10b) se mostraron delimitados, a diferencia de los
adipocitos del grupo hipotiroideo, en el cual se observaron deformes y en algunos adipocitos
se aprecié la infiltracién de células polimorfonucleares (Figura 10d). Al medir el 4rea de la
vesicula de triglicéridos de los adipocitos, se encontré que las vesiculas fueron
significativamente mas grandes en las conejas hipotiroideas en comparacién con las controles
(5007.9 = 574.2 vs. 3195.9 + 388.9; Figura 11a). Esto se corrobor6 al realizar y comparar los
porcentajes por rango de 4rea en donde se encontrd que las conejas hipotiroideas tuvieron
significativamente mayor porcentaje de adipocitos en los rangos de 2000-3999 pm? y de 6000
um’ a mas de 10000 um? en comparacién con las conejas controles (Figura 11b).
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Figura 9. Perfil de lipidos en conejas controles e hipotiroideas. Los datos estin expresados como media + error
estandar y fueron analizados con la prueba t de Student *p<0.05 y ***p<0.0001, ns, no significativo.
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Figura 10. Fotografias representativas de cortes de tejido adiposo tefiidos con hematoxilina-eosina provenientes
de coneja control (a y b) e hipotiroidea (c y d).
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Figura 11. a) Area promedio + EE y b) porcentaje de distribucién por rangos de drea de la vesicula de
triglicéridos en los adipocitos de conejas controles e hipotiroideas. El area fue comparada con la prueba t-Student,
mientras que los porcentajes con chi cuadrada. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.0001, ns, no significativo.

27



Cuantificacion de células polimorfonucleares infiltradas. Referente a la infiltracién
de células polimorfonucleares en los adipocitos, se encontr6é que dichas células presentaron
diversas formas (alargadas, redondas y amorfas). Por lo que se procedi6 a identificar el tipo
celular, encontrandose que las células infiltradas podrian ser macréfagos, leucocitos,
linfocitos, mastocitos y neutréfilos (Figura 12). También se observé que dichas células
formaban “coronas” alrededor de los adipocitos (Figura 13). El nimero de células
polimorfonucleares infiltradas en los adipocitos fue contado en aquellas células a las cuales se
les midi6 el 4rea. Los adipocitos de conejas hipotiroideas mostraron un mayor namero de
células polimorfonucleares infiltradas en comparacién con las conejas controles (3.2 + 0.4 vs
1.6 £ 0.1; Figura 14a). Al realizar la distribucion de frecuencias de rangos de células
polimorfonucleares se encontré que los adipocitos de conejas controles tuvieron de 0-1 células
polimorfonucleares. Mientras que, los adipocitos de conejas hipotiroideas tuvieron
significativamente mayor nimero de células polimorfonucleares a partir del rango de 2-3 y
mas de 4 (Figura 14b). Al correlacionar el drea de la vesicula de triglicéridos de adipocitos de
conejas controles (r=0.21, p<0.0017) e hipotiroideas (r=0.36, p<0.0001) con el nimero de
células polimorfonucleares se encontré una correlacion positiva, es decir, a mayor area mayor

numero de células polimorfonucleares.

Figura 12. Células polimorfonucleares infiltradas en los adipocitos. a) Macréfago, b) leucocito, c) linfocito, d)
leucocito, €) mastocito y f) neutréfilo.
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Figura 13. Fotografias de adipocitos tefiidos con hematoxilina/eosina de conejas controles (adipocitos controles
a, b y c) e hipotiroideas (adipocitos hipotiroideos d, e y f) en los cuales se observa que las células
polimorfonucleares forman coronas alrededor de ellos.
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Figura 14. a) Numero de células polimorfonucleares promedio + EE y b) porcentaje de distribucién por rangos
de numero de células polimorfonucleares por adipocito de conejas controles e hipotiroideas. El promedio fue
comparado con la prueba t-Student, mientras que los porcentajes con chi cuadrada. **p<0.01 y ***p<0.0001.
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Cuantificacion de macréfagos pro y anti inflamatorios. Se realiz6 la inmuno-
deteccion de macréfagos anti-inflamatorios (CD163) y pro-inflamatorios (CD68) en los cortes
de tejido adiposo de conejas controles e hipotiroideas (Figura 15 y 16). La tincién de
hematoxilina de Mayer nos permitié6 observar células positivas y negativas a ambos
anticuerpos. Al cuantificar el nimero de células anti-inflamatorias se encontré que se reduce
significativamente el porcentaje de estas, en los adipocitos de conejas hipotiroideas en
comparacion con las controles (44 + 4.6 vs. 57 + 4.7; Tabla 2). Mientras que, al cuantificar el
nimero de células pro-inflamatorias se encontr que se incrementa significativamente el
porcentaje de estas en adipocitos de conejas hipotiroideas en comparacién con las controles
(51 +3.4 vs. 29 + 2.7; Tabla 2). Es decir, hay mayor niimero de macréfagos pro-inflamatorios

y un menor niimero de anti-inflamatorios en adipocitos de conejas hipotiroideas.

Figura 15. Fotografias que ilustran el marcaje de macréfagos anti-inflamatorios con el anticuerpo anti-CD163 en
tejido adiposo de congjas controles (a y b) y concjas hipotiroideas (c y d). Los células positivas se pueden
observan en color café obscuro (flecha roja), mientras que los células negativas se observan de color café claro
(flecha azul).
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Figura 16. Fotografias que ilustran marcaje de macréfagos pro-inflamatorios con el anticuerpo anti-CD68 en
tejido adiposo de conejas controles (a y b) e hipotiroideas (¢ y d). Las células positivas se pueden observan en
color café obscuro (flecha roja), mientras que los células negativas se observan de color café claro (flecha azul).

