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Resumen

RESUMEN

Alteraciones del desarrollo en el hipotiroidismo congénito y su relacion con el aumento

perinatal del 6xido nitrico mitocondrial.

Las hormonas tiroideas (TH) coordinan muchas respuestas fisioldgicas y procesos
madurativos durante el desarrollo; sin embargo, todavia no se conocen claramente los
mecanismos por los cuales su deficiencia conduce a alteraciones en el mismo. Las
mitocondrias juegan un papel esencial en la fisiologia celular como productoras de energia y
actuando como organelas de sefializacién, y su actividad y estructura se ve altamente
regulada por la accidn de TH. En trabajos previos en nuestro laboratorio, observamos que el
hipotiroidismo condujo a un confinamiento de la enzima éxido nitrico sintasa neuronal en
mitocondrias y que el aumento del éxido nitrico (NO) mitocondrial se asocia a la disminucién
del metabolismo basal observado en el hipotiroidismo. Ademas de los cambios metabdlicos
producidos por el NO, el aumento matrical del mismo en mitocondria conduce a un aumento
en los niveles de oxidantes y la activacidén de vias de sefializacidn asociadas a proliferacion,
diferenciacion o muerte celular. La hipotesis de este trabajo se basa en que la modulacion
positiva de la mtNOS en el desarrollo de la rata hipotiroidea y el concomitante aumento de
NO mitocondrial podrian estar ligados a las alteraciones en el crecimiento observadas frente
a la deficiencia de hormonas tiroideas durante el periodo perinatal, que en humanos, resulta
en el retardo fisico y mental, conocido como cretinismo. En esta tesis nos propusimos
analizar la utilizacion mitocondrial de NO como causa de alteraciones moleculares y
fenotipicas definitivas en el hipotiroidismo neonatal. Nuestros estudios en higado y cerebro
de rata confirmaron que el hipotiroidismo congénito conduce a una modificacién del patrén
de expresién de la enzima O&xido nitrico sintasa neuronal (nNOS) y su confinamiento
mitocondrial respecto al desarrollo normal. Demostramos que en el higado de rata, el
hipotiroidismo alterdé el metabolismo oxidativo a través del incremento de NO mitocondrial y
estimuld la transcripcion temprana de mitofusina 2 y tardia de Drpl, proteinas involucradas
en la dindmica mitocondrial pero no afectdé su localizacion mitocondrial. En este drgano la
respuesta que ejerce el NO sobre la actividad de los complejos de la cadena respiratoria y la
producciéon de oxidantes parece estar mas relacionada a un efecto metabdlico generado por

la deficiencia de HT.



Resumen

Comprobamos que en el desarrollo perinatal del cerebro de rata, el incremento de NO
mitocondrial se efectia de forma temprana, y a través de la produccién de ROS, aumenta la
expresion de la proteina de fision mitocondrial Drpl, la activacion de JNK en la etapa
perinatal tardia y la liberacidn de citocromo c al citosol que iniciaria la apoptosis por la via
mitocondrial. Estos resultados nos condujeron al analisis de apoptosis y proliferacion
hipocampales mediante las técnicas histolégicas de BrdU y TUNEL donde se comprobé que el
hipotiroidismo congénito generd una modificacion del patron apoptotico/proliferativo en el
hipocampo de cerebro consecuente temporalmente con la liberaciéon de ciotcromo c. En los
dias 5 y 30 perinatales los animales hipotiroideos presentaron aumento en la apoptosis
hipocampal respecto al desarrollo eutiroideo. Comprobamos que el tratamiento de los
mismos con el inhibidor de la produccién de NO fue capaz de revertir tanto la apoptosis
observada a nivel mitocondrial como la muerte de células de hipocampo. Finalmente,
ensayando la expresidn de genes de estrés involucrados en el establecimiento de la memoria
y aprendizaje comprobamos que se ven modificados por el hipotiroidismo en forma NO
dependiente, y que finalmente algunos de los trastornos conductuales del hipotiroidismo
como ansiedad y memoria espacial pueden ser regulados por el NO y revertidos por el
tratamiento con inhibidor. Estos hallazgos nos permiten establecer nuevos mecanismos de
accion para el NO mitocondrial en vias de sefializaciéon especificas durante el desarrollo

perinatal en el hipotiroidismo congénito.

Palabras claves: hipotiroidismo congénito, oOxido nitrico sintasa neuronal,

mitocondria, estrés oxidativo, desarrollo perinatal.
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Introduccion

1 HORMONAS TIROIDEAS

Las hormonas tiroideas (HT) son hormonas secretadas por la glandula tiroides. Esta es
una glandula enddcrina que se compone de dos lébulos separados por un istmo, se
encuentra situada en la parte anterior de la traquea entre el segundo y tercero anillo
traqueal. La estructura funcional de la tiroides es el foliculo tiroideo, el cual consta de una
estructura hueca formada por una pared simple de células epiteliales llamadas células
foliculares o tirocitos. El contenido del foliculo tiroideo se denomina coloide, y esta
compuesto principalmente por una gran glicoproteina (>600KDa) llamada tiroglobulina, la
cual constituye el principal reservorio de hormonas tiroideas. La actividad de la glandula
tiroides estd finamente modulada. Uno de los reguladores mdas importantes del
funcionamiento de esta glandula lo constituye la hormona estimuladora de la tiroides
(TSH), producida en la glandula pituitaria anterior, que es muy sensible a los cambios
séricos de HT y ejerce un control negativo sobre la produccién de la misma.(Stathatos

2012).

Triyodotironina T3

Tiroxina T4

Coloide

Célula folicular
tiroldea

Figura 1. Estructura de la gldndula tiroides, vista del foliculo tiroideo



Introduccion

Existen dos tipos principales de hormonas tiroideas, tiroxina y tri-iodotironina,
llamadas T4 y T3 respectivamente, de acuerdo a la cantidad de dtomos de lodo que
poseen en su estructura. En circunstancias normales el 90% de hormona tiroidea en

nuestro cuerpo es T4 mientras que sélo un 10% es T3.

e
0O |
H

2 H2

"o HO O

Figura 2. Estructura quimica de las hormonas tiroideas, tiroxina (izquierda);

triiodotironina (derecha).

1.1 Sintesis de Hormonas.

La sintesis de T3 y T4 se realiza en 6 pasos fundamentales:

Captacion del ioduro y concentracion: en esta etapa los tirocitos acumulan ioduro
mediante un mecanismo de transporte activo, utilizando un intercambiador Na-1 que
permite cargar dentro del foliculo una cantidad 100 veces superior al iodo extracelular.
Este transporte es principalmente regulado por la hormona TSH.

Sintesis de tiroglobulina (Tg): esta es la etapa donde la Tg se sintetiza como un
precursor de 300KDa que luego se dimeriza y glicosila. Una vez formada, la tiroglobulina
es liberada a la luz del foliculo para incorporarse en el coloide.

Oxidacidn del ioduro: a continuacidon dentro de las células, los iones de I son oxidados
por la enzima tiroperoxidasa (TPO) situada en la membrana apical de los tirocitos. Esta

enzima también interviene en los pasos subsecuentes de formacién de HT.
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lodacion de los residuos de tirosina (organificacion): en un paso siguiente los iones
ioduro previamente oxidados se unen a una transferasa que reacciona con las moléculas
de tirosina que forman parte de la Tg, incorporando el iodo en una molécula organica. El

producto inicial es la mono-iodotirosina (MIT ) formandose luego la di-iodotirosina (DIT ).

Acoplamiento de las lodotirosinas para formar tironinas: esta corresponde a la etapa
en que las tirosinas son iodadas en las posiciones 3 y/o 5 del anillo fendlico de la tirosina,
en un lugar (3-mono-iodotirosina) o en dos (3,5-di-iodotirosina), y dos tirosinas vecinas se
acoplan a través de un puente de oxigeno por el plegamiento de la molécula de

tiroglobulina, para formar las hormonas activas
- di-iodotirosina (DIT) + di-iodotirosina : tetra-iodotironina (tiroxina, T4).
- di-iodotirosina + mono-iodotirosina (MIT): triiodotironina (T3).

Protedlisis de la tiroglobulina y liberacion de T4 y T3 hacia la sangre: Finalmente las
hormonas tiroideas se almacenan dentro de la molécula de tiroglobulina. Las células
foliculares captan tiroglobulina desde el coloide central por un proceso de endocitosis,
controlado por TSH. Se unen a lisosomas cuyas enzimas digieren la tiroglobulina,

liberando T3 y T4 hacia el liquido extracelular.

1.2 Accion periférica de las hormonas tiroideas

Las HT circulan en la sangre unidas a proteinas transportadoras como Globulina
fijadora de tiroxina (TBG, de sus siglas en inglés Thyroid Bound Globulin), transtiretina
(TTR) o albumina, y su internalizacion en la célula se postula que es por difusién pasiva;
pero recientemente se descubrieron transportadores, entre ellos los transportadores
monocarboxilato 8 y 10 (MCT8, MCT10 respectivamente) que parecen ser de relevancia
en este proceso (Schussler, 2000) (Heuer and Visser, 2009).

La T4 es considerada pro-hormona ya que para su actividad biolégica necesita ser
convertida a T3, en una reaccion catalizada por selenoenzimas llamadas desiodinasas.
Existen tres isoformas de desiodinasa, D1, D2 y D3, tejido-especificas y que catalizan

8
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diferentes tipos de conversién (Jassam, Visser et al. 2011). D1 cataliza la conversion de T4
a T3 y su contraparte inactiva rT3. La deiodinasa D2 convierte la T4 sélo a su forma T3
activa y junto con D3 regula la disponibilidad de T3 por sus receptores nucleares
(Stathatos 2012).

Las HT ejercen sus efectos en los tejidos blanco principalmente uniéndose y activando
receptores nucleares especificos (TRs), los cuales una vez activados se unen a secuencias
especificas llamadas Elementos de Respuesta a Hormonas Tiroideas (TREs), que se
encuentran dentro de promotores de genes respondedores a HT, ejerciendo asi su

respuesta principal que es la gendmica.

Expresién génica

Figura 3. Accidn de los TRs sobre los genes blanco de las hormonas tiroideas. CoR: co-

represor, CoA: co-activador, RXR receptor de acido retinoico.

Existen dos subtipos principales de TRs codificados en genes separados: TRo y TR[3;
sin embargo, existen varias isoformas, tales como TRal, TRa2, TRB1, TRB2 producidas
como variantes de splicing y que son tejido- especificas o varian de acuerdo al estadio del
desarrollo (Kuiper, Enmark et al. 1996). Estos receptores comparten junto con hormonas

esteroideas y acido retinoico, una superfamilia de receptores de hormonas nucleares que
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constan estructuralmente de 4 dominios comunes: un domino amino-terminal (A/B), un
dominio central de unién al ADN que posee dos “dedos de zinc”, una regién bisagra con la
secuencia de localizacion nuclear y un dominio de unién a ligando (LBD) también
involucrado en dimerizacidn, trans-activacidn y, actualmente se sabe que es el dominio
gue interactla con co-represores o co-activadores (Cheng, Leonard et al. 2010).

El mecanismo basico de accidon es diferente al de las hormonas esteroideas ya que los
TRs, aun sin estar unidos a hormona, pueden interactuar con sus TREs, uniendo a su vez
co-represores que impiden el ensamblaje de la maquinaria de transcripcién en el
promotor, proceso conocido como represion basal. En presencia de T3 los TR actiian con
co-activadores para unirse a sus TRE y activar la transcripcién de sus genes blanco (Figura
3). Recientemente se descubrié que en ausencia de T3 los TR pueden unirse a co-
represores e inhibir la transcripciéon de algunos genes negativamente regulados; el
mecanismo parece estar dado por un remodelamiento de la cromatina que involucra

histona deacetilasas (HDAC) (Kim, Park et al. 2014).

1.3 Efectos no-genémicos de las hormonas tiroideas

Es ampliamente conocido que las hormonas tiroideas ademds de ejercer sus efectos a
través de los receptores nucleares activando la transcripcion de genes blanco, tienen
efectos no nucleares. La mayoria de los efectos no-gendmicos provienen de la accion
observada en citoplasma, membrana plasmatica, citoesqueleto y organelas (Daury,
Busson et al. 2001, Cheng, Leonard et al. 2010).

Algunos de los receptores que median las respuestas no gendmicas de las HT
presentes en membrana plasmatica pertenecen a la familia de integrinas awvp3. A través
de la unién de T3 a estas integrinas, la quinasa ERK1/2 (Extracelullar Regulated Protein
Kinase) puede transducir sefiales de angiogénesis, proliferacién en tumores, asi como
también dirigir la migracion de células gliales y neuronales (Bergh, Lin et al. 2005, Farwell,
Dubord-Tomasetti et al. 2006).

Dentro de las acciones de TR en citoplasma se encuentra la activacidon de la quinasa

PI3K (Phosphatidylinositide 3-kinase) en respuesta a T3, como sefal de supervivencia en
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células neuronales (Cao, Kambe et al. 2009, Moeller and Broecker-Preuss 2011)y también
la modulacién de los niveles de Ca?* a través de la Ca?* -ATPasa, mediado por unién de T3

a la membrana plasmatica (Galo, Unates et al. 1981, Del Viscovo, Secondo et al. 2012).

1.4 Hormonas tiroideas y la mitocondria

Una de las funciones principales de las HT es regular la utilizacion de energia en la
célula, y es por ello que la mitocondria constituye un blanco de accién para estas
hormonas. Pero ademads de regular el metabolismo y la generacién de ATP, la mitocondria
regula sefales de supervivencia y proliferacién o muerte entre otras, y es por eso que a
través de esta organela, las HT pueden regular una amplia variedad de procesos en la
célula y durante el desarrollo.

Un aspecto a considerar es que cuando se analiza el papel de HT sélo es considerado
el efecto de T3; sin embargo, existen otros metabolitos de iodotironinas como T4, rT3y T2
(3-5 diiodotiroinina) que ejercen su accién en forma no gendmica. Un ejemplo de ello lo
constituye el incremento de la actividad de la ATP sintasa Fi/Fo y de la sintesis de
cardiolipina estimulada por administracion de T2 en higado de rata (Cavallo, Gnoni et al.
2011). Por otra parte, al menos un 40% de las funciones mitocondriales son reguladas de
acuerdo al tejido especifico en que las mismas residen; por lo tanto, los efectos de HT
también varian de acuerdo a los diferentes tejidos, siendo en general los mas afectados,
aquellos tejidos con un alto rendimiento energético y metabdlico, como higado, musculo
esquelético y corazén. En higado, se conoce el efecto de las HT sobre la expresion de
subunidades tanto nucleares como mitocondriales de los complejos | — IV de la cadena
respiratoria (Sheehan, Kumar et al. 2004), pero asimismo se observé que en el cortex
cerebral el aumento en los niveles de T3 incrementa la transcripcién y actividad de los
complejos | y lll (Martinez, del Hoyo et al. 2001). De esta manera, las HT a través del
aumento en los complejos de la cadena respiratoria modulan el consumo de oxigeno
mitocondrial y el metabolismo basal (Franco et al., 2006).

La produccion de ATP es controlada en la mitocondria y estd acoplada a la

fosforilaciéon oxidativa, la cual ocurre en la cadena respiratoria mitocondrial. Sin embargo,
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cuando se incrementa el consumo de oxigeno, producto del aumento en T3, se produce
una fuga de protones, la cual genera calor en detrimento del ATP. Otro de los efectos de
T3 que contribuye a la produccidn de calor y aumento de la tasa metabdlica es, como se
mencioné anteriormente, el aumento en la expresion de proteinas desacoplantes
(abreviado "UCP", del inglés "uncoupling protein"), transportadores de la membrana
interna mitocondrial cuya funcién es la disipacién controlada de protones, este aumento
es regulado por HT a través de un efecto no gendmico y regula la termogénesis en el
tejido adiposo en respuesta a T3 (Brand, 2005).

Estos son los efectos conocidos de HT sobre la tasa metabdlica y la produccion de
calor. Sin embargo, otra de las formas en que las HT pueden regular el metabolismo
energético es por medio de la mitocondriogénesis. Asi, la expresion de genes blanco
implicados en biogénesis puede inducirse de tres maneras principales (Figura 3):

1- Las HT unen TR nucleares y a través del reconocimiento de los TRE, regulan la
expresion de genes nucleares involucrados en la biogénesis. Un ejemplo lo constituye el
gen de la cadena o de la ATP sintasa en higado, la cual se observd, aumenta un 50% por
tres dias de tratamiento con T3 (Silvestri, Moreno et al. 2006).

2- Las HT tienen un efecto rdpido en biogénesis ya que unen TR presentes en la
mitocondria. Actualmente se conocen dos TRE localizados en la regién del genoma
mitocondrial conocida como D-loop, los cuales sirven como promotores para un factor de
replicaciéon mitocondrial que a su vez es factor de transcripcién nuclear, Tfam (del inglés,
mitochondrial transcription factor). También codifican los ARN de 12s y 16s, impactando
directamente sobre la expresién de genes mitocondriales (Wrutniak, Cassar-Malek et al.
1995). Las TH podrian actuar con estos TRE a través de su uniéon con TRal que pierden el
dominio N-terminal y son importados a mitocondria.

3- Se sintetizan factores intermediarios (via TRE), los cuales entran al nucleo y regulan
un segundo tipo de genes blanco de HT. Las investigaciones en estas respuestas vinieron
de dos efectos no esperados ante la administraciéon de T3: el primero fue una activacion
de genes blanco que poseen TRE en tiempos menores a los esperados para un efecto

genomico, y el segundo fue una activacién luego de 24 hs pero de genes que no poseen
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TRE. De este modo, se encontraron dos tipos de factores intermediarios; en el caso de
respuesta rapida de genes que si poseen TRE, se comprobd que las quinasas activadas por
mitogeno (MAPKs, Mitogen Activated Protein Kinase) pueden modificar post-
trascripcionalmente ciertos TR y transportarlos al nucleo rdpidamente. En el segundo
caso, se descubrid que ciertos factores, como Nrf-1, Nrf-2 y PCG1 alfa, se transcriben por
accion de TH para luego entrar al nlcleo y estimular la biogénesis mitocondrial (Davis,

Shih et al. 2000).

TH transporter
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s e TH e Decarboxylation?
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P N mRE
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Figura 4. Esquema de las vias de activacién de genes asociados a biogénesis mitocondrial
a través de TRs nucleares o mitocondriales. Se observa el ingreso citoplasmatico de HT y la
unién a su receptor; una vez formado el complejo, se observa el direccionamiento a
mitocondria (derecha) y la unidon al ADN mitocondrial para estimular directamente la
replicacidn, o el importe nuclear y la activacion en dos etapas, temprana y tardia. Esta
ultima a través de la expresion de factores intermediarios como el factor respiratorio

nuclear NRF, o PGCla., entre otros.
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1.5 Hormonas tiroideas y el desarrollo

La accion de HT es fundamental no sélo en el metabolismo sino también durante el
desarrollo; en mamiferos, el mismo puede dividirse en dos etapas de acuerdo a la
regulacion ejercida por las HT:el desarrollo embrionario o temprano, y la etapa post-natal
en la que todavia se produce la maduracién de los érganos. Esta Ultima etapa considerada
periodo post-embrionario abarca desde unas semanas antes hasta varias después del
nacimiento.

Durante el desarrollo embrionario, la glandula tiroides se desarrolla tempranamente,
(semana 12 en mamiferos) pero los niveles de T3 no aumentan sino hasta cuatro semanas
antes del nacimiento (Shi, 2009). A pesar de esto, la expresién de TRs y deiodinasas
comienza entre la segunda y tercera semana del desarrollo embrionario (Lein, Hawrylycz
et al. 2007). Si bien durante esta etapa temprana las HT maternas juegan un importante
papel durante el desarrollo, fuerte evidencia sugiere que en ausencia de HT los receptores
sin ligandos (aporeceptores) reprimen la transcripcion de genes blancos a través de los co-
represores NCoR y SMRT (Cheng, Leonard et al. 2010), asi como también estimulan la
transcripcién génica de genes blancos para aporeceptores, conformando un modelo de
desarrollo complejo, que es notable en ciertos tejidos tales como el sistema nervioso.

En la etapa post-natal, por otra parte, tienen lugar un gran nimero de procesos tales
como la maduraciéon del epitelio intestinal, el cambio en el tipo y la produccién de
hemoglobina, la maduracién de la estructura y fisiologia pulmonar, el aumento en los
niveles de albumina sérica, y la reestructuracion del sistema nervioso central, incluido el
cerebro, y el sistema periférico. Todos estos cambios ocurren en presencia de elevados
niveles plasmaticos de HT y es éste el periodo en donde se producen las alteraciones del

desarrollo observadas en el cretinismo en humanos.

