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RESUMEN

Introduccion. El hipotiroidismo causa nacimiento de crias de bajo peso corporal. Esto puede
atribuirse a diversos factores como hormonas, enzimas, células inmunes y otros componentes
de importancia en el embarazo, esto, demostrado en animales, y descrito en humanos. El
hipotiroidismo afecta la concentracion circulante de estrégenos y la expresion de aromatasa
en tejidos metabolicos y reproductivos. El estradiol se encarga del crecimiento y
remodelacion celular y vascular uterina. EIl receptor de estrégenos acoplado a proteina G
(GPER1) regula eventos vasculares y metabolicos en el utero por lo que se le relaciona con
el crecimiento fetal. La expresion de este receptor es modulada por el hipotiroidismo en el
pancreas. Objetivos. Determinar si el bajo peso corporal causado por hipotiroidismo esta
relacionado con cambios en la concentracion de estrogenos, expresion de aromatasa y
GPER1. Metodologia. Se utilizaron conejas de 6 meses de edad y se dividieron en dos
grupos: control e hipotiroideo. Las conejas fueron gestantes de 20 dias, por lo que el
tratamiento con Metimazol al 0.2% diluido en agua, se inicio en el dia 10 previo a la cdpula
para cubrir 30 dias para inducir el hipotiroidismo. A las conejas del grupo control solo se les
proporciond agua. Luego de su sacrificio, se obtuvieron sus crias y se pesaron, para asi
clasificarse en 4 grupos: control bajo peso (CBP), control normo peso (CNP), hipotiroideo
bajo peso (HBP) e hipotiroideo normo peso (HNP). Se tomo el sitio de implante de cada uno
de estos crios y con estos tejidos se procedio a hacer la cuantificacién de estrégenos por
ELISA, aromatasa y GPER1 por western blot e inmunohistoquimica. Resultados. El
hipotiroidismo reduce el peso corporal de los fetos. No encontramos diferencias en la
concentracion de estradiol circulante ni en los implantes independientemente del tamafio del
feto. La expresion de aromatasa y GPER1 por western blot fue similar entre los grupos. Sin
embargo, la inmunohistoquimica mostro que tejidos como el sincitiotrofoblasto y el
espongioblasto modifican la expresion de GPER1 y aromatasa por el estatus tiroideo y el
peso fetal. Conclusiones. El efecto del hipotiroidismo, tanto en la sintesis estrogénica como
en la expresion de su receptor GPER1, es célula dependiente, afectando principalmente a

aquellos tejidos involucrados en el metabolismo.



GLOSARIO

CTB Citotrofoblasto

D Desyodasas

GPERL1 Receptor de estrogenos acoplado a proteina G
E2 Estradiol

E3 Estriol

FSH Hormona Foliculo Estimulante

GnRH Hormona Liberadora de la Gonadotropina
hCG Hormona Gonadotropina Coridnica Humana
LH Hormona Luteinizante

pFECs Células Endoteliales Placentario -Fetales
SCT Sincitiotrofoblasto

TRH Hormona Liberadora de Tirotropina

TSH Hormona Estimuladora de la Tiroides

T3 Triyodotironina

T4 Tiroxina

VEGF Factor de Crecimiento Vascular
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del Utero

El utero es el 6rgano donde se implanta el évulo fecundado para su desarrollo durante
el embarazo, se ubica entre el recto y la vejiga urinaria. En la mujer, el Gtero tiene forma de
una pera invertida y mide aproximadamente 7.5 X 5 X 2.5 cm. Este se divide en fondo
uterino, la porcion que se ubica arriba de las trompas uterinas, cuerpo uterino y cuello o
cérvix. El atero se divide en tres capas: perimetrio, miometrio y endometrio. La capa mas
externa es el perimetrio y su funcion es darle soporte al Utero. Estd compuesta por epitelio
pavimentoso simple y tejido conectivo areolar. EI miometrio estd formado por fibras
musculares lisas. La capa mas interna, el endometrio estd compuesta por una capa interna de
epitelio cilindrico simple. Por debajo del endometrio esta el estroma, la cual incluye
glandulas endometriales. Parte del endometrio se desprende durante la menstruacion, el resto
se mantiene (Chay cols. 2012). En el estudio de enfermedades reproductivas y de fertilidad,
las cueles pueden afectar el Utero de manera directa o indirecta Distintos modelos animales
han sido empleados para el estudio de enfermedades reproductivas y fertilidad. En el presente
estudio se emplea la coneja. El Gtero de la coneja esta compuesto por dos cuernos uterinos,
de 5 a 7cm cada uno aproximadamente. Este cuenta con dos cérvix que comunican a ambos
uteros directamente con la vagina. Histolégicamente, la pared uterina de la coneja estéa

formada por mucosa, capa muscular y serosa (Romero-Vargas, 2014).

1.1.1 Gestacion

El embarazo es un proceso que comprende las etapas de implantacion, decidualizacion,
placentacion y desarrollo embrionario, cuyo producto es la descendencia (Chay cols. 2012).
En la mujer, este proceso comprende un periodo de 36 semanas. El embarazo trae consigo
cambios en el estado fisiolégico normal, desde cambios en el sistema endocrino, como el
aumento de la concentracion de la hormona gonadotropina coriénica humana (hCG),
progesterona y estrégenos, hormonas que hacen el ambiente idoneo para el desarrollo del
embarazo (Chesnutt, 2004). Otros cambios que se observan durante el embarazo son

modificaciones en el sistema renal, cardiaco, respiratorio y gastrointestinal (Chesnutt, 2004).
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Las conejas culminan su madurez sexual entre el 4 y 5 mes de vida, a partir de esto, pueden
comenzar su reproduccion. El periodo de gestacion tiene entre 28 y 32 dias (31 dias

promedio) (Fischery cols. 2012).

A continuacién, se describen los detalles de las etapas del embarazo antes

mencionadas.

Implantacién. La implantacion comienza con la adhesion del blastocisto a la
decidua. La union del trofoblasto al tejido uterino forma la union materno-fetal. Luego el
trofoblasto se diferencia en citotrofoblasto y sincitiotrofoblasto. Este Gltimo se expande y
erosiona los capilares maternos y glandulas endometriales de la decidua para obtener
nutrientes. El sincitotrofoblasto prolifera para formar vellosidades primarias, secundarias y
terciarias. Los trofoblastos proliferan y se extienden més alla del sincitotrofoblasto uniéndose
entre si y formando la capa citotrofoblastica. En la semana 8 del embarazo humano, el
endometrio decidualizado y el miometrio subyacente forma el lecho placentario (Silva y
Serakides 2016; Zhang y cols. 2013; Figura 1). La implantacion se continua con la migracion
de trofoblasto para después dar paso a la placentacion. El desarrollo del feto comienza con la
diferenciacion celular del trofoblasto en intersticiales y endovasculares. El trofoblasto
obtiene nutrientes en la decidua materna. El trofoblasto produce integrinas, proteasas,
citocinas, interleucinas y factores de crecimiento que ayudan a degradar las proteinas de la
matriz extracelular, promoviendo su migracion. La decidua expresa proteinas inhibidoras que

evitan la invasion de las células trofoblasticas (Silva y Serakides, 2016).

En la coneja, la fertilizacién ocurre dentro de las primeras 10 h luego de la cépula.
Previo a la implantacidn, el utero de la coneja sufre algunos cambios como preparacion para
el embarazo, afectandose la proliferacion celular y apoptosis en el epitelio que recubre el
epitelio uterino y glandular. Cuando el blastocisto se acerca al endometrio, sus enzimas
eliminan la zona peldcida dejandolo expuesto y de ahora en adelante se mantendra cubierto

de mucosa (Fisher y cols. 2012).
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Figura 1. Desarrollo de Placenta Humana. Se observa el blastocisto, la implantacion, la diferenciacion del
trofectodermo y sincitiotrofoblasto, la erosién de vasos sanguineos para la formacién de vellosidades coridnicas
hasta finamente completar la placentacion. Tomado de Silva y Serakides 2016.