Grupos experimentales

Control (n=7) Hipotiroideo (n=7) £
Numero total de células 264 263
polimorfonucleares
% de macrofagos anti-inflamatorios + 57+4.7 44+46 0.0213*
% de macréfagos anti-inflamatorios - 43 £4.7 56+4.6 0.0213*
Numero total de células 313 285
polimorfonucleares
% de macr6fagos pro-inflamatorios + 29+28 51+34 0.0004***
% de macr6fagos pro-inflamatorios - 71527 49+3.5 0.0005***

Tabla 2. En esta tabla se muestra que los adipocitos de conejas hipotiroideas tuvieron menor porcentaje de
macrofagos anti-inflamatorios y mayor porcentaje de macréfagos pro-inflamatorios. Los datos estan expresados
como media + error estandar y fueron analizados con las pruebas U de Mann-Whitney y t de Student segun fue el
caso *P<0.05 y ***p<(0.0001.

7.4 Niveles de leptina

Los niveles de leptina fueron similares en conejas controles e hipotiroideas (1.5 + 0.17
vs. 1.4£0.11).
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8. DISCUSION

Induccién de hipotiroidismo en la coneja

Los modelos animales empleados para estudiar la deficiencia de hormonas tiroideas en
el metabolismo son quirtrgicos o farmacolégicos. En los modelos animales quirdrgicos se les
extrae la glandula tiroides (tiroidectomia); mientras que, en los farmacoldgicos, los animales
son tratados con firmacos anti-tiroideos como el metimazol, el propiltiuracilo o la tiurea.
Dichos farmacos bloguean la formacién de T3 y T4 en la glandula tiroides. Cabe mencionar
que de todos los farmacos anti-tiroideos, el metimazol es uno de los mas usados y con menos
efectos secundarios (Roy y Mugesh 2005). El inconveniente de la tiroidectomia es que durante
la cirugia se puede extraer a la glandula paratiroides®, la cual regula los niveles de calcio
(Vanderlei y cols. 2012), lo que implica que los efectos de la cirugia se vean sumados a la falta
de hormonas tiroideas y paratiroideas. Por lo anterior, en nuestro estudio la induccion de
hipotiroidismo se realizé mediante administracion del farmaco anti-tiroideo Metimazol, el cual
fue administrado en el agua de bebida a una concentracion de 0.02% durante 30 dias, como ya
ha sido reportado por otros estudios (Al-jamal 2004). Dicho tratamiento disminuyé
significativamente los niveles de T3 total y T4 total, y aumento los niveles de TSH. Tal como
ha sido reportado por otros autores (Dariyerli y cols. 2003, Al-jamal 2004). Aunque el peso de
la gléndula tiroides fue similar en conejas controles e hipotiroideas, si se observé que los
tirocitos de los animales tratados alcanzaron rangos de mayor drea, es decir, fueron mas
grandes. La falta de diferencias estadisticas pudo deberse a que el nimero de tiroides
analizadas fue pequefio en ambos grupos (control e hipotiroideo). Ya que en ratas y conejos se
ha descrito que el hipotiroidismo incrementa el peso de la glandula tiroides y provoca
hipertrofia de los tirocitos (Soukup y cols. 2001, Amara y cols. 2010).

 Ver glosario
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Hipotiroidismo y metabolismo de lipidos en conejas

En humanos, el hipotiroidismo promueve la elevacion de los niveles de colesterol,
triglicéridos, LDL y Apo B (Baldini y cols. 2009, Tagami y cols. 2010). Estas mismas
alteraciones han sido reportadas en conejos hipotiroideos (Chen y cols. 2004). En el presente
estudio encontramos que las conejas hipotiroideas tuvieron mayores niveles de colesterol total,
HDL y LDL que el grupo control. Mientras que, los niveles de triglicéridos y VLDL fueron
similares en ambos grupos. Nuestros resultados estuvieron acorde con otros reportes que
mostraron un aumento en los niveles séricos de colesterol y LDL en conejos tratados con
farmacos anti-tiroideos como metimazol o propiltiouracilo (Chen y cols. 2004). Estos efectos
son consecuencias de la accion de las hormonas tiroideas sobre sus receptores nucleares (TRa
y TRP) y la activacion de receptores de membrana (Davis y cols. 2008). Asi, la activacion de
estos receptores reduce la expresion de receptores LDL en higado (Lopez y cols. 2007, Shin y
Osborne 2003), induce la expresion de la enzima HMG CoA reductasa (Ness y cols. 1998)
encargada de la sintesis de colesterol, y disminuye la expresion de la enzima lipasa hepética
que se encarga de degradar a las HDL en el higado (Tan y cols. 1998). Respecto a los niveles
de triglicéridos y VLDL, estos no se incrementaron en las conejas hipotiroideas. Posiblemente,
los niveles de triglicéridos circulantes no se incrementaron debido a que estin siendo
almacenados en el tejido adiposo. Lo cual explica el incremento del area de la vesicula de
triglicéridos en los adipocitos de conejas hipotiroideas. Mientras que, los niveles de VLDL se

mantuvieron constantes debido a la normalidad en los niveles de triglicéridos.