1.5.1 HT en la funcién y desarrollo hepatico

Como se mencioné previamente la funcién de las HT es vital durante el desarrollo

embrionario y neonatal y la disrupcion severa de las mismas en el higado, dirige a un
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conjunto de cambios permanentes en la estructura y funcidn del érgano. El higado cumple
dos funciones esenciales en la etapa temprana de vida que lo constituyen un dérgano
blanco de la acciéon de HT; por un lado, su papel metabdlico, que persiste incluso en el
organismo adulto, y por otro, durante la vida fetal es uno de los microambientes
encargados de la hematopoyesis, que comienza en el saco embrionario en el dia
gestacional 7 y se traslada en el dia 11 al higado fetal.

Durante el periodo embrionario E11 se observé que la disrupcién de la proteina TRAP
(del inglés, Tartrate-resistant acid phosphatase) la cual ensambla complejos co-
activadores y los une a TRs, conduce a necrosis hepdatica en ratones, mostrando
anormalidades en la diferenciacion de megacariocitos y en la trombopoyesis que
favorecen la hemorragia. A su vez, este impedimento de activacién transcripcional dirigida
por TRs, que ocurre como consecuencia del bloqueo de TRAP, inhibe la maduracion de
progenitores eritroides, y como resultado se genera policitemia hepatica, en la cual la
superproducciéon de eritrocitos nucleados en el higado fetal conduce finalmente a
hemorragia y necrosis impidiendo la viabilidad embrionaria y la embriogénesis (Landles,
Chalk et al. 2003).

Posteriormente, durante la etapa neonatal, las HT en el higado contindan la
maduracion y preparacidon de este érgano para el procesamiento de nutrientes y sus
funciones metabdlicas, Y participan en la diferenciacion celular. Los mayores efectos del
hipotiroidismo se evallan en el dia 15 post-natal, donde la deficiencia en HT disminuye la
expresion de un grupo de factores de transcripcién conocidos como C/EBP (del inglés,
CCAAT-enhancer-binding proteins) y disminuye en un 70% la produccién de la proteina
LAP (del inglés, Liver-enriched transcriptional activator protein) involucrada en la
diferenciacién de hepatocitos y enzimas hepaticas (Menendez-Hurtado, Vega-Nunez et al.
1997). También actian como reguladores de la homeostasis celular del drgano
modulando la supervivencia y muerte celular en el mismo. Se observéd que el
hipotiroidismo aumenta la expresion del gen Nrdal, el cual es activado también por TNF-

alfa, e induce muerte celular en hepatocitos en el estadio P15 (post-natal 15), el cual es
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directamente reprimido mediante el co-represor N-CoR en presencia de HT (Dong, Yauk et

al. 2007).

1.5.2 HT en el desarrollo del cerebro

Las HT tienen su efecto principal en cerebro durante la etapa fetal, pero también en el
periodo neonatal. La deficiencia de HT debido a causas genéticas o deficiencia de iodo,
genera retraso mental y defectos neuroldgicos. Algunas de las principales alteraciones
relacionadas con déficit de HT se producen en el crecimiento axonal y en la arborizacién
dendritica de neuronas del cortex visual y auditivo, del hipocampo y cerebelo; también
disminuye la migracién en células de la capa granular en cerebelo y de células de Purkinje.
Otro de los efectos de HT en el desarrollo del sistema nervioso central (SNC) es la
maduracion de los oligodendrocitos, que es mediada por TRal, ya que la ablacién de
estos receptores disminuye el nimero de oligodendrocitos maduros; este fendmeno en
roedores ocurre enteramente en la etapa post-natal (Yen, 2001).

La ontogenia de las isoformas de TRs sugiere que cada una de ellas regula la
transcripcion especifica de genes blanco. Por ejemplo, durante el desarrollo fetal
temprano, la mayoria de los receptores presentes en cerebro son TRa y unen
principalmente T3 materna, mientras que los TR3 son imperceptibles pero incrementan su
expresion 40 veces inmediatamente después del nacimiento, y tienen su mdxima
expresion durante los primeros dias post-natales, el tiempo en el que comienza la
produccién de T3 neonatal (Strait, Schwartz et al. 1990; Bradley, Towle et al. 1994).

Paralelamente, si bien las HT maternas juegan un papel fundamental durante la etapa
fetal, desde la décima semana de gestacién las concentraciones de T3 materna en cerebro
son elevadas, en contraste con otros érganos donde hay mayormente T4. En esta semana,
los niveles de T3 en el cortex cerebral coinciden con la actividad elevada de la deodinasa
(2 D2); en contraste, en cerebelo los niveles de T3 son bajos y es la actividad de D3 Ila
elevada (la cual como vimos anteriormente regula la disponibilidad tisular de T3). De este

modo, antes de la produccion de HT fetal, la actividad de las diferentes deiodinasas en los
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tejidos aseguran el balance apropiado de receptores libres o unidos a ligando (Bernal and
Morte, 2013).

A pesar de la importancia de los TRs en el desarrollo del SNC son pocos los genes
directamente regulados por HT. En 1992, (Farsetti, Desvergne et al. 1992) demostraron
qgue el gen de la mielinizacion MBP es directamente regulado por HT e identificé un TRE
cercano al promotor. Las HT regulan una gran variedad de genes responsables de varias
funciones celulares en el cerebro, tales como glutamina sintasa, Proteina Kinasa C (PKC),
Neurogranina RC3, prostaglandina D2 sintasa y algunas proteinas de matriz como
tenascina. También la proteina 2 de las células de Purkinje (Pcp2) se halla bajo control

directo de HT.

1.6 Patologia causada por alteraciones de HT: Hipotiroidismo Congénito

Actualmente se conocen un conjunto de desérdenes relacionados a HT, los cuales
corresponden a una amplia variedad de afecciones clinicas y subclinicas que involucran un
funcionamiento andémalo de la glandula tiroides, o un efecto alterado de la acciéon
hormonal en los tejidos blanco. En general, pueden producirse por:

- Produccion anémala de TSH (tirotropina) o TRH (hormona liberadora de TSH)

- Resistencia de los tejidos blanco a los efectos de TH

- Produccién disminuida de TSH o TRH

Las dos primeras causas se definen como anomalias con elevada produccion de HT y
niveles alterados, normales o altos de TSH. Mientras que la ultima se caracteriza por bajos
niveles de TH con produccidn baja o alta de TSH. Dentro de estas Ultimas patologias la mas
frecuente es el Hipotiroidismo Congénito, con una incidencia global de 1 en 3,000 a 4,000
recién nacidos.

El hipotiroidismo congénito se define como la situacion resultante de una disminucion
congénita de la actividad biolégica tisular de las hormonas tiroideas, bien por produccién
deficiente, ya sea a nivel hipotdlamo-hipofisario (hipotiroidismo central), o a nivel tiroideo

(hipotiroidismo primario o tiroideo), o bien por resistencia a su accién o alteracién de su
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transporte en los tejidos diana (hipotiroidismo periférico). En la Tabla 1 se resumen las
bases de los trastornos causantes del hipotiroidismo.

Los efectos generales del hipotiroidismo son la disminucién del consumo de oxigeno,
de la tasa metabdlica basal y de la tasa de proliferacién (Moro y col., 2004). Sin embargo,
el efecto de mayor importancia durante el desarrollo estd asociado con el retraso mental
irreversible y varios grados de anomalias neuroldgicas resultado de la deficiencia de HT,
gue ocurre como consecuencia de los efectos celulares neurales en los que interviene esta
hormona, exponiendo como ejemplo mas claro el sindrome neuroldgico del cretinismo,
donde los principales efectos se generan en la etapa fetal media y durante las primeras
semanas postnatales. De esta manera, es preciso conocer los aspectos generales vy
mecanismos del aprendizaje y formacién del conocimiento durante el desarrollo en donde

se ven involucradas las HT.

Déficit de TRH: esporadico

H.C. Hipotalamo-  Permanente | Deficiencia aislada de TSH: Esporédica
hipofisario Genética: genes: TRH-R (BTSH)

Panhipopituitarismo

Nacimiento prematuro

Transitorio
Madre con E. Graves
Disgenesias tiroideas Agenesia, hipoplasia, ectopia
Insensibilidad a TSH
Captacion-transporte de iodo
H.C. primario Permanente | Dishormonogénesis Defectos organificacidn del iodo
(tiroideo) Defectos tiroperoxidasa: gen TPO
Defectos sintesis de tiroglobulina
Defectos de des-iodacion
Exceso de iodo
o Drogas antitiroideas
Transitorio

Déficit de iodo
Ac. antitiroideos

Resistencia a HT: gen TRB

H.C. Periférico
Alteracién del transporte

celular de HT: gen MCT8

Tabla 1. Clasificacion etioldgica del hipotiroidismo congénito.
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1.6.1 Hipotiroidismo congénito. Metimazol como modelo.

El 1-metil-2-mercaptoimidazol (metimazol o MMI) es una droga que inhibe la sintesis
de las hormonas tiroideas en la glandula tiroides (Cooper, 1984) y es usado para tratar
pacientes con hipertiroidismo de Graves (tiroiditis autoinmune que eleva los niveles de
HT). En investigaciones que requieren el uso de animales de experimentacién, el
metimazol es ampliamente utilizado para desarrollar modelos de hipotiroidismo (Petrovic,
Cvijic et al. 2001; Balaban, Nemoto et al. 2005; Ferreira, Lima et al. 2005; Kumar, Sinha et
al. 2006; Vadaszova, Hudecova et al. 2006; Leal, Pantaleao et al. 2007). Este compuesto es
una tionamida que contiene un grupo sulfhidrilo y un motivo tiourea dentro de una

estructura heterociclica (Figura 5).

|
CH;CH,CH,; N 5
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/ | N
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N\ NH; o
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CH,
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N YSH
L N
Methimazole

Figura 5. Estructura quimica de drogas anti-tiroideas, utilizadas para inhibir la actividad de

TPO.

La droga es captada por la gldndula tiroides por ser un anién similar al iodo. En la

glandula, inhibe la actividad de la tiroperoxidasa (TPO) y por lo tanto bloquea la iodinacion
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de los residuos tirosina y el acople de iodotirosinas para formar iodotironinas (Cooper

1984).

2 LA MITOCONDRIA

Las mitocondrias son entre otras, las organelas mds conspicuas del citoplasma celular

y se encuentran en casi todas las células eucariotas, son autorreplicantes y producen la

mayor parte de la energia (ATP) que necesita la célula para sus funciones. Fueron descritas

por primera vez en 1890 por el patélogo aleman Altmann quien las consideré como
pequefias unidades de funcionamiento autonomo a las que llamd bioblastos e incluso
llegd a pensar que podian ser bacterias. Fue Carl Benda, en 1898, quien observando la
tincién de las mismas con cristal violeta las nombré mitocondrias. Entre 1890-1960 varias
disciplinas se unieron en la observacion de estas organelas hasta la comprensién de su
papel en la oxidacidn de sustratos para proporcionar energia, la respiracién celular, los
fenédmenos fisicos y quimicos que ocurren en el transporte a través de una membrana, el
acoplamiento quimiosmético de la fosforilacién oxidativa, su estructura compleja a través
de la microscopia electréonica y la teoria endosimbionte de su origen. Esta ultima,
propuesta por Lynn Margulis en 1981, postula que los ancestros de las mitocondrias

fueron bacterias de vida independiente que desarrollaron la capacidad de utilizar el

oxigeno eficientemente.

2.1 Estructura mitocondrial

Las mitocondrias tienen un tamafio promedio de entre 0.5-0.7 um de ancho por 7 um
o mas de longitud, y si bien son de forma alargada, pueden adoptar diferentes
morfologias, desde granulares a filamentosas, que varian segun el tipo celular, o el estado
funcional de la célula. Sin embargo, su estructura bdsica es la misma. De acuerdo al
modelo de Palade (1952), las mitocondrias se componen de dos membranas, que difieren

en composicién y propiedades fisico-quimicas. Estas son la membrana mitocondrial
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interna y externa, las cuales delimitan dos compartimentos: un espacio intermembrana y
el compartimento interno denominado matriz. La membrana interna, a su vez proyecta
expansiones laminares o tubulares hacia la matriz denominadas crestas. Actualmente,
avances en tomografia electréonica permitieron hacer reconstrucciones 3D y observar que
la membrana interna se une en la base de las crestas por “uniones de las crestas” (cristae
junctions) (Renken, Siragusa et al. 2002) de manera que, si bien el interior de la cresta

posee espacio intermembrana, se produce una compartimentalizaciéon estructural vy

funcional.
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Figura 6. Estructura de las mitocondrias. Esquema y descripcidn de los componentes
(arriba izqg.). Reconstruccién 3D proveniente de tomografias electrénicas (abajo izq.).

Mitocondria de fibroblasto en microscopia electrénica (derecha).

2.1.1.1 Membrana Externa mitocondrial (MEM)
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Se compone de fosfolipidos y proteinas, una de las principales es una proteina de
transporte llamada porina. La membrana externa es permeable a iones, nutrientes, ATP y

ADP, entre otros.

2.1.1.2 Membrana Interna mitocondrial (MIM)

La membrana interna al igual que la membrana externa se compone de fosfolipidos y
proteinas, pero presenta como componente un fosfolipido especial llamado cardiolipina
gue contribuye a la permeabilidad selectiva de la membrana. Sélo pueden atravesar esta
membrana el oxigeno, CO; y agua, por lo que dispone de numerosos transportadores.
Ademas se hallan en esta membrana el complejo ATP-sintasa y la cadena de transporte de
electrones. En ella tiene lugar un proceso principal de la funcién mitocondrial, que es la
fosforilacion oxidativa.

Tanto en membrana externa como en membrana interna hay proteinas que forman
los complejos necesarios para importar aquellas proteinas mitocondriales que son
sintetizadas en el citosol. En la membrana externa se encuentra el complejo de
translocacion de membrana externa (TOM) y en la membrana interna el complejo de

translocacion de membrana interna (TIM).

2.1.1.3 Espacio Intermembrana (El)

Entre ambas membranas queda delimitado un espacio compuesto de un liquido
similar al citosol; tiene una alta concentracién de protones como resultado del bombeo de
los mismos por los complejos enzimaticos de la cadena respiratoria. En él se localizan
diversas enzimas que intervienen en la transferencia del enlace de alta energia del ATP,

como la adenilato quinasa o la creatina quinasa.

2.1.1.4 Matriz mitocondrial (MM)

Es el espacio delimitado por la membrana interna, de composicidn menos acuosa que
el citosol, se situan la mayoria de los complejos enzimaticos asociados al metabolismo
mitocondrial que no son de membrana y se encuentra el genoma mitocondrial, una
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molécula de ADN bicatenario circular capaz de autoreplicarse. En la matriz, a su vez,
tienen lugar el ciclo de acidos tricarboxilicos, la oxidacién de acidos grasos, carbohidratos,
biosintesis de urea y del grupo hemo, asi como también la sintesis de proteinas

dependientes del genoma mitocondrial, entre otros procesos.
2.1.1.5 Genoma mitocondrial

Cada mitocondria contiene entre 2 y 10 moléculas de ADN (mtDNA) en la matriz
(Wiesner y col., 1992) o incluso unidos a la membrana interna. El genoma mitocondrial
humano, de 16 kpb, es circular y estda compuesto por dos cadenas, una pesada rica en
guanina (H) y otra liviana rica en citosina (L). Codifica para 13 proteinas que son
subunidades de los complejos de la cadena de transporte de electrones, 22 ARNs de

transferencia y 2 ARNs ribosomales (rRNA), 12SrRNA y 16SrRNA.

2.1.2 Fosforilacién oxidativa y la cadena de transporte de electrones.

Toda la energia de nuestro cuerpo es utilizada en forma de ATP; en organismos
superiores, la glucdlisis y el ciclo de acidos tricarboxilicos generan una baja cantidad de
energia. De este modo, la célula es capaz de producir el 90% del ATP utilizado, a través del
proceso de fosforilacién oxidativa (OXPHOS). Este se basa en enzimas redox situadas en la
membrana interna mitocondrial que catalizan la reduccién del oxigeno a H;0O. Los
complejos enzimaticos acoplados constituyen lo que se conoce como complejos de la
cadena de transporte de electrones, y mediante sucesivas reacciones de oxido-reduccion
gue involucran transferencia de electrones, translocan protones desde la matriz al espacio
intermembrana estableciendo un gradiente electroquimico. El gradiente electroquimico
tiene dos componentes uno eléctrico formado por el potencial de membrana (Ay) y otro
guimico producido por el gradiente transmembrana de protones. Finalmente, la energia
potencial de este gradiente es liberada cuando translocan pasivamente los protones hacia
la matriz a través de las subunidades F1-FO del complejo ATPasa y la energia liberada
impulsa la conversiéon de ADP en ATP brindando un enlace de alta energia (Schaffer &

Suleiman, 2010).
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La cadena de transporte de electrones (ETC) situada en la membrana interna se
compone de cuatro complejos principales, un quinto complejo o el llamado ATPasa, y
moléculas o proteinas accesorias. Evidencia reciente sugiere que estos complejos, a pesar
de difundir por la membrana, se encuentran agrupados en “supercomplejos” que podrian
brindar mayor estabilidad y funcionalidad a los complejos individuales (Dudkina, Eubel et

al. 2005).

CYTOSOL
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Figura 7. Cadena de transporte de electrones. El flujo de electrones a través de los
complejos I, Il y IV genera un flujo de protones desde la matriz hacia el espacio
intermembrana que al atravesar el complejo ATPasa para disipar el gradiente, impulsa la

sintesis de ATP a partir de ADP + Pi.

Complejo | (NADH-ubiquinona reductasa): comienza las reacciones de transferencia,
cataliza la transferencia de electrones desde el NADH (proveniente del ciclo de acidos
tricarboxilicos) a la ubiquinona a una tasa de 250 nmoles/min.mg prot. En vertebrados,
comprende 49 subunidades y su peso molecular es alrededor de 900 KDa. El complejo
utiliza la energia liberada en la transferencia de electrones para bombear 4 H* al espacio
intermembrana por cada dos electrones que transfiere. Un inhibidor clasico del Cl es la

rotenona que impide el paso de los electrones a la ubiquinona.
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Complejo Il (succinato deshidrogenasa): si bien es el segundo complejo de entrada en
la secuencia de transporte, produce poca energia y no es capaz de bombear protones al
espacio intermembrana. Estd formado por cuatro subunidades y contiene flavina adenina
dinucléotido (FAD), centros hierro-azufre y un grupo hemo (Sun y col., 2005). Ademas de
contribuir en la cadena de transferencia permitiendo el pasaje de electrones desde el

succinato a la ubiquinona, participa en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (Figura 9).

Cytochrome o
ETC

r Inner Complex | Complex Il W‘

membrans

O b

Succinate 2 i o oM
00
TCA cycle
Figura 8. Esquema de los complejos Il y Ill. Complejo Il (izquierda) con sus cuatro

subunidades y la conversién del succinato a fumarato reduciendo la ubiquinona (Q) a
través de su flavoproteina; los electrones son cedidos al complejo Il (derecha),

reduciendo los citocromos presentes en su centro.

Complejo Il (ubiquinol-citocromo c¢ &xidoreductasa): Este complejo toma los
electrones desde el ubiquinol (generado por la reducciéon de la ubiquinona por los
complejos | y ll) y los transfiere al citocromo c¢ reduciéndolo. Se compone de 12
subunidades, y posee dos grupos hemo, uno de alto potencial (+90 mV) y otro de bajo

potencial (-30 mV) y une dos ubiquinoles. Cataliza el bombeo de protones con una
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estequiometria de 4H*/2e". (Figura 9). Presenta dos inhibidores quimicos bien conocidos,
antimicina y mixotiazol.

Complejo IV (citocromo oxidasa): Cataliza la transferencia de electrones entre el
citocromo c y el Oy, que es el Ultimo aceptor de la cadena, y en este paso se reduce a Hx0,
produciendo el bombeo de 2H*/2e". El complejo IV se compone, en mamiferos, de 13
subunidades, 3 de ellas codificadas por el mtDNA. Tiene como inhibidores principales el
cianuro y la azida que reaccionan con el grupo hemo a3; el CO, en cambio, compite con el
O por la unién al complejo de manera reversible. Los tres son inhibidores directos del
transporte de electrones.

Complejo V (ATP sintasa): Este complejo utiliza el gradiente de protones generado por
la cadena de transporte de electrones como fuerza motriz para la generacién de ATP, pero
de manera inversa puede bombear protones a la membrana interna e expensas de la
hidrolisis de ATP. Se compone de 3 subunidades principales, Fo es la subunidad anclada en
la membrana interna y a través de la cual fluyen los protones. F1 es la subunidad
hidrofilica que se expone hacia la matriz, con actividad catalitica y sitios de union a ADP.
Estas dos fracciones se hallan unidas por un tallo que se compone de dos estructuras

paralelas (Figura 9).
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Figura 9. Esquema que muestra las subunidades del complejo ATPasa.