Placentacion. La placenta esta delimitada por la placa corionica y la placa basal. De
la placa corionica surge el cordon umbilical y las vellosidades coridnicas ramificadas;
mientras que, la placa basal es la capa externa que tiene contacto con la pared uterina. Las
vellosidades coridnicas forman la barrera placentaria. En este sitio se lleva a cabo la sintesis,
metabolismo y transporte de hormonas esteroides. La placenta sufre cambios anatomicos en
el curso del embarazo y la expresién de los genes placentarios que participan en la sintesis
de hormonas (Chatuphonprasert y cols. 2018; Figura 2). Como ocurre en el humano, la

placenta de la coneja se desarrolla como un discoide hemocorial y estd formada por dos
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capas, la materna y la fetal. La placenta de la coneja se desarrolla casi en su totalidad en la
primera mitad del periodo de gestacién de esta especie y sufre cambios en la vascularizacion,
siendo las arterias espirales y el aumento de la presion de sangre materna los mas

significativos (Fischer y cols. 2012).

Figura 2. Componentes de la interfase materno-fetal. 1VS: espacio intravelloso, UG glandulas uterinas o
endometriales Tomado de Cindrova-Davies y Sferruzi-Perri 2022.
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1.1.2 Alteraciones en la gestacion

Durante la gestacion pueden ocurrir algun error en alguna de las etapas que forman
parte del proceso que puede causar complicaciones; por ejemplo, preeclampsia,
prematuridad, placenta accreta, enfermedad trofoblastica, aborto e incluso muerte fetal o
maternal (Chatuphonprasert y cols. 2018). La invasién del trofoblasto y la placentacién en el
embarazo humano y la gestacion del conejo tienen similitudes, lo cual hace a la coneja el
modelo animal idéneo para el estudio de enfermedades reproductivas (Fischer, 2012) y
fertilidad (Marco-Jiménez & Vicente, 2018).

Aborto. El aborto se define como la interrupcién o finalizacion prematura del
embarazo. Cuando el feto es expulsado automaticamente por el cuerpo de la madre antes de
la semana 20 se le conoce como aborto espontaneo (Hu, 2018). Mas del 50% de abortos
espontaneos tienen como causa una anomalia genética en la formacion del embrion. La edad
avanzada materna puede causar aneuploidia embrionaria, aumento de coladgeno en el
endometrio y menor respuesta hormonal del endometrio, reduciendo asi las dimensiones de
la deciduay la receptividad del endometrio (Yang y cols. 2014). La multiparidad, disfuncion
tiroidea, hiperandrogenismo, sindrome de ovario poliquistico, hiperprolactinemia, defecto de
la fase lGtea y diabetes son factores de riesgo para los abortos (Kaur & Gupta, 2016; Hu y
cols. 2018).

Preeclampsia. Se caracteriza por hipertension y proteinuria de >300 mg/dia. Es
causada por la isquemia placentaria causado a su vez por un error en el momento en que los
citotrofoblastos de la placenta invaden las arterias espirales uterinas y arteriolas. Debido a
esto se produce un exceso de tirosina quinasa soluble similar a Fms (sFlt-1) y este se une al
Factor de crecimiento vascular (VEGF) y al factor de crecimiento placentario (PLGF),
provocando asi la hipertension (El-Sayed, 2017). Esta condicion cursa con niveles de
estrdgenos bajos (Jobe y cols. 2013).

Restriccién de crecimiento uterino. Es la incapacidad del feto de completar su
crecimiento. Esta complicacion podria causar nacimiento prematuro, mortalidad perinatal y
deficiencias posnatales como hipotermia, hipoglucemia y hemorragia pulmonar. En la edad
adulta, el bajo crecimiento embrionario es un factor de desarrollo de obesidad y diabetes
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mellitus tipo Il (Gurugubelli y Vishnu, 2018). Las hormonas tienen un papel fundamental
en el desarrollo intrauterino, desde la implantacion, hasta el momento del parto, por lo que
un desequilibrio puede perjudicar la maduracion y crecimiento uterino, y sumando a esto,
complicaciones perinatales y neonatales, se ha sugerido que la restriccion de crecimiento
uterino tiene una disminucion de estrogenos, causado por una disminucion en la
aromatizacion placentaria, y también disminucion en los niveles de progesterona (Baud y
Berkane, 2019).

Placenta accreta. Se caracteriza por la insercién anormal de parte o del total de la
placenta en la pared uterina. La placenta en condiciones normales esta separada de la decidua
basal por una matriz eosinofilica que contiene proteinas trofoblasticas y fibrina uterina que
es llamada fibrinoide de Nitabuch, la ausencia de esta capa puede facilitar el acceso del
trofoblasto al miometrio (Goh y cols. 2015). Su diagnostico puede realizarse desde la semana
18 del embarazo en pacientes con mdaltiples cesareas realizadas previamente o placenta
previa, y en la semana 32 en pacientes sin factores de riesgo. Se trata de un padecimiento
asintomatico por lo que su diagnéstico se realiza mediante ultrasonido transabdominal y
transvaginal, resonancia magnética y Doppler (Jauniaux y cols. 2018). El hallazgo en el
ultrasonido, que sugiere placenta accreta, es la cercania o invasién de la placenta al
miometrio, y en el Doppler color, la hipervasculatura Utero-vesical es abundante y asociada
a puentes placentarios (Jauniaux y cols. 2018). La causa mas descrita del desarrollo de
placenta accreta es la lesion uterina, por ejemplo, en legrados y partos por cesarea, dando una
mala cicatrizacion y permitiendo al trofoblasto y al tejido velloso invadir profundamente el
miometrio, e incluso llegar a los 6rganos pélvicos circundantes (Silver, 2015; Jauniaux y
cols. 2018). La alta invasion del trofoblasto también es afectada por factores metabdlicos,
mayor angiogénesis y proliferacion celular, disminucion de la apoptosis, alteraciones en la
migracion del trofoblasto, mayor expresion de metaloproteasas, problemas en la sefializacion
del sistema inmunitario y alteraciones hormonales (Bartels y cols. 2018). La invasion de la
placenta que caracteriza el acretismo placentario induce hemorragias abundantes que pueden
tener desenlaces fatales en la madre (Bartels y cols. 2018). Muchos de los estudios de estas
enfermedades han sido estudiados en mujeres, y algunos de estos en especies mas pequefias
como ratas y ratones, y aunque la coneja ha sido un modelo de estudio empleado en estudios

de reproduccidn ain no hay antecedentes de placenta accreta con este modelo animal.
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1.2 Importancia de los estrégenos en la gestacion

Los estrogenos son hormonas de naturaleza liposoluble, ya que se originan a partir
del colesterol. La familia de los estrogenos esta compuesta por 4 hormonas, estetrol, estrona,
estriol y estradiol (Kohlhepp, 2019). Los estrogenos derivan de precursores androgénicos:
testosterona y androstenediona, para esto es necesaria la participacion de la enzima aromatasa
(Vrtacnik y cols. 2014). El estradiol (E2) es el estrogeno mas predominante en la mujer (Tang
y cols. 2019) y su concentracién aumenta a lo largo del embarazo (Kohlhepp, 2019; Figura
3). Esta hormona es sintetizada por las células de la granulosa en los foliculos ovéricos, el
cuerpo lateo en desarrollo y la placenta. EI E2 promueve la foliculogénesis, aumenta la
expresion de los receptores de la hCG e inhibe la apoptosis de las células de la granulosa,
promueve la vasodilatacion de la regidn uteroplacentaria, aumenta el tamafio de las glandulas
mamarias ayudando a mantener el embarazo y evitar abortos (Kumar y cols. 2018; Kohlhepp,
2019). A pesar de que los estrogenos se han descrito como hormonas sexuales femeninas, su
fisiologia no se limita a esto, también tiene acciones en el sistema inmune, nervioso,
esquelético, vascular y endocrino. Sus funciones fisioldgicas, no se limitan al sexo femenino,

sino también tienen funciones en cuerpo humano masculino (Tabla 1).

