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GLOSARIO DE ABREVIATURAS UTILIZADAS

ACTH-Hormona adrenocorticétropa.

ADN-Acido desoxirribonucleico.

AMPc - Adenosin monofosfato ciclico.

ARN-Acido ribonucleico.

CMH-Complejo mayor de histocompatibilidad.

Crea-Creatinina.

CT - Colesterol total.

D1- Deiodinasa 1.

D2- Deiodinasa 2.

D3- Deiodinasa 3.

DIO2 — Gen de la Deiodinasa 2.

FT4-Tetrayodotironina libre.

GH-Hormona del crecimiento.

Glu- Glucosa.

H202-Peroxido de Hidrogeno.

Hb — Hemoglobina.

HcG-Gonadotropina coriénica.
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HC-Hipotiroidismo congénito.

HLA-Antigenos leucocitarios humanos.

HPT-Hipotalamo-Pituitaria- Tiroides.

HT-Hormonas tiroideas.

HTA-Hipertension arterial.

LH-Hormona luteinizante.

MMI-Metamizol.

MRNA- RNA mensajero.

OPS- Organizacion Panamericana de Salud.

PCR — Reaccion en cadena de la polimerasa.

PKA- Quinasa A.

PTU- Propiltiuracilo.

ROS-Radicales libres y otras especies reactivas pro-oxidantes.

SDG-Semanas de gestacion.

Snp — Polimorfismo de nucledétido simple.

T3-Triyodotironina.

T4-Tetrayodotironina.

T4T-Tetrayodotironina total.
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TBG- Globulina fijadora de tiroxina.

TG-Tiroglobulina.

TG-Triglicéridos.

TPO-Tiroperoxidasa.

TRH-Hormona liberadora de tirotropina.

TSH Hormona estimulante de tiroides.

TSHB — Gen TSHp.
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RESUMEN
Las enfermedades tiroideas son patologias que con frecuencia afectan a las
mujeres embarazadas causando complicaciones graves. La investigacion actual
tiene como objetivo averiguar si la expresion del gen TSHQ variante X1 (TSHBX1) y
el polimorfismo D2 Thr92Ala del gen DIO2 pueden estar involucrados en el
desarrollo y la evolucion de la enfermedad tiroidea en mujeres gestantes mexicanas.
Fue un estudio comparativo, prospectivo, clinico y transversal con 96 pacientes
embarazadas de un hospital obstétrico mexicano, 38 de ellas eran normo tiroideas
y 54 tenian enfermedad tiroidea. La expresion de TSHEBX1 se cuantificdé mediante
PCR en tiempo real y la presencia del polimorfismo D2 Thr92Ala se verifico a traves
de genotipificacion con sonda TagMan. Ademas, se correlacionaron los valores de
TSH, creatinina, triglicéridos, colesterol, glucosa y hemoglobina de los pacientes
con los hallazgos genéticos. Se observo que no habia relacion entre el historial de
abortos y el estado de salud de las pacientes, pero si con los antecedentes
familiares de enfermedad tiroidea. No hubo relacion entre los parametros
bioguimicos y las caracteristicas genéticas, pero se observaron casos
metabdlicamente tipicos de la enfermedad tiroidea con complicaciones externas en
otros sistemas. Se confirmd la expresion de TSHEBX1, pero ésta no se vio
relacionada con la enfermedad tiroidea. El genotipo mas comun en la poblacién
analizada fue CC, y estuvo relacionado con la presentacion de enfermedad tiroidea.
Los dos hallazgos en el estudio ayudan a la caracterizacion de la poblaciéon

mexicana, porque son hallazgos nuevos.
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CAPITULO | GENERALIDADES
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1. ANTECEDENTES

1.1La glandulatiroides

La glandula tiroides estd compuesta por foliculos en los cuales son sintetizadas las
HT a través de procesos de yodacion (Brent, 2012). Los foliculos (unidad funcional
de la glandula) son conjuntos celulares vascularizados llenos de coloide en donde
no solo se producen las HT sino que también se almacenan (Ortiga et al., 2016).Son
morfologica y funcionalmente heterogéneos pues las células varian notablemente
en cuanto a dimension y actividad celular entre unas y otras, lo que influye en
aspectos como el contenido de TG; todas estas variaciones se atribuyen a causas
genéticas (Sellitti y Suzuki, 2014).

Los trastornos en la glandula tiroides estan dentro de las enfermedades endocrinas
mas comunes (Nishikawa M et al.,1983). Se estima que hasta un 10% de la
poblacién tiene un desorden tiroideo lo que puede influir en las funciones cognitivas
de los individuos. Se ha encontrado que tiroidectomias realizadas en la vida adulta
producen deterioro del aprendizaje y la memoria, y que factores ambientales como
el contacto con bisfenoles y nicotina pueden generar una disrupcion tiroidea (Leach
et al., 2015).

Una alteracion en las HT contribuye al desarrollo de enfermedades como las
cardiovasculares, la diabetes mellitus, la enfermedad hepatica cronica etc.; el
higado es un blanco tan importante de las hormonas tiroideas que los anélogos de

T3 previenen la esteatosis y la hepatitis (Chi et al., 2013).
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Para entender un poco el porqué de los desérdenes tiroideos mas recuentes, sobre
todo de origen congénito, se debe ir a el proceso de embriogénesis de la glandula.
La tiroides se empieza a desarrollar en la cuarta semana de gestacion embrionaria
y se origina como un engrosamiento del endodermo en la pared ventral de la faringe
primitiva caudal a la region del primer orco branquial, luego de esto el primordio
tiroideo comienza a invadir la mesénquima circundante formando un brote primitivo
que hacia la séptima semana de desarrollo migra a su ubicacién definitiva (la porcién
media anterior del cuello),ya para la octava semana se distinguen el istmo y los
I6bulos laterales; un error en este lapso de tiempo produce alteraciones anatémicas,
disembriogénesis o disgenesia tiroidea manifestada en aplasia, hipoplasia o ectopia
tiroidea (Grob y Martinez, 2012). Una anomalia frecuente producto de fallos en la
organogénesis es el hipotiroidismo congénito, que puede ser primario, central o

periférico (Mayayo Dehesa, 2011).

Entre la semana 10 a 12 del desarrollo es cuando ocurre la diferenciacion funcional
de las células foliculares comenzando la expresion de proteinas para sintetizar las
hormonas tiroideas; una alteracién en esta fase produce dishormogénesis con una

tiroides de ubicacion normal pero con disfuncion hormonal (Groby Martinez, 2012).

Los fallos en las fases mencionadas son determinantes para el desarrollo de
patologias. Hay que tener en cuenta ademas que la tiroides juega un papel
fundamental en el proceso sistémico; interviniendo en la diferenciacién, el

crecimiento, el metabolismo y en general en la funcion fisioldgica (Yen, 2001).

1.2Produccién de hormonas tiroideas
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Las HT se regulan por mecanismos de transcripcién génica que incluyen activacion
y desactivacion de deiodinasas, expresion de isoformas de receptores,
coactivadores nucleares etc., que mantienen la homeostasis tiroidea; sin embargo
en estados patoldgicos todo cambia, y las repercusiones en el organismo son
fuertes; por ejemplo el gasto energético en hipotiroidismo se ve disminuido hasta
en un 50% y la expresion de D2 aumenta considerablemente en la misma patologia

(Mcaninch y Bianco, 2015).

Las HT mantienen sus niveles gracias a un proceso de retroalimentacion negativa,
(Figura 1) que inicia en el hipotalamo con la sintesis de TRH, continta en la hipdfisis
gue produce TSH y termina en la tiroides con la generacién de T3y T4 (Tania et al.,

2014).

TRH es la principal estimuladora para la sintesis y liberacibn de TSH, es un
tripéptido compuesto por 3 aminoacidos (acido glutamico, histidina y prolina)
derivado de una proteina precursora larga (prepo-TRH) cuyo gen en los humanos
se encuentra en el cromosoma 3; la TRH tiene ademas efectos en la termogénesis
regulacion, etc.; y es producida por las neuronas hipofisiotréficas localizadas
principalmente en el ndcleo paraventricular gue se encuentra en los limites dorsales

del tercer ventriculo cerebral(Fekete et al., 2014).

T3 regula a TRH y los tanycitos (células especializadas de la glia) son los
encargados de mantener los niveles cerebrales adecuados de HT(Ortiga-Carvalho

et al., 2016).
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El segundo nivel del eje es controlado por la TSH una glicoproteina conformada por
una cadena alfa comun que tienen con hormonas como la LHy la hcG y una
cadena beta especifica (Yen,2001). Si llega a haber un aumento de T3y T4, TSH

empieza a disminuir para frenar el estimulo de produccion de hormonas tiroideas.

Figura 1. Modulacién en la produccién de las HT con efectos
en érganos blanco, (estimulacion positiva en negro y negativa
en gris). Imagen tomada de: Schoemarkers et al., Recent
advances in central congenital hypothyroidism (2014).
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La TSH es indispensable para la funcion, diferenciacion y crecimiento de la tiroides,
se encarga de manejar la incorporacion del yoduro dentro de la molécula de TG, del
acoplamiento de la yodotirosina a las HT y la produccion de H202, cofactor

importante para la biosintesis de las HT. TSH actua a través del receptor TSH-R
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(receptor acoplado a proteina G) que se encuentra en la membrana basolateral del
tirocito; la union a de TSH a TSH-R desencadena el inicio de la via principal para el
funcionamiento de las hormonas tiroideas: la via del adenilato ciclasa, que
incrementa los niveles de AMPc y provoca la activacion de la PKA (Ortiga et
al.,2016).

Las principales hormonas tiroideas son la T4 y T3. T4 es sintetizada a plenitud en
la tiroides de seres humanos, 6rgano que constituye el primer nivel del eje y actla
como prohormona para producir a T3, de la cual solo el 20% circulante es secretada
directamente por la glandula y el 80% restante es derivado de la mono-deyonidacién
de la T4 (Senese et al., 2014).

La biosintesis de T3 y T4 se realiza en la interface célula-coloide en la membrana
apical de la célula tiroidea a partir de la TG, (una glicoproteina homodimerica de
660 kDa), con la intervencion de una enzima microsomal, la TPO, y en presencia de
una fuente de H202 (Carina et al.,2005).

Las HT juegan un papel importante en el estrés oxidativo, el cual se ve implicado en
problemas de fertilidad, pérdidas gestacionales tempranas, preeclampsia, RCIU, y
ruptura prematura de membranas (Duhing et al.,2016). El sistema anti y pro oxidante
cambia en las disfunciones tiroideas (en el hipertiroidismo aumenta la produccién
de ROS y en el hipotiroidismo baja la disponibilidad de antioxidantes),ademas las
HT pueden producir por si solas dafio al ADN ya que actian como oxidantes a traves
de su grupo fenolico que es similar a los estrégenos esteroidales (Mancini et al.,
2016).

Para finalizar, las HT circulan periféricamente unidas a la TBG, transtiretina y /o

albumina, su cantidad se regula por el proceso de deyonidacion el cual es mediado
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por tres selenoenzimas expresadas en diferentes 6rganos y sistemas; D1: en
higado, rifion, tiroides y pituitaria; D2: en sistema nervioso central, adenohipdfisis,
tejido adiposo y placenta y D3:en sistema nervioso central, placenta, piel y tejido

fetal (Grob y Martinez-Aguayo,2012; Senese et al., 2014).

1.3Funciones de las hormonas tiroideas.