2.1.3 Translocacion de proteinas a mitocondria.

26



Introduccion

La mitocondria contiene mas de 1000 proteinas diferentes, la mayoria de las cuales
son importadas desde el citosol. Las proteinas cuyo destino final es la mitocondria,
poseen secuencias que las hacen blanco de una compleja maquinaria de importe, que
incluye chaperonas que despliegan y pliegan proteinas, complejos de translocaciéon en
membrana externa (TOM) e interna (TIM), moléculas chaperonas que facilitan el pasaje de
las proteinas por estos complejos y, para aquellas proteinas cuyo destino final es la matriz
mitocondrial, un complejo de chaperonas que utiliza ATP como fuerza motriz para “tirar”
de la proteina hacia la matriz y facilitar su replegado.

Hay dos tipos principales de sefiales de importe, por un lado aquellas proteinas
precursoras que poseen una pre-secuencia clasica de direccionamiento mitocondrial en su
extremo N-terminal, la cual es proteoliticamente removida; y por otro lado, son los

precursores que no poseen sefiales de clivaje sino que presentan una secuencia interna.
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Figura 10. Esquema de la translocacion de proteinas a mitocondria. Los precursores

proteicos son guiados hacia su localizacién mitocondrial: membrana externa (ME), espacio
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intemembrana (IMS), membrana interna (MI) o matriz. En rojo se detallan los
componentes del complejo TOM, en celeste, TIM23 y en verde TIM22. En rosa se destacan
mtHsp70 y Tim44. La asociacién de Tim21 a Tim23 promueve la integracién de proteinas a
MI, probablemente en un proceso asistido por los complejos Ill y V de la cadena de

transporte de electrones (Clll y CIV respectivamente). Baker y col., 2007

2.2 La mitocondria, produccién y eliminacion de ROS

Las especies reactivas del oxigeno (ROS) son moléculas inestables derivadas del O;
que pueden facilmente oxidar a otras proteinas. La mayoria de ROS intracelulares derivan
del anién superodxido (O2), el cual es generado por la reduccidon de un electrén del O». El
Oy luego es convertido a peréxido de hidrogeno (H203) por las superdxido dismutasas
(SOD) (Farrugia and Balzan, 2012).

Durante la respiracion el Oy se produce en la ETC por reduccién incompleta del O,. En
presencia de sustratos y bajos niveles de ADP, la cadena de transporte se encuentra
altamente reducida y es mayor la probabilidad del paso de electrones hacia el O, (Balaban,
Nemoto et al. 2005). Las mitocondrias poseen 8 sitios capaces de generar Oy, los sitios
principales de produccién son el sitio de unién a flavina en el complejo | y la subunidad
IlIQo (en el complejo lll), esta ultima lo libera hacia el espacio intermembrana (Brand
2010). Sin embargo, tanto en la mitocondria como en el citosol, existen enzimas
antioxidantes capaces de dismutar el O2" a H;0;. El 70-80 % del Oy es vectorialmente
liberado en la matriz mitocondrial donde la enzima MnSOD cataliza su dismutacion a
peréxido de hidrégeno (H203) (Giulivi, Boveris et al. 1995). El H,0; difunde a través de las
membranas mitocondriales donde las enzimas antioxidantes catalasa y glutation
peroxidasa (GPx) lo descomponen a H>O. De esta manera, los niveles de ROS
mitocondriales son un balance entre la tasa de produccién por la ETC y la actividad de las
enzimas antioxidantes.

Si bien elevados niveles de ROS estdn asociados a patologias como diabetes,
neurodegeneracion, envejecimiento, trastornos inflamatorios e incluso cancer (Tal, Sasai

et al. 2009; Hekimi, Lapointe et al. 2011) determinados niveles pueden actuar como
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indicadores celulares de cambio, favorecer la adaptacién celular a condiciones de estrés o
incluso promover respuestas como proliferacién o diferenciacion (Sena and Chandel
2012). De esta manera el balance entre produccién mitocondrial de ROS y su eliminacidn
pueden dirigir el destino celular (Gunter, Yule et al. 2004; Patwari and Lee 2007; Chandel
2010, Finkel 2011; Tait and Green 2012).

2.3 Regulaciéon mitocondrial de la muerte celular

Evidencia reciente sugiere que ademads de su funcién primordial en la sintesis de ATP,
las mitocondrias participan activamente en numerosos procesos bioldgicos, ya sea como
una plataforma fisica para la interaccion proteina-proteina o regulando niveles
intracelulares de moléculas sefial tales como Ca?* o especies reactivas del oxigeno. Uno de
los principales procesos donde se ve involucrada la regulacién mitocondrial es la muerte
celular, ya que la misma juega un papel esencial en muchas respuestas apoptdticas. Las
cistein-proteasas ejecutoras de la apoptosis son las caspasas. Existen dos vias principales
de apoptosis que finalizan en la activacion de las caspasas 3y 7: una es la via extrinseca, la
cual depende de la unién de ligandos como FasL o TNFa, a receptores de muerte que
activan la caspasa 8, lo que finaliza en activacién de las caspasas 3-7 y continda con la
cascada proteolitica. La otra, la via intrinseca o mitocondrial, comienza con situaciones de
estrés como aumento de ROS o dafio del ADN, las cuales activan una clase de proteinas de
la familia Bcl-2 (nombre que proviene del protooncogén B-cell lymphoma 2) llamadas BH3
por el tipo de dominios que contienen. Las proteinas de la familia Bcl-2 que componen
esta via, pueden dividirse en dos subgrupos de acuerdo a su funcién pro- o anti-apoptética
(Chipuk, Moldoveanu et al. 2010, Bender and Martinou 2013). Dentro de las proteinas
anti-apoptéticas encontramos a Bcl-2, Bcl-XL, MCL-1, Bcl-w, A1, todas ellas con dominios
altamente conservados BH1-BH4. Por otro lado, dentro del subgrupo de proteinas pro-
apoptodticas encontramos aquellas que poseen dominios BH1-BH4 como Bak, Bax, y un
conjunto de proteinas heterogéneas que solo poseen dominios BH3, tales como Bid, Bim,

Bad, Puma, Noxa que cumplen la funcidn de sensores que ante un estimulo activan a Bax
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o Bak translocando a la membrana externa. El destino hacia la apoptosis mediada por
estas proteinas es un balance entre la expresién, interaccién y actividad de las mismas.

El inicio de la apoptosis por via mitocondrial comienza con la activacidon de las
proteinas de la familia Bcl-2; uno de los principales estimulos, como se menciond
anteriormente, es el aumento de ROS por encima de niveles fisioldgicos. Ante el aumento
de ROS, especialmente de H,0,, se produce la fosforilacién y activacién de JNK, la cual
tiene accién directa sobre las proteinas anti- y pro-apoptdticas de la familia Bcl-2. La
activacién sostenida de JNK genera la inhibicion directa de Bcl2. A su vez JNK cliva a Bid,
activandola (Dhanasekaran and Reddy 2008), y ésta, una vez en mitocondria, induce
apoptosis por liberacion de las proteinas Smac/DIABLO; por otro lado, el clivaje y
activacién de Bid inhibe las actividades de las proteinas anti-apoptéticas Bcl2 y Bcl-XI. Otro
de los efectos de JNK es la fosforilacion y activacion de las proteinas Bim y Bad que luego
van a activar a Bax y Bak (Sinha, Das et al. 2013).

Una vez que son activadas, las proteinas BH3 translocan a la MEM comenzando un
proceso llamado permeabilizacion de la membrana externa (MOMP, del inglés
mitochondrial outer membrane permeabilization) en el que se pierde la integridad y el Ay
de membrana. Como consecuencia se libera, entre otras moléculas, el citocromo ¢ que se
encuentra en el espacio intermembrana. El citocromo c liberado forma un complejo con el
factor proapoptético citosdlico APAF 1 (del inglés, apoptosis protease-activating factor-1)
activando caspasa 9 y finalmente, las caspasas 7 y 3.

Sin embargo, no solo el aumento de ROS puede regular las proteinas de la familia Bcl2
sino que aumentos en las concentraciones de éxido nitrico (NO) dirigen el aumento en la
expresion de Bax (Park, Jeong et al. 2014). Un probable mecanismo es que el NO, a través
de la acumulacién de p53, activa la transcripcion génica de Bax y reprime la de Bcl2
(Miyashita and Reed 1995).

De esta manera, se resume la compleja interaccidn entre un estimulo de estrés y la
magquinaria apoptética, que sitla a la mitocondria dentro de una red celular
interconectada donde ademds de ser un sensor, determina en forma irreversible el

proceso de apoptosis.
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Figura 11. Esquema que resume la apoptosis por la via mitocondrial con el reclutamiento

de Bak/Bax a la MEM.

2.4 Dinamica mitocondrial

Las numerosas funciones celulares en las que se ve involucrada la mitocondria se

reflejan en su estructura. Esta es una organela dindmica que constantemente se fusiona y

divide, no se encuentra aislada sino formando una red interconectada. Estos procesos

llamados en su conjunto Dindmica mitocondrial son importantes para la herencia y las

funciones mitocondriales. Los primeros eventos de fisién y fusiéon fueron descritos en

levaduras donde se descubrié una amplia familia de GTPasas encargadas de mediar dichos

procesos.

2.4.1 Fusion mitocondrial
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La fusién mitocondrial es un evento complejo que consta de dos pasos, la fusién de
las membranas externas y la fusidon de las membranas internas. Las primeras proteinas
involucradas descubiertas en levaduras fueron Fzo y Mgm1. Sus ortélogas en mamiferos
son Mitofusina 1y 2 (Mfn Mitofusin) para Fzo, y el ortélogo mamifero para Mgm es OPA1
(optic atrophy 1). Mfnl y 2 poseen dos segmentos transmembrana insertos en la
membrana mitocondrial externa, con su mayor parte en la cara citosélica. La fusion de la
membrana externa comienza cuando dos Mfn homélogas o heterélogas actian con sus
dominios citosdlicos en configuracion trans; la hidrdlisis de GTP permite el cambio
conformacional que une las dos membranas externas (Rojo, Legros et al. 2002). Por otro
lado, la fusién de la membrana interna es llevada a cabo principalmente por OPA1. Esta
proteina posee una secuencia de importe N-terminal seguida de secuencias de clivaje que
permiten generar las dos variantes de OPA1 necesarias en el proceso de fusion. Seguido
de las secuencias de clivaje se encuentra el dominio GTPasa (Rujiviphat, Meglei et al.
2009). Finalmente posee un dominio GED (dominio efector- GTP) encargado de la
interaccidon en trans con Mfn1/2 para coordinar el proceso de fusion de MIM y MEM

(Zorzano, Liesa et al. 2010).

2.4.2 Fision mitocondrial

Las principales proteinas involucradas en el proceso de fision mitocondrial son Dnm1
(proteina relacionada a dinaminal), Fisl (proteina de fision mitocondrial) y Mdvl
(proteina de division mitocondrial) descubiertas en levadura. En mamiferos se encuentra
Drpl (dynamin-related protein), ortélogo de Dnm1, que es una proteina citosélica capaz
de formar oligdmeros. Consta de tres dominios, el dominio GTPasa N-terminal, un
dominio efector de GTP C-terminal, y un dominio o-hélice de uniéon entre los dos
primeros. Ademds, Drpl presenta una variante de splicing en cerebro. Por otro lado, en
mamiferos también se encuentra Fisl, la cual es capaz de interactuar con Drpl. Esta
proteina esta anclada a la membrana externa mitocondrial y es la encargada de reclutar a
Drpl (Mozdy, McCaffery et al. 2000), pero no es la Unica, ya que se descubrié que otra

proteina, MFF (factor de fisidn mitocondrial), ejerce el papel de Fisl (Otera, Wang et al.
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2010). El proceso de fisién ocurre cuando los oligémeros de Drpl forman un espiral y se
reclutan a la MEM produciendo una estrangulacion de la organela, siendo esta ultima

accion dependiente de la hidrélisis de GTP.

2.4.3 Coordinacidn de fision y fusion mitocondrial en la fisiologia celular

Los ciclos de las mitocondrias comienzan con el crecimiento y division de organelas
pre-existentes (biogénesis) y finalizan con la degradacién de organelas deterioradas o
sobrantes por mitofagia (recambio). Entre tanto, las mitocondrias sufren ciclos de fisién y
fusién que conducen a la célula a generar mitocondrias heterogéneas y multiples, o redes
interconectadas. Las redes mitocondriales fusionadas son importantes para la disipacion
de la energia metabdlica a través de la transmision del potencial de membrana
mitocondrial a lo largo de filamentos, para la complementacidn de los productos génicos
provenientes de ADN mitocondrial (ADNmt) en células heteropldsmicas (Yoneda, Chomyn
et al. 1992) y para contrarrestar la disminucion de las funciones respiratorias durante el
envejecimiento. Por otra parte, la fisidn es requerida para la herencia y particion de las
organelas durante la division celular, para la distribucién intracelular a través del
citoesqueleto y el recambio por mitofagia y para la liberacidén de factores pro-apoptdticos
desde el espacio intermembrana (Lee, Jeong et al. 2004).

El fendmeno mas claro de coordinacidn entre estos dos procesos es el efecto de la
fision mitocondrial durante la sinaptogénesis. La fisién estimulada por aumento de Drpl
en neuronas embrionarias hipocampales promueve la sinaptogénesis, mientras que la
sobre-expresién de OPA1 la reduce; pero por otra parte, una fision persistente debido a
un aumento de estrés oxidativo o nitrosativo en neuronas embrionarias conduce a la
muerte celular, siendo en el caso del aumento de NO, via aumento de Bax en forma

independiente de caspasas (Knott, Perkins et al. 2008).

33



Introduccion

Fusion
mitocondrial

Reclutamiento
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fusion de la membrana

interna mediada por OPA1 liberacion de Drp1y
division mitocondrial

fusion de membrana
externa mediada por Mfn

Figura 12. Esquema que resume el ciclo de fisidn y fusién mitocondrial con sus principales
componentes (en mamiferos). Mid49/51 es una proteina anclada en la membrana externa

con funciones asociadas a Fis1.

3 EL OXIDO NiTRICO

El NO es un radical libre pequefio y sin carga, compuesto por un dtomo de nitrégenoy
un atomo de oxigeno. En condiciones normales se halla en estado gaseoso y en forma
monomérica. Dado su caracter no polar es capaz de difundir libremente a través de
membranas y debido a su electron desapareado, es una molécula con caracter de radical
libre, pero de reactividad intermedia lo cual le da alta selectividad en sus reacciones
(Lowenstein, Dinerman et al. 1994; Pacher, Beckman et al. 2007). Estas caracteristicas lo

convierten en un segundo mensajero ideal con amplia variedad de funciones fisiolégicas.
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Figura 13. Estructura y configuracién del éxido nitrico

Las funciones bioldgicas que ejerce el NO son variadas y opuestas, van desde la
proteccidon contra patdgenos, la tonicidad vascular, proliferacién, la accién como
neurotransmisor en las sinapsis no colinérgicas y no adrenérgicas en el sistema nervioso,
hasta la oxidacion y nitracidn de proteinas y la muerte celular. La dualidad de estas
respuestas se debe a que el NO ejerce dos tipos de efectos que dependen del mecanismo

de accion:

Efectos directos del NO: estan mediados por interaccién directa con los blancos
bioldgicos, se producen a bajas concentraciones (<200nM) y por exposicidon no sostenida.
Entre algunos mecanismos se encuentran las modificaciones proteicas como
nitrosilaciones que sufren algunas proteinas y son capaces de regular su actividad (Haun,
Nakamura et al. 2013, Zhang, Jin et al. 2014), o por accién directa sobre el cGMP
(Piantadosi 2012; Russwurm, Russwurm et al. 2013).

Efectos indirectos del NO: involucran la aparicién de especies reactivas del nitrégeno
(RNS), producidas por la reaccién del NO con especies reactivas del oxigeno (ROS), las
cuales incluyen al oxigeno y sus productos de reduccién parcial (Radi, Cassina et al. 2002;
Pacher, Beckman et al. 2007). Estos efectos se producen a concentraciones elevadas
(>400nM). EI NO puede combinarse con el oxigeno para formar 6xidos de nitrégeno, entre
los cuales el principal es el diéxido de nitréogeno (NO3). A su vez el NO puede directamente
reaccionar con el radical superodxido (O27) para formar peroxinitrito (ONOO") (Beckman,
Beckman et al. 1990); éste, en condiciones bioldgicas, tiene una vida media de 1s y su
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concentracion esta limitada por la presencia de superdxido dismutasa (SOD), la cual
compite por el Oy". Dado que la concentraciéon de SOD es un orden mayor, en condiciones
normales, la produccién de ONOO" es baja.

Tanto el NO; como el ONOO" son capaces de oxidar moléculas blanco como tioles o
grupos metalicos, pero la modificacion mds relevante que ejercen es la nitraciéon de
residuos de tirosina en proteinas. Esta modificacién (N-Tyr) es capaz de inhibir la actividad
enzimatica o impedir la uniéon a sustratos y moléculas blanco (Zou and Cowley 1997; Ara,
Przedborski et al. 1998; Souza and Radi 1998; Takakura, Beckman et al. 1999; MacMillan-
Crow, Greendorfer et al. 2000; Osna, Haorah et al. 2004; Lopez, Qayyum et al. 2005; Deeb,
Hao et al. 2006).

3.1 Efecto de NO en la mitocondria

Las acciones del NO a nivel del metabolismo y sefalizacién mitocondrial son
ampliamente conocidas. El NO regula el consumo de oxigeno mitocondrial por inhibicién
reversible de la citocromo oxidasa, modifica el potencial de membrana y se ve involucrado
en la homeostasis del Ca*? a nivel mitocondrial (Sisalli, Secondo et al. 2014). El NO ejerce
sus efectos actuando de forma directa o indirecta.

En forma directa, el NO actua sobre el Complejo IV de la cadena respiratoria. A
concentraciones que varian entre 0,05-0,10 uM compite en forma reversible con dos sitios
de unién del oxigeno (Takehara, Kanno et al. 1995). Concentraciones mayores, 0,3-0,5 uM
de NO impiden la transferencia de electrones entre los citocromos b y c1 presentes en el
complejo Il (Carreras and Poderoso 2007; Sampath and Kannan 2009). Como
consecuencia de la inhibicién de los complejos IV y Il por NO se genera un estado
altamente reducido de los componentes de la cadena respiratoria que promueve la
oxidacion de las moléculas de ubiquinol presentes en la membrana mitocondrial,
asociados a la cadena de transporte, y como producto final se obtiene ubiquinona y Oy
(Poderoso, Lisdero et al. 1999).

A su vez el NO ejerce efectos indirectos en la cadena respiratoria mitocondrial a través

de la formacion de ONOO"y nitracién de proteinas. Como se resume anteriormente el
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aumento en la produccidn de Oy producto de la inhibicidn reversible de los complejos IV-
lIl 'y ubiquinoles por la presencia de NO, desplaza el equilibrio hacia la formacién de
ONOO' en la mitocondria con la consecuente nitracién e inhibicién de los complejos.

El complejo | de la cadena respiratoria es el sitio mas susceptible a nitracidn, niveles
fisiologicos de NO generan una inhibicidn reversible por s-nitrosacién de un tiol (Chinta
and Andersen 2006) pero cuando los niveles superan 10 puM, el ONOO™ generado actua
modificando residuos de tirosina en subunidades del complejo I, limitando asi la entrada
de electrones a la cadena de transporte (Davis, Hawkins et al. 2010). Otra proteina
mitocondrial blanco de la accién del ONOO" es citocromo ¢, una pequefia proteina soluble
del espacio intermembrana que posee cuatro tirosinas capaces de ser nitradas, y los
cambios conformacionales producto de la nitracién en ellas conducen a la pérdida de la
capacidad para transportar electrones; a su vez evidencia sugiere que el citocromo ¢
puede ser nitrosilado en el citosol como un marcador de apoptosis (Schonhoff, Gaston et
al. 2003).

Ademas de actuar sobre la cadena de transporte de electrones la nitracién se
extiende a otras proteinas mitocondriales, tales como los canales K+ ATP mitocondriales y
el transportador adenina nucledtido (ANT) presente en la membrana interna mitocondrial,
pero si bien sus efectos involucran una pérdida de funcidon por parte de estos
intercambiadores, se consideran beneficiosos ya que evitan el aumento de ROS en

modelos de isquemia-reperfusidn (Larsen, Schiffer et al. 2012).
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Figura 14. Sitios blancos de accion del NO en la mitocondria. El principal componente de
ETC susceptible al NO es el Complejo IV, le siguen los complejos Il y | que son blanco del
ONOO' y finalmente el intercambiador de nucleétidos ANT, el citocromo C, y los canales

de potasio situados en la MIM.