1.2.1 Sintesis de estrogenos

La aromatasa es una enzima que se encarga de la aromatizacion de los andrégenos
para asi formar estrégenos. Esta enzima esta expresada en 6rganos como el Gtero, la placenta
durante el embarazo y el ovario. En la placenta, los androgenos de las glandulas suprarrenales
son catalizados para la formacion de estrogenos. Poca expresion de esta enzima 0 una
sobreexpresion pueden conducir a diferentes patologias que estan relacionadas con los
estrogenos, tanto en hombres como en mujeres (Czajka-Oraniec y Simpson, 2010) y, dadas

estas condiciones, la gestacion puede ser afectada por una alteracion de esta enzima.
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Tabla 1. Participacion de GPR30 en funciones fisiolégicas y patologias en el ser humano. Tomado de Prossnitz
& Barton, 2011.

Funciones Fisiologicas Patologias
Sistema endocrino

Secrecion de insulina Obesidad
Resistencia a la insulina
Diabetes Mellitus
Sistema Reproductivo

Desarrollo de glandulas mamarias Céancer de mama
Maduracioén de oocitos Carcinoma de ovario
Crecimiento de células endometriales Cancer endometrial
Contraccion miometrial Carcinosarcoma uterina

Sistema nervioso central

Funcion neuroendocrina de cerebro Depresion
Esclerosis multiple
derrame cerebral

Sistema cardiovascular

Crecimiento de cardiomiocitos Dafio isquemia reperfusion después de un
Inhibicién de apoptosis infarto al miocardio

Contractilidad de cardiomiocitos Cardiomiopatia dilatada

Vasodilatacion Cardiomiopatia hipertensiva

Liberacién de 6xido nitrico Hipertension arterial

Inhibicién de la proliferacion de células del Enfermedad

musculo liso vascular y células endoteliales
Inhibicidon de apoptosis de células endoteliales
Sistema inmune

Diferenciacion y/o regulacion de células T Inflamacion
Desarrollo de células T Autoinmunidad
Inhibicion de la inflamacién (macréfagos) Atrofia timica

Sistema Renal

Enfermedad renal (poteinuria)
Sistema Musculoesquelético

Diferenciacion de condrocitos Osteoporosis
Crecimiento de huesos Artritis
Trabecularizacion de huesos
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Figura 3. Niveles séricos de testosterona, estradiol, prolactina y progesterona en la coneja gestante y
lactante. Tomado de Beyer y cols. 2007.

1.2.2 Receptores de estrogenos

Las acciones de los estrégenos estan mediadas por los receptores de estrogenos alfa
(ERa), beta (ERp) y receptor 30 acoplado a proteina G (GPR30 o GPER1) (Tang y cols.
2019). El ERa se encuentra distribuido a lo largo del utero, epididimo, mama, higado, rifion
y tejido adiposo blanco; mientras que, el ERB se encuentra en colon, glandula salival,
endotelio vascular, pulmén y vejiga. Ambos se encuentran en prostata, ovario, testiculos,
musculo esqueletico y cerebro. Ambos receptores pertenecen a la superfamilia de receptores
de hormonas esteroides nucleares y estan compuestos por una region de dominio al ADN, un
dominio de union al ligando y un dominio N-terminal. E1 ERa tiene 3 isoformas; mientras
que, el ERP tiene 5 (Vrtacnik y cols. 2014; Tabla 2).

Por su parte, el GPER1 pertenece a la familia de los receptores transmembrana
acoplados a proteina G. Este receptor se une especificamente a estrégenos y desencadena la
cascada de sefializacion intracelular caracteristica de los receptores acoplados a la proteina

G (GPCR) (Prossnitz y cols. 2007; Tabla 1). EI dominio amino se encuentra en el exterior de
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la célula, el carboxilo-terminal se encuentra en el citoplasma, sin embargo, estudios recientes

han sugerido también su presencia en el nucleo. Entre las acciones de GPR30 esta la

activacion de quinasas reguladas por sefiales extracelulares, por sus siglas en inglés: ERK1/2

mediante la unién de estradiol, activa la via fosfatidilinositol 3 quinasa, por sus siglas en

inglés: PI3K/Akt, y también puede estimular el crecimiento de queratinocitos induciendo la

expresion de ciclina D2 y c-Fos. EI GPER1 actia como factor de crecimiento del tejido

conectivo, acido grasa sintasa y aumenta el crecimiento endotelial vascular (Albanito y cols.

2007; Tang y cols. 2019). EI GPERL1 se encuentra en distintos 6rganos y tejidos, y se ha

relacionado con algunas patologias que se resumen en la tabla 2 (Prossnitz & Barton 2011).

CARACTERISTICA
DEL RECEPTOR

ERa

ERB

GPER1

Superfamilia a la que
pertenecen
Tipo

Estructura

Regién cromosémica
Peso molecular

Numero de isoformas
Numero de aminoacidos

Distribucion en tejidos
humanos

superfamilia de receptores de hormonas

esteroides nucleares
Nuclear

Dominio de unién al ADN, dominio de
unién al ligando, dominio N-terminal

6025.1
67kDa
3

595 aa

Gtero, epididimo,
mama, higado,
rifién, tejido
adiposo blanco,
préstata, ovario,
testiculos,
esqueleto, cerebro

14g23.2
55kDa
5

530 aa

colon, glandula
salival, endotelio
vascular, pulmoén,
vejiga, prostata,
ovario, testiculos,
esqueleto, cerebro

Superfamilia de receptores
acoplados a proteina G
Acoplado a proteina G unida
a membrana

7 regiones a-helicoidales
transmembrana, 4 segmentos
extracelulares y 4 citosélicos
7p22.3

41kDa
1
375 aa

sistema nervioso central y
periférico, Utero, ovarios,
glandulas mamarias,
testiculos, células
espermatogoniales, sistema
gastrointestinal, pancreas,
rifidn, higado, glandulas
suprarrenales y pituitarias,
tejido 6seo, sistema
cardiovascular, células
inmunes

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas de los receptores de estrogenos. Modificado de Vrtacnik y cols. 2014.
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Figura 4. Resumen de las vias de sefializacion activadas por GPER1. Modificado de Molina et al.,
2017.

1.2.3 Estrogenos y alteraciones de la gestacién

Placenta accreta. La hCG ha sido involucrada en el desarrollo de la placenta accreta,
dado que su concentracion es menor en las mujeres con este tipo de placenta (Einerson y
cols. 2019). Si bien aun son escasos los estudios que relacionan a los estrogenos con el
desarrollo de placenta accreta (Saito y cols. 2019), es posible que ellos pudieran estar
involucrados en el descontrol de la migracién del trofoblasto para producir la hiper invasion
placentaria. De manera que, si la hCG esta disminuida y, por ende, se modifica la sintesis

estrogénica, la expresion de los ERs y de GPR30 también podria verse afectada.

Bajo peso corporal al nacimiento. Peso bajo para las semanas de gestacion se ha
relacionado en algunos estudios con los niveles elevado de estradiol y testosterona en la
madre (Svensson y cols. 2019). De manera contraria, los niveles altos de estriol (E3) se han

asociado con el desarrollo éptimo y el crecimiento adecuado del feto durante su desarrollo,
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lo cual puede ser un indicador de bajo peso al nacimiento si este estrégeno se encuentra

disminuido (Mucci y cols. 2003).