Sabemos por estudios en humanos que las mujeres presentan mayor prevalencia de
hipotiroidismo (Little 2006, Park y cols. 2009), y que esta condicién hormonal se relaciona
con miltiples anormalidades en los lipidos (Baldini y cols. 2009, Tagami y cols. 2010), mayor
prevalencia de enfermedades metabdlicas como sindrome metabélico, diabetes mellitus y
dislipidemias (Baldini y cols. 2009, Park y cols. 2009, Tagami y cols. 2010). Ademas, las
mujeres presentan una mayor prevalencia de enfermedades metabélicas, sobre todo antes de la
menopausia, y que después de la menopausia, la prevalencia de estos padecimientos se iguala
entre hombres y mujeres (Sugiyama y Agellon 2012). Por lo que es posible que el

metabolismo entre mujeres y hombres sea diferente (Sugiyama y Agellon 2012). Sin embargo,
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la mayoria de los estudios en animales han sido realizados en machos, tratando de evitar la
interferencia de los niveles hormonales de las hembras (Salter y cols. 1991). A este respecto,
dentro de los pocos estudios realizados en hembras, se ha descrito que los estrégenos afectan
al metabolismo en general, regulando los niveles de insulina y glucosa de ratas (Morimoto y
cols. 2010), favoreciendo el metabolismo de las LDL (Hermenegildo y cols. 2001) y la
lipolisis (Stubbins y cols. 2011).

La importancia de estudiar las alteraciones metabdlicas con relacién al hipotiroidismo
en las hembras, radica en que las hormonas tiroideas regulan los niveles de estrégenos y sus
receptores en diversos tejidos (Freyschuss y cols. 1991) y los estrogenos favorecen la sintesis
de hormonas tiroideas en la glandula tiroides (Lima y cols. 2006). Es decir, existe una
interconexion entre las hormonas tiroideas y los estrgenos. Asi nuestro estudio se suma a los
pocos trabajos realizados en hembras, usando como modelo a la coneja, la cual resulta ser un
buen modelo de estudio, con niveles de estrogenos constantes (fase de proestro temprano)
mientras no haya cépula, en un ciclo de luz/oscuridad controlado (Tsiligianni y cols. 2004). En
este sentido, nuestro trabajo es pionero en el uso de la coneja hembra para estudiar

metabolismo.

Hipotiroidismo e histologia de adipocitos

En nuestro estudio, el peso corporal fue similar en conejas controles e hipotiroideas.
Este resultado est4 acorde a lo reportado por otros autores (Soukup y cols. 2001, Amara y cols.
2010). Respecto a este punto, es posible que aunque aumenta el tejido graso, el peso de los
animales no se ve aumentado ya que disminuye el peso de tejidos metabélicos, reproductivos
y misculo esquelético (Armada-Dias y cols. 2001, Soukup y cols. 2001). De manera que hay
una compensacion entre la ganancia y la pérdida de peso. La ganancia de tejido adiposo se
comprobé a través del tamafio de la vesicula de triglicéridos de los adipocitos, donde los
animales hipotiroideos tuvieron mayor 4rea que los controles. Lo que sugiere que los
adipocitos estén en proceso de atrofia (Chehab 2008). En este sentido, se conoce que tanto en
humanos como en animales, la obesidad y el hipotiroidismo incrementan el ndmero -

hiperplasia- y el tamafio de los adipocitos -hipertrofia- (Elgadi y cols. 2010, O'Connell y cols.
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2010), lo que conlleva al aumento del peso corporal (O'Connell y cols. 2010) o una mayor
circunferencia de cintura (Baldini y cols. 2009). El mecanismo propuesto por el cual las
hormonas tiroideas favorecen la acumulacion de tejido adiposo visceral es que reducen la
expresion de receptores beta-adrenérgicos, involucrados en la lipélisis (Germack y cols. 2000),
disminuyen la accién del AMPc, por lo cual no puede activarse la proteina kinasa (Armstrong
y cols. 1974), disminuyen la expresion de proteina kinasa, la cual fosforila a la LSH, reducen
la accién del péptido natriurético A que estimula a la LSH (Polak y cols. 2007). De manera
que se disminuye la hidrélisis de los triglicéridos y se aumenta su almacenamiento en los
adipocitos (Wahrenberg y cols. 1986). Asi mismo, incrementan la actividad de la enzima
acetyl-CoA carboxylase favoreciendo la sintesis de 4cidos grasos (Huang y Freake 1998) y
aumentan la actividad de la lipoproteina lipasa favoreciendo la acumulacion de triglicéridos en
los adipocitos (Saffari y cols. 1992). A su vez la TSH muestra acciones sobre la lipolisis. La
TSH incrementa los niveles de AMPc, estimula la fosforilacién de perilipina y LSH

promoviendo asf la lipélisis (Gagnon y cols. 2010).

Hipotiroidismo e infiltracion de células polimorfonucleares en adipocitos

En el presente estudio encontramos que las conejas hipotiroideas tuvieron un mayor
namero de células polimorfonucleares infiltradas en los adipocitos en comparacion con las
conejas controles, y que dicho nimero se correlacioné con el tamafio del adipocito. A nuestro
conocimiento, no existen reportes al respecto, por lo que el presente trabajo es el primero en
reportar la infiltracion de células polimorfonucleares en adipocitos de conejas con
hipotiroidismo inducido. Sélo podemos apoyarnos en observaciones hechas en humanos y
animales obesos, donde los adipocitos muestran una alta infiltracién de macrofagos (Cancello
y cols. 2005, Michaud y cols. 2012). En este sentido, se sabe que la expansion del tejido
adiposo produce sefiales de comunicacién como la proteina quimiotictica de monocitos
(MCP-1) y el factor estimulante de colonias (CSF-3) que inducen la infiltracién de macréfagos
en dicho tejido (Cancello y cols. 2005). La hipoxia en el tejido adiposo, consecuencia del
crecimiento de los adipocitos, induce la produccién de citocinas pro-inflamatorias y la
infiltracién de células polimorfonucleares (O'Rourke y cols. 2011). Dentro de las citocinas
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quimioatrayentes de células polimorfonucleares estan el TNFa, leptina e IL6 (Sheu y cols.
2008). Se desconoce si las hormonas tiroideas regulan la expresién de TNFa e IL6, MCP-1
Sin embargo, se conoce que las hormonas tiroideas inhiben la actividad del factor inhibitorio
del macréfago (Al-Abed y cols. 201 1).