Finalmente, la inhibicion de la cadena de transporte de electrones mitocondrial por
las reacciones directas e indirectas del NO favorece la formacion de ROS, tales como Oy y
H,0; dentro de la mitocondria como se menciond anteriormente (Poderoso, Carreras et

al. 1996).

3.2 Las oxido nitrico sintasas.

El NO es producido en las células por enzimas oxido-reductasas conocidas como 6xido
nitrico sintasas (NOS). Estas sintasas producen NO catalizando la oxidacién de
cinco electrones del centro guanidinico del aminodacido L-arginina; ésta es una reaccion
qgue requiere de NAPDH como dador de electrones y arginina como sustrato, y como
resultado se producen cantidades equimolares de NO, el aminodacido citrulina y agua

(Forstermann and Sessa 2012).
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Figura 15. Reaccidn de sintesis de NO a partir de L-Arginina.

3.2.1 Estructura de las NOS

Su estructura consiste en dos principales dominios, un dominio oxidasa N-terminal y
un dominio reductasa C-terminal unidos por una regiéon bisagra de unién a calcio-
calmodulina (Ca-CAM). El dominio oxidasa N-terminal contiene sitios de unién a hemo y
tetrahidrobiopterina (BH4) y el sitio donde une su sustrato, arginina. El dominio reductasa
a su vez, se divide en un sub-dominio de unién al cofactor flavina adenina mononucledtido
(FMN) y otro sub-dominio de unién a NADPH y flavina adenina dinucleétido (FAD). Este
ultimo dominio pertenece a una gran familia de proteinas que incluyen a la citocromo
P450 reductasa dependiente de NADPH (CYPOR), las flavoproteinas sulfito reductasas y la
reductasa 1 (Wang, Goligorsky et al. 1997; Gruez, Pignol et al. 2000; Paine, Garner et al.
2000).

Ambos dominios son cataliticamente activos por separado (Ghosh, Abu-Soud et al.
1995; Chen, Tsai et al. 1996); sin embargo, no se produce NO a menos que los dominios
estén interconectados y la enzima se encuentre como homodimero a través de la

interaccion de los dominios oxigenasa de cada mondmero (Crane, Arvai et al. 1998; Crane,
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Rosenfeld et al. 1999; Fischmann, Hruza et al. 1999). El pasaje de electrones ocurre de
manera cruzada entre el dominio reductasa de uno de los mondémeros y el grupo hemo
unido al dominio oxigenasa del otro mondmero. Evidencia reciente sugiere que en el
dominio reductasa los sub-dominios FMN de los dimeros de NOS oscilan cediendo y
aceptando electrones en una configuracion que mantiene establemente unidas y activas a
las NOSs; a su vez hay una unidn covalente hemo-FMN y una interaccién no-covalente
entre este complejo y CaM (hemo-FMN:CaM). En este contexto la fosforilacion inhibitoria
en el sitio Ca-CAM (ser**?) bloquea el movimiento de los dominios FMN y el paso de
electrones (Garcin, Bruns et al. 2004; Forstermann and Sessa 2012; Smith, Underbakke et

al. 2013).

Monomero 1

Figura 16. Estructura y modelo catalitico de NOS. Los mondmeros utilizan los e del
NAPDH, son capaces de unir sus dominios FAD, FMN y CaM, pero no pueden unir BH, 0 su
sutrato L-Arginina (izquierda). En la presencia de los grupos hemo pueden interactuar los
interdominios y unir BHs y L-Arginina comenzando la transferencia de e entre los
dominios oxigenasa-reductasa para producir el intermediario hidroxi-L-Arginina vy

finalmente el NO y L-citrulina (derecha).

3.2.2 Isoformas de NOS

En mamiferos existen tres isoformas codificadas en diferentes genes y que cumplen

funciones variadas y responden de manera diferente a los inhibidores. Actualmente se las
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conoce como NOS neuronal (nNOS o NOS-1), NOS inducible (iNOS o NOS-2) y NOS
endotelial (eNOS o NOS- 3).

e nNOS (161 KDa) es de expresion constitutiva, dependiente de calcio para su actividad.
Contiene un dominio PDZ que no se halla presente en las demds isoformas y contribuye a
su anclaje o interaccién con otras proteinas. Esta isoforma fue la primera de las tres
isoformas en ser identificada y fue descripta por primera vez en tejido nervioso (Hall,
Antoniou et al. 1994).

e eNOS (131 KDa) es de expresion constitutiva, calcio-dependiente y fue originalmente
descripta en las células del endotelio vascular (Janssens, Shimouchi et al. 1992, Marsden,
Schappert et al. 1992).

e iNOS (133KDa) se expresa de manera inducible en una variedad de tejidos y fue
originalmente descripta en macréfagos, su expresion estd regulada por citoquinas
proinflamatorias, lipopolisacérido bacterial, etc. (Sherman, Aeberhard et al. 1993). Dada

su alta afinidad por el Ca*? se considera Ca- independiente para su actividad.
3.2.2.1 NOS neuronal (nNOS)

La isoforma neuronal de NOS fue la primera de las tres isoformas descripta y fue
originalmente purificada de cerebelo de rata y cerdo (Bredt and Snyder 1990; Mayer, John
et al. 1990; Schmidt and Murad 1991). El gen que codifica para esta enzima es uno de los
mas complejos del genoma (Brenman, Xia et al. 1997). Debido a la presencia de multiples
promotores y sitios de inicio de la transcripcién, existen numerosas variantes de splicing.
Un sitio de inicio de la traduccidn se encuentra en el exén 2 de manera que podemos
considerar dos grupos principales de variantes resumidas en la tabla 2: las que poseen el
exon 2 y aquellas que pierden dicho exdn y contienen sitios variados de inicio de

traduccion.
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Variantes de splicing con el exdn 2

Variantes de splicing sin el exon 2

nNOSa corresponde a la secuencia
completa, 29 exones. Es variable entre
especies y se expresa mayormente en
cerebro e higado.

musculo

nNOSu expresada en

esquelético y corazén. Por splicing

incorpora un cassette de 34 aminodcidos.
Su actividad es similar a nNOSa.

nNOSB el inicio de traduccidn comienza
en el exén 3, por lo que pierde el
extremo N-terminal, el dominio PDZ. Es
principalmente citosélica.

nNOSy el inicio de Ila traducciéon
comienza en el exén 5, es la isoforma
mds corta y posee baja actividad

catalitica (3%).

. , | TnNOS Esta isoforma se expresa en el
nNOS-2 descrita en cerebelo de ratén

(Fujisawa y col.,, 1994), esta variante
tiene una delecién entre los exones 9-10.

testiculo en humanos y a pesar de ser un
homdlogo exacto de nNOSy, posee una
actividad significativa

Tabla 2. Esquema de las diferentes variantes de splicing de nNOS. Aquellas que no

contienen el exdn 2 son las que pierden el dominio PDZ.

Dominio PDZ. El extremo amino terminal de nNOSa, contenido en el exén 2,

corresponde a un dominio PDZ cldsico de interaccidn proteina-proteina de
aproximadamente 100 aminodcidos (Figura 39). Este dominio no parece ser relevante
para la actividad enzimdtica (Panda y col., 2003) pero puede interaccionar con dominios
PDZ de otras proteinas o con secuencias consenso en los extremos carboxilo terminales de
proteinas blanco (Jelén y col., 2003; Nourry y col., 2003). De esta manera, nNOSa forma
complejos que determinan su ubicacidn subcelular. Ejemplo de ello es la interaccién con la
proteina de densidad post-sindptica 95 (PSD-95) que actia como proteina de anclaje en
neuronas (Kim y col., 2004). En el musculo nNOSu puede anclarse al sarcolema mediante

la interaccién de su dominio PDZ con a-sintrofina (Adams, Mueller et al. 2001).
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3.2.3 Inhibidores de nNOS

Debido al papel fundamental del NO y sus nocivos efectos en varios procesos
patoldgicos, las sintasas se convirtieron en un blanco farmacolégico y se desarrollaron una
amplia gama de inhibidores quimicos (Vitecek, Lojek et al. 2012). Pueden reconocerse de
acuerdo a su sitio de unién cuatro clases principales:

1. Inhibidores que actuan sobre el sitio de unién a Arginina.

2. Compuestos que mimetizan el co-factor BHA4.

3. Inhibidores que interacttan con el grupo hemo de las NOS; estos compuestos se
unen a la enzima en forma monomérica e impiden la dimerizacién.

4. Compuestos que interacttan con los cofactores calmodulina o flavinas.

Los inhibidores andlogos de L-Arginina representan el grupo que se descubrié primero
y actualmente, el mas utilizado. Dentro de este grupo se encuentra el compuesto L-N“-
Nitro-Arginina Metil Ester (L-NAME), que actla a través de una unién no-covalente con las
NOS una vez que es hidrolizado a L-N“-Nitroarginina (L-NNA) un inhibidor mds potente
pero menos soluble. Para iNOS los tiempos de unidn son cortos, asi como la reversibilidad
de la reaccién. Contrariamente, para eNOS y nNOS se requieren mayores tiempos y el
efecto es menos reversible (Klatt, Schmidt et al. 1994). El L-NAME se utiliza en mdltiples
practicas con animales, su accién es rapida ya que alcanza hasta el 70% de inhibicion de la
actividad de NOS, 30 minutos después de la infusion y una vez que deja de administrarse
su efecto queda remanente hasta 23 hs (Frandsenn, Bangsbo et al. 2001). Uno de los
mayores inconvenientes de este inhibidor es el aumento del flujo sanguineo o en su
efecto severo, hipertensidén (Sonntag, Deussen et al. 1992; Balaszczuk, Tomat et al. 2002).
Sin embargo, Wakefield y colaboradores demostraron que dosis de entre 3 a 10 mg/Kg no
afectan la presion sanguinea ni la frecuencia cardiaca luego de tres dias de administracion,
produciendo la inhibicién de nNOS mayormente y en menor medida de eNOS (Wakefield,

March et al. 2003).
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3.2.4 Localizacion mitocondrial de NOS

Desde 1995, diferentes investigadores propusieron la asociacién de NOS a las
mitocondrias. Inicialmente, (Bates, Ruggeroli et al. 2002) describieron la presencia de
eNOS en mitocondrias. Posteriormente, dos grupos independientes encontraron actividad
de NOS en la membrana interna mitocondrial (Ghafourifar and Richter 1997; Giulivi,
Poderoso et al. 1998), evidencia que fue reproducida en numerosos estudios usando una
variedad de métodos complementarios (Carreras, Peralta et al. 2001; Kanai, Pearce et al.
2001; Riobo, Melani et al. 2002; Boveris, Valdez et al. 2003). En base a estos estudios se
planted la existencia de una variante mitocondrial (mtNOS) con modificaciones post-
traduccionales especificas. Por ejemplo, en el higado, la secuencia de mtNOS resulté ser
similar a la de iNOS, aunque con un patrén de acilacién caracteristico (Tatoyan and Giulivi
1998; Lopez-Garcia and Sanz-Gonzalez 2000). Por otro lado, la actividad de mtNOS se
observé dependiente de Ca?* y calmodulina (Tatoyan and Giulivi 1998; Carreras, Peralta et
al. 2001; French, Giulivi et al. 2001; Kanai, Pearce et al. 2001; Stamler and Meissner 2001,
Bustamante, Bersier et al. 2002). En el afio 2002, (Elfering, Sarkela y col., describieron en
el higado de rata, una forma de mtNOS derivada de la isoforma a de nNOS con
modificaciones postraduccionales, una miristoilacién en el extremo N-terminal y una
fosforilacion en la serina 1412, en el extremo C- terminal.

Por otra parte, en nuestro laboratorio se caracterizd el papel del NO mitocondrial
resultante de la translocacién de nNOS en diferentes condiciones fisioldgicas vy

patoldgicas.
3.2.5 mtNOS, NO y desarrollo neuronal

Durante la embriogénesis, el desarrollo del cerebro se caracteriza por una intensa
proliferacién, que se frena luego del nacimiento. En las mitocondrias de cerebro de rata,
Riobd y col. (2002) describieron la presencia de una variante de 144 kDa de mtNOS,
localizada en la membrana interna. Esta enzima se encontré altamente expresada y activa
en las ultimas etapas del desarrollo fetal y durante los primeros dias postnatales,

mostrando luego una disminucién de su expresién en el cerebro adulto. Los autores
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observaron un patréon similar en la expresién de MnSOD, mientras que la isoforma
citosdlica de nNOS mostré un patrén de expresidon inverso. En este contexto, los autores
sugirieron que la activacién secuencial de mtNOS, MnSOD y nNOS podria jugar un rol

durante el remodelamiento sindptico y el posterior arresto de la proliferacion.

3.2.6 Regulacion de plasticidad sinaptica mediada por NO

Las NOS, a través de la produccion de NO, regulan diferentes funciones en el SNC
tales como aprendizaje y memoria, control del suefio y vigilia, neurosecrecién,
comportamiento y fisiologia (Feil and Kleppisch 2008; Garthwaite 2008; Reaume and
Sokolowski 2009). Se ha demostrado que el NO cumple un papel fundamental en la
plasticidad sinaptica, ya que la via de sefializacion NO-cGMP-PKG (guanilato ciclasa-
proteina quinasa G) regula los procesos de potenciacion y depresidn sinapticas, conocidas
como LTP y LTD respectivamente (del inglés, Long Term Potentiation y Long Term
Depression), en varias sinapsis. Una de las formas de inducir LTP es mediante un
incremento en la transmisién sindptica con NO como mensajero retrégrado, en las
sinapsis laterales de Shaffer en la sub-regidn del hipocampo CA1 (Cornu Amonis). En estas
sinapsis, el influjo de Ca*? permite la liberaciéon de NO desde la terminal post-sindptica
hacia la pre-sindptica para estimular una cascada glutamatérgica que activa la via GMP-
PKG. Mientras que, en las células de Purkinje (grupo de neuronas ubicadas en la corteza
cerebelosa), el NO puede estimular LTD via activacién de PKG (del ingés, Protein Kinase G)

(Garthwaite, Bartus et al. 2006; Feil and Kleppisch 2008).
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Figura 17. Esquema del NO como mensajero retrogrado en las sinapsis glutamatérgicas y

la activacion de cGMP.

4 ESTRUCTURA DEL CORTEX CEREBRAL, PLASTICIDAD SINAPTICA Y
ESTABLECIMIENTO DE LA MEMORIA.

Desde el punto de vista histoldgico, el cerebro estd formado por dos tipos de
sustancias, la sustancia gris, que constituye la corteza cerebral, posee de 2 a 3 mm de
espesor y alberga todos los cuerpos celulares de las neuronas que constituyen el cerebro.
Esta capa se encuentra dispuesta en un sistema de pliegues y surcos llamados
circunvoluciones cerebrales. En el interior se halla la sustancia blanca, que se compone de
fibras y axones recubiertos de una sustancia llamada mielina que es la que les da el
aspecto blanquecino.

Dentro de la corteza se hallan dos regiones ontogénica y filogenéticamente
diferentes, la moderna o neocértex constituida por neuronas que en el adulto se disponen
en 6 capas granulares, y la region mas antigua o arquicértex siempre compuesta por
menos de 6 capas de neuronas. En esta ultima region de la corteza se encuentra el
hipocampo, que en mamiferos desempenia las funciones en la formacién de la memoria y

nocion espacial.
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El hipocampo esta dividido en dos regiones, el giro dentado (DG, dentate gyrus) de
aspecto curvo en forma de “U” y la regidn del Cornu Amonnis (CA) la cual se divide en las
subregiones CA1, CA2, CA3 y CA4. Tanto el DG como CA se hallan compuestos de tres
capas de neuronas bien definidas (Figura 4):

- capa molecular, es la mas superficial, consta de pequefias neuronas diseminadas y
fibras nerviosas.

- capa piramidal en CA o granular en DG, es la capa principal de cada zona. La capa
piramidal consta de neuronas grandes de forma poligonal. Por otra parte, la capa granular
consta de neuronas grandes redondeadas cuyas prolongaciones terminan en la capa
piramidal.

- capa polimorfa, que consta de neuronas intrinsecas, ya que sus axones no salen del
hipocampo y son de forma heterogénea, bipolares, en forma de canasto o musgosas.

(Cardinali, 2007).

Figura 18. Izquierda, corte histoldgico del hipocampo con las zonas DG (giro dentado), CA1
(cornu amonnis) y CA3 representadas. Derecha, Circuito basico del hipocampo, segln un
dibujo de Santiago Ramodn y Cajal. Siglas: DG: dentate gyrus (giro dentado).

Sub: subiculum. EC: corteza entorrinal.

En el hipocampo existen dos procesos fundamentales asociados a la plasticidad
sindptica que se originan durante el desarrollo embrionario y contintan en la etapa post-
natal:

- Por un lado se produce neurogénesis y apoptosis durante el desarrollo, que puede

permanecer en la vida adulta gracias a la presencia de células pluripotentes en la zona de
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DG. La neurogénesis durante la vida fetal se origina de formas diferentes en las tres
estructuras principales: neocortex, cerebelo e hipocampo. Las células de la regidn
hipocampal provienen de la placa cortical para formar por neurogénesis, primero, las
células piramidales del giro dentado en estadios prenatales, y luego la capa granular, por
proliferacién, en la etapa postnatal; estas neuronas nuevamente formadas, emiten sus
proyecciones axonales hasta la region CA3. La apoptosis, en contraste, remueve un
namero de neuronas formadas durante la ontogenia, pero el porcentaje de nucleos
apoptoticos en un determinado momento es bajo aun cuando se trate de una regién que
se halla en apoptosis masiva; por lo tanto, un patrén modificado de apoptosis puede
indicar efectos neurotdxicos (Kim and Sun 2011).

- Por otra parte, se encuentran los procesos fisiolégicos asociados con el
establecimiento de la memoria. El fenémeno de potenciacién a largo plazo (LTP) es una
forma bien conocida de plasticidad sindptica, que implica la transmision quimica, y resulta
de la actividad coincidente de fendmenos pre- y post-sindpticos que pueden durar desde
horas in vitro, hasta meses in vivo. Al alterar la durabilidad y fuerza sinaptica proporcionan
a una poblacién de neuronas una capacidad diferencial para responder a un input
especifico. Dicho fenédmeno demostrd incrementarse considerablemente en la zona del
hipocampo durante ensayos conductuales y de aprendizaje (Tang, Shimizu et al. 1999; Cui,

Wang et al. 2004; Whitlock, Heynen et al. 2006).

4.1 Potenciacion a largo plazo y componentes principales.

En el fendbmeno de LTP se encuentran involucrados dos tipos de receptores
ionotrdpicos y mediadores de la neurotransmisién excitatoria; estos son receptores de N-
metil-D-aspartato  (NMDAR) vy receptores de acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropionico (AMPA). Ambos receptores captan el glutamato liberado como
neurotransmisor, y estdn acoplados a proteinas G o a canales de cationes en las

terminales post-sindpticas.

48



Introduccion

La transmisién comienza con la liberacidn del neurotransmisor a los receptores
NMDAR, este proceso es dependiente de los niveles de Ca*? y el influjo intracelular del
mismo. Esta entrada de Ca*?, a su vez, dirige la incorporacién de otros receptores AMPA
en la superficie (Timmermans, Xiong et al. 2013). El influjo de Ca*? es regulado por la
activacién de las quinasas PKC y CAMKII. Si bien PKC interviene y promueve diferentes
eventos durante el establecimiento de LTP, constituye un marcador temprano de estrés ya
qgue puede promover la produccion de ROS, inflamaciéon y apoptosis en condiciones
fisiopatoldgicas como hipotiroidismo, diabetes, o modelos de isquemia cerebral (Lee,
Grabb et al. 2000; Zhang, Lin et al. 2013).

La quinasa PKC no es la uUnica proteina regulada por los niveles de Ca*? y ROS
involucrada en la plasticidad y maduracién neuronal y que a la vez constituye un marcador
temprano de estrés (Di Sole, Vadnagara et al. 2012). La proteina Chpl, la cual estabiliza al
intercambiador Na/H (NHE, N/H exchanger), es necesaria para la maduracion axonal (Liu,
Zaun et al. 2013) y se ve estrechamente involucrada en el mantenimiento de LTP a través
de NHE (Rathje, Fang et al. 2013). Cuando Chpl es sobreexpresada debido a estrés
neuronal, activa excesivamente a NHE y conduce al influjo de niveles de Ca*? capaces de
desencadenar una cascada neurotéxica (Lee and Jung 2012; Uria-Avellanal and Robertson
2014).