Diabetes gestacional. De manera normal, en el embarazo se tiene una mayor
demanda de energia, por lo que se busca que el tejido adiposo absorba mayor cantidad de
glucosa. Esto se logra aumentando los niveles de secrecion de insulina (Plows y cols. 2018).
Los estrogenos estan involucrados en el desarrollo de la diabetes gestacional, ya que ocurre
una disminucion en su concentracion en el cordén umbilical (Qi y cols. 2017).

Abortos. Se ha demostrado mediante estudios con ratas, que niveles séricos elevados
de estrogenos, causan infertilidad y abortos espontaneos porque se ven afectados los genes
que participan en la implantacién. Dado que los niveles de estrogenos son los que determinan
el tiempo de ventana de receptividad uterina, un aumento de esta hormona acortara este

tiempo impidiendo una correcta implantacion (Li et al., 2016).

1.3 Generalidades de las hormonas tiroideas

La glandula tiroides, forma parte del eje hipotdlamo-hipd&fisis-tiroides, sintetiza y
secreta la hormona tiroxina (T4) y en menor cantidad la triyodotironina (T3). Esto debido a
la estimulacién por la hormona estimuladora de la tiroides (TSH) ,a su vez estimulada por la
hormona liberadora de tirotropina (TRH), sintetizada en la region parvocelular del ndcleo
paraventricular del hipotdlamo (PVN). La accion de T3 y T4 estan en gran parte, regulada
por su receptor (TH) y cada tejido modifica a estas hormonas de acuerdo con sus necesidades
a través de tres yodotironinas desyodasas (D1, D2 y D3). Las D1 y D2 convierten T4 en T3
mediante una desyodacion en posicion 5°del anillo exterior. La D1 también es responsable
del reciclaje de yodo de las yodotironinas inactivas. La D2 ademas es responsable de la
conversion local de T4 a T3 activa en diferentes tejidos y D3, expresada en particular en el
cerebro y en 6rganos de la interfaz fetal-materna, cataliza la desyodacion del ion alojado en
la posicidn 5 del anillo interno de T4 produciendo T3 inactiva (T3r) (Moog y cols. 2017). Al
igual que los estrogenos, las T3 y T4 median su funcion mediante su receptor que pertenece
también a la superfamilia de receptores nucleares, y tiene 6 isoformas, pero las mas comunes
son THRB1, THRPB2 y THRal (Ortiga-Carvalho y cols. 2014).
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El aumento de la concentracion de las hormonas tiroideas se conoce como
hipertiroidismo, mientras que una ausencia de éstas es conocido como hipotiroidismo. El
hipotiroidismo, a su vez, se divide en hipotiroidismo primario o clinico e hipotiroidismo
secundario o subclinico. En el primer caso, se caracteriza por un decremento de T4 libre,
acompafiado por un aumento en la concentracion de hormona estimulante de la tiroides
(TSH) fuera de los rangos normales. En el segundo caso, hay un aumento en la produccién
de TSH, pero los niveles de T4 libre se encuentran dentro de los rangos de referencia (Chaker
y cols. 2017). El hipotiroidismo afecta a maltiples 6rganos y sistemas como cardiovascular,
neurosensorial, gastrointestinal, endocrino y metabolismo general. Todo esto mediante
signos como dislipidemias, neuropatias, disminucion de la sensibilidad olfativa y gustativa,
funcion cognitiva deteriorada, higado graso no alcoholico, desregulacion de la glucosa y
problemas en la fertilidad (Chaker y cols. 2017; Carle y cols. 2014).

1.3.1 Hipotiroidismo en la gestacion

En el embarazo, la aparicion de la hCG es fundamental ya que su principal funcion
es mantener y dar soporte al cuerpo liteo. La hCG aparece a los 4 dias después de la
implantacion para rescatar el cuerpo lGteo y su gen esta expresado principalmente por el
sincitiotrofoblasto, pero también por el citotrofoblasto (Kumar y Magon 2012). Durante el
primer trimestre del embarazo e inicio del segundo, la relacion entre la concentracion media
de las hormonas TSH y hCG se dirigen en direcciones contrarias, al aumentar la
concentracion de hCG, la TSH disminuye. Al finalizar el segundo trimestre del embarazo y
durante el tercero, los niveles de hCG nuevamente disminuyen y el nivel de TSH aumenta
(Haddow vy cols. 2008). Por esta relacion inversa, la concentracién media de la T4 libre es
afectada, mostrandose aumentada en el inicio del embarazo y disminuida al final del
embarazo. Las modificaciones de la concentracion de la tiroxina tienen efectos sobre la
globulina transportadora de hormonas sexuales, ademas de que modifica los niveles séricos
de la hormona liberadora de la gonadotropina (GnRH) y prolactina, disminuyendo la
concentracion E2 y aumentando a las hormonas foliculo estimulante (FSH) y luteinizante
(LH). Lo que sugiere que el hipertiroidismo e hipotiroidismo estan relacionados con la

fertilidad y reproduccion (Kumar y Magon 2012; Saran y cols. 2016).
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2. ANTECEDENTES

2.1 GPR30y embarazo

Los estrogenos son capaces de favorecer la proliferacion e inhibir la apoptosis del
epitelio uterino (Lou y cols. 2017; He y cols. 2019). Respecto a receptores, particularmente,
la presencia el GPERL1 en el epitelio del tejido endometrial sugiere una participacion en la
migracion de los espermatozoides favoreciendo la fecundacion (Kolkova et al., 2010).
Ademas, incrementa la expresion de metaloproteasas promoviendo la invasion del
trofoblasto (Tong y cols. 2016). La expresion de GPER1 en las células trofoblasticas es
promovida por la concentracion de estrogenos (Feng vy cols. 2017). Durante el embarazo, el
GPER1 participa en la vasodilataciéon de la arteria uterina, misma que tiene funcion en el
transporte de nutrientes y respiracion materno-fetal (Bai y cols. 2020).

2.2 Hipotiroidismo y bajo peso al nacimiento

Los trastornos de la tiroides son muy frecuentes en mujeres embarazadas, pere estas
deben ser tratadas ya que pueden tener consecuencias fatales. El hipotiroidismo en el
embarazo puede tener consecuencias como abortos espontaneos, desprendimiento de la
placenta, nacimiento prematuro, sufrimiento fetal y preeclampsia, anemia, hemorragia
postparto, sindrome de dificultad respiratoria en recién nacido y bajo peso al nacimiento
(Teng y cols. 2013; Hou y cols. 2013). Estos efectos han sido probados también en modelos
animales, por ejemplo, se evalud la restriccién del crecimiento uterino en ratas (Silva y
Serakides, 2016), el bajo peso al nacimiento (Hou y cols. 2013), preeclampsia (Sullivan y
cols. 2019), e incluso abortos (Negro y cols. 2014) en humanos. En la coneja, el
hipotiroidismo tambien afecta la histologia y funcion uterina, aumentando su tamafio e
induciendo hiperplasia uterina (Rodriguez-Castelan y cols. 2019a,b). En conejas gestantes,
el hipotiroidismo durante la gestacion promueve crios de bajo peso, se observd una
disminucion en el perimetro abdominal, y una disminucion en los niveles uterinos de
triglicéridos y colesterol total. Aunque los niveles de glucdgeno fueron similares entre los

grupos control e hipotiroideo (Rodriguez-Castelan y cols. 2019b).
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2.3 Hipotiroidismo y estrogenos

El hipotiroidismo disminuye la concentracion sérica de estradiol en ratas hipotiroideas
(Kowalczyk-Zieba y cols. 2021) y aunque bajo esta misma condicién no se modifica la
concentracion sérica de estrogenos en conejas virgenes (Anaya-Hernandez y cols. 2015) y
gestantes, si aumenta la expresion de aromatasa en el utero (Espindola-Lozano y cols. en
escritura), ovario (Rodriguez-Castelan y cols. 2017) y pancreas (Rodriguez-Castelan y cols.