Las HT cumplen un papel vital en el metabolismo de macronutrientes y en general
en el consumo de Oz y energia (Yen, 2001). Regulan funciones celulares por
mecanismos gendmicos y ho gendmicos; el primero es el mas frecuente y conlleva
a cambios conformacionales haciendo que las HT interactien con promotores
especificos de genes diana, para lo que requieren la activacion de receptores
nucleares (TRs) los cuales son TRa1, TRB1, TRB2 y TRB3 (Senese et al., 2014).
En tejidos como en el corazon, las HT aumentan el inotropismo cardiaco debido a
que estimulan a los receptores beta, la expresion de Ca*? ATPasa, modifican los
factores hemodinamicos y promueven la expresién de miocitos de cadena pesada
de miosina (Mantilla et al., 2010). Ademas de lo anterior aumentan el gasto cardiaco,
esto debido a los efectos ionotropicos y cronotropicos (Yen, 2001).

En el cerebro las HT intervienen en el desarrollo cortical cerebelar ademas de la
mielinizacion, esta funcion es de suma importancia para el feto (Schoenmakers et
al., 2013; Yen, 2001).

En el higado estimulan enzimas que regulan lipogénesis vy lipdlisis; y en el tejido
adiposo pueden inducir a la diferenciacion del tejido blanco y a la acumulacién

intracelular de lipidos, mientras que en el hueso son criticas para un crecimiento y
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desarrollo normal pues se ha observado que los osteoblastos y osteoclastos estan
estimulados por las HT, razon por la cual en los nifios con hipotiroidismo se puede

presentar baja estatura y retraso en el cierre de la epifisis (Yen, 2001).

1.4. Disfunciones tiroideas

1.4.1 Hipotiroidismo

Esta patologia resulta de una disminucion de la actividad bioldgica de las HT a nivel
tisular, bien sea porque hay una produccion insuficiente, una resistencia a su accion
en los tejidos o0 una alteracion de su transporte o en el metabolismo (Mayayo
Dehesa, 2011).

El hipotiroidismo es la afeccion tiroidea mas frecuente y se presenta de Novo o en
pacientes con patologias como la enfermedad renal crénica y la enfermedad renal
en estado terminal. Se cree que una afeccién renal puede favorecer la aparicion de
hipotiroidismo debido a la malnutricion, inflamacion, retencion de yodo, acidosis
metabdlica, deficiencias minerales y tratamiento de didlisis. Una enfermedad renal
puede generar una predisposicion para que haya una alteracién en el eje HPT pues
metabolismo, degradacion y excrecion de las HT se ven alterados. Usualmente se
reporta que los pacientes presentan entonces bajos niveles de T3, de T4T, y al
disminuir el aclaramiento de TSH, esta incrementa su vida media y no hay una
glicosilacion adecuada (Rhee et al., 2015).

La prevalencia del Hipotiroidismo cambia segun la region geografica o la poblacion,

por ejemplo en India es del 10.9%, mientras que en paises desarrollados no supera
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el 5%,hay que tener en cuenta que la patogénesis de este padecimiento no sélo
depende de la deficiencia de yodo, sino que involucra aspectos complejos que
incluyen la genética, el medio ambiente y factores enddgenos entre los que se
encuentran las causas autoinmunes en donde la presencia de anticuerpos anti TPO,
0 anti TG generan una destruccion gradual de las células de las glandula tiroides y
llevan a una deficiencia hormonal (Patel et al., 2016).

Como lo afirma la guia IMSS-265-10 de 2016 “Diagnéstico y tratamiento de
hipotiroidismo primario y subclinico en el adulto”, las manifestaciones clinicas del
hipotiroidismo son variadas, y estan relacionadas con la magnitud de la deficiencia
tiroidea; usualmente los pacientes presentan intolerancia al frio, voz ronca,
constipacion, alteracion de la memoria, piel seca, bradicardia, movimientos lentos,
y aumento de peso sin llegar a obesidad morbida, lo que puede generar dificultad
en el momento de diagnosticar a un adulto mayor, pues se pueden confundir los
sintomas con cambios propios de la edad.

Por otro lado, el hipotiroidismo subclinico tiene una prevalencia del 3% al 10% y las
personas son asintoméaticas al punto que el diagnéstico es incidental en laboratorios
de rutina, y se presenta con una TSH mayor a 4 m U/L con una FT4 normal (Schibel
et al., 2017).

Otra clase de hipotiroidismo es el HC, la endocrinopatia y causa de discapacidad
cognitiva prevenible mas frecuente en el recién nacido que si no se trata
oportunamente puede causar retraso mental irreversible por lo que se considera
una urgencia pediatrica ( Grob y Martinez-Aguayo, 2012). La prevalencia a nivel

mundial es de 1:3000 nacidos vivos y hasta un 85% esta asociado con disgenesia
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tiroidea mientras que el 15% restante se debe a una dishormogénesis, (Cangul et
al., 2015),Tabla 1.

Las causas de la disgenesia o dishormogénesis en HC son muy variadas, la
deficiencia de yodo es la mas comun pues el feto depende de las reservas maternas
y lo afecta debido a la inmadurez del eje HPT; esto se ve favorecido por la
deficiencia de otros elementos como el hierro que puede afectar la respuesta
tiroidea a la administracion de suplementos de yodo, una madre mal nutrida y con
problemas metabdlicos agudiza estos inconvenientes. Otros factores como los
autoinmunes (anticuerpos bloqueadores) al cruzar placenta pueden neutralizar el
receptor de TSH, ademdas el paso transplacentario de farmacos como el
propiltiouracilo o metimazol que disminuyen la produccion de hormona tiroidea por
parte del feto o exposicién a otros farmacos usados en el embarazo como la
Amiodarona (usado en arritmias) pueden también llevar al desarrollo de un HC
(Kanike et al.,2017).

1.4.2 Hipertiroidismo

Es provocado por una produccién excesiva de HT y su causa puede deberse a una
mutacion en el receptor de TSH, o puede ser autoinmune (Carina et al., 2005). La
forma autoinmune es conocida como enfermedad de Graves y en ésta los
anticuerpos para el receptor de la TSH lo estimulan incrementando la produccion de
hormona tiroidea (Amoroés y Turcios, 2012).

El hipertiroidismo puede ser transitorio o persistente; el primero se debe a una
tiroiditis y el segundo a autoinmunidad o a causas endodgenas como noédulo

autonomo, bocio multinodular o sobre tratamiento con HT (Mantilla et al., 2010).
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Tabla 1.Tipos de Hipotiroidismo Congénito

(Schoenmakers et al., 2015, Cherellay Wassner, 2017)

Tipo

Caracteristicas

HC

primario

Defecto en la glandula tiroides por disgenesia (agenesia,
hipoplasia y ectopia), que se puede presentar por mutaciones
puntuales en los genes PAX 8, NKX2-1 y FOXEL, indispensables
para el desarrollo de la glandula; o por dishormogenesis tiroidea.
(Cherella y Wassner, 2017).

HC central

Es un trastorno raro que afecta a TRH y TSH , la disfuncion esta
en el hipotadlamo o en la pituitaria y se han visto implicadas
mutaciones en los genes IGSF1, SOX3, OTX2, LHX3, PROP1,
LEPR entre otros,(Cherella y Wassner, 2017).

La biosintesis anormal de HT ocurre por un defecto en la
estimulacién hacia la tiroides por parte de la TSH, sin embargo en
esta entidad la TSH no esta elevada y los programas de deteccion
primaria pueden fallar aumentando el riesgo de que los pacientes
presenten retraso en el neurodesarrollo, y se pueden pasar por
alto otras deficiencias de hormonas en la glandula pituitaria (como
en la ACTH y la GH) lo que puede generar riesgos significativos
de presentar complicaciones como la hipoglucemia severa que
puede ser mortal,(Schoenmakers et al., 2015).

El hipertiroidismo puede ir acompafiado de tiroxicosis debido al incremento de la

estimulacién tiroidea que se da por anticuerpos contra el receptor de TSH, una

inapropiada secrecion de TSH, adenomas secretores en la pituitaria, resistencia

pituitaria a la TSH, secrecion excesiva de HCG debido a un tumor trofoblastico,

hiperémesis gravidica o por una funcion tiroidea autbnoma debido por ejemplo a

adenomas solitarios hiperfuncionales (Leo et al., 2016).

Usualmente los pacientes hipertiroideos, presentan sintomas neuropsiquiatricos

como pérdida de la concentracién, disminucion de la memoria, depresion, ansiedad,
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nerviosismo e irritabilidad cuyo origen tiende a ser ambiguo y no esta del todo claro.
Sin embargo se ha podido evidenciar que estos pacientes presentan
subsecuentemente a su disfuncion tiroidea disminucion en la conectividad funcional
intrinseca en el I6bulo posterior del cerebelo o en la zona del hipocampo(Li et al.,
2017).Se cree también que el hipertiroidismo influye en el desarrollo de desérdenes
bipolares (Hu et al., 2013).

Ademas de lo anterior otros autores han reportado un estado de hipercoagulabilidad
presente en pacientes con hipertiroidismo, debido a la activacion de factores como
el VIII, X, IX, vVWF, ( Von Willebrand) fibrinbgeno y decremento en la fibrindlisis; lo
gue incrementa los riesgos de un accidente embolico en estos pacientes (Burman,

2017).

1.5Enfermedad tiroidea en el embarazo

La enfermedad tiroidea es el desorden endocrino mas comun en las mujeres en
edad reproductiva, después de la diabetes mellitus, estimando que
aproximadamente de un 2-3% de las mujeres han sido diagnosticadas con alguna
disfuncion tiroidea antes de tener un embarazo (Wilson et al., 2014).

El embarazo es un estado de excesiva estimulacion tiroidea, cambios fisiol6gicos
como el aumento de TBG, el incremento de la degradacion de T4 a T3 por el anillo
interior de la D3 expresado de forma abundante en la placenta, el amnios y el corion
para generar una T3 reversa y el efecto de la HCG quien por compartir cadena alfa
con la TSH genera una falsa estimulacion de receptores incrementando los niveles

de T3 y T4, hacen del embarazo un escenario propicio para las disfunciones
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tiroideas que se agravan si la madre ya viene con patologia de tiroides
diagnosticada (Leung,2012; Nazarpour et al., 2015).

En el embarazo también aumenta la excrecidén de yodo urinario y se ha comprobado
que pacientes con una excrecion mayor a 250 pg/L tienen mayor riesgo de presentar
hipotiroidismo subclinico(Wang et al.,2017).Ademas se ha demostrado que la
estimulacién por hCG esta asociada con el riesgo de hipotiroxinemia (Korevaar et
al., 2017).

Las HT maternas son muy importantes debido a que inducen al desarrollo del
cerebro fetal y en la primera parte del embarazo el feto depende de las hormonas
de su madre, usando la T4 que cruza placenta en pequefas cantidades, pues la
tiroides fetal no concentra yodo sino hasta la 10 semana de gestacion y hasta la
semana 20 empieza a producir HT por la pituitaria fetal, lo que implica que un fallo
en esta etapa sea trascendental (Leung,2012;Ledn et al., 2015).

Los efectos adversos materno-fetales de la disfuncion tiroidea incluyen parto
pretérmino, preeclampsia, abortos y bajo peso al nacer, lo que hace que las
embarazadas con enfermedad tiroidea tengan un tratamiento especifico y estricto
(Grob y Martinez, 2012).