Como anteriormente se menciond, la activacion de CAMKII constituye un evento
necesario para inducir la transmision sindptica en LTP, CAMKIl a su vez activa a
neurogranina, una de las proteinas post-sindapticas mas abundantes en hipocampo vy
cortex. Es esta proteina quien controla la disponibilidad de CaM cuando los niveles de Ca*?
son elevados durante la transmision, e incrementa la fuerza de la misma en los AMPAr
(Zhong and Gerges 2010). Sin embargo, evidencia reciente sugiere que la activacion de
CAMKII-neurogranina inducida por aumentos de NO en células de neuroblastoma
sensibiliza a las células a las ROS, ocasionando muerte celular (Gui, Song et al. 2007). La
activacién de CAMKII ante el aumento de ROS y en conjunciéon con elevados niveles de
Ca*? intracelular puede asimismo, inducir apoptosis via activacién del factor activador

(ATF4) (Lange, Chavez et al. 2008; Lee y Silva 2009; Ma, Trinh et al. 2013). De esta manera,
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podemos ver que el proceso de establecimiento de la memoria a través de la transmisidn
sindptica tiene una regulacion compleja dependiendo del ambiente intra- y extracelular,

que viene dado principalmente por los niveles de Ca?*.

NCX

P

Figura 19. Esquema de las vias de transduccidn bdsicas que operan en el fenédmeno de LTP
(figura adaptada de Diez-Guerra FJ 2010). mGlu-R, NMDA-R y AMPA-R son receptores
glutamatérgicos de la membrana post-sinaptica. NHE y NCX son intercambiadores de
Na*/H* y Na*/Ca** respectivamente. Ng: neurogranina, DGK: diacilglicerol quinasa, PLC:

fosfolipasa c, IPs: inositoltrifosfato, ER: reticulo endopldsmico, PKC: proteina quinasa c.
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Hipotesis y objetivos

Las hormonas tiroideas son consideradas de importancia critica durante el desarrollo,
diferenciacion y balance metabdlico en mamiferos. Tanto el higado como el cerebro
constituyen dos érganos blanco de las hormonas tiroideas durante el desarrollo fetal y
perinatal, ya que su deficiencia conduce a una disminucion en la regulacién transcripcional
de enzimas involucradas en gluconeogénesis y lipogénesis en el higado, y a defectos en la

sinaptogénesis y remodelamiento sinaptico en el cerebro.

Otra accién de las hormonas tiroideas es la homeostasis energética celular, y siendo la
mitocondria la organela fundamental en la producciéon energética, constituye el blanco

principal de las hormonas tiroideas a nivel intracelular.

En estudios previos en nuestro laboratorio demostramos que la disminuciéon de hormonas
tiroideas tiene efectos profundos sobre la localizacidn sub-celular de la enzima nNQS, lo
gue se traduce en una disminucién del metabolismo basal a través del incremento de NO
en mitocondrias, y que la administraciéon de L-NAME a los animales hipotiroideos lograba

revertir los parametros metabdlicos aun en ausencia de hormona.

Considerando la regulacion temporal que ejercen los niveles de nNOS y su importe
mitocondrial sobre la proliferacién y apoptosis durante el desarrollo embrionario y que la
expresion de la misma puede ser modificada por el status tiroideo, nuestra hipotesis es
que: El hipotiroidismo congénito induce un incremento precoz de mtNOS durante el
desarrollo postnatal temprano, lo cual produce cambios a nivel molecular que se
traducen en alteraciones fenotipicas irreversibles en los procesos de maduracién y

crecimiento.
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4.2 Objetivo general

Estudiar el efecto del 6xido nitrico en la mitocondria como causa de alteraciones

moleculares y fenotipicas definitivas en el hipotiroidismo neonatal.

Objetivos especificos:

1)

Establecer si el hipotiroidismo congénito altera el patréon de expresién vy
localizaciéon mitocondrial de nNOS durante el desarrollo perinatal del higado y
cerebro.

Correlacionar temporalmente los cambios en los niveles de NO mitocondrial
con modificaciones en el metabolismo y dindmica mitocondrial durante el
desarrollo hipotiroideo.

Evaluar los mecanismos por los cuales el NO genera alteraciones durante el
desarrollo post-natal de higado y cerebro a nivel de vias de sefializacion
secundarias, como la activacion de quinasas o modificacion del patrén
apoptético/proliferativo.

Explorar posibles mecanismos por los cuales el aumento de la expresidon
mitocondrial de nNOS provoca las alteraciones del comportamiento

observadas en el hipotiroidismo congénito.
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Materiales y métodos

5 MATERIALES

5.1 Reactivos y drogas

Metimazol (Gador SA - Argentina). L-NAME, Insulina porcina, peroxidasa de rdbano,
Proteinasa K, 3,3',5-Triiodo-L-thyronine, Citocromo ¢, calmodulina, BH4, Tris, NADPH,
NADH, FAD, FMN, sacarosa, glucosa, HEPES, EDTA, EGTA, succinato, glicerol, ditiotreitol,
leupeptina, aprotinina, PMSF, Percoll, KCN, L-arginina, L- glutamina, manitol, BSA, Tween
20, Triton X-100, DMSO, DAF-FM, DCFH-DA, DHE (Sigma Aldrich Chemical - St. Louis, MO,
USA). Medio de Montaje FluorSave™ Reagent, iondforo de Calcio A23147, Aprotinina,
Leupeptina, Pepstatina, Geneticina (Merck KGaA, Darmstadt - Alemania). Lipofectamina
2000, SYBR® Green Real-Time PCR, TRIzol (Invitrogen, CA, USA). BromodesoxiUridina y
anticuerpos primarios (Santa Cruz Biotechnology Inc., CA, USA). Apoptag® Kit (Millipore —
Merck KGaA, Darmstadt - Alemania), Tag DNA Polymerase, Reverse Transcriptase (M-MLV
RT), Desoxinucleétidos Trifosfatos (ANTPs) (Promega - Wisconsin, USA). [3H] L- Arginina de
NEN (Boston, MA, USA). L-[3*S]-Metionina (PerkinElmer Massachusetts, USA). Protein

Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad California, USA).

5.2 Anticuerpos

En la Tabla 2 se resumen los anticuerpos primarios utilizados en la presente tesis, con las

diluciones y pesos moleculares correspondientes.

Para la deteccién de las proteinas a través de SDS-PAGE y Western Blot se utilizaron
anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa de rabano (HRP) de Amersham (GE
Healthcare). Los anticuerpos secundarios conjugados con fluoréforos Alexa Fluor 488
cabra anti-ratén y Alexa Fluor 555 cabra anti-conejo fueron adquiridos en Molecular

Probes (Invitrogen, Argentina).
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Tabla 3. Diluciones utilizadas de cada anticuerpo de interés y de los correspondientes anticuerpos

secundarios.

Anticuerpo

Peso

Molecular

Dilucion
Ab 12

Dilucion
Ab 2¢

Tipo de Ab
secundario

nNOS
nNOS
B-actina
Opal
Mfn2
Dnmli1l
ERK % total
P-ERK %
JNK
P -JNK
Bax (P19)
Bcl-2
Tag V5
Citocromo ¢
VDAC
Tom 40

BrdU

BD (aa 1095 a 1289)

Santa Cruz (R20)
(aa 1380 a 1429)

Santa Cruz
BD
Santa Cruz
BD
Santa Cruz
Cell Signaling
Cell Signaling
Cell Signaling
Santa Cruz
Santa Cruz
Invitrogen
Santa Cruz
Santa Cruz
Santa Cruz

Santa Cruz

(KDa)
155

155

42
80
72
80
44-42
44-42
46-54
46-54
23

26

12
35

40

1:1000

1:1000

1:2000

1:2000

1:1000

1:2000

1:1000

1:1000

1:1000

1:1000

1:500

1:500

1:5000

1:5000

1:2000

1:2000

1:250

1:5000

1:5000

1:6000

1:8000

1:5000

1:6000

1:5000

1:5000

1:5000

1:5000

1:3000

1:3000

1:10000

1:15000

1:8000

1:6000

1:1000

Anti-raton
Anti-conejo
Anti-cabra
Anti-raton
Anti-conejo
Anti-raton
Anti-conejo
Anti-conejo
Anti-ratén
Anti-conejo
Anti-conejo
Anti-raton
Anti-raton
Anti-raton
Anti-cabra
Anti-conejo

Anti-ratén
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5.3 Oligonucleétidos

Los oligonucleétidos que se detallan en la Tabla 3 fueron disefiados con el programa Pri-Fi
para DNAc con homologia en rata, ratén humano de acuerdo a los criterios basicos de
%CG y sintetizados, al igual que los oligo (dT), por Genbiotech e Invitrogen (Argentina). Los

tamafios de los productos se corroboraron por corrida en un gel de agarosa 2%.

Tabla 4. Secuencia de primers para amplificar ADNc por qPCR.

Nombre Primer sentido (5’ a 3’) Primer antisentido (5’ a 3’) producto T2 de
del Gen de annealing
PCR (pb)

GAPDH AGACAGCCGCATCTTCTTGT TGATGGCAACAATGTCCACT 142 60
Mfn2 GCACCGCCATATAGAGGAAGG CGCACAGACACAGGAAGAAGG 132 55
Drp-1 GACTTTGCTGATGCCTGTGG GTTGCCTGTTGTCGGTTCC 207 60
Opal TTGACCAAAGTAGACCTGGCAG TGGTGTGCCTTTAGCATGCTTG 217 60
Nrgn AGCCAAAATCCAGGCGACTT GGGAAGTCTTGTCACTGCGA 221 55
Atfa GGTGGCCAAGCACTTCAAAC ACGTGGCCAAAAGCTCATCT 223 60
Prkcg GGCAAGTTTAAGGAGCCCCA GTTGTGGACCCAGGGAAGAC 187 60

Chp CCAGAACTTGCCATCAACCC TTGAGGGGTTCCGGTCCATT 163 60
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6 METODOS
6.1 Modelos animales de experimentacion

6.1.1 Generacion de los grupos de trabajo.

Para los experimentos se utilizaron ratas hembras prefiadas de la cepa Wistar, de 200-300
gr. de peso, procedentes del Bioterio de la Facultad de Farmacia y Bioquimica de la UBA y
se siguieron los criterios de cuidado y uso de animales de laboratorio para investigacion. El
disefio experimental de la presente Tesis fue aprobado por el Comité de Bioética del
Hospital de Clinicas “José de San Martin”. En todos los casos los animales fueron
mantenidos con un ciclo de luz-oscuridad de 12hs: 12hs y alimentados ad libitum.

Las ratas prefiadas fueron separadas en grupo control y grupo hipotiroideo; a este ultimo
se le administré Metimazol 0,02% en el agua de bebida desde el dia 9 de gestacién hasta

la finalizacidn del esquema experimental. Al nacer, las crias se dividieron en tres grupos:
- Control : provenientes de hembras del grupo control

- Hipotiroideo: provenientes de hembras del grupo hipotiroideo por administracién de

metimazol hasta el dia 15 a través de leche materna y luego en el agua de bebida.

- Hipotiroideo + L-NAME: crias que recibieron L-NAME entre los dias post-natales 7-15

provenientes de madres del grupo hipotiroideo.

En cada etapa post-natal evaluada se tomaron los pesos en gramos de los animales para
cada grupo. Finalmente se sacrificaron los diferentes grupos en los dias post-natales 5, 15
y 30 (P5 — P15 y P30) por decapitacién. Para los ensayos conductuales se utilizaron

animales en los dias post-natales 30 y 80 (P30 y P80 respectivamente).

Durante el esquema, se trat6 paralelamente un grupo hipotiroideo con 0,015 mg/kg/dia

de T3 como reemplazo hormonal, entre las etapas P5-P15.

Todos los animales fueron sacrificados por decapitacion.
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6.1.2 Generacion del grupo Hipotiroideo + L-NAME por infusién continua.

La mitad de las crias de cada madre hipotiroidea fueron sometidas en el dia post-natal 7
(P7) aimplantacion quirdrgica de bombas osmaticas Alzet ® 1007D, de 1,5 cm de longitud x
0,5 cm de didmetro conteniendo el inhibidor de NOS, L-NAME. Se implantaron een bombas
conteniendo: solucidn fisioldgica a crias de madres controles, para ser utilizados como
control de procedimiento; y bombas conteniendo L-NAME para realizar controles en los

ensayos conductuales.

Se procedidé a anestesiar a los animales por el método de enfriamiento, en una cama de
hielo seco, se limpio la piel de la superficie dorsal del animal se clorhexidina (0,05%) y se
realizd una incision horizontal de 1,5 cm aproximadamente, 1 cm rostral a la base de la
cola de manera de no interferir con la manipulacion materna. Se extendid tejido
subcutdneo con una pinza para crear un bolsillo mayor que el didmetro de la bomba. Se
inserté la bomba en el bolsillo y la incisién se suturé con hilo absorbible (5-0 Maxon). Se
puso en almohadilla térmica el animal hasta su recuperacion. Todo el procedimiento se
llevé a cabo en un promedio de tiempo de aproximadamente 2 minutos. Las bombas
osmoéticas se retiraron en el dia post-natal 15 utilizando procedimientos similares, y cada
animal fue identificado durante la anestesia. Se completd la anestesia con una solucién

tdpica de Xylocaina 4% + clorhidrato de lidocaina 4%.

Finalizada la implantacidn, se trataron con ampicilina inyectable (10mg/Kg/dia) vy

dexametasona tdpica por 7 dias.

La dosis de L-NAME administrada bajo el tratamiento descrito fue de 4mg/Kg/dia, con un
flujo de 0,5 pl/hr durante 7 dias. De acuerdo a la bibliografia esta dosis es inferior a la dosis
utilizadas de 14 mg/kg/dia, en la que comienzan a observarse cambios en la presion

arterial (Lahera, Salom et al. 1991).
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6.2 Extraccidon de sangre para determinaciéon de TSH

Se recolectd sangre por puncién ventricular en animales bajo anestesia con ketamina (60
mg/kg de peso), se recolectd en tubos eppendorf sin anticoagulante y se incubé a 302C por
1hr. Con el fin de obtener el suero, que fue conservado a -702C hasta la determinacion.

Esta se llevd a cabo en el laboratorio del Dr. Libertum IBYME-CONICET. Se graficaron los

valores como ng/ml de TSH en funcion de cada estadio.

6.3 Obtencion de homogenatos, citosol y mitocondrias purificadas

Luego de sacrificados los animales, se procedid a la extraccién de cerebro e higado de los
animales. Se colocaron inmediatamente en 40 ml de buffer MSHE a 4 2C (0,23 M manitol,
70 mM sacarosa, 1 mM EGTA, 25 mM HEPES, pH 7,4) suplementado con antiproteasas (5
ug/ml de aprotinina, 5 pg/ml de leupeptina y 10 pg/ml pepstatina). A partir de aqui todo el
procedimiento se realizéd en bafo de hielo. Los érganos fueron reducidos a pequefios
trozos con tijera y homogeneizados en potter Evelheim, previo agregado de 100 pg/ml de
PMSF. En esta etapa se tomaron muestras de cada grupo para constituir los homogenatos
gue se utilizarian para los lisados totales.

Por centrifugacién a 700 x g durante 10 min a 4 2C se descarté el precipitado
correspondiente al tejido no disgregado, células enteras y nucleos. El sobrenadante fue
centrifugado a 10.000 x g durante 10 min a 4 2C para precipitar las mitocondrias. El nuevo
sobrenadante se sometidé a una ultracentrifugaciéon a 100.000 x g durante 30 mina 4 2Cy
de esta manera se obtuvo la fraccién citosol. El precipitado resultante de la centrifugacion
a 10.000 x g fue resuspendido en 2 ml de buffer MSHE con 0,1% seroalbuimina bovina (BSA)
y 8 ml de buffer Percoll (30% Percoll, 0,23 M manitol, 0,07 M sacarosa, 0,5 mM EGTA, 2
mM HEPES, pH 7,4) y ultracentrifugado a 100.000 x g durante 30 min a 4 2C. Se recolecto la
banda marrén mads densa correspondiente a la fraccion mitocondrial y se procedié a dos
lavados con buffer MSHE con 0,1 % BSA, un lavado con 150 mM KCI para extraer la

arginasa presente en la cara citosdlica de la membrana externa mitocondrial y dos veces
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con buffer MSHE. El precipitado se resuspendié en 2 ml de buffer MSHE con antiproteasas,
y corresponde a la fraccion mitocondrias purificadas (Tatoyan and Giulivi 1998).
Nota: para la determinacion de la presencia de Bax o Bcl-2 en la fraccion mitocondrial por

western blot, se reemplazé el lavado de 150mM KCl por un lavado adicional de MISHE.

El siguiente esquema resume los procedimientos descriptos:

Tejido (higado)

l Homogeinizacion y centrifugacion

a7ll0xg
Sobrenadante
(Homogenato)
Centrifugacién
’ a7000xg
Pellet Sobrenadante
Ultracentrifugacic - .
e Ultracentrifugacion
100000 ‘ Iché
a X g en colchdon 2100000 x g
de percoll l i
Interfase con halo de Pellet Sobrenadante
mitocondrias (descartado) (Citosol)

Centrifugacion

a 7000 x g (lavados)

Pellet Sobrenadante

(Mitocondrias) (descartado)
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6.3.1 Tratamiento de la fraccion mitocondrial con proteinasa K

Con el propdsito de degradar las proteinas que se encuentran unidas a la cara citosdlica de
la membrana externa mitocondrial, 1 ml de una suspensién de mitocondrias purificadas en
buffer MSHE en una concentracion de 1 mg de proteina/ml se incubd con 10 pl de
proteinasa K (5 mg/ml, pH 8,0) durante 25 min en bafio de hielo. La accién de la enzima fue
interrumpida mediante el agregado de 30 pl de PMSF (concentracién final 1 mM) e
incubacion durante 10 min. Luego las muestras fueron centrifugadas a 12.000 x g durante
10 min a 4 2C, el sobrenadante fue descartado y el precipitado, resuspendido con 50 pl de
buffer MSHE. Las mitocondrias se conservaron en una concentracién de 20 mg/mly a -70

oC hasta ser utilizadas.

6.4 Cuantificacion de proteinas por el Método de Bradford.

Este método se utilizé para medir muestras con una masa de proteinas dentro del rango

de0,1a2,0 ug.

6.4.1 Preparacion del reactivo

Se diluyé el reactivo comercial en la proporcién 1:5, luego se filtré y se guardé en frasco
color caramelo a 42C hasta su uso. La técnica se desarrollé en microplaca de 96 pocillos

con base plana.

6.4.2 Curva de calibracion

Se utilizd una solucion madre de 2 pg/ul BSA y la curva de calibracién se realizé con las
siguientes concentraciones de BSA: 2 - 1- 0,5 — 0,25 — 0,125 pg/ul. Se grafico la

absorbancia en funcidn de las concentraciones, para obtener la ecuacion de la funcién.

6.4.3 Ensayo de muestras, controles y pooles

Se realizé por duplicado cada determinacién. Cinco microlitros de muestra se colocaron

en cada pocillo, luego se agregaron 20 pl de agua destilada y 200 ul del reactivo de
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Bradford. Se incubd durante 10 minutos. Luego se leyd la absorbancia a 595 nm vy se

calculd la concentracion de proteinas interpolando en la curva de calibracién.

6.5 SDS-PAGE y Western blot para deteccidn de proteinas

6.5.1.1 Preparacion de las muestras

Las proteinas aisladas de los lisados celulares fueron diluidas a la concentracién deseada
(25 ug totales) con buffer de siembra en un volumen final de 50 ul (Tris-HCl 10 mM, pH=8§;
SDS 1%; Glicerol 4%; sacarosa 0,146 M y azul de bromofenol; DTT 10 mM o f-

mercaptoetanol 1%). Luego las muestras se calentaron durante 5 min a 100°C.

6.5.1.2 Electroforesis

Las muestras fueron preparadas como se describié anteriormente y se sembraron 30 pg
de cada una por pocillo. Adicionalmente se sembrd en otro pocillo el marcador de peso
molecular Protein Page Ruler Marker (Fermentas). Se utilizo el sistema vertical de Bio-Rad.
Las muestras se resolvieron en un gel de poliacrilamida 10% en condiciones
desnaturalizantes a 15mA por gel, durante 40 minutos en presencia de buffer de

electroforesis 1X (25 mM Tris; 192 mM Glicina; SDS 0,1%).