2022), sugiriendo que el cambio en la concentracion de estrogenos pudiera ser local.

El hipotiroidismo regula la expresion de TRa en tutero (Rodriguez-Castelan y cols.
2019b) y de TRa, TRB y GPR30 en pancreas (Rodriguez-Castelan y cols. 2022) de conejas
virgenes. El hipotiroidismo disminuye la expresion de receptores ERa, ERf y GPR30 en

testiculo de ratas (Yao y cols. 2018) y en bocio en humanos (Weber y cols. 2015).

Dentro de los cambios que se han reportado del hipotiroidismo sobre la expresién de la
aromatasa, se encuentran los resultados obtenidos en este grupo de trabajo, en donde, en un
modelo de coneja hipotiroidea no gestante, esta enzima se observo aumentada, mientras que,
en un modelo de coneja gestante, los niveles de aromatasa solo se vieron incrementados en

el dia 20 de la gestacion (Espindola Lozano y cols. en escritura).
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3. JUSTIFICACION

La poblacion de mujeres embarazadas es significativa en la prevalencia de
hipotiroidismo, siendo de 0.2 a 0.5% respecto a hipotiroidismo clinico y de 2 a 5% en
hipotiroidismo subclinico (IMSS, 2016). EI hipotiroidismo en el embarazo est4 asociado a
complicaciones como abortos espontaneos, bajo peso al nacer y sindrome de dificultad
respiratoria de recién nacido (Andersen y cols. 2016). Como se dijo anteriormente, el
embarazo esta regido por distintas hormonas y sustancias, siendo los estrdgenos una de las
hormonas méas importantes de este proceso fisioldgico, por lo que una alteracion en la sintesis
de éstos afectado por el hipotiroidismo, puede desencadenar en una complicacién como el

bajo peso corporal de las crias (Arbib et al., 2017).

El hipotiroidismo regula la expresion de receptores de estrogenos. Por ejemplo, en el
utero, el hipotiroidismo modifica la expresion del ERa (Rodriguez-Castelan y cols. 2019b);
mientras que en el pancreas aumenta la expresion del ERa y reduce la expresion del ERB y
GPER1 (Rodriguez-Castelan y cols. 2022). Particularmente, el GPER1 esta presente en el
endometrio normal y en la decidua durante el embarazo. Su expresion se modifica en cada
etapa del embarazo, asi como en cada region del Gtero, por lo cual tienen una alta influencia
en el mantenimiento del embarazo, ademéas de estar muy ligada al proceso de la correcta
fertilizacion (Kolkova y cols. 2010). EI GPER1 regula la invasion del trofoblasto
promoviendo genes involucrados en la respuesta de hipoxia, apoptosis, proliferacion,
inflamacion y estrés oxidativo (Cheng y cols. 2021; Shu y cols. 2021). Su expresion esta

directamente relacionada con el contenido de estrdégenos (Shu y cols. 2021).

Por lo anteriormente descrito, en el presente estudio pretendemos analizar la influencia
del hipotiroidismo en la expresion la GPER1 en el Gtero de conejas gestantes, que nos
permitiera sugerirlo como un mecanismo para explicar el bajo peso al nacimiento

(Rodriguez-Castelan y cols. 2019a).
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4. HIPOTESIS

El crecimiento fetal, que es afectado por el hipotiroidismo, se relaciona con menor
concentracion de estradiol, expresion de aromatasa y expresion de GPER1 en el (tero de

conejas de 20 dias de gestacion.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Determinar si el crecimiento fetal, que es afectado por el hipotiroidismo, se relaciona con la
concentracion de estradiol, la expresion de aromatasa y GPER1 en Utero de conejas de 20
dias de gestacion.

5.2 Objetivos especificos
En conejas de 20 dias de gestacion controles e hipotiroideas:
1. Determinar el nimero y caracteristicas morfométricas de los fetos.

2. Cuantificar la concentracién de estradiol mediante ELISA en sitios de implante de fetos

con normo y bajo peso

3. Cuantificar la expresion de aromatasa mediante western blot e inmunohistoquimica en

sitios de implante de fetos con normo y bajo peso

4. Cuantificar la expresion de GPER1 mediante western blot e inmunohistoquimica en sitios

de implante de fetos con normo y bajo peso
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6. METODOLOGIA

Animales de experimentacion. El cuidado, manejo y experimentacion con los animales
se realizo de acuerdo con la legislacion mexicana bajo la NOM-062-Z00-1999 (SAGARPA)
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio y
al reglamento interno para el cuidado de animales de laboratorio del Centro Tlaxcala Biologia
de la Conducta (CTBC) de la Universidad Autonoma de Tlaxcala (UATX). Se utilizaron 12
conejas de la raza chinchilla (Oryctolagus cuniculus) gestantes de entre 8-12 meses de edad.
Los animales se mantuvieron a una temperatura de 22+ 2°C con ciclos de 16 h luz/8 oscuridad
en el bioterio del CTBC. Los animales se alojaron en jaulas individuales de acero inoxidable
(50 x 60 x 40 cm) y fueron alimentadas con 120 gramos de alimento cuando no se encuentran
gestante y 300 gramos cuando estan gestando. Se les proporcion6 300 ml de agua ad libitum.
El consumo de agua y alimento fue registrado diariamente. Se realizaron promedios del
registro de alimento y agua por semana para cada uno de las conejas y posteriormente se
obtuvieron los promedios por grupo. Los animales fueron divididos en dos grupos: grupo
control y grupo hipotiroideo de conejas gestantes de 20 dias. Se registré el peso corporal |
cada semana de las conejas gestantes. Se realizaron promedios de las medidas por semana

por animal y posteriormente se realizaron los promedios por grupo.

Induccién del hipotiroidismo. El hipotiroidismo se indujo en los animales mediante el
tratamiento de metamizol diluido en agua potable en una concentracion del 0.2% durante 30
dias. Para el grupo gestante de 20 dias se ajusté el tratamiento con metamizol 10 dias previo
a la copula para tener 30 dias de tratamiento. Al finalizar el tratamiento se realizé eutanasia

con sobredosis de anestésico pentobarbital sédico.

Morfometria fetal. Se obtuvo la porcion media del Gtero de los sitios con implante que
alojaron crios de peso promedio, bajo y alto. También se tom6 una porcion de Gtero sin
implante de ambos cuernos uterinos, siendo destinada la porcion izquierda para el analisis
mediante inmunohistoquimica y la derecha para el andlisis con western blot y PCR. Se

registro el peso y medidas corporales de cada uno de los crios. Se utilizé un vernier digital
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para tomar las mediciones de longitud y ancho de cabeza, longitud y ancho abdominal,

longitud corporal y peso de feto y de la placenta.