La infiltracion de células polimorfonucleares ha sido reportada otros tejidos como
utero, oviducto, higado, péancreas y tiroides. En utero y oviducto, la infiltracién de células
polimorfonucleares aumenta durante las infecciones y se ha relacionado con la infertilidad (ver

de revisién Horne y cols. 2008).

La infiltracion de células polimorfonucleares en el tejido adiposo en animales
hipotiroideos podria deberse a la accion directa de las hormonas tiroideas sobre las propias
c€lulas inmunitarias. Dicha propuesta se basa en la existencia de receptores a hormonas
tiroideas en los linfocitos (Brisson-Lougarre y Blum 1985). Asi como la presencia de
desyodasas tipo tres en las células inmunitarias (Boelen y cols. 2008, 2011). Ademas, se ha
reportado que la T3 incrementa las especies reactivas al oxigeno en células mononucleares, lo
que provoca dafio a la membrana celular Y en consecuencia muerte celular (Magsino y cols.
2000). Ya que las hormonas tiroideas reducen la expresion de la proteina Bcl-2 (proteina
encargada de bloquear la muerte celular, evitando la contraccién citopldsmica, condensacién
nuclear, desorganizacion de la membrana plasmitica y ruptura del ADN) (Mihara y cols.
1999). Asi mismo, se ha visto que, la produccién de especies reactivas de oxigeno favorece la
migracion en diversos tipos celulares, incluidos los monocitos y leucocitos a diversos tejidos
(Marino y cols. 2006). Con nuestros resultados y apoyados en estos trabajos, podemos
proponer, que las hormonas tiroideas actian indirectamente sobre la infiltracién de c€lulas
polimorfonucleares en el tejido adiposo, al incrementar las especies reactivas de oxigeno y en

consecuencia inducir la migracién de células polimorfonucleares a los adipocitos.
Hipotiroidismo e infiltracién de macréfagos en adipocitos

En cuanto a la presencia de macr6fagos pro-inflamatorios (CD68 positivos) y anti-

inflamatorios (CD163 positivos) en el tejido adiposo, se encontré que en comparacion con las
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controles, las conejas hipotiroideas tuvieron un mayor nimero de macrofagos pro-
inflamatorios y menor niamero de macréfagos anti-inflamatorios por adipocito. Dado que no
hay reportes con quien comparar nuestros resultados, nos apoyaremos en estudios realizados
en otros tejidos. Asi tenemos que, en estudios realizados en tejido pulmonar y peritoneal de
rata se encontré que el hipotiroidismo disminuye la capacidad fagocitica de los monocitos,
macrofagos y leucocitos (Starling y Weese 1985, Liu y Ng 1991). Esto podria explicar por qué
observamos mayor nimero de células pro-inflamatorias en los adipocitos de conejas
hipotiroideas, al disminuir la capacidad fagocitica de los macrofagos se requiere de un mayor
nimero de estos para contrarrestar el proceso inflamatorio en los adipocitos (Cancello y cols.
2005).

Hipotiroidismo y niveles de leptina

Como ya se mencioné anteriormente, el adipocito libera algunas citocinas
quimioatrayentes de células polimorfonucleares como el TNFa, leptina e IL6 (Sheu y cols.
2008). Particularmente, la liberacién de leptina por el adipocito aumenta conforme aumenta el
tamafio del adipocito (ver revision de Véazquez-Vela y cols. 2008). En el presente estudio, se
determinaron los niveles de esta citocina, encontrando que su concentracion fue similar en
ambos grupos. Estos resultados estén acorde con lo reportado en ratas, donde el hipotiroidismo
no afecta los niveles de leptina (Karakoc y cols. 2004). Sin embargo, en otros estudios en
perro se ha reportado que el hipotiroidismo incrementa los niveles de leptina (Mazaki -Tovi y
cols. 2010). Por lo anterior, podriamos decir, que aunque el tamafio de la vesicula de
triglicéridos del adipocito fue significativamente mayor en conejas hipotiroideas vs. las
conejas controles, ain no se altera la secrecién de leptina. De manera que la infiltracién de
células polimorfonucleares en el tejido adiposo de las conejas hipotiroideas podria deberse a

otras citocinas quimioatrayentes como TNFa o IL6, no evaluadas en el presente estudio.

Los resultados encontrados en el presente estudio podrian ser relevantes para explicar
las diferencias metabdlicas observadas entre hombres y mujeres, y con ello mejorar los
tratamientos farmacologicos para las diferentes enfermedades metabolicas. También abre la

posibilidad para estudiar con mayor detalle la relacién entre hipotiroidismo y células
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MODELO DEL EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE EL
METABOLISMO DE LOS LiPIDOS
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expresion y actividad de diversos genes que participan en el metabolismo de lipidos. De manera que al disminuir
dichas hormonas se afecta el metabolismo lipidico. En higado, las hormonas tiroideas disminuyen el nimero de
receptores LDL en higado por lo cual aumenta Ia concentracion LDL en sangre, reducen la actividad de la lipasa
hepitica que degrada a las HDL provenientes de los tejidos por lo que incrementan los niveles de HDL
circulantes, incrementa la actividad de CYTP7A1 enzima limitante en la sintesis de colesterol endégeno por lo
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MODELO DEL EFECTO DE LAS HORMONAS TIROIDEAS SOBRE LA
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Efecto de las hormonas tiroideas sobre la infiltracién de células polimorfonucleares. Dado que existen datos que

apoyan la relacion entre las hormonas tiroideas y las células del sistema Inmunolégico como son: la confirmacién

e incrementan los niveles circulantes de CXCL9, CXCL10 y CXCL11. Mientras que, en tejido adiposo aumentan
la secrecién de leptina, MIF, IL6, IL8 e interferén gamma.
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9. CONCLUSIONES

1. El tratamiento con metimazol utilizado disminuyé los niveles de T3 total y T4 total y

aumento los niveles de TSH.