6.5.1.3 Transferencia a membrana de PVDF

Una vez concluida la separacion electroforética, las proteinas fueron transferidas a un
soporte solido, en este caso un filtro de PVDF 0.4 (Hybond, Amersham Pharmacia). Una de
las caras del gel fue apoyada sobre la membrana del mismo tamafio y ambos fueron
colocados entre papeles Whatman 3M previamente humedecidos en buffer de
transferencia (Towbin) 1X (Tris base 25 mM; glicina 192 mM; SDS 3,5 mM; pH=8,3 y
metanol 20% (v/v)) y éstos a su vez colocados entre dos esponjas de poro grande y dentro
de un soporte plastico. Toda la construccién fue sumergida en la cuba electroforética, con
buffer de transferencia 1X, con la membrana del lado anddico. La transferencia se llevd a
cabo a 100 Volts, durante 90 min. Se verificd que la transferencia fuese exitosa tifiendo las

membranas con rojo Ponceau (0,1% Rojo Ponceau, 5% acido acético). La decoloracion de
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la membrana se llevé a cabo lavando varias veces con buffer TBS-T (NaCl 150 mM; KClI

2,68 mM; Tris base 24,7 mM; Tween-20 0,05% (v/v); pH=7,4).

6.5.1.4 Inmunodeteccion de proteinas

Para realizar la deteccion de las proteinas, en primer lugar se bloquearon las proteinas
inespecificas con TBS-T (Tween-20 0,05% (v/v) en 10 mM Tris-HCl; pH=7,4) con 5% (p/v) de
leche en polvo durante 60 min. Luego las membranas se lavaron con TBS-T y se incubaron
durante toda la noche a 4°C, con agitacién suave, con los diferentes anticuerpos primarios
diluidos en una soluciéon de 5% de BSA en TBS-T. Después de realizar 3 lavados de 15 min
con TBS-T con agitacién suave, las membranas se incubaron con los anticuerpos
secundarios anti-conejo (1:5.000) o anti-ratén (1:5.000), segun el anticuerpo primario
utilizado, acoplados a peroxidasa de rdbano (HRP) y diluidos en TBS-T, durante 2 h, a 4°C,
con agitacién suave. Luego las membranas se lavaron con TBS-T. Para visualizar las
proteinas se utilizé el kit de deteccién ECL (PBL, Quilmes Argentina), basado en la
produccién de quimioluminiscencia como consecuencia de la digestion de un sustrato de
la enzima HRP. La visualizacion de llevd a cabo por exposiciéon en placas fotogréficas y
posterior revelado. Las bandas se cuantificaron densitométricamente utilizando el
programa Totallab y los resultados de normalizaron con actina 3 en caso de citosol y

lisados o0 Tom40 en caso de fraccion mitocondrial.

6.6 Ensayos Enzimaticos

6.6.1.1 Medicion de actividad de NOS

La actividad de NOS en mitocondrias y citosol se determiné midiendo la conversion de
[3H]L-arginina a [3H]L-citrulina, como fue previamente descripto por Knowles y Salter
(1998), con modificaciones menores. Cada preparacion (100 pg de proteinas) fue incubada
con 100 pM L-Arg (para mitocondrias o citosoles), 5 pl/ ml [3H]L-arginina (Ae 53.4
Ci/mmol, 5 pCi.ml-1), 100 pM NADPH, 0,1 uM calmodulina, 0,5 mM CaCl;, 1 uM FAD, 1
UM FMN y 1 uM tetrahidrobiopterina en un volumen final de 100 pl. Luego de 10 minutos
de incubacion a 37°C la reaccién fue detenida por el agregado de 300 pl de buffer HEPES
(HEPES 15 mM, H-EDTA 1,5 mM, pH 5.5). La [3H]L-arginina no consumida fue separada de
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la mezcla de reaccién por agregado de una suspension 1:2 de resina de intercambio
catidnico Dowex AG 50WX-8. Esta mezcla fue agitada vigorosamente, para favorecer el
pegado de la [3H]L-arginina a la resina y luego centrifugada 30 segundos a mdaxima
velocidad. Se tomaron 400 pl del sobrenadante que fueron mezclados con 1 ml de liquido
de centelleo. Las muestras se midieron durante 1 minuto en un contador de centelleo
liquido para particulas beta (Wallac, 1414 Liquid centillation counter). Las cuentas por
minuto (cpm) se convirtieron a nmoles [3H]L-citrulina.min'l.mg proteina- ! utilizando
totales (muestras sin resina) y blancos (sin proteina). La actividad especifica de NOS se
determind luego de restarse las cpm obtenidas en presencia de EGTA en una

concentracion de 2mM.

6.6.1.2 Medicion de peroxido de hidrogeno en mitocondrias

La produccién de H,0; se monitored continuamente en un espectrofluorémetro Hitachi F-
2000 (Hitachi Ltd, Tokio, Japén) con longitudes de onda de excitacién y emisidn de 315y
425 nm respectivamente (Poderoso y col., 1996). El ensayo se realizé6 en 50 mM buffer
fosfato, 50 mM L- valina, pH 7,4, suplementado con 12,5 U/ mL peroxidasa de rabano, 250
UM acido phidroxifenilacético, y 0,15 mg/ml de proteina mitocondrial, con malato-
glutamato 6 mM como sustrato para determinar la produccion de H,0; por el complejo I.
Para explorar los efectos de la utilizaciéon del NO y la actividad de mtNOS sobre la
velocidad de produccién mitocondrial de H,0; el ensayo se inicié con 0,1 mM L- Arginina
como se describe en el trabajo de (Riobo, Melani et al. 2002). Para determinar la tasa de
produccién de H.0; dependiente de NO, se agregé 1 mM L-NAME a las preparaciones
mitocondriales en los casos apropiados. Todas las variaciones fluorométricas en las
diferentes condiciones se deben al H,0,, ya que son completamente inhibidas por 3 uM
catalasa. Para uniformar la mdxima tasa de produccion de H,0;, en todos los casos las

preparaciones mitocondriales fueron suplementadas con 1 mM SOD- mimetic TBAP.

6.6.1.3 Medicion de la actividad del complejo | (NADH-ubiquinona reductasa)

Para la determinacién de la actividad del complejo | se utilizaron mitocondrias frescas
recién purificadas, debido a que el proceso de congelamiento-descongelamiento produce
la pérdida de la integridad de las membranas mitocondriales con la subsecuente liberacién
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de la enzima malato-deshidrogenasa. La actividad se determiné
espectrofotométricamente a 30°C. Cincuenta microgramos de proteinas mitocondriales
fueron incubados en 0,9 ml de buffer KPi 100 mM a pH 7,2. Se midid la reduccién sensible
a la inhibicién por rotenona de 50 uM 2,3-dimetoxi-6- metil-1,4-benzoquinona con 1 mM
KCN como inhibidor de la citocromo oxidasa (€550nm = 21 mM1cm™) y malato-glutamato

6 mM como sustrato, a 340 nm durante 120 segundos.

6.6.1.4 Medicion de la actividad de Citocromo c oxidasa (Complejo 1V)

La actividad de citocromo oxidasa fue monitoreada espectrofotométricamente por la
oxidacion de 50 pM de citocromo c reducido en un espectrofotémetro Hitachi U-3000 a
550 nm (€550nm = 21 mMcm™). La reaccién se llevé a cabo con 50 pg de proteina
mitocondial en buffer KPi 100 mM pH 7,2 a 30°C. La velocidad de la reaccion fue
determinada como la pseudoconstante de primer orden k' y expresada como k’.mint.mg

de prot.

6.6.1.5 Preparacion de citocromo c reducido

Se disolvieron 24,8 mg de citocromo c en 2 ml de buffer KPi 10 mM, pH 7,2 y se afiadieron
10 mg de d4cido ascérbico (reductor). Luego se pasd por una columna de Sephadex G25
para eliminar el acido ascdrbico en exceso, eluyendo con KPi 10 mM. Se tituld
espectrofotométricamente a 550 nm haciendo una dilucién previa 1:20 en buffer KPi 10

mM, pH 7,2. €550nm=21 mM~*cm?

6.7 Aislamiento de células de higado y cerebro

6.7.1 Aislamiento de hepatocitos

Una vez sacrificados los animales se procedié a la extraccidon del higado. Se disgregd el
tejido en pequerios trozos con tijeras curvas y se resuspendié en buffer Krebs/HCO3, 5mM
glucosa, 0,5mM EGTA y antibidticos en tubo Falcon de 50ml (10ml/gr de tejido). Se incubd
15 min. en agitacion (100 ciclos/min) a 372C. Luego se centrifugaron a 400 rpm 2min
descartando el sobrenadante para eliminar los gldbulos rojos y se resuspendieron en

Krebs/HCO3 con 5mM glucosa+ 2,55mM CaCl, y 0,5mg/ml de colagenasa, se realizé la

66



Materiales y métodos

digestidon por 30 minutos a 379. Finalizada la digestidn, se recolectaron las células por
centrifugacién a 800 rpm, se resuspendieron en D-MEM F12 + 10% SFB y se filtran. Todos
los buffers se gasearon con carbdgeno 10 minutos antes de su uso. Se contaron las células

en cdmara de Neubauer. Se evalud la viabilidad mediante el uso de Azul Tripan.

6.7.2 Aislamiento de células de cerebro

Se extrajo el cerebro y se colocd en placa de petri refrigerada y se eliminaron las meninges
utilizando agujas y pinzas estériles. Se disgregd mecanicamente el tejido con un bisturi y
tijera. Posteriormente, se incubd el tejido en buffer de digestion (tripsina-EDTA 0,25% en
PBS) entre 10-15 minutos a 372C en agitacion (100 ciclos/min). Se finalizé la digestidn con
3 ml de SFB vy se filtraron las muestras con gasa estéril y se centrifugaron 10 min a 1100
rom. Se resuspendié el pellet en DMEM-F12 alta glucosa + 10% SFB. Se contaron las

células en camara de Neubauer evaluando la viabilidad mediante el uso de Azul Tripan.

6.8 CITOMETRIA DE FLUJO

6.8.1 Produccion mitocondrial de NO

Las mitocondrias (1 mg proteinas/ml) se incubaron en buffer MSHE por 30 minutos a 372C
con 10 uM DAF-FM (diamino fluoresceina diacetato) y 0,5 uM MitoTracker (marcador de
mitocondrias) y la fluorescencia resultante se midié por citometria de flujo en un Ortho
Cytoron Absolute Flow-Cytometer (Johnson & Johnson, Raritan, NY). Se evaluaron los
histogramas del niumero de eventos en funcién de la intensidad de fluorescencia para

DAF-FM correspondiente al canal FL1.

6.8.2 Produccion intracelular de especies reactivas del oxigeno (ROS)

La produccién intracelular de ROS fue analizada mediante citometria de flujo.
Brevemente, 10° células se resuspendieron en HBSS (suplementado con 1mM CaCl; y
1mM MgCly, pH 7,4) y se incubaron con 5 uM 2’, 7’- diclorofluoresceina diacetato (DHCF-
DA) o 5 uM hidroetidina (HE) por 30 min a 372C en oscuridad. Se utilizé ioduro de propidio
(0,005%) para detectar las células muertas. Para cada analisis se adquirieron 20.000
eventos totales. Se evaluaron los histogramas del nimero de eventos en funcién de la
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intensidad de fluorescencia para DHCF o DHE correspondiente a los canales FL1 y FL3

respectivamente. Posteriormente se analizaron los datos con el software WinMDI 2.9.

6.9 Ensayos de inmunohistoquimica (ICH) en cortes de cerebro parafinados.

6.9.1 Ensayo de deteccion para BrdU.

La BrdU es un andlogo de timidina que se incorpora en células durante la sintesis de ADN,
de manera que indica las células que se hallan en divisién. Para realizar la incorporacion
de BrdU, los grupos control, hipotiroideo e hipotiroideo infundido con L-NAME, recibieron
tres dias antes de su sacrificio en cada estadio P5- P15 y P30 inyeccién subcutdnea de
30mg/kg BrdU, que luego permita monitorear proliferacion en cortes histolégicos de

cerebro.

Para realizar la fijacion del cerebro los animales fueron anestesiados con Ketamina
100mg/Kg y perfundidos a través de puncion en el ventriculo izquierdo con solucién de
Hanks y luego paraformaldehido 2%. Finalmente, se removid el cerebro y se lo fijé en una
soluciéon de paraformaldehido 10% hasta el momento de la inclusidn. La inclusién en
parafina y cortes fueron llevados a cabo en el Departamento de Fisiopatologia de la

Facultad de Medicina.

Se procedié a desparafinar cortes histolégicos de cerebro de la siguiente manera:

- 3 cambios de Xilol (5 minutos)

- 2 cambios de Etanol 100% (5 minutos)

- 1 cambio de Etanol 95% (3 minutos) seguido de un cambio de Etanol 70% (3 minutos)
- Lavado con agua de grifo

En el corte hidratado, se realizé una exposicidon de epitope por tratamiento 15 min. a T2
ambiente con HCI 2N, neutralizado mediante tetraborato de Na pH 8 y luego se realizé el
bloqueo de sitios inespecificos mediante incubaciéon de los cortes con una solucion de
SFB3%, triton X-100 0,3% en PBS durante 2hs. Como paso posterior, se incubaron los

cortes en cadmara humeda a 42C con Ac-BrdU durante toda la noche. Finalmente se

68



Materiales y métodos

evidencié mediante marcacién indirecta durante 1hr. a T2 ambiente con un anticuerpo
secundario conjugado con Alexa Fluor 564, los nucleos se marcaron con de 4’,6-diamidino-
2-fenilindol (DAPI) 1ug/ml en PBS durante 10 minutos, seguido de tres lavados y posterior

montaje.

6.9.2 Ensayo de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase—-mediated dUTP Nick
end labelling)
Se procedid al desparafinado de las muestras, previamente fijadas en 10% formalina y
embebidas en parafina como se indicé anteriormente. Se utilizé el kit Apoptag Plus In Situ
Apoptosis Fluorescein Detection Kit (Chemicon) que consiste en la deteccién de los
extremos 3’-HO de ADN dafiado. En un primer paso, se tratan los cortes con una solucién
de proteinasa K de 20ug/ml para disgregar el material extracelular, luego se neutraliza la
enzima y se procede a la reaccidon en la que la enzima desoxinucleotidiltransferasa
Terminal (TdT) adiciona un oligdmero de nucledtidos. Dicho oligdmero es una secuencia
random de digoxigenina y nucledtidos no marcados, esta reaccién se lleva a cabo durante
1 hora a 37°C. Luego se evidencié con el uso de un anticuerpo contra digoxigenina
conjugado con fluoresceina, por incubacién de los cortes 2 horas a temperatura ambiente.
Se utilizé 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) en el medio de montaje para la tincién de los
nucleos. Se consideraron células apoptoéticas aquellas con nucleo fluorescente y se
cuantificaron mediante la observacién de 10 campos observados en microscopio de

fluorescencia. Se expresaron los resultados como nucleos positivos/nucleos totales.

6.10 EXTRACCION DE ARN

Se homogenizé el tejido en trizol (25 mg de tejido en 1 ml trizol) en homogeinizador de
vidrio pequefiio estéril. Luego se centrifugd a 12.000 x g por 10 minutos. El sobrenadante
se incubd a temperatura ambiente durante 5 minutos y se le agregaron 0,2 ml de
cloroformo. Se mezclé vigorosamente y luego se dejé en reposo a temperatura ambiente
durante 3 minutos. Se centrifugd a 11.500 x g por 15 minutos (2-8°C). Se toméd con
cuidado la fase acuosa, a la cual se le agregaron 0,5 ml de isopropanol. Se agitd con vortex

y se dejo a temperatura ambiente durante 10 minutos. Se volvié a centrifugar a 11.500 x g
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por 10 minutos a 4°C. Se descarto el sobrenadante y se agregé un 1 ml de etanol 75% para
lavar el pellet. Se agité con vortex y se recentrifugd a 7.500 x g durante 5 minutos. Se secé

bien el pellet y luego se lo disolvié en H,O DEPC.

Se midié la absorbancia a 260 nm (acidos nucleicos) y a 280 nm (proteinas con
aminoacidos aromaticos) para las muestras (10 pl muestra + 490 pl de H,0 destilada o 2 pl
muestra + 180 ul de H,0 destilada si se tiene poco volumen final de RNA) y se calculd la
relacion A260/A280 (indice de contaminacién de RNA con proteinas. Se espera un indice

en el rango de 1-2). Se calculé la concentracion de acuerdo a la siguiente ecuacién:
A260 x 40 (factor de absortividad) x 50 (factor de dilucién) = ug RNA/ml

6.11 RT-PCR

El ADNc (ADN copia) se sintetizo a partir del ARN total mediante transcripciéon reversa o
retrotranscripcidon (RT). Para realizar la RT se usaron 2 pug de RNA en 10 pl finales (llevando
a volumen final con H,0 DEPC) por tubo. Se trabajo sobre hielo y se prepararon dos juegos
de tubos: muestras sin y con retrotranscriptasa. Se prepard la mezcla de reaccién para RT
usando el kit de Promega (por tubo y para un volumen final de reaccion de 20 ul : 4 pl
Buffer 5X, 1 ul dNTPs mix (1 mM), 0,25 ul OligodT (25 ng), 0,5 pl RNAsin (20U), 3,25 ul H.0
DEPC, 1 pl de retrotranscriptasa (200U) o H,O DEPC). Se mezclaron 10 pl de mix con 10 pl

de la muestra. Se llevé al ciclador y se ejecutd el siguiente programa para la RT:

-39°Cx 1 hora.
- 65°C x 10 minuto.
- 4°C x infinito (hold).

Luego las muestras fueron guardadas a 4°C hasta realizar la PCR.

6.12 PCR cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR)

El ADNc se amplificéd por qPCR utilizando 1 pl del ADNc obtenido en la RT, se amplificé en
una mezcla de reaccion con buffer de reaccién (1X); MgClz (2 mM); oligos especificos (0,4

uM); dNTPs (0,2 mM); 0,025 ul de SYBRgreen y 0,03 U/ul de Taqg ADN polimerasa
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recombinante (Promega) en un volumen final de 25 pl. Los primers utilizados se

encuentran en la Tabla 1.

La reaccién de PCR se llevd a cabo en un aparato DNA Engine Opticon (MJ Research). El

programa de amplificacion se detalla a continuacion:

94°C 2 min
92°C20s
Tannealing 20 s X
40 ciclos
72°C2s
79,5°C0.03 s

Lectura de fluorescencia

Curva de “melting” de 65 a 91°C cada 0,2°C

Cada reaccion de qPCR se realizd por duplicado y cada experimento se repitié al menos
dos veces. Los datos obtenidos se analizaron utilizando el software Opticon 3 trazando
una recta en la parte exponencial de la curva de amplificacion y obteniendo asi los valores
de Cr. El calculo de la induccidn de la expresién de los genes analizados se basa en el
método del AACr (Current Protocols in Molecular Biology). Se estimé el promedio de los
valores de Cr para el gen incégnita y para el NoRT (ARN que habia sido incubado en las
condiciones de la reaccidn de RT, pero en ausencia de la enzima retro-transcriptasa) de la
siguiente manera:

Cr=(Cri+Cn)/2 (1)

La diferencia en los valores de Cr entre cada muestra y el No RT determina el delta-

Cr(ACy). Esto se resume en la siguiente expresion:

Act= (CtNORT) — (C"muestra) (2)
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Una vez normalizado y debido al exponente natural de gPCR, los valores son
transformados a medidas relativas de veces de induccion (VIa) para una mejor

comparacion entre los experimentos:
Vla= 25¢T (3)

Luego, se normalizaron nuevamente los niveles de ADNc de las muestras con su

correspondiente control de carga (Actina) de la siguiente manera:

Vlp= Vlamuestra / VI.GAPDH (4)

Donde VI, representa las veces de induccion normalizada a GAPDH. Finalmente, los datos

se normalizaron respecto al control (VIn).

VIn = Vlp muestra / Vlycontrol (5)

Para el calculo de errores de cada medicidon se obtuvo el desvio estandar (ds) de las
mediciones del Cr de las muestras tratadas y no tratadas del gen y del control de GAPDH

de los datos obtenidos para cada tratamiento:

ds = /Z(CT—W (6)
n-1

Donde n es el tamaiio de la muestra.