Inmunohistoquimica. La region izquierda del Utero se fijo en bouin por 12 horas,
posteriormente se inicio la deshidratacion mediante alcoholes de distinta concentracion (60-
100%) de manera ascendente y en diferentes lapsos de tiempo, una vez deshidratado, se
procedio a incluirlos en parafina para su conservacion y uso. Una vez que tuvimos el 6rgano
incluido en parafina, se realizaron cortes histologicos de un grosor de 5um con ayuda del
microtomo Leica RM, m y se colocaron 6 cortes por laminilla, se dejaron madurar durante
30 dias, al término de proceso se eligio la laminilla para realizar la técnica de
inmunohistoquimica de acuerdo con el método adivina-biotina-peroxidasa. Se incubaron en
una solucién buffer de citratos (pH=6) durante tres noches y se incubaron con el primer
anticuerpo (1:250; ab39742; Abcam incorporation, Cambridge, USA) en una cdmara himeda
a 4°C durante una noche. Una vez realizado esto, se incubaron con un anticuerpo secundario
(1:500) sc-2004, santa cruz biotechnology, TX, USA), durante 2 horas a temperatura
ambiente. A continuacion, los cortes se lavaron con una solucion buffer de fosfatos (PBS;
pH=7) y se incubaron con el ABC durante 1 hy se realizé el revelado con una solucién de
diaminoenzidina (DAb) al 0.05% y H202 al 3% en PBS hasta observar el marcaje en el tejido
de Gtero con ayuda de un microscopio de luz visible (Nikon ECLIPSE E600). Los cortes
fueron deshidratados en alcoholes en concentraciones descendentes y fijados con Cytoseal

TMG60 y un cubreobjetos.

Western Blot. Se obtuvo aproximadamente 50mg de tejido uterino de los sitios con
implante y clasificandolo en bajo peso, normo peso y macrosémicos. Se machacaron para
obtener extractos, usando un homogeneizador electronico (TissueTearor, bioSpec Products,
Inc.) en buffer de lisis (20 mM Tris-HCI pH 7.4, 100 mM glicina, 100 mM NacCl, 0.1% Triton
X-100, 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo y 1mM DL-Ditiotreitol afiadido con inhibidor
de proteasa). Treinta microgramos de extracto fueron desnaturalizados en Laemmli’s sample
buffer y SDS-PAGE vy se electroblotaron en membranas de nitrocelulosa (Laboratorios Bio-
Rad). Las membranas se tifieron con Rojo Ponceau para confirmar que el contenido de la
proteina fuera igual en todas las lineas. Las membranas se sumergieron en leche al 17.0% en
tampon trisalino (TSBT) con tween al 0,2% y se incubaron durante la noche a 4°C con el

anticuerpo primario, seguido del anticuerpo secundario. La sefial se detect6 usando un kit de
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quimioluminiscencia (West Pico Signal, Thermo Scientific). La sefial quimioluminiscente se
capturo y analizo con un analizador de sefial quimioluminiscente (MyECL Imager, Thermo
Fisher Scientific). La expresion de GPER1 se midid por densitometria normalizandola contra
la sefial del rojo de Ponceau.

ELISA. Al realizar la eutanasia se obtuvo una muestra sanguinea mediante puncion
cardiaca, con ayuda de un equipo de venopuncion. Se recolectd la muestra en un tubo color
rojo (no contiene ningun anticoagulante), el cual se dejo reposar y se centrifugd a 3500 RPM
durante 5 minutos. Se separé el suero. El suero obtenido durante el sacrificio se almaceno
para su andlisis a -80 C. Para la extraccion de hormonas esteroideas totales se colocaron 100
uL de suero en un tubo de vidrio. Se agreg6 a cada tubo 1mL de éter etilico y se agité durante
30s. Posteriormente, se colocaron las muestras en el congelador hasta la separacion de fases.
La fase orgénica fue recolectada y el éter etilico se evapor6 en bafio Maria a 40°C en una
campana de extraccion. A continuacion, se agregd 1 mL de metanol a cada tubo, se agit6 por
10 s, y se centrifugd (5000 rpm, 5 min). El etanol se evaporo en bafio Maria a 80°C en una
campana de extraccion. El extracto fue resuspendido en 55 puL. de buffer de ELISA (PBS
50Mm/ 0.1% gelatina). Se centrifugaron las muestras a 10000 rpm por 1 min. Posteriormente,
las muestras se incubaron por 10 min a 37°C en bafio Maria. La cuantificacion se hizo por la

técnica de ELISA siguiendo las indicaciones contenidas en los Kits de los fabricantes.

Analisis estadistico. Los datos recabados se registraron en una base de datos y fueron
analizados con ANOVA de una via o Kruskall Wallis, t-Student p U-Mann Whitney, segln
corresponda. Se usé la prueba de Kolmogorov para comprobar la normalidad de los datos.
La significancia estadistica fue considerada con P<0.05. Todo esto se llevo a cabo mediante

el programa estadistico Prism graphPad.
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7. RESULTADOS

7.1 Consumo de alimento y ganancia de peso en las conejas

Se tuvieron 11 hembras controles y 8 hembras hipotiroideas. En la primera semana, cuando
los animales aln no estaban gestantes, ambos grupos consumieron la misma cantidad de
alimento (U= 25.5; P=0.12). Sin embargo, en el primer tercio de la gestacion, el consumo de
alimento de las hembras hipotiroideas fue menor que las hembras controles (t=3.0; df= 17,
P=0.006). Esto mismo fue observado en el segundo tercio de la gestacion (t=2.4; df=17; P=
0.02) (Figura 4). Respecto a la ingesta de agua, los animales tiran mucha agua,
particularmente los animales hipotiroideos, por lo que su analisis no es fiable. Por tal razén

No se muestran.
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Figura 4. Ingesta de alimento del grupo control (barra blanca) e hipotiroideo (barra negra). * P<0.01; **
P=0.006.

La edad de las madres fue similar entre ambos grupos (Tabla 4). La ganancia de peso de las
conejas considerando el peso inicial (inicio del experimento) y final (dia del sacrificio) fue

similar entre los grupos control e hipotiroideo (Tabla 4).
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7.2 Implantes y reabsorciones

El nimero de implantes vivos y reabsorciones de las hembras controles e hipotiroideas fue

similar (Tabla 4). El total de implantes mostr6 una tendencia a ser menor en el grupo
hipotiroideo (Tabla 4).

Edad materna 7.1+£01 74+0.3 U= 36.5; P=0.36
(meses)
Incremento de peso 93x15 6.8+2.1 t=1.0; df=17;
de la madre (gramos) P=0.32
Implantes vivos 9.8x0.7 81+105 t=1.4; df=17;
P=0.17
Reabsorciones 08+04 06+04 U=42.5; P=0.92
Implantes totales 10.3+0.5 88+10.6 t=1.9; df=17;
P=0.06

Tabla 4. Datos maternos y fetales de los grupos control e hipotiroideo.

7.3 Pesos y tamafios fetales

Se realizaron histograma de distribucion con los pesos, anchos de abdomen y longitud
corporal de los fetos. Encontrandose que las madres hipotiroideas tuvieron fetos con menor
peso y menor longitud, aunque no se observaron diferencias en el ancho de abdomen (Figura
5). De este histograma de distribucidn se propuso un punto de corte de 4.6 g para diferenciar
el bajo y el normopeso fetal. Tomando en cuenta los datos anteriormente explicados, los
sitios de implante que incluyen placenta y Gtero fueron clasificados en: 1) implante de coneja
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control de un feto con bajo peso (CBP), 2) implante de coneja hipotiroidea de un feto con
bajo peso (HBP), 3) implante de coneja control de un feto con normopeso (CNP) y 4)

implante de coneja hipotiroidea de un feto con normopeso (HNP).
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Figura 5. Histograma de distribucidn de pesos (arriba), ancho de abdomen (intermedio) y longitud corporal
(abajo) de fetos de madres control (blanca) e hipotiroideas (negro).
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7.4 Niveles de estradiol en suero e implantes

El analisis de estradiol en suero de las hembras controles e hipotiroideas mostro que
no hubo diferencias significativas entre los grupos (Figura 6; t=0.66; P=0.52). Respecto al
contenido de estradiol en la interfase materno-fetal, dependiendo del peso fetal, encontramos
que, quiza debido a la n de 3 animales, no se encontraron diferencias significativas entre los
grupos (Figura 6; K=5.9; P=0.11). Si agrupamos los fetos controles y los hipotiroideos
independientemente del tamafio, los implantes provenientes de animales hipotiroideos
tuvieron una menor concentracion de estradiol que los controles (t=2.9; df=10; P=0.01).
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Figura 6. Contenido de estradiol en suero (izquierda) de madres controles (n=6) e hipotiroideas (n=6) y en
implantes uterinos (centro) de fetos provenientes de animales controles e hipotiroideos de acuerdo con su peso
corporal: control normopeso (CNP, n=3), hipotiroideo normopeso (HNP; n=3), control con bajo peso (CBP;
n=3) e hipotiroideo con bajo peso (HBP; n =3). Analisis de estradiol en implantes solo entre controles (n=6) e
hipotiroideos (derecha, n=6). La n corresponde al nimero de implantes en cada categoria de peso y no al nimero
de madres.