3. La deficiencia de hormonas tiroideas increments el tamafio de |a vesicula de

triglicéridos de los adipocitos viscerales.

4. Los adipocitos de conejas hipotiroideas presentaron una mayor infiltracién de células

polimorfonucleares.

5. Las células polimorfonucleares infiltradas en el tejido adiposo son anti-inflamatorias
(CD163) y pro-inflamatorias (CD63).

6. La deficiencia de hormonas tiroideas no afect6 las concentraciones de leptina.

10. PERSPECTIVAS
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12. GLOSARIO

1. Enterocitos. Células epiteliales del intestino delgado encargadas de absorber diversas
moléculas alimenticias y transportarlas al interior del organismo.

2. Lipoproteinas. Moléculas formadas por una fraccion proteica denominada
apolipoproteinas (Apo) y una fraccién lipidica, cuya funcién es transportar lipidos en
el plasma.

3. Quilomicrones. Lipoproteinas sintetizadas en el epitelio del intestino. Su funcién es
transportar triglicéridos, fosfolipidos y colesterol desde el intestino delgado hacia los
diferentes tejidos periféricos (tejido adiposo y musculo).

4. VLDL. Lipoproteinas de muy baja densidad son moléculas sintetizadas por el higado
que transportan triglicéridos, ésteres de colesterol y fosfolipidos principalmente hacia
los tejidos extra-hepaticos.

5. LDL. Lipoproteinas de baja densidad. Su funcién es transportar colesterol a los
diferentes tejidos.

6. HDL. Lipoproteinas de alta densidad. Fstas particulas se caracterizan por su alto
contenido de colesterol y fosfolipidos. Asi como apoproteinas Al y All. Su funcién es
transportar el colesterol de la sangre y de los tejidos al higado para su eliminacién.

7. Colégeno. Molécula proteica que forma fibras de colagena.

8. Fibroblastos. Célula encargada de la sintesis y mantenimiento de la matriz
extracelular.

9. Preadipocitos. Célula que se diferencia en adipocito, por ello presenta la maquinaria
enzimdtica tipica del adipocito.

10. Células madre mesenquimales. Células con morfologia estrellada o fusiforme en
estado indiferenciado a partir de las cuales se originan diversos tipos celulares, por
ejemplo el tejido conectivo.

I'. Adipocinas. Proteinas secretadas por el tejido adiposo.

51



12. Lipoproteina lipasa. Enzima clave en la hidrélisis de triglicéridos provenientes de

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22,
23.

quilomicrones y lipoproteinas de muy baja densidad que descompone triglicéridos a
acidos grasos libres y glicerol, liberandolos al tejido adiposo.

Lipasa sensible a hormonas. Enzima que cataliza la conversién de los triglicéridos en
acidos grasos libres.

p-oxidacion. La B oxidacion consiste en la liberacién de dos atomos de carbono (en
forma de acetil-CoA) del extremo carboxilico de la molécula, oxidandose el carbono
beta del 4cido graso. Es el proceso principal por el cual los 4cidos grasos generan
energia.

Insulina. Hormona peptidica producida y secretada por las células beta de los islotes
de Langerhans del pancreas.

Glucocorticoides. Los glucocorticoides (cortisol Yy corticosterona) son secretados por
las células de las capas fascicular y reticular de la corteza suprarrenal.

Estrogenos. Hormonas sexuales esteroideas producidas por los ovarios y en menor
cantidad por las glandulas adrenales.

Adipoblasto. Célula indiferenciada capaz de replicarse activamente y que puede dar
lugar a un preadipocito.

Perilipina. Proteina que se localiza en la membrana de la vesicula de triglicéridos de
los adipocitos.

Neutréfilos. Son células esféricas que se caracterizan por tener un nucleo segmentado,
citoplasma rico en granulos y citoesqueleto muy desarrollado.

Basoéfilos. Son células de 12 micras de diametro. Estos se componen de aparato de
Golgi, mitocondrias, reticulo endopldsmico rugoso, inclusiones de glucogeno y
citoplasma lleno de granulos.

Eosinéfilos. Los eosin6filos se componen de un niicleo bilobulado.

Linfocitos. Son células pequefias de 7 a 15 micrémetros. Se componen de un nucleo
esférico, citoplasma delgado, mitocondrias, ribosomas, aparato de Golgi y proteinas
especificas denominadas proteinas de cimulo de diferenciacion (CD). Los linfocitos se
clasifican en tres tipos celulares: linfocitos T, linfocitos B y linfocitos NK (Natural
killer).
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24,

25,

26.

27.

28.

29,

30.

3L

32

33.

34.

Monocitos. Los monocitos son células grandes (15-20 um), poseen un nicleo

arrifionado, citoplasma abundante con vacuolas blanquecinas. Estos dan origen a los
macroéfagos.

Macrofagos. Son células del sistema inmunitario, que se localizan en los tejidos.
Oxido nitrico. Molécula altamente inestable que se oxida rapidamente en presencia de
oxigeno convirtiéndose en di6xido de nitrogeno.