Si es una paciente hipotiroidea que ya toma levotiroxina y su embarazo tiene mas
de 12 SDG la dosis que toma se incrementa de un 25 a 30%, pero si es un embarazo
mas temprano el aumento de esta dosis dependera de cuanto esta cambiando la
TSH de acuerdo con el trimestre en qué se encuentre; ademas si la paciente esta
sin tratamiento seran los resultados de laboratorio los que decidan su dosis. Si su
TSH se encuentra entre 2.5 y 10 mUI/L la dosis indicada sera de 50 pug cada 24

horas a diferencia de una TSH > 10 mUI/L donde se empieza inmediatamente con
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una dosis de 100 microgramos cada 24h, en cambio si la paciente sufre de
hipertiroidismo se administraran farmacos que requieren de un cuidado mas estricto
debido a sus efectos adversos; administrando en el primer trimestre propiltiouracilo
y el resto del embarazo metimazol, tratamiento que puede continuar incluso en la
lactancia. Las anteriores indicaciones pueden cambiar segun las caracteristicas
propias de cada paciente (Alamdari et al., 2013; Tingi et al., 2016).

El chequeo de la funcion tiroidea esta indicado en todas aquellas mujeres que
cumplan algunas de las siguientes condiciones: vivan en zonas con deficiencias de
yodo, presenten clinica de hipotiroidismo, hipertiroidismo o tiroxicosis, tengan
antecedentes de enfermedad tiroidea, les hayan realizado radiacién de cabeza y
cuello, sean obesas morbidas, hayan tenido problemas para concebir y/o abortos
recurrentes o tengan anticuerpos y/ o padezcan de diabetes tipo | (Smith, et al.,
2017).

Las patologias tiroideas no tienen un origen Unico como se ha expuesto con
anterioridad en la presente tesis, estan involucrados factores genéticos, endégenos,
y ambientales, un ejemplo de ello es el estudio realizado por Janssen y
colaboradores en 2017,en el cual pacientes que se expusieron a particulas
atmosféricas suspendidas en el aire (PM 2.5) presentaron cambios en su funcién
tiroidea en el tercer trimestre y los neonatos tuvieron bajo peso al nacer, evento que
no ocurrié en pacientes no expuestas a PM 2.5 (Janssen et al., 2017).

Otro factor que se ha visto asociado con el desarrollo de enfermedades tiroideas en
embrazadas es la obesidad, disfuncion asociada al nacimiento de nifios con peso

alterado (Kahr et al., 2016).
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Una paciente sana sin enfermedad tiroidea de base también puede complicarse en
el posparto debido a su glandula tiroides. De un 5 a 18% de pacientes sanas
presenta en el primer afio una tiroiditis en la cual una inflamacion seguida por una
infiltracion de células del sistema inmunolégico en la glandula provoca
hipotiroidismo y bocio doloroso, del que hay una buena recuperacion y pronéstico;
cabe adicionar que incluso hay soporte cientifico que involucra a componentes
tiroideos como lo es la TBG con la depresion posparto (Alemu et al., 2016; Pedersen

et al., 2017).

1.6 Farmacos usados para controlar la disfuncién tiroidea en la
paciente gestante

Los farmacos méas usados en el ambito clinico para tratar las disfunciones tiroideas
son la Levotiroxina (LT4), un analogo de T4 el cual es usado para el tratamiento de
hipotiroidismo; y los farmacos antitiroideos como el Metimazol (MMI) y el
propiltiuracilo (PTU) para los trastornos hipertiroideos. En el embarazo cambian las
dosis y las indicaciones generales de estos farmacos debido a la relaciéon riesgo-
beneficio que pueden tener en la madre y el feto.

En cuanto a los antitiroideos, e MMI y el PTU son farmacos compuestos a base de
tiourea, con una estructura heterociclica Figura 2, que inhiben la sintesis de HT
bloqueando a la TPO quién cataliza la ionidacién y el acoplamiento de los residuos
de tirosilo a la TG, ademas el PTU, puede inhibir el selenio de D1, disminuyendo de
estas dos formas la produccion de HT(Manna, R.y Mugesh, 2013).

El MMI y el PTU se usan con cautela debido a los efectos adversos que pueden
ocasionar, pues se ha reportado que del 3 al 5 % de las pacientes tratadas con

farmacos antitiroideos presentan eventos adversos que van desde alergias hasta
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fallas hepaticas(las menos comunes), siendo controversial el uso en de ambos
farmacos, ya que algunos estudios no reportan diferencias, mientras que otros
evidencian que el MMI no es un farmaco adecuado para tratamiento durante el
embarazo debido a que las repercusiones en el feto son mas graves que las que
puede ocasionar el PTU (Nguyen et al., 2018).
Figura 2. Estructura de los farmacos antitiroideos.
Imagen modificada de: Manna, Roy y Mugesh,

Antithyroid drugs and their analogues: synthesis,
structure, and mechanism of action (2013).
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Se suma a lo anterior las recaidas que puede presentar la paciente obstétrica en el
periodo posparto (12 meses siguientes al parto) se han asociado con el uso de
farmacos anti tiroideos, en este tiempo se exacerban las enfermedades tiroideas
(autoinmunes sobre todo) debido al intento de homedstasis por parte del organismo
(Rotondi et al., 2018).

Durante el embarazo la meta en las pacientes hipertiroideas es mantener a las HT
en el rango limite superior; manejando dosis durante el primer trimestre de PTU de
50-150 mg c/8h dependiendo de la sintomatologia de la paciente y de 5 a 20 mg de
metimazol a partir del segundo trimestre (Nguyen et al., 2018).

El tratamiento con levotiroxina para hipotiroidismo es muy comun pues se estima

que del 1-2% de las pacientes embarazadas con esta enfermedad toman el farmaco
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durante la gestacioén, y se ha demostrado que puede ayudar a disminuir el riesgo de
complicaciones como las perdidas gestacionales, el bajo peso al nacer, entre otros
(Maraka et al., 2016).

Como se mencion6 anteriormente el posparto representa una época crucial para la
paciente con enfermedad tiroidea. Las que son diagnosticadas con hipotiroidismo
clinico y se les da un tratamiento con levotiroxina, la recomendacién para el periodo
posparto es de 2/3 de la dosis fina administrada durante el embarazo, mientras que
para el hipotiroidismo subclinico es usualmente de %2 dosis (Stagnaro-green, 2015).
La dosis de levotiroxina en la gestacion varia de 1.20 ug/kg/dia en pacientes recién
diagnosticadas, hasta en un 25 a 50% si la disfuncion tiroidea es pregestacional.
Esta dosis se van ajustando para que los niveles de TSH estén entre 0.1y 2.5
mUI/L en el primer trimestre, 0.2 y 3.0 mUI/L en el segundo trimestre y 0.3y 3.3
en UI/L en el tercer trimestre, teniendo cuidado de no administrar un sobre
tratamiento el cual puede causar a las pacientes desde sintomas nerviosos leves

hasta cardiopatias isquémicas (Javed y Sathyapalan, 2016).

1.7Importancia del polimorfismo Thr92Ala

Un Snp es un loci con alelos que difieren en una sola base, se encuentran en mas
del 1% de la poblacién y son marcadores predominantes en el genoma debido a
gue se encuentran ampliamente distribuidos a lo largo del material genético. Son
variantes naturales que ocurren en una region codificante produciendo un cambio
de aminoacido, en una regulatoria donde afecta la expresiéon de los genes o en las
regiones no codificantes (Twyman, 2009).
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Los Snps mas conocidos son los del grupo HLA, los cuales hacen parte del CMH, y
sus genes representan a los mas polimérficos dentro de todo el genoma humano
(Jia et al., 2013). Cabe mencionar que el cambio se presenta como sustituciones,
deleciones o inserciones. El polimorfismo de nuestro interés afecta la funcionalidad
de la enzima Deiodinasa 2.

La D2 es una selenoenzima encargada de la deyonidacién de T4 a T3 lo cual la
hace crucial para el buen funcionamiento de las hormonas tiroideas, Figura 3. Se
expresa en el musculo esquelético ayudando a la diferenciacion y regeneracion del
mismo, lo cual se logra gracias a la deyonidacion de T4 a T3 con la posterior unién
de T3 a los receptores nucleares de hormona tiroidea, la enzima D2 se ve regulada
por la via TGR5- AMPc (Drigo et al., 2016).

Es una proteina ubicada en la membrana del reticulo endoplasmico con una vida
media de 45 minutos debido a el mecanismo postranscripcional de ubiquitinacion y
absorcién por el proteosoma que se acelera gracias a la interaccion de la D2 con su
sustrato T4, la D2 tiene un aminoacido selenocisteina en el sitio catalitico (Badala,
et al., 2011).

Esta presente en las membranas deciduales y aumenta durante el embarazo siendo
una fuente potencial de T3 para el embrién (Marsili et al., 2011).Es producida por el
gen DIO2 (NC_000014.9), el cual esta ubicado en el cromosoma 14 en el brazo
largo posicion 14g24.3 (Zhang et al., 2016).Un cambio del alelo T por C genera una
codificacion del aminoacido Alanina en vez de Treonina en la posicion 92 lo que
hace que la proteina difiera de la estructura candnica. Se ha propuesto que la
presencia del polimorfismo D2 Thr92Ala tiene influencia en la funcion enziméatica y

ademas esta asociado con incrementar la expresion de genes involucrados en
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estrés oxidativo en el tejido cerebral. Se piensa que su presencia puede predecir
una respuesta favorable en una terapia combinada de levotiroxina (LT4) y T3

(Wouters et al., 2017).
Figura 3. Reacciones mediadas por las Deiodinasas.

Imagen adaptada de: Bianco A.C, Kim W. (2006). Deiodinases:
Implications of the local control of thyroid hormone action.

Tiroxina T4 T3 Reversa

HO
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Ademas de lo anterior, el genotipo Ala92Ala, estaria relacionado con una reduccion
de la actividad placentaria de D2, lo que podria empeorar las complicaciones
gestacionales. Hay que tener en cuenta que la demanda de HT varia entre los
diferentes 6rganos, D2 cataliza la activacion de T4 a T3 y desempefia un papel
critico en el mantenimiento intracelular de T3, por lo tanto los polimorfismos en DIO2
podrian interferir en la expresion de esta enzima, alterando potencialmente el
metabolismo de las hormonas tiroideas, por lo tanto el polimorfismo D2 Thr92Ala

hipotéticamente podria proporcionar un nivel mas bajo de T3 intracelular generado

47

Yesica Maria Rodriguez Cortés Universidad Auténoma del Estado de México



por la D2 en el musculo esquelético, lo que resultaria en un estado de relacién
intracelular hipotiroideo que puede influir en la expresion de genes reguladores de
la glucosa como el transportador de glucosa tipo 4 (GLUT4) (Dora et al., 2014; Leiria
et al., 2014).

En algunas poblaciones ya ha sido confirmada la relacion con el metabolismo de
la glucosa generando un vinculo de la variable genética con la diabetes mellitus tipo
2; ademas otros polimorfismos de la D2 se han visto involucrados con alteraciones
en diferentes procesos metabdlicos (Nair et al., 2012; Leiria et al., 2014).Teniendo
en cuenta que existen cambios hormonales y metabdlicos que afectan el sistema
endocrino materno, cualquier cambio en la actividad de la D2 podria afectar la
homeostasis hormonal materno fetal.

También se ha propuesto que la variante D2 Thr92Ala esta asociada con la
severidad de la preeclampsia e influencia los niveles hormonales debido a los
efectos en la deionizacion (Procopciuc et al., 2016).