Luego, el error se calculé como la raiz cuadrada de la suma de los errores de los Ct de las
muestras, de los Cr de los No RT y de los Ct de GAPDH (Smith et al. 2004), aplicando la

siguiente formula:
E = [(ds/ Cr)2 muestra + (ds/ Cr)2 noRT + (ds/ C1)2GAPDH]Y2  (7)

Estos datos se multiplicaron por las veces de induccion finales.
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6.12.1 Corrida electroforética en gel de en agarosa 2%

Se prepard el gel solubilizando 2g de agarosa en 100 ml de TAE 1X. Se agregaron 5 pul del
colorante SYBR® Safe Invitrogen (10 mg/ml). Luego se vertio el contenido en la cuba y se
dejo gelificar. Se sembré todo el volumen de producto de qPCR + 7-10 ul de buffer de
siembra 2X, 5 ul de marcador de ADN de 100pb + 5 ul de buffer de siembra 2X. El gel se
corrié en buffer TAE 1X, a 100 V aproximadamente durante 20-30 minutos. El gel se sacé
de la cuba y se observaron las bandas de los productos de PCR en el transiluminador (luz

UV). A continuacion, se tomé una foto digital para tener registro del experimento.

6.13 Ensayos de Conducta

Las alteraciones provocadas por el hipotiroidismo durante el desarrollo del SNC junto a los
cambios fisiolégicos que genera la enfermedad, originan como consecuencia directa,
alteraciones en los patrones comportamentales. Entre las anomalias mads comunes se
encuentran, el retraso mental, ansiedad, problemas de aprendizaje, retraso en la

habilidad locomotora y en la actividad (Shimokawa, Yousefi et al. 2014).

En forma experimental, las anomalias conductuales se evallan de manera sencilla en
paradigmas ensayados en animales de laboratorio. El paradigma de open field constituye

el método mas simple para explorar ansiedad, y aprendizaje (Wahlsten 2011).

En esta tesis se llevaron a cabo los paradigmas de open field y Grip Strength test con el fin
de determinar aprendizaje, ansiedad en el primero y desarrollo del sistema motor en el
segundo. Los grupos utilizados fueron los grupos de trabajo: control, hipotiroideo e
hipotiroideo + L-NAME; sumando un grupo adicional de animales controles tratados con L-
NAME, para corroborar que las modificaciones en los patrones de conducta se deben al
hipotiroidismo generado por metimazol y no por la administracion de L-NAME. La
evaluacién se realizé a los 30 y 80 dias utilizando machos que se mantuvieron en jaulas
separadas de acuerdo a los grupos con todos los animales identificados. En el dia 30 se

finalizé la administracion de metimazol.
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En el ensayo de open field el hipotiroidismo generalmente conduce a modificar las
conductas exploratorias en un ambiente abierto, en el que se evalua el tiempo de
permanencia expuestos, asi como el tiempo para adaptarse a este comportamiento. Otro
parametro modificado durante el hipotiroidismo congénito asi como post-natal lo
constituye el comportamiento denominado rearing que es el levantamiento del animal
sobre sus patas traseras e indica ansiedad. Es importante destacar en el andlisis que los
patrones conductuales varia mucho segun el momento del desarrollo, la droga utilizada
para generar hipotiroidismo y a menudo, el hipotiroidismo no sélo conduce a un
comportamiento depresivo sino que incrementa la ansiedad (Pineda-Reynoso, Cano-

Europa et al. 2010, Haba, Nishigori et al. 2014).

6.13.1 Open field

La prueba de campo abierto se realizé en los dias 30 y 80 post-natales con el fin de
ensayar la evolucion en el aprendizaje. La unidad que se utilizé para el ensayo consistid en
una caja (ancho 450 mm, profundidad 450 mm, altura 200 mm). La arena esta dividida en
16 cuadrados y organizada en los sectores periféricos y centrales. El sector periférico
consistié en los cuadrados cercanos a la pared y el sector central consistia en las cuatro
plazas centrales. La actividad motora era detectada sobre la base de la posicidn analizada
y de la frecuencia que las ratas atravesaban las diferentes zonas, identificando los
siguientes parametros: nimero de cruces centrales y periféricos, rearings (elevacién del
animal sobre sus patas traseras) y el tiempo total en el centro. Al comienzo de la 5-min
sesion, los animales se colocaron en el centro de la arena. Los animales fueron
supervisados continuamente durante 5 min y los datos sobre la actividad locomotora
analizados como bloques de 1-min. Se evalué la diferencia entre el primer minuto a los
restantes como adaptacion. El aparato fue limpiado entre las evaluaciones con una

solucién de etanol al 20%.
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6.13.2 Grip Strength test

La prueba de agarre (o prensil) se presume que es una medida de la fuerza muscular y
equilibrio. La rata debe sujetar un palo horizontal con sus patas delanteras para
permanecer suspendida y no caer. El desempefio se evalla como el tiempo en que la rata
permanece suspendida (Sala-Roca, Marti-Carbonell et al. 2002, Darbra, Garau et al. 2003).
Las ratas se probaron en los dias post-natales 30 y 80. Se utilizé6 un palo horizontal de
madera (didmetro, 7 mm) con una superficie rugosa, en posicién horizontal entre dos
stands. El palo se colocd 30-50 cm por encima del suelo, de acuerdo con la edad de los
animales. Las ratas se ensayaron en un orden aleatorio, y se tomo el tiempo en segundos
para cada animal. Se asistid al animal hasta que sus extremidades anteriores se pusieron
en contacto con el palo de madera y logré sujetarse. Una vez que al animal se sujeté al
palo, se grabé la latencia en caer del mismo con un cronémetro. Si el animal no lograba la
sujecion correcta y caia en forma inmediata se lo colocaba una segunda vez. Se llevaron a
cabo seis ensayos seguidos sucesivamente por 2 min de intervalo de descanso, para cada
animal en cada grupo, y los valores se calcularon como un promedio para cada animal. Las
condiciones experimentales habitaciones (luz y temperatura) y el calendario fueron

consistentes en todos los ensayos.

6.14 Analisis Estadisticos

La evaluacion estadistica de los datos se realizé en base a los valores promedios y desvio
estandar (SD) o promedio de error estandar (S.E.M) de “n” experimentos independientes.
Se utilizaron para el andlisis de datos ANOVA de dos vias con test de Bonferroni
comparando todos los grupos y ANOVA de una via para el analisis de diferencias dentro de

cada grupo, con P<0,05 como criterio para la significancia estadistica.
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Resultados

7 EFECTO DEL METIMAZOL DURANTE LA GESTACION Y EL CRECIMIENTO
PERINATAL COMO MODELO DE HIPOTIROIDISMO CONGENITO

7.1 Niveles de TSH séricos

La producciéon de hormonas tiroideas es controlada por la tirotropina sérica (TSH),
sintetizada por la glandula pituitaria en respuesta a la hormona liberadora de tirotropina
(TRH), la cual es secretada por el hipotdlamo. Tanto T3 como T4 ejercen regulacion
negativa en la sintesis y liberacién de TSH con el fin de mantener los niveles de hormonas
tiroideas circulantes dentro de los rangos fisioldgicos requeridos. De esta manera, los
valores de TSH séricos constituyen una herramienta esencial en el diagnéstico vy
supervision de diferentes desérdenes tiroideos. Para determinar si el metimazol
administrado durante el periodo gestacional y post-natal logré inducir hipotiroidismo
congénito se determinaron los niveles séricos de TSH y se compararon con los esperados

para cada estadio post-natal (Hood, Liu et al. 1999)
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Figura 20. Gréfico que corresponde a los valores de TSH (ng/ml) en funcidn de los

estadios post-natales. Se evaluaron 7 animales por grupo.
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El metimazol administrado a partir del dia gestacional 9 produjo un incremento en los
valores de TSH a partir del dia post-natal 15, hasta el dia 30 con valores maximos de 115
ng/ml, mientras que los animales control no presentaron valores mayores a 2 ng/ml a lo

largo de todo el desarrollo perinatal.
7.2 Crecimiento perinatal

La evaluacién del crecimiento se evidencié como una disminucion en el peso corporal del
grupo hipotiroideo que comienza a ser significativo a partir de P15 logrando una reduccién
del 46% (p<0,02) en P30. A su vez si representamos el crecimiento como la ganancia de
peso en funcién del desarrollo perinatal observamos que la administracién de T3 en los

dias 10-15 pudo revertir parcialmente éste indice de crecimiento entre P15y 30.
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1,32%0,09 1,2140,11%* 1,27+0,091
Figura 21. Histograma correspondiente a la masa corporal (en gr) de los animales
medidos en cada estadio. Abajo, tabla que representa el indice de crecimiento
entre los estadios P15 y P30. En todos los grupos n= 20.
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8 PATRON DE EXPRESION, LOCALIZACION y ACTIVIDAD DE nNOS EN EL
DESARROLLO HIPOTIROIDEO DEL HIGADO DE RATA.

8.1.1 Anadlisis de la expresion de nNOS en fracciones subcelulares de higado.

La expresion de nNOS a lo largo del desarrollo postnatal, fue evaluada por medio de
Western blots de las fracciones citosdlica y mitocondrial purificadas de higado de rata en
condiciones normales o bajo hipotiroidismo congénito. Se utilizaron, actina y Tom40 como

normalizadores de las fracciones citosdlicas y mitocondriales respectivamente.

Como se habia reportado anteriormente, la expresién de nNOS es baja o nula durante el
desarrollo perinatal en el higado de rata, no observdndose diferencias significativas en las
fracciones subcelulares estudiadas (Inukai, Uchida et al. 2010). Sin embargo, el desarrollo
hipotiroideo moduld claramente el patron de expresién de nNOS, en el cual se observé
una diferencia significativa en el dia 30 postnatal de los animales hipotiroideos respecto al
desarrollo normal en ese estadio. Este incremento se manifestd6 en ambas fracciones,
citosdlicas y mitocondriales; en estas ultimas, el tratamiento de los animales hipotiroideos
con L-NAME generd una disminucidn significativa de la expresién que comienza en P15

con el tratamiento y perdura hasta P30 (Figura 21).
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Figura 21. Expresidn de nNOS en las etapas post-natales del desarrollo en los modelos
experimentales. Se evalud la expresidon proteica en las fracciones citosodlicas y

mitocondriales de higado. Se muestran los Western Blot representativos y las
densitometrias correspondientes (n=>5). b: diferencias significativas entre el grupo control
e hipotiroideo para cada estadio (p< 0,05), c: diferencias significativas entre los grupos

hipotiroideos y tratados con L-NAME en cada estadio (p<0,001). C: control, H: hipotiroideo

, L-N: hipotiroideo + L-NAME.
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Resultados

Evaluacidn de la actividad y produccion de NO en el higado.

Basandonos en la regulacidon de la expresion que ejerce el hipotiroidismo durante el

desarrollo y teniendo en cuenta la existencia de otros factores que podrian modular la

actividad enzimatica; decidimos ensayar la actividad de nNOS dependiente de calcio. Para

ello utilizamos el método

de

conversion de L-[3H]arginina a L-[3H]citrulina en las

diferentes fracciones subcelulares de higado. Se utilizaron fracciones frescas, pero las

mitocondrias fueron congeladas - descongeladas 3 ciclos para romper las membranas y

permitir que los co-factores lleguen a la enzima internalizada.
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Figura 22. Actividad de NOS Ca dependiente durante las etapas de desarrollo
post-natal. Se ensayaron fracciones de higado citosdlicas (panel superior) y
mitocondriales (panel inferior). n= 5. b: Diferencias significativas entre el grupo

control e hipotiroideo en cada estadio (p<0,001). C: control H: hipotiroideo.
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Los resultados de actividad de NOS mostraron que en el desarrollo normal se incrementd
la actividad citosdlica del dia 30 post-natal, mientras que el hipotiroidismo condujo en
citosol a un aumento marcado de la actividad en P15 respecto a su control del mismo
estadio. Sin embargo, la actividad en las fracciones mitocondriales de higado no se

modifico por el hipotiroidismo.

Para confirmar la produccién mitocondrial de NO observada por medicién de 3H-L-
citrulina, mitocondrias purificadas de higado de rata de los distintos grupos se incubaron
con el colorante 4-amino-5-metilamino-2’,7’-difluoresceina di acetato (DAF-FM) que
reacciona con NO y con mitotracker como marcador de la poblacion mitocondrial. Se
determind la media de intensidad de fluorescencia (IF) para DAF mediante citometria de
flujo y se representaron los histogramas como veces de incremento del IF del grupo
hipotiroideo vs control para cada estadio post-natal. Como se puede observar en el
histograma representativo Figura 23 la producciéon de NO disminuye en presencia de L-

NAME.

Control 8,07
Hipotiroideo 38,02
LNAME 12,34

'|IAI_'J ¥zl
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DAF

Figura 23. Histograma representativo (n = 5) de Intensidad de fluorescencia para

DAF-FM correspondiente al estadio 30 post-natal.

82



Resultados

Como se puede ver en la Figura 24, la produccién de NO medida por incorporacién de DAF
reveld que el grupo hipotiroideo en P30 incrementé 3 veces los niveles de produccién
respecto del grupo control en el mismo estadio. Este resultado fue consistente con la

expresion ensayada por western blot en fracciones mitocondriales.
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Figura 24. Histogramas representando la media de intensidad de fluorescencia para
DAF. Analisis de mitocondrias purificadas de cerebro (n=4). b:diferencias significativa

del grupo H respecto a su control en P30 (p<0,05). C: control, H: hipotiroideo.

8.2 EFECTOS DEL NO EN METABOLISMO Y FUNCION MITOCONDRIAL
PRODUCIDOS DURANTE DESARROLLO HEPATICO DE ANIMALES
HIPOTIROIDEOS.

Trabajos previos en nuestro laboratorio permiten asociar la expresién mitocondrial de
nNNOS vy la produccidon de NO a la disminucién de la actividad de los complejos de la
cadena respiratoria y al desbalance en el estado redox celular (Franco, Riobd). Teniendo

en cuenta que el hipotiroidismo congénito puede modificar los patrones de expresién y
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actividad de nNOS durante el desarrollo perinatal decidimos estudiar dichas actividades

en fracciones mitocondriales purificadas de higado.

8.2.1 Actividad de los complejos | y IV de la cadena respiratoria mitocondrial en el

higado

En P5 la actividad de complejo | es baja tanto para controles como hipotiroideos. En los
estadios P15 y P30, el hipotiroidismo condujo a una inhibicion de la actividad del complejo
| (b p<0,001). Por otro lado, la administracién de L-NAME a ratas hipotiroideas revirtid la
disminucion de la actividad del complejo |, llevandola a valores iguales a los determinados
para el grupo control. Sin embargo las actividades para el complejo IV mitocondrial no se

modificaron por el hipotiroidismo.
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Figura 25. Determinacién de las actividades enzimaticas de los complejos | y IV de
la cadena respiratoria. a: diferencias significativas dentro del grupo (p<0,05), b:
diferencias significativas entre H y su control en cada estadio (p<0,0001), c:
diferencias significativas de hipotiroideos respecto a L-NAME (p<0,0005). L-N:

grupo hipotiroideo + L-NAME. Se utilizé n=5 para cada grupo en todos los casos.

8.2.2 Determinacion de la produccion de superdéxido.
Se evalud la produccién de superdxido sensible a L-NAME por citometria de flujo en

hepatocitos aislados a partir de los higados de ratas de los distintos grupos, como se
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detalla en materiales y métodos. Para la marcacion se utilizé hidroetidina (HE) y se
representé la media de la intensidad de fluorescencia IF para cada grupo. Como indica la
figura 26, el hipotiroidismo incrementd en forma significativa la produccién de O en P30,
y tanto en P15 como P30, la infusiéon de L-NAME a animales hipotiroideos logré reducir la
produccién de superdxido hasta valores menores que los observados en los controles.

Estos datos concuerdan con la producciéon de NO medida en mitocondrias por DAF-FM.

IF DHEt

P5 P15 P30

Figura 26. Histograma que representa la fluorescencia para DHE (IF) en
hepatocitos aislados de cada grupo (n=5). b: diferencias significativas del grupo H
respecto al control en cada estadio (p< 0,001), c: diferencias significativas de los
grupos H respecto al grupo L-N (p< 0,05). C: control, H: hipotiroideo, L-N:
hipotiroideo + L-NAME.

8.2.3 Tasa de produccion de H20;

De acuerdo a los resultados obtenidos de la producciéon de superdéxido en hepatocitos
aislados, se determind en forma fluorométrica la tasa de produccion de H;0. en
mitocondrias purificadas de higado en el estadio P30 de los diferentes grupos. Se calculé
la produccidn NO- dependiente de H,O> como la diferencia entre la produccion en

presencia del sustrato de NOS, L-Arg y en presencia del sustrato mas el inhibidor, L-NAME.
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Los resultados indicaron que no hay una diferencia significativa en la produccidn

mitocondrial de H,0; y tampoco fue reducida por L-NAME.
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Figura 27. Histograma que representa la produccién de H,0, en mitocondrias de

higado en P30. n = 4 para cada grupo.

8.3 ALTERACIONES EN LA DINAMICA MITOCONDRIAL HEPATICA PRODUCIDAS
POR EL AUMENTO MITOCONDRIAL DE NO.

Los eventos de fusiéon y fisidn mitocondrial regulan la morfologia mitocondrial en
respuesta a cambios de su ambiente, pero también determinan muchos procesos
celulares tanto fisiolégicos como patolégicos (Nakamura, Cieplak et al. 2010, Gray,
Zommer et al. 2013) . Con el fin de evaluar como el desarrollo perinatal determina
patrones en la dindmica mitocondrial y el cambio que produce el hipotiroidismo a través
del aumento de ROS y NO en los mismos, analizamos los niveles de ARNm para los genes
Mfn2, OPA 1 y Drp 1 mediante RT-gPCR para cada grupo, seguido del estudio de la
expresion de sus productos proteicos por western blot (Chang and Blackstone 2010,

Nakamura, Cieplak et al. 2010).
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8.3.1 Analisis de la regulacion transcripcional de proteinas de fusion/fision en
mitocondrias de higado
Para correlacionar los cambios generados en el metabolismo mitocondrial con la
dindamica, se realizé analisis mediante qPCR de las proteinas involucradas en fisién y fusion
mitocondrial. Los genes de las proteinas involucradas en fusién OPA 1 y Mfn2 se
modificaron por el hipotiroidismo principalmente en P5 y P15. Los niveles de ARNm para
Mfn2 se incrementaron significativamente por el hipotiroidismo en P15 y disminuyeron
por el tratamiento con L-NAME tanto en P15 como en P30. Contrariamente, en el
desarrollo normal la transcripcion de OPA 1 decrece en el periodo perinatal, y presenta
una disminucidon en el desarrollo hipotiroideo que es significativamente menor a su
control en P15, logrando reversidn completa por la infusién de L-NAME a los animales

hipotiroideos.

En paralelo, el analisis de ARNm de Drp 1 como proteina de fision mitocondrial demostré
que el efecto del hipotiroidismo en cuanto a la fisidn se manifiesta recién en P30, en el
cual se estimuld significativamente la transcripcidon de dicho gen que fue revertida por el

tratamiento con L-NAME.
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Figura 28. Modulacion de los niveles de ARNm de Drp - 1, Opa 1y Mfn-2 en el desarrollo
hipotiroideo. Evaluados mediante RT-qPCR a partir de ARN extraidos de los diferentes
grupos. n=7 por grupo. a: Diferencias significativas dentro del grupo C (p<0,05), b:
diferencias significativas entre hipotiroideos y sus controles (p< 0,002), c: diferencias

significativas entre hipotiroideos y tratados (p< 0,05). C: control, H: hipotiroideo, L-N:

hipotiroideo + L-NAME.
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8.3.2 Estudio de la presencia de las proteinas de dinamica mitocondrial en

mitocondrias de higado.

La evaluacién de los niveles mitocondrial de las proteinas implicadas en la fusidn-fision
mitocondrial por western blot, evidencié que en el desarrollo normal disminuye la
expresién de las proteinas de fusion (Mfn2 y OPA1l) en P30 y que por el contrario,
aumenta la expresién de Drpl desde P15. Por otro lado, en el hipotiroidismo congénito no
se modifica la localizacién mitocondrial de estas proteinas en el desarrollo perinatal; si
bien se observan diferencias respecto de los animales controles. En P5, la expresion de
Drpl en la fraccidn mitocondrial es significativamente mayor que en los animales

controles, mientras que la expresion de Mfn2 y OPA1 es menor.