7.5 Expresion de aromatasa

Para la expresion de la enzima aromatasa se utiliz6 como control positivo testiculo de rata.
No se encontraron diferencias en la expresion de la enzima entre los implantes considerando
el peso corporal de los fetos (Figura 7; F=1.38; P=0.0.2763).

Se realiz6 la descripcion de la inmunolocalizaciéon de aromatasa en los sitios de implante de
hembras controles e hipotiroideas. Se identificaron los diversos tipos celulares tanto
maternos (células gigantes, epitelio, glandulas, mudsculo y estroma) como fetales
(espongiotrofoblasto y células gigantes). Se muestra algunos ejemplos de la expresion de

aromatasa (Figura 8).
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Figura 7. Expresion de aromatasa en implantes uterinos de fetos provenientes de animales controles e
hipotiroideos de acuerdo con su peso corporal: control normopeso (CNP, n=6), hipotiroideo normopeso (HNP;
n=6), control con bajo peso (CBP; n=6) e hipotiroideo con bajo peso (HBP; n =6). A: membrana de rojo de
Ponceau; B: western blot; C: Cuantificacion relativa de aromatasa. La n corresponde al nimero de implantes
en cada categoria de peso y no al nimero de madres. No hay implantes hermanos en el mismo grupo.

Figura 8. Imagenes representativas de expresion de aromatasa en implantes controles mediante
inmunohistoquimica. Se muestran células del estroma, placenta (espongioblasto; A y a), glandulas (B y b) y
estroma (C y c). Escalas A-B= 50 um, a-c= 20 um.
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Los implantes controles con bajo y normopeso mostraron una inmunolocalizacion
de la expresion de aromatasa similar en todos los tipos celulares. Mientras que los implantes
hipotiroideos con normo y bajo peso mostraron una mayor expresion de aromatasa en el
espongioblasto y glandulas que los implantes controles normopeso y bajo peso (Tabla 5). La
expresion de esta enzima en las células gigantes del estroma fue mayor en los implantes

hipotiroideos con normopeso.

Bajo peso Normo Peso Bajo Peso Normo peso
n=3 n=3 n=3 n=3
Sincitiotrofoblasto  (+) (+) (+) (+)
Espongioblasto (++) (++) (+) (+)
Células gigantes  (+) (++) (+) (+)
Epitelio (+) (+) (+) (+)
Glandulas (++) (++) (+) (+)
Mdsculo (+) (+) (+) (+)
Estroma (+) (++) (+) (+)

Tabla 5. Localizacion de la expresion de aromatasa mediante inmunohistoquimica en sitios de implante con
bajo y normopeso de madres controles e hipotiroideas. La n corresponde al nimero de implantes en cada
categoria de peso y no al nimero de madres. No hay implantes hermanos en el mismo grupo.

7.6 Expresion de GPER1

Para la expresion de GPERL se utiliz6 como control positivo ovario de coneja. No se encontrd
diferencia en la expresion de la proteina entre los implantes considerando el peso corporal
(Figura 9; F=0.096; P= 0.961).

Se realiz6 la descripcion de la inmunolocalizacion de GPERL en los sitios de implante de las
hembras controles e hipotiroideas. Se identificaron los diversos tipos celulares tanto
maternos (células gigantes, epitelio, glandulas, mdsculo y estroma) como fetales

(espongiotrofoblasto y celulas gigantes) (Figura 10).
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Figura 9. Expresion de receptor GPER1 en implantes uterinos de fetos provenientes de animales controles e
hipotiroideos de acuerdo con su peso corporal: control normopeso (CNP, n=6), hipotiroideo normopeso (HNP;
n=6), control con bajo peso (CBP; n=6) e hipotiroideo con bajo peso (HBP; n =6). A: membrana de rojo de
Ponceau; B: western blot; C: Cuantificacidn relativa de la proteina de GPER1. La n corresponde al nimero de
implantes en cada categoria de peso y no al nimero de madres. No hay implantes hermanos en el mismo grupo.
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Figura 10. Iméagenes representativas de expresién de GPER1 mediante inmunohistoquimica en implantes
uterinos controles e hipotiroideos. Se muestran células de placenta (células gigantes, A 'y B), glandulas (C y D)
y estroma (E y F). Escalas A 'y B= 50 um, C-F=20 um.
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Los implantes controles con bajo peso mostraron una mayor inmunolocalizacién en
el sincitiotrofoblasto en comparacion con los normopeso. Mientras que los implantes
hipotiroideos con normopeso mostraron una mayor expresion de GPER1 en el
espongioblasto y estroma que los implantes controles normopeso (Tabla 6).

Bajo peso Normo Peso Bajo Peso Normo peso
n=3 n=3 n=3 n=3
Sincitiotrofoblasto  (+) (+) (++) (+)
Espongioblasto (+) (++) (+) (+)
Células gigantes (+) (+) (+) (+)
Epitelio (+) (+) (+) (+)
Glandulas (+) (+) (+) (+)
Musculo (+) (+) (+) (+)
Estroma (+) (++) (+) (+)

Tabla 5. Localizacion de la expresién de GPER1 mediante inmunohistoquimica en sitios de implante con bajo
y normopeso de madres controles e hipotiroideas. La n corresponde al nimero de implantes en cada categoria

de peso y no al nimero de madres. No hay implantes hermanos en el mismo grupo.
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8. DISCUSION

8.1 Consumo de alimento en las conejas hipotiroideas

A lo largo del experimento y reportado previamente en los resultados, se observo
que las hembras que son tratadas con metimazol para inducir el hipotiroidismo tiene una
menor ingesta de alimento. Sin embargo, esta disminucion en el consumo de alimento no
modifica la ganancia de peso corporal de la madre. Este resultado puede ser atribuido al sabor
amargo del metimazol y al aumento en la sensibilidad a los sabores reportada durante el
embarazo en humanos (Choo y Dando 2017) que también pudiesen estar presentes en el
embarazo de la coneja. A pesar de la menor ingesta de alimento, las hembras con
hipotiroidismo mostraron una ganancia de peso similar a las conejas controles. Ello podria
ser consecuencia de la mayor acumulacion de tejido adiposo, como ya se reportd por nuestro
grupo de investigacion en conejas virgenes (Rodriguez-Castelan y cols. 2017). Acompafiado

de una pérdida de masa muscular (Milanesi y cols. 2017), como ya se ha descrito en humanos.

8.2 Hipotiroidismo y crecimiento fetal

El hipotiroidismo modifica las caracteristicas morfoldgicas e induce bajo peso
corporal en las crias de conejas. Estos resultados confirman lo reportado previamente en
nuestro grupo de trabajo (Rodriguez-Castelan et al., 2018). La relacion entre hipotiroidismo
y restriccién del crecimiento originando bajo peso corporal al nacimiento ha sido observado
en humanos (Hou y cols. 2013) y ratas (Silva y Serakides et al., 2016). Este bajo peso corporal
es consecuencia de la restriccién del crecimiento, lo que podria afectar el desarrollo de los
organos en la etapa fetal, en consecuencia, asociarse con complicaciones perinatales y

neonatales (Baud y Berkane, 2019).