En los ultimos afios variantes genéticas incluyendo el polimorfismo Thr92Ala en el
gen de la D2 se han visto involucradas en el desarrollo y caracteristicas de los
sintomas tirotéxicos; los individuos con el polimorfismo Ala92Ala presentan una
actividad disminuida de D2 en los tejidos a comparacién de otros genotipos;
sugiriendo que Thr92Ala puede tener un impacto clinico en el curso de la
enfermedad de Graves y en el dafio cardiaco (Grineva et al., 2009).0tros estudios
han reportado que pacientes con carcinoma de tiroides, “tiroidectomizados”,
portadores homocigotos de D2Ala92 necesitan mas dosis de levotiroxina

(Torlontano et al., 2008).
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Bulter y colaboradores en 2010 demostraron una asociacion del polimorfismo con
una disminucion en la liberacion de T3 y en la desyodacion intratioridea. Sin
embargo diferentes estudios muestran una accion protectora del genotipo AA en la
frecuencia a desarrollar enfermedad de Graves, la severidad de la enfermedad y la

tasa de remision de pacientes (Alina et al.,2012).

1.8Importancia clinica del gen TSHB y sus variantes.

El gen TSHB (NC_000001.11) localizado en el cromosoma 1 en la posicion 38p12,
codifica para la unidad beta de la hormona estimulante de tiroides, un cambio en él
puede desencadenar que la proteina no funcione correctamente y se desencadene
una disfuncion tiroidea.

Recientemente las variantes germinales de la subunidad beta del gen TSH han sido
identificadas como causa de hipotiroidismo congénito (Karges et al.,2004). Mas de
30 familias con mutaciones en el gen TSH han sido reportadas, mientras en otros
pacientes algunas concentraciones residuales de TSH son detectables otros tienen
la TSH tan baja que no es medible, lo cual depende de la naturaleza genética de la
anomalia. Se debe tener en cuenta que los nifios que sean sospechosos
clinicamente de hipotiroidismo deben ser evaluados cuidadosamente asi sus
resultados sean normales; en los casos de hipotiroidismo congénito con niveles
séricos de TSH indetectables deben ser consideradas las deleciones en TSHf3. Hay
que tener en cuenta que las mutaciones en el gen TSH pueden afectar la estructura
de la proteina TSH a tal punto que la proteina sea inactiva biolégicamente (Grinert

et al., 2011; Hermanns et al., 2014).
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Ademas se ha visto como variantes de la proteina TSH se expresan mas en tejidos
de pacientes con tiroiditis de Hashimoto que en tejidos normales, y se ven
relacionadas positivamente con el dafio folicular en estos mismos pacientes (Liu et
al., 2015).

Se ha encontrado también que la cantidad de mRNA de TSHf est& directamente
relacionada con los niveles de colesterol en sangre y que mutaciones en este gen
estan implicados en procesos inmunes; ademas existen otras variantes como la
TSH- Bv que juega un papel osteoprotector en los pacientes con hipertiroidismo al
inducir la osteoblastogénesis (Pappa et al., 2015; Baliram, 2017; Moreno J,et al.,

2017).

Ademas, se han descubierto otros polimorfismos y mutaciones que afectan al gen
TSHB relacionados con diversas afecciones, por ejemplo: EI rs7530810y rs1321108
pueden incrementar el riesgo de falla ovarica prematura en mujeres coreanas;
mientras que las deleciones T266 en el codon 57 y T410 en el coddn 105 estarian
relacionadas con Hipotiroidismo congénito central (Pyun et al., 2014; Morales et al.,

2004).

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De acuerdo con la OPS en México el afio 2015 las defunciones maternas fueron de
778 y la tasa de mortalidad por enfermedades no transmisibles en la mujer de 400.2
por cada 100.000 habitantes. La muerte por enfermedad tiroidea en la poblacién

general resulté de 179. Las cifras de morbilidad en cuanto a padecimientos tiroideos
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en México son importantes; por ejemplo, el Hipotiroidismo Congénito se presenta

en 1 de cada 1950 recién nacidos vivos (Rivera et al., 2017).

Sumado a lo anterior se reporta que los trastornos tiroideos ocupan el segundo lugar
entre los padecimientos endocrinos asociados con el embarazo, siendo el mas
comun el hipotiroidismo, seguido del hipertiroidismo y los nodulos tiroideos

(Gonzalez-Velazquez et al., 2013).

Un estudio realizado por Chavarria Cruz e lbarra Estrada en 2012 con pacientes del
Hospital Infantii ISSEMyM del Estado de México, dej6 en evidencia las
complicaciones perinatales de las pacientes con disfuncion tiroidea, quienes
presentaron diabetes gestacional, parto pretérmino, ruptura prematura de
membranas, bajo peso para la edad gestacional y tiroxicosis, lo que concuerda con
la literatura que reporta estas complicaciones perinatales asociadas a patologias

tiroideas en el embarazo.

Por otro lado, en Coahuila México (2016), se evidencié que las pacientes con
hipotiroidismo subclinico mostraban una asociacion con el riesgo de sufrir
enfermedad hipertensiva en el embarazo; resaltando que el cribado temprano de la
disfuncion tiroidea podria prevenir el desarrollo de esta complicacién (Se et al.,

2016).

Como se puede observar, la patologia tiroidea afecta a la mujer mexicana
embarazada con mucha frecuencia, y se hace necesario desarrollar alternativas
diagnosticas para identificar las formas subclinicas y de seguimiento que permitan

evitar efectos adversos derivados de las alteraciones tiroideas.
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3. JUSTIFICACION

A nivel internacional la patologia tiroidea se reporta entre el 5 y el 10% del total de
los embarazos.(Gonzalez-Velazquez et al., 2013; Nijkamp et al., 2015).Debido a los
efectos a la salud materno-fetal se hace importante diagnosticar correctamente y en
el menor tiempo posible a la madre para reducir los riesgos que puede acarrear una
disfuncioén tiroidea, no olvidemos que el hipertiroidismo ha sido asociado a pérdidas
gestacionales, neonatos muertos, partos pretérmino, retraso en el crecimiento
intrauterino (RCIU), bajo peso al nacer, entre otros eventos adversos y el
hipotiroidismo a aborto, anemia, hipertension, preeclampsia, muerte fetal
intrauterina etc.,(Grob y Martinez , 2012).

Asimismo el hipotiroidismo subclinico (TSH baja o indetectable y T4 libre normal),
incrementa el riesgo de preeclampsia y diabetes gestacional (Soledad, 2013). A
pesar de que no hay un consenso acerca de la medicion de HT maternas, la
Asociacion Americana de Endocrinélogos Clinicos ha recomendado realizar como
rutina la determinacion de TSH durante el primer trimestre del embarazo, y el
Colegio Americano de Obstetras y Ginecologos ha recomendado medir TSH en
suero en mujeres embarazadas asintomaticas (Leung, 2012).

Se hace necesaria la busqueda de nuevas herramientas preventivas y diagndsticas
gue permitan desarrollar una medicina personalizada para que cada paciente sea
caracterizado y tratado de una manera que permita evitar complicaciones futuras
derivadas de una patologia, en este caso la enfermedad tiroidea.

Aunado a lo anterior que seria lo ideal, se puede hacer una aproximacion si en base

a los antecedentes familiares, el curso de la enfermedad, y complicaciones
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presentadas en el embarazo se establece una relacibn entre los genotipos
presentados en la poblacion y la incidencia de la patologia tiroidea. La
caracterizacion genética sera el primer paso para el desarrollo de métodos
innovadores y practicos para determinar biomarcadores tempranos, en el uso
clinico.

Otro punto de gran relevancia en México lo constituye el hecho de que para el caso
especifico de hipertiroidismo no se comercializa el propiltiouracilo, medicamento de
primera eleccion para tratar esta patologia en el primer trimestre del embarazo.
Mientras que en caso de hipotiroidismo practicamente es nula la monitorizacion de
variantes como la excrecion de yodo que deberian ser ajustadas en el estado
gestacional, lo cual ayudaria a detectar patologias subclinicas. El tratamiento que
se hace para las patologias tiroideas se podria optimizar al estar basado en el
conocimiento de la expresiéon de genes que codifican para las enzimas involucradas

en el metabolismo tiroideo o sus variantes polimérficas.

4. OBJETIVOS

4.1 General

Correlacionar la expresion del gen de TSHB y del polimorfismo D2 Thr92Ala en el
gen de la Deiodinasa 2 con el perfil tiroideo (TSH, T3 y T4), en pacientes gestantes
del Hospital Materno Perinatal “Mdnica Pretelini Saenz” con y sin patologia tiroidea.

4.20bjetivos particulares

a) Cuantificar la expresion del gen de TSHf en sangre total de pacientes gestantes

a través de la técnica de PCR en tiempo real.
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b) Tipificar la expresion del polimorfismo D2 Thr92Ala en el gen de la Deiodinasa 2
en sangre total de pacientes gestantes a través de la técnica de PCR en tiempo
real.

c) Analizar la los resultados de la Quimica Sanguinea de las pacientes (TSH, T3y
T4)

5. HIPOTESIS

La expresion de la variante X1 en el gen de TSHBy del polimorfismo D2 Thr92Ala
en el gen de la Deiodinasa 2 en sangre total de pacientes gestantes con
alteraciones tiroideas, sera diferente de forma significativa a las pacientes normo

gestas.
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6. Descripcion del estudio

Fue un estudio clinico, comparativo, prospectivo y transversal, avalado por el

comité de ética del HMPMPS (codigo: 2016-09-481).

Figura 4. Diagrama de flujo de la metodologia

Seleccionde Ia
poblacién
HMPMPS

Cuestionario
» Antecedentes médicosy
demograficos de
paciente

38

Hipotiroldismo

v

Rewsion de
expadientas

A

Hipertiroidismo

v
Rewsion de
expedientes

A

Pacientes sin

patolegia tiroidea

»| Sangre total con anticoagulante

EDTA
v Y
Extraccion Extraccién
ADN ARN
y v
Thre2Ala TSHP
Toma de
muestra
Medicion de TSH
Sérica en pacientes
normo tiroideas
®
B Tubo seco

Yesica Maria Rodriguez Cortés Universidad Auténoma del Estado de México



6.1Poblacion en estudio

Las participantes fueron mujeres embarazadas normo tiroideas sin enfermedades
cronicas o autoinmunes y mujeres con enfermedad tiroidea (Hipotiroidismo) e
(Hipertiroidismo) atendidas en el hospital Moénica Pretelini Saenz. Todas mayores
de edad (18 a 44 afos) quienes decidieron por su propia voluntad participar en el

estudio, firmando antes la carta de consentimiento informado, (Anexo 1).

6.1.1. Calculo del tamafo de la muestra

La muestra se calcul6 con la ecuacioén 1.

20z, +2.) s
o T

n
Ecuacion 1. Formula para el calculo muestral
Dénde:
nO: Tamafo necesario de la muestra
S: desviacion estandar,
d: diferencia a encontrar,
Z alfa= 1.96,

Z beta: 0.482.
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Se tuvieron en cuenta como medidas las unidades relativas (UR) de expresion
génica aceptando un riesgo alfa de 0.05 y un riesgo beta de 0.2 en un contraste
bilateral, obteniendo un tamafio de muestra de 48 sujetos por grupo, para detectar

una diferencia igual o superior al 4 UR con una desviacion estandar de 7.