Prostaglandinas. Sustancias del grupo de acidos grasos insaturados, cuyo precursor es
el 4cido araquiddnico.

Obesidad. Enfermedad crénica inflamatoria caracterizada por la acumulacién excesiva
de tejido adiposo y el incremento en las concentraciones plasmaticas de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-6, interleucina 1B (IL-1B), factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), factor inhibitorio de la migracién del macréfago (MIF) e
interferon gamma (IFNy).

Linfocitos T. Células con nicleos ovoides que ocupan la mayoria del espacio
intracelular. Dichas células coordinan la respuesta celular inmune constituyendo el
70% del total de los linfocitos que segregan proteinas o citoquinas.

Linfocitos B. Células de las cuales depende la inmunidad mediada por anticuerpos con
actividad especifica de fijacion de antigenos.

Células Natural Killer. Son un tipo de linfocito perteneciente al sistema inmunitario.
Morfolégicamente son practicamente indistinguibles a los linfocitos grandes excepto
por los granulos que contienen.

Interfer6n-gamma-IFN-y. También llamado interferén inmunitario o de tipo II, es un
tipo de citoquina producida por los linfocitos T, células naturales killer (NK) y
adipocitos, cuya funcién mas es la activacion de los macréfagos.

Factor migratorio de macréfagos-MIF. Es una citocina con potente actividad
proinflamatoria ya que tiene la capacidad de inducir la secrecién de moléculas como:
TNFa, IFNy, IL-1B, IL-6, moléculas de adhesién y quimiocinas.

Apolipoproteina AL. Componente principal de las HDL.
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35. Receptores de LDL. Son proteinas de 840 aminoécidos que se encuentran en la

superficie celular de los tejidos, reconocen la apoproteina B100 que esta incrustada en
la capa de fosfolipidos exterior de las particulas de LDL.

36. Enzima HMG-CoA. Enzima que regula la sintesis de colesterol.

37. GLUTA4. Proteina transportadora de glucosa tipo 4, se expresa mayormente en tejido
adiposo, miisculo y corazon, su funcién es regulada por la insulina.

38. Glucosa-6 fosfatasa. Enzima que cataliza la hidrélisis de la glucosa-6-fosfato dando
como resultado glucosa y un grupo fosfato.

39. Piruvato carboxilasa. Enzima que cataliza la conversién de piruvato en oxalacetato.

40. Metimazol. Compuesto heterociclico que contiene un grupo tioureleno utilizado como
farmaco antitiroideo. Se ha sugerido que lleve a cabo su efecto inhibitorio sobre la
funcién tiroidea por bloqueo de la tiroperoxidasa (TPO), enzima encargada de catalizar
la unién de yodo a un residuo tirosil de la tiroglobulina.

41. Quimioluminiscencia. Técnica analitica empleada para la deteccién sensible de
analitos. Presenta la ventaja de estabilidad de los compuestos quimioluminiscentes,
bajo limite de deteccion y elevada especificidad. Su fundamento es la utilizacién de la
quimioluminiscencia, la cual se produce mediante la generacion de especies
electrénicamente excitadas en el transcurso de diversas reacciones quimicas que, en
general, implican oxidacién. Uno de los productos intermedios o finales de estas
reacciones es quimioluminiscente y, por tanto, emite radiaciones electromagnéticas al
desactivarse, pasando de estado excitado a estado fundamental.

42.ELISA. Ensayo por inmuno-absorcién ligado a enzimas, por sus siglas en inglés.
Técnica analitica en el cual un antigeno se detecta mediante un anticuerpo enlazado a
una enzima capaz de generar un producto detectable, como un cambio de color. La
aparicién de color permite medir indirectamente mediante espectrofotometria el
antigeno en la muestra.

43. Paratiroides. La paratiroides es una glandula situada en el cuello, por detras de los

I6bulos tiroideos. Dicha glandula regula la concentracion de calcio y fosforo en la

sangre.
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Efecto del hipotiroidismo en la expresion de receptores de insulina y transportadores de
glucosa en el tejido adiposo blanco de la coneja adulta

Yazmin Carrillo-Portillo', Francisco Castelé4n® y Estela Cuevas-Romero’
"Maestria en Ciencias Biologicas, Universidad Autonoma de Tlaxcala
*Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de Tlaxcala

La alimentacién es un proceso biolégico que requiere de mdltiples y complejas pautas conductuales,
las cuales son imprescindibles para la obtencion de la energia necesaria para el adecuado
funcionamiento de los érganos y tejidos, y por ende para la sobrevivencia de los organismos. La fuente
principal de energia para la mayoria de los animales es la glucosa, la cual ingresa a las células de los
tejidos a través de transportadores de glucosa localizados en la membrana celular. En los mamiferos, la
glucosa es obtenida a través de los alimentos, o bien, sintetizada de novo a partir de otros compuestos
como son los aminoécidos. La entrada de glucosa a la célula es regulada por la hormona insulina, que
promueve la formacion de transportadores de glucosa. Posteriormente, la glucosa puede ser degradada
a piruvato mediante glucdlisis con obtencion de energia, almacenada en forma de glucogeno (células
hepéticas y musculares) o convertida a 4cidos grasos y triglicéridos (tejidos hepético y adiposo). El
exceso de glucosa favorece la acumulacién de tejido adiposo, principalmente visceral, el cual se asocia
con diversas enfermedades, tales como: la diabetes, la obesidad y la hipertension. Recientemente, estas
enfermedades han sido relacionadas con los niveles de las hormonas tetrayodotironina y
triyodotironina (sintetizadas y almacenadas en la glandula tiroides) y de la hormona estimulante de la
tiroides (TSH, secretada por la adenohipéfisis). Asi, las personas con deficiencia de hormonas tiroideas
o hipotiroidismo presentan problemas metabdlicos como acumulacién de tejido adiposo visceral y
alteracion de los lipidos sanguineos presentando niveles altos de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas
de baja densidad (LDL), asi como de bajos niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL). En modelos
animales, se ha descrito que las hormonas tiroideas son capaces de regular la sintesis de diversas
enzimas que participan en el metabolismo lipidico. En este estudio, estamos interesados en investigar
el efecto que pudiera tener el hipotiroidismo en la entrada de glucosa a las células adiposas, analizando
la expresién de transportadores de glucosa y receptores de insulina en dichas células, asi como su
acumulacion de triglicéridos.