El menor crecimiento fetal en las crias de madres hipotiroideas podria relacionarse
con la acumulacién de reservas de glucogeno y lipidos en el Gtero, asi como hormonas que
participan en la distribucion de energia como fuente de alimento entre la madre y el feto. Al
inicio de la gestacion, el tejido uterino, a través de las glandulas endometriales, proporciona

nutrientes requeridos al trofoblasto. Posteriormente, la placenta es un 6rgano con diversas
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rutas metabolicas y capacidad de transporte de lipidos, glucosa, aminoacidos, etc., requerido
para el crecimiento fetal (Cindrova-Davies y Sferruzi-Perri 2022). La dieta materna tiene un
impacto muy importante en el desarrollo fetal, ajustandose las caracteristicas de las células
placentarias (Watkins y cols. 2015). A este respecto, en estudios previos hemos encontrado
que el hipotiroidismo modifica el contenido de glucégeno y lipidos en el Utero de conejas
virgenes (Rodriguez-Castelan y cols. 2019b) y gestantes (Espindola -Lozano y cols. en
proceso). A la par del glucégeno también se aumenta la expresion de GLUT4 de los implantes
de hembras hipotiroideas en el dia 20 de gestacion (Espindola -Lozano y cols. en proceso).
Estos hallazgos muestran que efectivamente, el hipotiroidismo regula el metabolismo uterino
y con ello podria interferir con el crecimiento fetal. Cabe mencionar que el Gtero cuenta con
receptores a hormonas tiroideas de tipo o y B, a través de los cuales pudiera estar ejerciendo

sus efectos (Rodriguez-Castelan y cols. 2019Db).

Dentro de las hormonas que se sabe interfieren con el crecimiento fetal estan los
estrdgenos, ya que bajos niveles de estrégenos se asocian con un bajo crecimiento fetal
(Mucci y cols. 2003; Baud y Berkane, 2019). Aunque Anaya-Hernandez y cols., en 2015,
describieron que los niveles de estrdgenos a nivel sérico no se ven modificados bajo la
condicion de hipotiroidismo en conejas virgenes, se desconoce lo que ocurra en la interfaz
materno-fetal. En el presente estudio encontramos que, en las conejas gestantes, el
hipotiroidismo tampoco afecta la concentracidn de estradiol circulante. La concentracion de
estradiol tampoco es modificada a nivel placentario dependiendo del peso corporal de los
fetos. En este dltimo punto, faltaria aumentar el nimero de los animales para confirmar

nuestros hallazgos.

Considerando que el contenido de estrégenos en el Gtero podria provenir de la
circulacion, pero también de la sintesis local de esta hormona, fue que analizamos la
expresion de aromatasa en la interfaz materno-fetal. No encontramos diferencias en la
expresion de aromatasa en los implantes de acuerdo con el peso corporal fetal mediante
western blot. Sin embargo, la inmunolocalizacion de la enzima aromatasa en las conejas
hipotiroideas aumenta en algunos tipos celulares como el espongioblasto y las glandulas
uterinas. Curiosamente estas células estan relacionadas con las reservas metabolicas para la
nutricion embrionaria y fetal (Cindrova-Davies y Sferruzi-Perri 2022). Ello sugiere que la

falta de diferencias significativas en el western blot podrian deberse a los cambios al alta y
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la baja en los diferentes tipos celulares presentes en la interfaz materno-fetal. Existen pocos
trabajos que muestren una interaccion entre hormonas tiroideas y la enzima aromatasa. En el
pancreas (Rodriguez-Castelan y cols. 2022) y en el ovario (Rodriguez-Castelan y cols. 2017),

el hipotiroidismo reduce la expresion de esta enzima.

Previamente reportamos que el hipotiroidismo regula la expresion de ERa en el Gtero
de conejas virgenes (Rodriguez-Castelan y cols. 2019b). En el presente estudio nos
enfocamos a la expresion del receptor de membrana GPER, el cual se expresa en células del
trofoblasto (Feng y cols. 2017) y regula la vasodilatacion de la arteria uterina, afectando la
nutricion fetal (Bai y cols. 2020). Este receptor también regula la contraccion uterina durante
el parto (Maiti y cols. 2011). Si bien no encontramos diferencias en la expresion de GPER
mediante el western blot entre los implantes dependiendo del peso fetal, tanto el peso fetal
como la condicién de hipotiroidismo modifica la expresion en los tipos celulares de la
interfase materno-fetal, particularmente del sincitiotrofoblasto y espongioblasto. En este
sentido, el GPERL1 en la placenta esta directamente relacionado con la concentracion de
estrdgenos, participando en la regulacion de la hipoxia y oxigenacién, asi como en el control
de la apoptosis, proliferacién, inflamacion y estrés oxidativo de estos tejidos (Shu y cols.
2021). Existen pocos trabajos que muestren una interaccion entre hormonas tiroideas y
GPERL. En el pancreas, el hipotiroidismo reduce la expresion de este receptor (Rodriguez-
Castelan y cols. 2022). De acuerdo con lo observado podemos decir que el cambio en la
expresion de GPERL1 por hipotiroidismo depende el tipo celular, de manera que tampoco se

puede generalizar un efecto estimulante o depresor.

Nuestros resultados sugieren que el hipotiroidismo promueve una reduccién en el
peso corporal fetal. Si bien este se podria relacionar con efectos en el metabolismo uterino
que interfieran con el crecimiento, también podrian existir cambios a nivel hormonal. En el
presente estudio, mostramos que las hormonas tiroideas afectan la sintesis local de estrégenos
en la interfase materno-fetal (aromatasa) y sus acciones mediadas por GPER1 de manera
diferencial dependiendo del tipo celular. Afectando, particularmente, a células relacionadas
con la reserva energética, lo que sugiere que los estrogenos podrian modificar el metabolismo

placentario y, por ende, el desarrollo de los 6rganos y crecimiento de los fetos.
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9.CONCLUSIONES

1.- Se confirm6 que el hipotiroidismo induce bajo peso corporal fetal, lo que podria causar

bajo peso al nacimiento.

2.- La concentracion de estradiol circulante en conejas gestantes controles e hipotiroideas al
dia 20 es similar. Sin embargo, si se observa una reduccion en la concentracion de esta
hormona en la interfaz materno-fetal. Ello nos sugiere que el estradiol podria regular los
cambios metabolicos ya reportados en conejas hipotiroideas gestantes.

3. Aungue no encontramos diferencias en la produccion local de estradiol (aromatasa) entre
implantes controles e hipotiroideos asociados al peso corporal de los fetos, los cambios
observados mediante inmunohistoquimica sugieren que algunos tipos celulares del
implante podrian variar en la sintesis estrogénica dependiendo del estatus tiroideo y del

peso corporal fetal.

4. La expresion de GPER1 no es diferente en los implantes controles e hipotiroideos
asociados al peso corporal de los fetos. Sin embargo, los cambios observados mediante
inmunohistoquimica sugieren que algunos tipos celulares del implante podrian variar en

la sefializacion de este receptor dependiendo del estatus tiroideo y del peso corporal fetal.

5. Las acciones del estradiol en la interfase materno-fetal en condicion normal e hipotiroidea
varian dependiendo del tipo celular, afectandose las células relacionadas con el

metabolismo.

10. PERSPECTIVAS

1.- Analizar hormonas con funcién metabolica como insulina y glucagon, esperando que
estén involucradas en el crecimiento fetal.

3.- Analizar si la posicion del feto podria interferir con su tamafio.
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