Debido a factores externos al estudio como el seguimiento clinico de pacientes que
no concluyeron su embarazo en el HMPMPS vy a las caracteristicas de la muestras
COmo su pureza para poderse ejecutar de manera adecuada el analisis genético, se

decidié hacer un muestreo a conveniencia en un periodo de un afio.

6.1.2 Criterios de inclusién

a) Mujeres embarazadas mayores de 18 afios atendidas en el HMPMP.
b) Con patologia tiroidea o embarazo normo evolutivo.

c) Que firmaron la carta de consentimiento informado.

6.1.3 Criterios de no inclusion

a) Mujeres con: cardiopatias congénitas, enfermedades incapacitantes,
enfermedades infecciosas, enfermedades autoinmunes.

b) Menores de 18 afios.

6.1.4 Criterios de eliminacién

a) Muestras que no fueron aptas para el analisis genético debido a la calidad

obtenida del mismo.

40

Yesica Maria Rodriguez Cortés Universidad Auténoma del Estado de México



b) Pacientes cuyo seguimiento clinico no pudo continuar y que en el puerperio

tuvieron que ser atendidas en la unidad de cuidados intensivos obstétricos.

6.1.5 Seleccion de los grupos de estudio

a) Grupo 1: Mujeres gestantes sin enfermedad tiroidea (Grupo testigo).
b) Grupo 2: Mujeres gestantes con enfermedad tiroidea (Hipotiroidismo -
Hipertiroidismo).

6.1.6 Realizacién de cuestionario a las pacientes

En el momento que las pacientes decidieron participar en el estudio se les aplicé un
cuestionario que incluia datos demograficos como nombre, edad y direccion,
ademas de confirmacion de diagnéstico (se les pregunté de qué padecian y hace
cuanto), antecedentes familiares de enfermedad tiroidea y antecedentes obstétricos

(Numero de embarazos, partos, cesareas y abortos).

6.1.7 Toma de muestra

La muestra se tom6 por venopuncién en antebrazo extrayendo sangre periférica
mediante el método de venojet. Se recolectaron 2 tubos, uno de sangre total con
anticoagulante EDTA para la realizacion del andlisis genético, y un tubo seco sin
anticoagulante para la determinacion de TSH. Finalmente, las muestras se
almacenaron a -80°C hasta el dia de su procesamiento, que fue en un tiempo menor

a 3 meses.

6.1.8 Revision de expedientes
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Los datos de biometria hematica (Hb) bioquimicos (Glu, Crea, TG, CT),
antropométricos (Peso, Talla, IMC), de tension arterial y los niveles de TSH en
pacientes con patologia tiroidea; ademas del tratamiento que llevaban, se
recolectaron del expediente de cada una, previa autorizacion del servicio de archivo.
Los niveles de TSH de las pacientes del grupo testigo, se determinaron en el

laboratorio.

6.2 Determinacion de TSH en suero de pacientes normotiroideas

Se realiz6 con el Kit Elisa para TSH de AccuDiag, en el laboratorio de Ciprés Grupo
Médico S.C (CGM). cuyo fundamento es una ELISA sandwich. Se agregaron 50 pl
de estandar, muestras y controles en los respectivos pozos, luego se adicionaron
100 ul de enzima conjugada a cada pozo y se agitdé suavemente por 30 segundos.
La placa que fue cubierta previamente se dejé incubando 60 minutos a temperatura
ambiente y al finalizar el tiempo se desech6 la mezcla mediante pequefios golpes a
la placa en un contenedor de residuos, y se enjuag6 cada pozo 5 veces con 300 pl
de solucién buffer 1x. Se colocé la placa sobre papel absorbente boca abajo para
retirar las gotas de agua residuales y se aplicé a cada pozo 100 ul de solucién TMB,
luego de mezclarla se dej6 incubar a temperatura ambiente 20 minutos y se detuvo
la reaccion agregando 100 ul de solucion Stop en cada pozo, se agitd suavemente
por 30 segundos hasta que la mezcla que inicialmente era azul se volvid
completamente amarilla. Para finalizar la placa se llevo a un lector de Elisa y se ley6

a 450 nm.
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6.3 ldentificacion del gen TSHf

6.3.1 Extraccién de ARN

En el laboratorio de genética de la Facultad de Medicina de la UAEMex se obtuvo
ARN utilizando el kit Total RNA Purification Kit de Norgen, el cual usa el método de
separacion por microcolumna. Se tomaron 100 pl de sangre y se colocaron en un
tubo de micréfuga adicionando 350 ul de Buffer RL para su lisis, posteriormente se
agitaron durante 15 segundos con un vortex asegurandose que la mezcla se
volviera transparente, y cuando esto sucedi6 se adicionaron 200 ul de etanol al 96%

y se mezclo por 10 segundos mas.

Después de obtener el lisado se agregaron 600 ul a la columna del kit y se centrifugé
a 6000 rpm durante un minuto, las muestras cuyo lisado no pas6é completamente a
través de la columna, se volvieron a centrifugar a 14.000 rpm por otro minuto. Los

pasos anteriores se repitieron hasta que el lisado pasé completamente.

El filtrado se descart6 y se adicionaron 400 ul de buffer de lavado, se centrifugd a
14.000 rpm durante un minuto y se repitié 3 veces, descartando el filtrado cada vez

que las muestras terminaban su centrifugacion.

La columna se centrifugo sola para secarla 2 minutos a 14.000 rpm y se procedio a
descartar el tubo de recoleccion, colocando la columna dentro de un tubo libre de
RNAsas de 1.5 mL. Dentro de la columna se adicionaron 50 ul de buffer de elucion
y se centrifugaron las muestras 2 minutos a 2,000 rpm seguido de una

centrifugacion de 1 minuto a 14,000 rpm.
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Al terminar se descarté la columna y se guardd el RNA obtenido a -20 grados

centigrados.

6.3.2 Verificacion de calidad y cantidad de ARN

Para la determinacion de la cantidad y calidad del ARN se utilizé el nano fotometro
IMPLEN el cual mediante espectrofotometria mide la cantidad de material genético

en la muestra y da la relacion 260/280 para conocer la pureza del mismo.

6.3.3 Expresion del gen TSHB

En el Laboratorio de Investigacion de Ciprés Grupo Médico S.C. (CGM) se
determind la expresion del gen TSHBmediante la técnica de PCR en tiempo real,
utilizando como gen control el gen GADPH, el cual se identificé con los primers F
CTTGGTATCGTGGAAGGACTC, R: GTAGAGGCAGGGATGATGTTCT mientras
que para el gen TSHB se usaron los primers F
TGTGGGCAAGCGATGTCTTTT, R GATGGTTAGGCAATAAGCACACT en ambos
genes se llevaron los primers a una concentracion de 200 nM .Se uso el kit Power

SYBR Green RNA to Ct 1 step Kit.

Las condiciones de la reaccion fueron: 0.4 pl de enzima, 25 uyl de MIX RT-PCR, 0.2
pl de Primer Foward, y 0.2 yl de Primer Reverse. , la cantidad de ARN y agua fue
variable pues cada muestra contaba con una concentracion diferente y se llevaron

todas a 100 ng completando un volumen final de 50 ul con agua.

El ciclaje se programo de la siguiente forma:

a) Paso de retro transcripcién: 48 oC 30 minutos x 1 ciclo
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b) Activacién de la enzima:95°C 10 minutos x 1 ciclo
c) Denaturacion:95°C 15 segundos x 40 ciclos

d) Alineacién: 59°C 30 segundos x 40 ciclos

e) Extension: 60°C 30 segundos x 40 ciclos

f) Curva de Melting: 72°C ,1 minuto x 61 ciclos.

6.4 Identificacion del polimorfismo D2 Thr92Ala

6.4.1 Extraccién de ADN

El ADN se extrajo en el Instituto Nacional de Medicina genémica INMEGEN usando
el Kit QIAmp DNA Mini and Blood de Quiagen DNA el cual usa 200 ul de sangre

anticoagulada.

El procedimiento fue el siguiente: En un tubo Eppendorf libre de Dnasas se
adicionaron 20pl de proteinasa Ky 200ul de sangre total, adicionando al final 200l
de buffer AL y se agité durante 15 segundos en vértex; la mezcla se incub6 a 56 °C
por 10 minutos, y se dio un spin a cada muestra para eliminar burbujas y residuos

pegados en las paredes.

Posteriormente se adiciond etanol absoluto a la mezcla, se mezclé por 15 segundos
en vortex y luego un spin antes de traspasarla a la columna de separacion. Se
centrifugd a 8,000 rpm durante un minuto, se desechd el filtrado y se cambié el tubo
de recoleccién. Se adicionaron 500ul de buffer AW1, se centrifug6 a 8,000 rpm un
minuto, desechando de nuevo el filtrado y al tubo recolector. Se adicion6 a la

columna el buffer AW2 y se centrifugd 3 minutos a 12000 rpm; al vaciar el filtrado
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producto de este paso, se secd la columna centrifugandola vacia a la misma

velocidad 1 minuto.

Por ultimo, se coloco la columna en un tubo Eppendorf de 1.5 ml libre de DNAsas
y se adicion6 50 ul de buffer TE, para luego centrifugar a 8000 rpm, 1 minuto y asi

eluir al ADN. El material genético obtenido se guardé a 4 °C hasta su cuantificacion.

6.4.2 Verificacion de la cantidad y calidad de ADN.

Las muestras fueron leidas en el Nanodrop 1000 el cual usando el principio
espectrofotométrico determina la concentracion del ADN (ng/ul) y la calidad de

mismo a través de la relacion 260/280.

6.4.3 Genotipificacion Thr92Ala

En el INMEGEN, se realizaron diluciones del material genético para tener una
concentracion estandar en todas las muestras de 6 ng/ul y realizar un montaje total
de 30 ng/ul. Se colocé en cada pozo 0.06 pl de sonda TagMan “C__ 15819951 10",
2.5 ul de Master Mix, 2.44 pl de agua y 5 pl del ADN para un volumen final de

reaccion de 10 pl.

Posteriormente se realizé una Pre PCR convencional en un termociclador GeneAmp

System 9700 utilizando el siguiente programa de ciclaje:

Denaturacion: 50°C -2 minutos, y 95 °C -10 minutos, seguido de 40 ciclos a 94 °C-

15 segundos y 40 ciclos de 60 °C durante 1 minuto para finalizar a 4 °C a 7 minutos.

Al acabar el programa de Pre PCR, la placa amplificada fue llevada al

genotipificador QuantStudio 3 Real-Time PCR System en donde se corrié el
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programa de genotipificacion para SNPs con sondas TagMan y se obtuvieron los

genotipos de cada paciente, las muestras se corrieron por duplicado.

Se escogieron al azar 14 muestras para realizar secuenciacion SANGER vy
comprobar los genotipos; para ello se realiz6 una PCR convencional con las
siguientes condiciones: Denaturacion inicial de 95 °C,10 minutos (1 ciclo),
denaturacion a 95 °C 15 segundos ( 40 ciclos), alineacion a 60 °C 60 segundos (
40 ciclos) y extension a 60 °C x 15 minutos; con una curva de melting de 61 ciclos
de 60 a 90 °C, utilizando los primers reportados por otros autores (Luo et al., 2015)

F: CTGGCTCGTGAAAGGAGGTCAAR: CCAATTCCAGTGTGGTGCATGT.
Luego se hizo un gel de agarosa para comprobar que estaba el fragmento de 163

pb y se enviaron las muestras al departamento de secuenciacion del INMEGEN
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7. Descripcién de la poblacién

El grupo de estudio estuvo conformado por 92 pacientes, de las cuales 38 fueron
del grupo testigo (GT) y 54 del grupo con disfuncion tiroidea (GDT). En el GT las
pacientes fueron de 18 a 44 afios con un promedio de edad de 27.2, el 39.5% eran
primigestas y el 60.5% multigestas, estas ultimas tenian antecedente obstétrico de
hasta 6 embarazos previos, el 34.78% de ellas habian resuelto uno o mas de sus
embarazos anteriores por cesareay el 43.82% habia tenido una pérdida gestacional
previa. El promedio de SDG de este grupo de participantes fue de 25.3 semanas,

abarcando pacientes desde la semana 8 hasta la 37.