METODOLOGIA. Se utilizarin conejas adultas (8-12 meses) de la raza chinchilla
(Oryctolagus cuniculus), divididas en dos grupos: control (sin tratamiento; n=10) e hipotiroideo (n=10,
tratadas con metimazol 0.02%, durante 30 dias). Después de este tiempo, los animales serdn
sacrificados con una sobredosis de anestésico para la extraccion de sangre y tejido adiposo. En suero se
medirdn niveles de T3 total, T3 libre, T4 total, T4 libre y TSH a través de técnicas de
quimioluminiscencia, los valores obtenidos serdn analizados con la prueba t de Student. Del tejido
adiposo se extraerdn dos trozos, uno se utilizard para la tincion de tricromica de Masson (medicion de
dreas de la vesiculas de triglicéridos y cuantificacion de la densidad de adipocitos), y el otro trozo se
utilizara para la expresion de receptores de hormonas tiroideas, receptores de insulina y transportadores
de glucosa -GLUT4- mediante ensayos de inmunodeteccion en fase solida (Western blot). Las
tinciones seran fotografiadas y analizadas con el programa de Axion vision Rel 4.3.

6 -9 de octubre de 2010 Ciudad de Tlaxcala, México
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Los valores de las 4reas y el nimero de adipocitos serdn comparadas mediante pruebas “t” de student y
chi cuadrada, respectivamente. Las bandas de protefna de los diferentes receptores y transportadores
serdn cuantificadas mediante densitometria.

CONCLUSION. Se pretende que los resultados obtenidos en el presente estudio permitan
ayudar en el entendimiento de los mecanismos fisiologicos involucrados en el efecto de las hormonas
tiroideas sobre el metabolismo de los adipocitos en las hembras.

Proyecto financiado por CONACyT (E.C. 106226).

6 -9 de octubre de 2010 Ciudad de Tlaxcala, México
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(AFECTA EL HIPOTIROIDISMO DE MANERA DIFERENTE EL METABOLISMO DE
HEMBRAS Y MACHOS?

Carrillo-Portillo Y', Cruz-Lumbreras SR?, Castelan F°, Nicolss-Toledo L, Rodriguez-Antolin J* Cuevas E’
'"Maestria en Ciencias Biol6gicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala *Doctorado en Ciencias Naturales,
Universidad Aut6noma de Tlaxcala *Centro Tlaxcala de Biologia de la Conducta, Universidad Auténoma de
Tlaxcala

Centro Tlaxcala de Biologia de la C onducta, Universidad Autonoma de Tlaxcala, carretera Tlaxcala-Puebla Km
1.5, s/n CP 90070