En cuanto a las pacientes del grupo GDT, se dividieron en 44 mujeres con
hipotiroidismo (clinico y subclinico) de 18 a 38 afios con un promedio de 27.9 afios
y 10 con hipertiroidismo quienes estuvieron en el rango de los 19 a 39 afios, con
promedio de 28 afios. En las pacientes hipotiroideas hubo un 40.9% de primigestas
y un 59.09% de multigestas, de las cuales el 46.15% tenia antecedente obstétrico
de ceséarea y un 38.46% de pérdida gestacional; el promedio de SDG fue de 26.22

y estuvieron participando desde la semana 10 hasta la 39.

En las hipertiroideas hubo un 60% de multigestas de las cuales el 66.6% tenia
antecedente de abortos y el 33% de cesareas previas. La media de SDG fue de
22.26 teniendo pacientes en este grupo desde las 13 SDG hasta las 35. Las
caracteristicas generales de la poblacion se describen en la Tabla 2. En el grupo de
las pacientes con disfuncion tiroidea, predominé la presencia del Hipotiroidismo
clinico (83.3%) entre los que se encuentra el congénito, gestacional, enfermedad de

Hashimoto. El Hipotiroidismo subclinico fue del 5.6% y con Hipertiroidismo, 14.8%.
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Tabla 2 Descripcion general de la poblacién

Parametro
Edad Antecedente Obstétrico Antecedentes
Grupos N Familiares de
Min. | Max. | Promedio | 1G | >1G | Abortos | Cesareas disfuncién
tiroidea

GT 38| 18 44 27 15| 23 11 8 5
GDT | Hipotiroideas |44 | 18 38 28 18 | 26 10 12 13
Hipertiroideas | 10 | 19 38 28 4 6 4 2 6
Total 92 37 | 55 25 22 24

*Min: Edad minima, *Max: Edad maxima, 1G: Primigesta, >1G: multigesta

Un aspecto importante era establecer si habia relacion entre los antecedentes

familiares con el estado de salud de las pacientes; de las 92 pacientes el 26.09%

presentd antecedentes y de esas pacientes el 20.83% pertenecian a GT mientras

gue el porcentaje restante se distribuy6 en el GDT de la siguiente manera: 54.21%

eran hipotiroideas y 25% tenia hipertiroidismo. Se hizo un chi cuadrada para

establecer si habia asociacion entre los antecedentes familiares de DT y el estado

de salud, encontrando una p = 0.018 lo que nos indica que existe una relacion

significativa, Figura 5.

50

Figura 5. Presencia de antecedentes familiares en las
pacientes embarazadas

Porcentaje

90
80
70
60
50
40
30
20
10

GT

GDT

Estado de salud

B Antecedentes familiares Si

Antecedentes familiares No

Yesica Maria Rodriguez Cortés Universidad Auténoma del Estado de México




7.1Parametros Biogquimico Clinicos y antropométricos de las pacientes

Al realizar la revision de los expedientes, no se obtuvieron datos de las 92 pacientes

ya que algunas no siguieron su embarazo en el hospital o no dejaron copia de los

estudios realizados durante la gestacion. Los resultados se muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores bioquimicos y antropométricos en la poblacion de estudio

Grupo Testigo

Grupo disfuncién tiroidea

Relacion de los
parametros con
el estado de

Parametro Hipotiroideas Hipertiroideas salud de las
pacientes
N | Media | DS N | Media| DS N | Media| DS p
F(’Ezg’ 37| 69.93 [13.90| 38 | 71.20 | 1485 | 7 | 64.15 | 13.83 0.788
Ifr':l";‘ 37| 154 | 008 |38 | 155 | 006 | 7| 154 | 066 ]
IMC  |37| 2834 | 558 | 38 | 29.36 | 519 | 6 | 27.13 | 6.4 0.709
TAS 137110735 | 959 | 37 |109.70|14.33 | 8 | 107.75| 8.49 0.990
(mm/HQ)
TAD 1371 6727 | 7.92 | 37 | 68.76 | 1253 | 8 | 71.63 | 13.83 0.587
(mm/HQg)
Glu 37| 81.30 |13.32| 32 | 80.46 | 18.70 | 6 | 71.68 | 13.12 0.363
(mg/dl)
(;/E) 30| 1357 | 1.19 | 28 | 1390 | 1.73 | 6 | 13.15 | 1.99 0.483
el 22118852 [37.99| 25 |219.73| 55.78 | 6 | 202.03 | 88.67 0.251
(mg/dl)
(ng(/Bdl) 231198.47 |80.22| 24 |212.40| 94.06 | 5 | 287.26 | 143.61 0.502
Crea |31 058 | 017 | 24 | 057 | 012 | 5| 071 | 0.241 0.41
(mg/dl)

Kruskal Wallis para pruebas independientes, nivel de significancia al 95 %, p £ 0.05 significancia

estadistica.

Como se puede observar en el grupo testigo la media del IMC fue de 28.3, es decir

gue primé una poblacion con sobrepeso. De las 38 pacientes de este grupo el
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12.89% tuvo normo peso, el 47.36% sobrepeso y el 28.9% era obeso, de acuerdo

con los valores de referencia del peso adecuado gestacional, (ACOG, 2013).

En el grupo con disfuncion tiroidea la media del IMC fue de 28.24 (poblacién con
sobrepeso al igual que el GT) y la distribucion fue la siguiente: 12.96% tuvo normo
peso, 37.03% sobrepeso, 31.48% fueron obesas, y 1.85% mostré bajo peso. Al
discriminar entre los subgrupos de pacientes hipo e hipertiroideas, se evidencio
tanto hipo como hipertiroideas presentaban medias de sobrepeso pues el promedio
en las hipotiroideas fue de 29.36 y en las hipertiroideas de 27.13, cabe mencionar

gue este subgrupo el 10 % (1) fue el caso con bajo peso, Figura 6.

Figura 6. Relacion entre el peso de las pacientes y su estado

de salud
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Los datos de ganancia de peso gestacional se observan en la Tabla 4 y son datos
avalados por The American College of Obstetricians and Gynecologists que fueron

obtenidos por el Institute of Medicine de Estados Unidos (ACOG, 2013).
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Tabla 4. Recomendaciones de ganancia de peso durante el embarazo del
Institute of Medicine de Estados Unidos. (Gain and Pregnancy, 2016)

Rango de Peso

Tasas de peso recomendadas de

Categoria de peso Total .
. IMC ganancia de peso en el segundo y
Pregestacional. Recomendado :
tercer trimestre (KQ).
(Kg)
Bajo peso <185 12.7-18.14 0.45(0.45-0.58)
Peso normal 18.5-24.9 11.33-15.87 0.45(0.36-0.45)
Sobrepeso 25-29.9 6.8-11.33 0.27(0.22-0.31)
Obesidad (Incluye

30 4.98-9.07 0.22(0.18-0.27)

todas las clases)

Evidentemente los problemas de peso (obesidad y bajo peso) se presentaron mas

en las pacientes con disfuncion tiroidea, sin embargo, no hubo diferencia

significativa entre ambos grupos, ya que hay un problema de sobrepeso

generalizado en la poblacion.

A pesar de que no hubo relacion del IMC con los valores bioquimicos y el estado de

salud de las pacientes, 11 del GDT presentaron niveles de CT y TG mayores a los

del valor umbral superior, ademas de HTA. Los valores de referencia de estos tres

parametros se observan en la Tabla 5.
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Tabla 5.Valores de Referencia en el embarazo

Colesterol Total Primer Segundo Tercer

mg/dl trimestre trimestre trimestre

(Ywaskewycz et
159.5 201.4 244.3
al., 2010)

Triglicéridos
Cualquier trimestre gestacional
mg/dl

(Mendieta et al.,
161-293
2012)

Hipertension
Cualquier trimestre gestacional
gestacional

mmHg
TAS de = a 140 mmHg, TAD = a 90 mm Hg o ambas
(ACOG,2013)

Los casos fueron los siguientes: 3 eran hipotiroideas, obesas (IMC>30) e
hipertensas. La primera tuvo una HTA de 130/80 mmHg y valores elevados de CT
y TG (246 mg/dl y 383 mg/dl respectivamente). La segunda HTA de 130/80 y no
tenia alteracion en su perfil lipidico; la tercera con una HTA de 167/105 tenia un

hipercolesterolemia de 297 mg/dI.

Un 25% también era obeso e hipotiroideo con problemas de CT y/o TG altos, pero

tenian sus cifras de tension arterial normales.
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El 36.3% eran pacientes que tenian sobrepeso y perfil lipidico alterado, la mitad
hipotiroideas soélo con valores altos de CT y la otra mitad hipertiroideas con valores

CTy TG elevados.

El 18% fueron pacientes hipotiroideas que tuvieron alterado su perfil lipidico sin
estar en sobrepeso u obesidad; los valores de CT fueron de 291 y 344 mg/dl; y los

de TG de 357 y 249 mg/ dl.

Ademas, se logro evidenciar que las pacientes con disfuncién tiroidea efectivamente
usaron durante su embarazo el tratamiento mas comun prescrito por la literatura;
tomando diversas dosis de levotiroxina y tiamazol para tratar el hipotiroidismo e
hipertiroidismo respectivamente. En cuanto a su dosificacién tuvieron 13 tipos
diferentes y sélo una paciente estaba sin tratamiento. Los regimenes de dosificacion

se exponen en la Tabla 6.

Tabla 6.Regimenes de dosificacion en las pacientes analizadas

100 ug de lunes a jueves cada 24 h
y 150 ug de viernes a domingo cada
24 h.

50 ug/ 24 hy 75 al 3 dia

, o 100 ug/ 24 h
Dosis de Ie_votlroxma 150 ug / 24 h
P 275 g T
75ug/ 24 h 24 h
200 ug/24 h
125 ug /24 h
25ug/24h
50ug/24h
5mg/8h
Dosis de tiamazol en 2.5mg /24 h
pacientes 10 mg en lamafianay 5 mg en la
Hipertiroideas noche
10 mg /8 h

55

Yesica Maria Rodriguez Cortés Universidad Auténoma del Estado de México



8. TSH sérica

Al realizar la determinacion de la TSH en sangre, pacientes que no tenian un
diagndstico clinico y que en un principio pertenecian al grupo testigo, se pasaron al
grupo con disfuncion tiroidea debido a que sus niveles de TSH sérica excedian los
limites permitidos en cualquier trimestre gestacional, los valores de referencia se
presentan en la Tabla 7.Para conocer si habia una relacion entre los niveles de TSH
y los pardmetros bioquimicos clinicos, se realizd6 un andlisis de correlacion de

Pearson, los resultados mostraron que no habia una asociacion significativa.

Tabla 7. Valores de referencia de TSH en el embarazo, tomados de Alexander
y Pierce, 2017

Segundo

Parametro Primer trimestre Tercer trimestre
trimestre

TSH (mIU/L) 0.1-25 0.2-3.0 0.3-3.0

En ambos grupos de pacientes con disfuncion tiroidea hubo valores extremos. Una
paciente hipotiroidea present6 una TSH de 37.21 y una hipertiroidea de 0.0005
muUJ/L. Para determinar si habia diferencias entre el GT y el GDT se realiz6 una
prueba de Kruskall Wallis, observando una diferencia significativa de TSH entre
ambos grupos (p< 0.05), siendo mayores los niveles de TSH en las pacientes con
hipotiroidismo en 1.88 veces, valores por encima de los clinicos permitidos. El nivel

de las voluntarias con hipertiroidismo fue menor 0.71 veces, Tabla 8.
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Tabla 8.Valores de TSH en la poblacién analizada

GDT Relacidn de los
T ! | estad
Parametro G Hipotiroideas Hipertiroideas parametros con e <.es ado
de salud de las pacientes
N |[Media| DS N Media | DS N Media | DS P
TSHmUI/L | 38 | 1.87 |0,64 44 3.51 |5,46 10 1.33 (2,97 0.001

Kruskal Wallis para pruebas independientes, nivel de significancia al 95 %, p <0.05 significancia

estadistica.

9. Expresion del gen TSHB

Al realizar la PCR para identificar el gen de TSHp, se obtuvo la amplificacion de la
variante de RNAm X1 en el gen; identificada en NCBI con el nimero de acceso
XP_011540367.1, las muestras aptas para el andlisis genético de la variante fueron
las de 81 pacientes, (el Anexo 2 se observan las concentraciones) de ellas so6lo el
35% de ambos grupos presentaron la variante. Se analizaron 31 pacientes del GT
y 50 de GDT, del primero s6lo 12 expresaron la variante y del segundo 17. No hubo
diferencias significativas entre ambos grupos ni relacién de X1 con el estado de
salud de las pacientes o la presentacion de antecedentes familiares. Tampoco en
cuanto a la expresién cuantitativa de X1 con respecto al gen constitutivo GADPH

hubo diferencias.

La variante fue solo una caracteristica nueva en la poblacion en estudio, pero no
estuvo asociada con la enfermedad tiroidea pues al realizar el andlisis estadistico
entre el estado de la salud y la presencia 0 ausencia de la variante se obtuvo una p
=0.005. Tampoco hubo relacién con el diagndéstico y la presencia o ausencia de la

variante. La distribuciéon de la variante se observa en la Figura 7.
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Figura 7. Distribucién de la variante X1 en la poblacion
analizada
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10. Presencia del polimorfismo D2 Thr92Ala

Las concentraciones de ADN se pueden observar en el Anexo 3. Para la
genotipificacion fueron aptas 83 muestras y se obtuvieron 3 genotipos: CC, CT y
TT. Figura 8. La distribucién fue la siguiente: El genotipo mas comun en la poblacion
general fue CC gque estuvo en 40 pacientes, de las cuales el 56.41% no tenian
enfermedad tiroidea, mientras que el 43,58% restante eran del GDT. Para el
genotipo CT, que se encontrd en 33 pacientes, sucedi6 lo contrario, el 69.6% eran
del GDT y el 30.30% del GT. El genotipo TT lo presentaron 10 pacientes las cuales
el 70% eran de GDT. La distribucién de los genotipos de acuerdo con el estado de

salud de las pacientes, se ilustran en la Figura 9.

El genotipo CC también fue el mas comun en el grupo testigo mientras que en el
grupo con disfuncién tiroidea el genotipo con mas frecuencia fue el CT. Se realiz6

Chi cuadrada con los genotipos obteniendo una diferencia significativa para el
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genotipo CC con respecto a la presentacion de enfermedad tiroidea; la p fue de
0.022. Ademas, se hizo la prueba para el equilibro Hardy-Weinberg obteniendo una

p no significativa, lo que indico que los genotipos si estaban en equilibrio

Figura 8.Plot de discriminacion alélica Software Quant Studio
Design&Analysis. Alelo CC en rojo/ Alelo CT en verde y alelo TT en azul

Allelic Discrimination Plot
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® Heterozygous Allele 1 /Allele 2 XUndetermined

9.Figura 9.Distribucién de los genotipos de acuerdo con el
estado de salud de las pacientes.
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11. Discusién

De las 92 voluntarias que integraron los grupos de estudio, el 58.7 % fueron mujeres
con disfuncion tiroidea. Todas las pacientes estuvieron controladas durante su
embarazo, lo que redujo la posibilidad de la presentacibn de complicaciones
obstétricas. Como se observa en los resultados el 59.8 % fueron multigestas de la
cuales 27.2 % tuvieron abortos previos y la mayor parte de ellas corresponden al
GDT (56%), siendo 2.5 veces mayor el nimero de hipertiroideas con abortos que
las hiportiroideas. El aborto espontaneo y la pérdida gestacional son complicaciones
que se presentan en la disfuncion tiroidea de forma frecuente, estudios como el de
Haixia et al., 2014, reportan que pacientes con hipotiroidismo subclinico en conjunto
con la autoinmunidad tiroidea tenian mas riesgo de presentar aborto espontaneo
entre la 4° y la 8° semana de gestacion. Zhang et al., 2017, encontré6 que el
Hipotiroidismo subclinico era un factor de riesgo para el aborto espontaneo antes
de la 20° semana de gestacion. Incluso hay estudios donde se ha demostrado que
un perfil tiroideo alterado incrementa el proceso de lipoperoxidacién, lo cual puede
llevar al término abrupto del embarazo, (Ramandeep, Kapil y Harkiran, 2017). Por
otro lado el hipertiroidismo es asociado a los abortos espontaneos al inicio del
embarazo y pérdidas gestacionales en estadios gestacionales mas avanzados; lo
anterior se encontr6 en poblacion danesa (Andersen S.L y Laurberg, 2014).
Nosotros observamos que evidentemente la tasa era alta en las pacientes con
hipertiroidismo pues el 60% de las mujeres multigestas con este padecimiento que

participaron en el estudio ya habian tenido una perdida gestacional.
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Por otro lado, si bien no hubo significancia entre GT y GDT debido al sobrepeso y
obesidad generalizado en la poblacién estudiada, pues segun los datos de la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricibon ENSANUT 2016, la prevalencia de
sobrepeso y obesidad en mujeres adultas mexicanas es de 75.6%, se pudo
observar que, en el GDT, donde primaba el hipotiroidismo, habia méas obesidad,
ademas varias presentaban no soélo obesidad, sino que a la par tenian

Hipotiroidismo, Hipertension y alteraciones lipidicas.

Los estudios reportan que hay una relacién entre la obesidad y el hipotiroidismo en
el que intervienen los niveles de leptina, y la TSH es directamente responsable de
las ganancias de peso. Quiza en una poblacién sin estos problemas de base se
hubiera visto una diferencia significativa entre ambos grupos de estudio (Sanyal y
Raychaudhuri, 2016). Aunado a lo anterior el hipotiroidismo ha sido relacionado con
una alta presion arterial y también con una alteracion de la lipdlisis. Se cree, aunque
los resultados aun son conflictivos que las hormonas tiroideas influyen en las
adipoquinas y en el funcionamiento general del tejido adiposo, lo que hace que una
alteracion afecte el perfil lipidico directamente como se observdé en nuestras

pacientes. (Olenych LV.et al; 2018; Chen et al., 2016).

En cuanto a las pacientes que no sufrian de disfuncion tiroidea, al realizarles el Test
de TSH, se comprobo efectivamente que la mayoria tenian un buen funcionamiento
de la tiroides sin embargo hubo 7 pacientes del grupo sin disfuncion tiroidea

aparente que tenian la TSH sérica por encima de los valores aceptados para
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cualquier edad gestacional (2.5 m UI/L en primer trimestre y 3.0 m UI/L en segundo

y tercer trimestre).

Lo anterior lleva a debatir de nuevo la necesidad o no de medir TSH en primer
trimestre a todas las embrazadas o soOlo realizarlo en las pacientes con
antecedentes fuertes de enfermedad tiroidea, mayores de 30 afios, con
enfermedades autoinmunes, obesidad morbida o que hayan recibido radiacién en
cabeza y cuello, como lo cita la “Guidelines of the American Thyroid Association for
the Diagnosis and Management of Thyroid Disease During Pregnancy and
Postpartum”, (Stagnaro-green et al., 2011)pues aun no hay suficiente evidencia al
dia de hoy que permita estandarizar la realizacion de estas mediciones a nivel
mundial en todas las embarazadas , a pesar de que el estudio en si no es costoso
y es facil de hacer. A esto se suma que los sistemas de salud de cada pais, en este
caso México muchas veces no pueden cubrir costos para todos los andlisis que
deberian realizarse , pero genera de nuevo la duda de por qué no se incluye si la
incidencia de las patologias tiroideas es igual que la de otras enfermedades que
tienen un tamizaje completo, nuestros resultados evidencian que se pueden pasar
por alto a pacientes sin una clinica evidente con niveles de TSH no adecuados que

pueden generar complicaciones a futuro.

Ademas fue evidente que las pacientes con Hipotiroidismo a pesar de estar
controladas, presentaban valores de TSH por encima de los limites gestaciones ,

teniendo un promedio de 3.51 +/- 5.41 mUI/L.

Es interesante que hayamos encontrado relacion entre los antecedentes familiares

de enfermedad tiroidea y el estado de salud de nuestras pacientes. Lo anterior
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comprueba la gran influencia de la parte genética en la presentacién de la
enfermedad. Pues como se evidencia en la Figura 10, son muchos los genes
involucrados en el desarrollo de estas patologias, los cuales pueden seguir un
patron en cuanto a anomalias a lo largo de varias generaciones. Ademas, la
patologia més frecuente a nivel tiroideo fue el Hipotiroidismo clinico, lo cual es

acorde a los datos epidemioldgicos en cuanto a la incidencia de la enfermedad.

La presencia de la variante X1 fue algo novedoso en nuestro estudio. Los cebadores
gue realizamos iban para la secuencia de la variante X1, obteniendo amplificacién
en la misma. En cuanto a la estructura de esta variante no hay diferencia con la
isoforma 1, pues son 100% homologas, sin embargo, es un hallazgo importante ya

gue permite caracterizar a la poblacién.

La diferencia en cuanto a la expresion de la variante no fue significativa para
relacionarla con el estado de salud, de hecho, las pacientes del grupo testigo tienen
mas presencia de esta, lo cual no sorprende precisamente porque es una copia
idéntica de la isoforma 1 identificada con el nimero de acceso NP_000540.2 en la

base de NCBI.

La presencia de una nueva variante en la poblacion analizada abre la posibilidad a
un nuevo estudio en el cual se pueda evidenciar el papel del interactoma en las
disfunciones tiroideas, ver si la asociacion de esta proteina a otras esta involucrada
con la enfermedad, pero esto ya es pregunta abierta para un futuro estudio que
pueda establecer como Io mencionan algunos autores en donde el objetivo del
estudio es establecer si las interacciones proteina-proteina estan afectando la

respuesta celular(Huttlin et al., 2015).
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Se ha encontrado que variantes de TSHf estan involucradas en el progreso de la
enfermedad de Hashimoto, pues se expresan mas en tejido de pacientes enfermos
gue sanos(Liu et al., 2012).Lo anterior se describe en otros estudios como efectos
de las variantes en la autoinmunidad de la enfermedad tiroidea, pues hay hallazgos
en los que las isoformas de TSH3 se expresan mas en tejidos especificos(Schaefer

and Klein, 2009).