Las hormonas tiroideas (tetrayodonironina, T4; y triyodotironina, T3) son sintetizadas y almacenadas
en la glandula tiroides. En humanos, la deficiencia de estas hormonas (hipotiroidismo) favorece la
acumulacion de tejido adiposo visceral, aumenta los niveles de colesterol, triglicéridos y lipoproteinas
de baja densidad (LDL) y disminuye los niveles de lipoproteina de alta densidad (HDL). Con respecto
al metabolismo de carbohidratos y proteinas los datos son contradictorios, pues algunos estudios
reportan que el hipotiroidismo aumenta los niveles de glucosa, insulina y 4cido drico, mientras que
ofros encuentran que los disminuye. Sin embargo, los estudios clinicos no diferencian el efecto del
hipotiroidismo en el metabolismo entre hombres y mujeres, asumiendo que este es igual, a pesar de que
los estrogenos también regulan el metabolismo. Resultados similares han sido observados en modelos
animales de hipotiroidismo, aunque solo en machos, dejando a un lado a las hembras. Por ello se
requieren estudios que permitan comprender qué papel juegan las hormonas tiroideas en el
metabolismo y en el desarrollo de enfermedades metabélicas en las hembras. METODOLOGIA. Se
utilizaron conejas chinchilla adultas, divididas en dos grupos: control (sin tratamiento; n=5) y tratado
con Metimazol (n=5, usado para inducir hipotiroidismo, al 0.02%, durante 30 dias). Al final del
tratamiento, los animales fueron pesados y sacrificados con una sobredosis de anestésico para la
extraccién de sangre, gléndula tiroides y tejido adiposo visceral. Para determinar la eficacia del
tratamiento en la induccién de hipotiroidismo se midieron: T3 total, T4 total, T3 libre y T4 libre en
suero, asi como el 4rea de los tirocitos tefiidos con tricrémica de Masson. Se analizaron diversos
pardmetros bioquimicos en suero para determinar el efecto del hipotiroidismo en el metabolismo de
lipidos (leptina, colesterol, triglicéridos, HDL, LDL y lipoproteina de muy baja densidad -VLDL), de
carbohidratos (glucosa e insulina) y de proteinas (4cido trico). También se midi6 el 4rea de las
vesiculas de triglicéridos en adipocitos tefiidos con hematoxilina-eosina. Tanto los pardmetros
bioquimicos como las 4reas fueron comparados en ambos grupos mediante pruebas de U de Mann-
Whitney. RESULTADOS. Se encontr6 que el tratamiento con Metimazol disminuy6
significativamente los niveles de T3 libre y T3 total, pero no modifico el tamafio de los tirocitos. Los
niveles de colesterol, HDL y LDL, asi como el tamafio de los adipocitos fueron significativamente
mayores en las conejas hipotiroideas vs. conejas controles. Mientras que el peso corporal y los niveles
de triglicéridos, VLDL, leptina, glucosa, insulina y 4cido trico fueron similares en ambos grupos.
CONCLUSION. El tratamiento con Metimazol utilizado fue eficaz para inducir hipotiroidismo. El
hipotiroidismo afect6 el metabolismo de lipidos, pero no el metabolismo de carbohidratos y proteinas,
asi mismo favorecié la acumulacién de triglicéridos en tejido adiposo. Es posible que el hipotiroidismo
afecte el metabolismo lipidico de manera diferente en machos y en hembras, ya que en estas tltimas, a
diferencia de los machos, no aumenta los niveles de triglicéridos y VLDL, y aumenta la concentracién
de HDL. Agradecemos el apoyo a PROMEP (proyecto a C.E. UATLX-PTC-085)y a CONACYT (beca
de Maestria a C.Y. 367031).
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(PUEDE EL HIPOTIROIDISMO SUBCLINICO PROTEGER DE ENFERMEDADES METABOLICAS
Y RIESGO CARDIOVASCULAR EN MUJERES ADULTAS?
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En el hipotiroidismo subclinico (HSC), los niveles de la hormona estimulante de la tiroides (TSH) se
encuentran en el rango normal alto o superiores y de las hormonas tiroideas (triyodotironina, T3 y
tretrayodotironina, T4) normales. Su prevalencia es mayor en mujeres, especialmente a mayor edad. Es
posible que con el HSC no presenten sintomas; aunque en algunos casos se observa disminucién de
energia, ganancia de peso, irritabilidad, ansiedad, entre otros. Ademas, se ha descrito una relacién con
obesidad, hipertensién, dislipidemias, mayor riesgo cardiovascular (RCV), y puede progresar a
hipotiroidismo clinico (HC; TSH alta, T3 y T4 bajas). AGn con THS >2.5 mUI/L es factible encontrar
anticuerpos anti-TSH o anti-peroxidasa que deriven en HC. En sujetos mayores de 60 afios, los efectos
del HSC sobre el metabolismo y el riesgo cardiovascular son controversiales, ya que algunos estudios
encuentran relacién con parametros metabélicos e infartos; mientras que otros no. A pesar de que la
poblacién mexicana tiene una alta predisposicién a padecer dislipidemias y obesidad, existen pocos
reportes de la prevalencia de HSC y no existe ningn estudio acerca de la relacién entre HSC y
enfermedades metabélicas y RCV, lo cual es el objetivo del presente trabajo. METODOLOGIA. El
estudio se realizd en 141 mujeres (50-93 afios) otomies en Ixtenco, Tlaxcala, a las que se les determino:
1) HSC (determinacién de T3, T4 y TSH), 2) obesidad (circunferencia de cintura), 3) hipertension
arterial (presion arterial >140/90 mmHg y/o hipertensién diagnosticada), 4) diabetes (glucosa sérica
>126 mg/dl y/o diabetes diagnosticada), 5) insulina y resistencia a la insulina (RI: indice HOMA), 6)
dislipidemias (colesterol total, triglicéridos y HDL), 7) sindrome metabélico (criterio segiin ATP-
2005), y 8) riesgo cardiovascular (escala de Framingham) e indices aterogénicos (LDL/HDL, colesterol
total/HDL y colesterol total/triglicéridos). Se aplicaron correlaciones entre las variables y chi cuadrada
para los porcentajes. RESULTADOS. Encontramos que: 1) con TSH >4.9 mUI/L, la prevalencia de
HSC fue de 13%, mientras que con TSH >2.5 mUI/L fue de 39%; 2) con TSH >4.9 mUI/L, la
prevalencia de HSC fue similar en todas las décadas (10-15%); con TSH >2.5 mUI/L, la prevalencia de
HSC fue mayor en el grupo 50-59 afios (52%) y >80 afios (61%); 3) independientemente del limite
superior de TSH, las mujeres con HSC mostraron niveles de TSH significativamente superiores, y T4
libre, T4 total indices T4 total/TSH y T4 libre/TSH menores, lo que refleja una disfuncién de la
glandula tiroides; 4) no se encontraron diferencias en los valores promedio de los pardmetros evaluados
ni en las prevalencias de obesidad, dislipidemias, diabetes, hipertension, sindrome metabélico, RCV e
indices aterogénicos entre las mujeres eutiroideas y con HSC; 5) solo con valores de TSH >4.9 mUI/L,
se encontré una menor resistencia a la insulina (RI). CONCLUSION. Nuestros resultados muestran que
el HSC no se relaciona con pardmetros metabdlicos y cardiovasculares, a excepcion de la resistencia a
la insulina, la cual fue menor en mujeres con HSC. Nuestros resultados son similares a otros estudios
que no encuentran asociacion entre HSC y estos parametros clinicos, y estdn en discrepancia con
estudios que sostienen una asociacion. Este es el primer estudio que muestra que el HSC disminuye la
RI, sugiriendo una posible proteccion para el desarrollo de diabetes. Proyecto financiado por PROMEP
(UATLX-PTC-085) a EC.
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