Todos estos estudios y nuestros hallazgos dan pie a realizar nuevas investigaciones
para ampliar el entorno bioldgico de la variante X1 y determinar hasta qué punto
influye en la presentacién de la disfuncién tiroidea, y por qué algunos pacientes que

la tienen si desarrollan la patologia mientras los otros son sanos.

El genotipo asociado a la enfermedad fue CC, lo que concuerda con la literatura
pues la mayoria de los estudios atribuyen al alelo C y al genotipo CC (Ala -Ala) como

el genotipo enfermo.

Se ha demostrado que el Thr92Ala juega un rol en el desarrollo de los desérdenes
depresivos, es un factor de riesgo para el desarrollo de osteoartritis y puede ser un
blanco terapéutico en otras enfermedades ya que por ejemplo en los desordenes
hiperglucémicos modula la resistencia a la insulina haciéndola mas severa en los

pacientes que lo portan (Bos et al.,2012; Galecka et al.,2015; Estivalet et al., 2011).

En cuanto al metabolismo tiroideo, han encontrado que se asocia a la respuesta a
farmacos, pacientes con el genotipo CC requieren terapias combinadas de T4/T3
porque la levotiroxina sola no hace efecto (Panicker et al., 2009). Ademas, se cree

modula los niveles circulantes de hormonas tiroideas al punto que pacientes
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tiroidectomizados con esta caracteristica genética tienen concentraciones séricas

menores de T3 (Catagna et al., 2017).

En embarazadas hay hallazgos que evidencian como disruptor placentario al
Thr92Ala y también lo asocian a la presentacion y severidad de preeclampsia,
resaltando de nuevo que influencia los niveles de hormonas tiroideas y es el

causante de hipotiroidismo (Dora et al., 2014;Procopciuc et al., 2017).

Para la poblacibn mexicana analizada el genotipo CC podria representar un
marcador temprano de disfuncion tiroidea, la prevalencia del mismo y la asociacion
hallada denota que es un factor de riesgo que se suma a los medio ambientales
existentes y demas genéticos que pueden contribuir al desarrollo de una patologia

tiroidea.

Figura 10. Causas genéticas de las enfermedades tiroideas

Clasificacion de las
enfermedades tiroideas de
acuerdo a su
etiopatiogenia

Monogeénicas Poligénicas
I ) S—
; : Enfermedad Tiroidistis
Defectos congénitosen la Defectos familares en el Sindromes de Graves attsinmiine
desarrollo de la tiroides congénitos de ) ) Carcinomarde céliufas

sintesis de hormonas (disgenesia) hipoplasia y ectopia resistenciaa las

_ tiroideas hormonas tiroideas
(dishormonogenesis) J

foliculares

-

T%uéaﬁl?ges _<la_r|1 F:2 Mutaqli%nes Mutaciones
, TTF1, ' Mutaciones en el gen en G, inTG, HLA,
feaH i & PAX8, NKX2 or TR beta CTLA4, CTLA4, ;

Hipotiroidismo congénito HOXA 3 PTPN22, PTPN23, Mmam%?{ g‘? CBRAF y

J IFN, TGF IFN, TGF
beta, IL6, beta, IL6,

) IL4, IL1 IL4, IL1 \
N beta, IL10. beta, IL10.

Mutaciénen los siguientes
genes : HNIs, TG, TPO, |
PDS, THOX2, y DEHAL \

entre otros, todos ellos de
herencia autosomica
reseciva,

Y,

Yesica Maria Rodriguez Cortés Universidad Auténoma del Estado de México




12. CONCLUSION

Hay una relacion entre la carga genética y la presentacion de patologias tiroideas,
lo que se evidencia por la presencia de antecedentes familiares en las pacientes

enfermas.

El estudio es innovador pues aisla por primera vez en pacientes a la variante X1 la

cual solo estaba reportada bioinformaticamente.

El genotipo CC es un factor de riesgo para el desarrollo de enfermedad tiroidea, el
estudio presenta la caracterizacion por primera vez de pacientes con disfuncién
tiroidea, que al estar en embarazo son una poblacién susceptible a complicaciones
por lo cual un hallazgo como este representa un aporte valioso para la salud publica
y la terapia personalizada a corto plazo. Se demuestra experimentalmente que la
poblacién mexicana tiene mas prevalencia del genotipo de riesgo para contraer una

disfuncion tiroidea.

Los hallazgos genéticos son clave para mejorar el diagnostico y tratamiento de las
enfermedades tiroideas y representan un nuevo avance en cuanto a la aplicacion
clinica de la terapia personalizada. El genotipo CC puede ser usado como marcador
temprano de la enfermedad tiroidea en pacientes gestantes mexicanas,
contribuyendo al enriquecimiento de la medicina materno fetal para el monitoreo de

la mujer embarazada.
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ANEXOS

1. CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO DEL PROYECTO: “Expresion de TSH vy del polimorfismo
D2Thr92ALA en el gen de la Deiodinasa2 en pacientes gestantes con
patologias tiroideas del Hospital Materno Perinatal “Moénica Pretelini Saenz”

Fecha:

Nombre:

Estimada Sra.

Investigadores de la Universidad Autonoma del Estado de México (UAEMex),
estamos realizando un estudio sobre la funcién tiroidea durante el embarazo. Su
aporte seria de gran ayuda para futuras pacientes, ya que con base en estos datos
se podria normar una conducta para mantener o0 cambiar un tratamiento
farmacoldgico.

Dicha participacion consiste en:

1. El consentimiento para realizarle una historia clinica y una encuesta anénima.

2. Su aprobacién para tomarle una muestra de sangre en dos tubos de 2.5y 5 mL.

3. La participacion es voluntaria y el tratamiento o atencion que reciba en las
instituciones participantes no se vera afectado si decide no participar en este
estudio.

4. En caso de que acepten, la informacion que se nos proporcione se utilizara de
forma confidencial y para propositos exclusivos de la investigacion cientifica.
Bajo ninguna circunstancia podra esta informacién ser objeto de transaccién
comercial o similares.

5. Por su seguridad, las muestras seran codificadas de tal forma que nadie podra
saber a quién le pertenecen, Unicamente los investigadores tendran acceso a
dicha informacion.

6. Ademas, esta en libertad de retirarse cuando: lo considere conveniente, si no
estd de acuerdo con el estudio o si tiene algun impedimento social, cultural o
religioso.

7. Lainvestigacion tendra una duracioén total de 6 meses maximo.

8. Elentrar a participar en esta investigacion no se genera un beneficio economico.

9. Los resultados del estudio se daran a conocer una vez finalizado el proceso de
la investigacion, mediante la entrega de un trabajo escrito en la institucion sede.

10.Puede realizar las preguntas que consideren pertinentes en cualquier momento
del estudio.
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11.El participar en este estudio no significa riesgo alguno.

12.Este consentimiento informado ha pasado por revision y aprobacion del comité
de Etica e Investigacion del Hospital Materno-Perinatal “Ménica Pretelini Sdenz”.

13.Para cualquier informacion puede dirigirse con el Dr. Hugo Mendieta Zeron, al
teléfono (722) 276 5540, ext (90849).

Habiendo sido enterado(a) del contenido de la presente y resueltas todas mis
inquietudes acerca de la investigacion, yo

Acepto participar en este estudio.

Nombre :

Firma:

Testigo 1 Testigo 2
Firma Firma
Parentesco Parentesco
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ANEXO 2. CONCENTRACIONES Y PUREZAS DE ARN OBTENIDAS

Concentracion Relaciéon
260/280

Muestra

15 18.8 1.88

16 16.8 1.826
17 22.4 1.806
18 12.4 1.722
19 13.2 1.833
20 10.8 1.688
21 14.8 1.762
22 10.4 1.733
23 17.2 1.72
24 18 1.731
25 9.2 1.533
26 12.8 1.778
27 20.4 1.889
28 14.8 1.762
29 11.6 1.706
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30 10.8 1.588

32 17.2 1.955
34 8.8 1.692
35 11.2 1.75
36 10.4 1.625
37 15.2 1.727
38 12.8 1.6

39 13.2 1.833
40 15.6 1.625
41 12.8 1.778
42 4.8 15

43 8.4 1.909
46 11.2 1.75
47 22 1.719
48 14.4 1.8

49 12.4 1.632
50 9.2 1.643
51 17.2 1.955
52 8.8 1.692
53 12 1.765
54 17.2 1.87
55 15.2 1.81
56 9.6 1.714
57 9.6 1.846
58 9.6 1.6

63 14 1.75
66 14.8 1.762
68 6.4 1.6

69 11.2 1.647
70 7.6 1.9

71 8.8 1.294
72 20.8 1.576
74 8.4 1.75
75 5.6 1.556
76 5.2 1.625
77 8 1.818
78 9.2 1.917
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79 10 2

80 10.4 1.857
81 16 1.481
82 16.4 1.464
83 8.4 1.75
85 10 2.273
86 11.6 1.812
87 9.2 2.3

88 12.8 1.882
89 13.2 2.2

90 9.6 1.846
91 10.4 2.167
92 9.2 1.769
94 10 1.786
95 20.8 2

96 8.4 15

97 14.4 2.118

ANEXO 3. CONCENTRACIONES Y PUREZAS DE ADN

Concentracion Relaciéon

Muestra == g/l 260/280
1 23.01 1.72
2 29.89 1.62
3 25,22 1.79
3 22,01 1.64
4 43.69 1.61
5 6.71 2.04
6 17.61 1.79
9 30.64 1.74
10 16.24 1.74
11 9.99 1.29
12 18.3 1.56
13 14.94 1.55
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14 23.3 1.54

15 21.36 1.69
16 44.41 1.79
17 37.27 1.68
18 9.09 1.78
19 28.51 151
20 20.54 1.74
21 28.71 1.57
22 24.44 1.66
23 25.24 1.75
24 47.21 1.77
25 45.34 1.83
27 34.38 1.75
28 34.65 1.88
29 7.56 1.68
30 25.03 1.75
31 27.78 1.47
32 16.52 1.4
33 80.25 1.83
35 21.58 1.72
36 41.11 1.86
37 509.97 1.87
39 21.2 1.62
40 29.17 1.61
41 67.71 1.78
42 21.61 15
43 127.77 1.82
45 54.44 1.88
46 19.54 1.59
48 41.32 191
49 39.43 1.78
50 24.33 1.72
51 28.04 1.61
52 445.08 1.81
53 507.7 1.82
54 19.04 1.92
56 296.38 1.82
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57 818.42 1.79

58 301.76 1.82
59 33.35 1.8
60 222.18 1.87
61 52.21 1.86
62 913.75 1.86
63 43.67 1.85
64 386.23 1.8
65 892.65 1.87
66 1719.3 1.85
67 5.83 2.32
68 22.02 1.65
69 53.85 1.86
71 27.57 1.56
72 506.68 1.81
73 26.33 1.59
75 908.32 1.65
76 896.04 1.84
77 709.44 1.86
78 494.36 1.78
79 17.74 1.59
80 27.48 1.54
81 14.02 1.81
82 283.41 1.83
83 28.79 1.71
85 16.37 1.68
86 8.85 2.07
87 27.42 1.59
88 34.12 1.82
91 31.35 1.59
91 9.79 1.77
92 33.93 1.79
93 35.14 1.49
94 163.89 1.67
95 49.37 1.61
96 22.94 1.88
97 18.87 1.63
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