El andlisis de los resultados realizados en higado comprueba que el hipotiroidismo
incrementé la expresion tanto citosdlica como mitocondrial de la nNOS junto con la
produccion de NO mitocondrial, y que a través de la inhibicion del complejo | incrementd
los niveles de superdxido sin generacion mitocondrial de H;0,. A su vez, el hipotiroidismo
alterd la regulacion transcripcional de genes asociados a dindmica mitocondrial, aunque

sin modificar su reclutamiento a las organelas
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Figura 29. Expresion de Mfn2, Opa 1y Drp 1 evaluados mediante western blot en

fracciones mitocondriales purificadas de higado. Se utilizé VDAC como normalizador (n=5).
a: diferencias significativas dentro del grupo (p< 0,05), b: diferencias significativas entre

los grupos Cy H (p< 0,005). C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.
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9 REGULACION DE LA EXPRESION, LOCALIZACION SUBCELULAR Y ACTIVIDAD DE
nNOS EN EL DESARROLLO HIPOTIROIDEO DEL CEREBRO

9.1.1 Analisis de la expresion de nNOS en fracciones subcelulares de cerebro

Para determinar si durante el desarrollo perinatal, el hipotiroidismo congénito alterd el
patron de expresién de nNOS, citosdlica o mitocondrial se evalué por western blot la
expresion de ésta enzima en fracciones citosélicas y mitocondriales purificadas a partir de
cerebro de ratas de los distintos grupos en los tiempos de desarrollo post-natal
establecidos. Se utilizaron anticuerpos contra actina y Tom40 como normalizadores de las
fracciones citosdlicas y mitocondriales respectivamente cuyas expresiones no son

modificadas ni durante el desarrollo, ni por el hipotiroidismo (n =5 por grupo).

El andlisis de los niveles de nNOS en las fracciones mitocondriales de cerebro reveld que el
hipotiroidismo modificd la expresidn de la enzima mientras que en el desarrollo normal no
se producen aumentos ni variaciones en los niveles mitocondriales. Los niveles de nNOS
en el dia 5 son iguales en los grupos controles e hipotiroideos. En P15, la expresién en el
grupo hipotiroideo se incrementé 4 veces respecto del grupo eutiroideo y esto se
mantuvo aun en las fracciones tratadas con PK. En el dia 30 post-natal, esta expresion
disminuye en los hipotiroideos, pero su aumento respecto al control sigue siendo

significativo (p < 0,05).

El tratamiento de los animales con el inhibidor de la dxido nitrico sintasa L-NAME logré
revertir el efecto de translocacién en las fracciones mitocondriales de P15 y P30 hasta en
un 70% (p<0,001), sin embargo, en las fracciones tratadas con PK, sélo en P30 se reducen
los niveles mitocondriales de nNOS (p<0,005). Por otra parte la expresidén en lisados

totales o citosoles no se vio modificada.
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Figura 30. Expresion de nNOS en las etapas post-natales del desarrollo en los modelos

experimentales.  Fracciones de cerebro: citosoles (superior), mitocondrias (medio) y

mitocondrias tratadas con PK (inferior). n=5 por grupo. a: diferencias significativas dentro

del grupo (p<0,05), b: diferencias entre C y H (p<0,005), c: diferencias significativas entre

Hy L-N (p<0,05). C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.
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9.1.2 Evaluacion de la actividad y produccion de NO en el cerebro hipotiroideo.

La actividad de NOS dependiente de calcio, determinada en las distintas fracciones
subcelulares de cerebro por la conversién de 3H-L-Arg a 3H-L-citrulina, correlacioné con
los cambios observados en los niveles de la proteina en los distintos grupos (Figura 30). No

se observé actividad de NOS calcio-independiente.

Los resultados muestran que ambos grupos, control e hipotiroideos presentan una
actividad enzimatica en citosol sin diferencias significativas. Por otra parte, el
hipotiroidismo produjo un aumento de la actividad en la fraccién mitocondrial en el dia
post-natal 15 (p<0,0122) en contraste a los valores basales de entre 90-115
pmoles/min.mg observados en todos los grupos. Esta condicién se mantiene incluso
después del tratamiento con PK, lo que significa que la enzima esta internalizada y la
digestién con PK no afectd su actividad (Figura 30).

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos por la conversion de 3H-LArg a 3H-L-
citrulina, mitocondrias purificadas de higado de rata de los distintos grupos se incubaron

la sonda DAF-FM y se represento la IF de igual manera que para mitocondrias de higado.
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Figura 31. Actividad de NOS Ca*? dependiente durante las etapas de desarrollo
post-natal. Se ensayaron fracciones citosdlicas, mitocondriales y mitocondriales
tratadas con PK provenientes de cerebro (n= 5). b: Diferencias significativas del

grupo H respecto a su C en cada estadio (p<0,005). C: control, H: hipotiroideo.
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El andlisis de las IF (Figura 32) permitié observar, que durante el desarrollo normal se
observd que la produccion de NO aumentd hacia el final de la etapa perinatal,
observandose un patrén diferente en el hipotiroidismo, donde en el dia 30 postnatal se
observaron los valores minimos de DAF. Sin embargo, el hipotiroidismo condujo a un
aumento significativo de la fluorescencia en el dia 15 postnatal duplicando la produccién
de NO respecto al control, tal como ocurrié con la actividad enzimdtica ensayada
anteriormente. Estos resultados son consistentes con la localizacion mitocondrial
observada por western blot, donde las mitocondrias de cerebro exhiben mayor expresién

y aumento de la actividad en el dia 15 durante el desarrollo hipotiroideo.
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Figura 32. Histogramas representando la media de intensidad de fluorescencia
(IF) para DAF. Analisis de mitocondrias purificadas de cerebro (n=4). a: diferencias
significativas dentro del grupo C (p<0,05), b: diferencias significativas de H

respecto a su control (p<0,01). C: control, H: hipotiroideo.
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9.2 Consecuencia del aumento de NO mitocondrial en la produccion de

oxidantes a través de la cadena de transporte de electrones.

9.2.1 Actividad del complejo Iy IV de la cadena respiratoria mitocondrial

La actividad del complejo | fue evaluada por reduccion de 3-dimetoxi-6-metil-1,4-
benzoquinona en mitocondrias purificadas de cerebro. Los resultados demostraron que
durante el desarrollo neonatal normal la actividad maxima se alcanza en el dia 15 post-
natal (80 nmoles/min.mg). En este estadio el grupo hipotiroideo muestra una reduccién
significativa de la misma respecto a su control en el dia 15 y respecto a los hipotiroideos
de otros estadios evaluados (b: p<0,0036), sefialando una inhibicién del CI. En tanto que
las mitocondrias de los grupos tratados con L-NAME lograron incrementar la actividad de

Cl en el dia 15, revirtiendo este efecto de inhibicién (c: p<0,005).

Por otra parte, no se advirtieron cambios durante el desarrollo neonatal del grupo control
en las actividades de complejo IV medido por oxidacién de citocromo c. El hipotiroidismo
provocd una reduccion de la actividad del 50% en los dias 5 y 15 y menor pero aun
significativa en el dia 30 post-natal (b: p< 0,0011). El grupo hipotiroideo tratado con L-
NAME revel6 valores comparables a los observados en el grupo control recién en el dia 30

post-natal (c: p<0,0021).
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Figura 33 Determinacion de las actividades enzimaticas de los complejos | y IV de la
cadena respiratoria (n=6). b: diferencias significativas entre grupo C respecto de H en cada
estadio (p<0,0035), c: diferencias significativas entre grupo hipotiroideo y tratado con L-N

(p<0,005). C: grupo control, L-N: grupo hipotiroideo + L-NAME.

9.2.2 Produccidén de anion superdxido
Considerando el efecto que produjo el hipotiroidismo durante el desarrollo neonatal
sobre las actividades de complejos | y IV se efectud la medicién de la produccién de Oy

sensible a L-NAME por citometria de flujo, usando la sonda DHE en células aisladas de
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cerebro. La media de intensidad de fluorescencia IF permite asumir que el hipotiroidismo
generd un aumento en los niveles de superdxido, de 4 veces con respecto al control en el
dia 15 post-natal que fue revertido por el tratamiento con L-NAME hasta valores
controles, indicando una produccién de superdxido dependiente de NO que no se

modificd en ningln otro estadio del desarrollo en el cerebro por el hipotiroidismo.
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Figura 34. Histograma que representa la fluorescencia para DHE (IF) en células de cerebro
de cada grupo en el desarrollo post-natal (n=5). b: diferencias significativas entre el grupo
Cy H en cada estadio (p<0,01), c: diferencias significativas entre el grupo Hy L-N (p<0,05).
C: control, H: hipotiroideo , L-N: hipotiroideo + L-NAME.
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9.2.3 Tasa de produccién de H,0>
De acuerdo al patrén de produccion de NO vy la IF para DHE se dirigié el andlisis de la

produccién de H,0; al estadio en el cual hipotiroidismo resulté en un aumento maximo

tanto de NO como O3y, que para cerebro fue post-natal 15 (P15).

Se ensayo la produccién total de H,0; sensible a L-NAME células aisladas de cerebro por
citometria de flujo utilizando DCFH vy se utilizé6 como control de especificidad la reduccidn
de la fluorescencia por el agregado de catalasa. Como puede observarse en la Figura 35
los valores estan aumentados pero no presentan grandes variaciones ni en los grupos

hipotiroideos ni en los pre-incubados con L-NAME respecto al grupo control.

control 26,31
hipotiroideo 30,21

L NAME 26,92
———- C+cat 246

Figura 35. Histograma representativo de Intensidad de fluorescencia para DFCH
correspondiente células de cerebro en el estadio 15 post-natal. No se observan diferencias
en los grupos ensayados por esta técnica, solo se presenta sensibilidad a catalasa. (c+cat:

control + catalasa).
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Figura 36. Histograma que representa la produccion de H20, en mitocondrias de
cerebro en P15. b: diferencias significativas respecto a | grupo C (p<0,0318) por analisis de

varianza y test de Dunnett post hoc. n = 4 para cada grupo.

En su conjunto, estos resultados demuestran que la cadena respiratoria mitocondrial
madura y responde diferencialmente en cada etapa perinatal y que en el hipotiroidismo
congénito, el aumento de niveles mitocondriales de NO produce la inhibicion de la
actividad del complejo |y IV. Como resultado se altera el perfil energético mitocondrial y
resulta en la produccion de especies reactivas del oxigeno, las cuales podrian modificar

vias de sefalizacion especificas durante el desarrollo.
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9.3 Cambios de la dindmica mitocondrial producidos por el hipotiroidismo en el

desarrollo post-natal del cerebro.

9.3.1 Andlisis de la regulacién transcripcional de proteinas de fusion/fision
mitocondrial.
La evaluacién de los niveles de ARNm para Mfn2 y Opal revelé que tanto en el desarrollo

perinatal normal como en el hipotiroidismo congénito no se modificaron los niveles de
transcripcién. Sin embargo, el tratamiento de los animales hipotiroideos con L-NAME en el
dia 15 post-natal provocd un aumento en la expresién de las proteinas de fusidn
mitocondrial. Por otro lado, cuando se analizaron los niveles de ARNm para Drp 1 se
observod que el hipotiroidismo generd un aumento significativo de la expresién en el dia
post-natal 30 y que el mismo fue revertido por el tratamiento con L-NAME hasta niveles

control, como se muestra en la Figura 37.
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Figura 37. Modulacién de los niveles de ARNm de Mfn-2, Opaly Drp 1 en el desarrollo
hipotiroideo, evaluados mediante RT-qPCR. (n=7). b: diferencias significativas del grupo
hipotiroideo respecto a su control en cada estadio (p<0,001), c: diferencias significativas
de H respecto al tratamiento con L-NAME. (p< 0,001). C: control, H:hipotiroideo , L-N:

hipotiroideo + L-NAME.
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9.3.2 Expresion de proteinas de dinamica mitocondrial.

La evaluacion de la expresion por western blot de las proteinas de dindmica ensayadas por
RT-gPCR permitié confirmar que el hipotiroidismo incrementa los niveles de Drp 1 en la
fraccion mitocondrial en P30 y que el tratamiento con L-NAME disminuye la presencia de
Drp 1 mitocondrial a valores comparables al grupo control en ese estadio, en forma
consecuente con los resultados obtenidos a partir del ARNm (Figura 38). En cuanto a las
proteinas involucradas en fusidn mitocondrial, en el dia 30, el hipotiroidismo incrementé
la expresién de Mfn2 en mitocondrias. Sin embargo, en el caso de Opa 1, sélo se
incrementaron significativamente los niveles de proteina durante los dias 15 y 30 en el

desarrollo normal.
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Figura 38. Modulacién de la expresién de Drp - 1, Opa 1 y Mfn-2 en el desarrollo
hipotiroideo. Evaluados mediante western blot en fracciones mitocondriales de cerebro.
(n=7). a: diferencias significativas dentro del grupo (p< 0,005), b: diferencias significativas
de H respecto a su control (p< 0,005), c: diferencias significativas de H respecto a L-N

(p<0,05). C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.
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9.4 Efecto del NO perinatal en el patrén apoptético/proliferativo del cerebro:

alteracion en el desarrollo hipotiroideo.

Se ha demostrado que altos niveles de ROS durante el desarrollo alteran no sélo la muerte
de células neuronales y no neuronales en el cerebro sino también los patrones de
migracion y sinaptogénesis.

Considerando los resultados expuestos en las secciones anteriores en los que el
hipotiroidismo congénito a través del incremento de NO generd un desbalance en la
produccién de ROS y una disfuncidn mitocondrial, nuestro objetivo fue descubrir la
consecuencia de la expresion mitocondrial de nNOS en las alteraciones observadas
durante el desarrollo hipotiroideo en el cerebro tanto en neurogénesis, como en el

establecimiento de la memoria y plasticidad sindptica.

9.4.1 Regulacion de la activacion de JNK y Erk por el estado tiroideo

En trabajos previos demostramos que las HT a través del aumento de ROS, regulan en el
higado de rata la activacion de la MAPK Erk1l/2 (franco 2006). Erk se encuentra
involucrada en proliferacion, asi como también diferenciacién neuronal. De esta manera,
decidimos estudiar en base a los resultados anteriores la activacion de Erk a lo largo del
desarrollo postnatal normal e hipotiroideo, incluyendo también el andlisis de Ia
fosforilacion de JNK, otra MAPK involucrada en plasticidad sindptica cuya activacién se
vinculé recientemente al incremento de ROS y NO (Snyder, Shroff et al. 2009).

Se realizo el estudio de las formas fosforiladas activas mediante Western blot a partir de
lisados totales de cerebro de ratas de los diferentes grupos en relacién de la quinasa total.
El analisis de la expresion y activacion de Erk (Figura 39) reveld que en el grupo control la
forma fosforilada activa se incrementé en forma significativa en P30 respecto los estadios
P5-P15 del desarrollo. El hipotiroidismo por otra parte redujo la activaciéon de Erk en P30

respecto a su valor control.
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Figura 39. Western Blot y densitometrias de Erk y pERK en lisados de cerebro (n=5). a:
diferencias significativas dentro del grupo (p<0,05), b: diferencias significativas de H

respecto a su control (p<0,021). C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

En contraste, no hubo regulacion en la expresidon de JNK ya que la misma se mantiene
constante durante el desarrollo tanto normal como hipotiroideo. Tanto en P5 como P30,
el hipotiroidismo aumentd la fosforilacién y activacién de JNK respecto a los animales
controles de cada estadio. El tratamiento con L-NAME provocé una reduccién en la

fosforilacion de JNK en P30 comparable a P30C (Figura 40).
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Figura 40. Western Blot y densitometrias de JNK y pJNK en lisados de cerebro (n=7). b:
diferencias significativas del grupo H respecto a su control en cada estadio (p<0,05), c:

diferencias significativas entre H y LN (p<0,005). C: control, H: hipotiroideo, L-N:

Los resultados sugieren que la activacion de las vias de sefializacion Erk y JNK exhiben un

aumento gradual de la activacion durante el desarrollo normal y se ven modificadas por el

hipotiroidismo congénito a través del aumento en los niveles de NO y oxidantes.
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9.4.2 Influencia del NO en la asociacion mitocondrial Bax y Bcl-2 y liberacion citosdlica
decit c.

Observando la activacién de JNK que produce el aumento de NO, y ROS dependientes de
NO en el hipotiroidismo, decidimos evaluar el efecto sobre la apoptosis generada por la
via intrinseca o mitocondrial. El andlisis de la expresién de Bax y Bcl-2 se realizé mediante
la deteccién con anticuerpos especificos por SDS-PAGE y western blot de fracciones
mitocondriales purificadas de cerebro de cada grupo y se midié la expresion de VDAC
como control de fraccién y normalizador.

Como puede verse en la Figura 41 la expresién mitocondrial de Bax en cerebro en P30 se
incrementd 2.5 veces en el grupo hipotiroideo respecto al grupo control y pudo revertir
significativamente por la inhibiciéon de la produccion de NO en el grupo de animales
tratados con L-NAME indicando que hay un reclutamiento de Bax en la membrana
mitocondrial que es dependiente de NO.

A diferencia de la expresidon de Bax, el andlisis de la expresion mitocondrial del Bcl-2
reveld una modulacién visible durante la etapa perinatal del desarrollo normal, en P15
aumentd 1.8 veces respecto a P5. Se puede observar a su vez, que el hipotiroidismo
redujo la asociacién de Bcl-2 a la membrana mitocondrial hasta un 50% en P15 respecto a

su control. Esta disminucién no logré revertirse por L-NAME.
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Figura 41. Western Blot y densitometrias de Bax y Bcl-2 en mitocondrias de cerebro. a:
diferencias significativas dentro del grupo (p< 0,005), b: diferencias significativas de H
respecto a su control (p< 0,025), c: diferencias significativas de H respecto a L-N (p<0,05).

C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

Para determinar si el reclutamiento de Bax en mitocondria junto con la
disminucion de Bcl-2 puede desencadenar la apoptosis por la via intrinseca, el siguiente
paso fue evaluar la liberacion de citocromo c, en fracciones citosélicas de cerebro de cada
grupo por western blot. El analisis de las densitometrias permite observar que a partir del

dia postnatal 15 el hipotiroidismo produjo la liberacién de citocromo c. En P30 se observé
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la diferencia maxima (2.5 veces vs. control). En ambos estadios (P15-P30) el tratamiento

con L-NAME logro revertir este fenémeno (c p<0,005).
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Figura 42. Western Blot y densitometrias de cit ¢ en citosol de cerebro (n=7). b:

diferencias significativas de H respecto a su control (p< 0,005), c: diferencias significativas

de H respecto a L-N (p<0,025). C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

9.4.3 Regulacién de apoptosis y proliferacion en el desarrollo del cerebro, consecuencias
del hipotiroidismo.

Con el propdsito de corroborar que la asociacién mitocondrial de Bax y liberacion
de citocromo c¢ analizadas previamente conducen a apoptosis en cerebro, se realizd el
ensayo de TUNEL en cortes histoldgicos de cerebro para los tratamientos en cada estadio.
El analisis se centré en el giro dentado del hipocampo que se caracteriza por ser la zona
donde se hallan los progenitores neurales y presenta actividad durante la etapa postnatal.
Los resultados corresponden al porcentaje de nucleos positivos (FITC) respecto el total de

nucleos por campo analizados (DAPI).
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Durante el desarrollo normal se puede observar que en P15 el porcentaje de apoptosis es
de 2,5% siendo el maximo en la etapa postnatal. Por otro lado, la modulacién de la
apoptosis se ve completamente alterada por el hipotiroidismo, aumentando 3 veces en P5
y 10 veces en P30 respecto a sus controles. Estos resultados denotan que el patrén de
apoptosis se halla completamente invertido por el hipotiroidismo en el desarrollo del
cerebro hasta P30y, a su vez, tal como se muestra en el grafico revierten completamente

por el tratamiento con L-NAME a valores controles.
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Figura 43. Histograma del porcentaje de nlcleos apoptéticos evaluados en el giro
dentado del hipocampo (n=6). b: diferencias significativas de H respecto a su control (p<
0,001), c: diferencias significativas de H respecto a L-N (p<0,05). C: control, H: hipotiroideo

, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

Considerando que la falta de HT produce incremento en la muerte celular y es
consistente con alteraciones en el patron de neurogénesis (Mohan, Sinha et al. 2012)
evaluamos proliferacion en cortes histolégicos de cerebro de animales previamente
inyectados en tres dosis sucesivas con BrdU realizando luego una inmunohistoquimica

para BrdU con anticuerpos especificos conjugados con alexa fluor 588.
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El anadlisis se realiz6 como porcentaje de nucleos positivos para BrdU (verde)
respecto a nucleos totales por campo (DAPI) de los grupos control, hipotiroideo e
hipotiroideo + L-NAME para cada estadio. Ambos grupos, tanto control como hipotiroideo

presentaron la proliferacion maxima en el dia postnatal 5, la cual disminuyd 70% en P30.

El hipotiroidismo disminuy6 el porcentaje de nucleos proliferantes respecto de los
animales controles en P5H y P30H; entre 2 y 5 veces respectivamente. La administracion
de L-NAME permiti6 a los animales hipotiroideos recuperar la proliferacién de

progenitores neurales en todos los casos.
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Figura 44. Histograma del porcentaje de nucleos proliferativos evaluados en giro
dentado del Hipocampo (n=6). b: diferencias significativas de H con respecto a su C
(p<0,01), c: diferencias significativas de H respecto L-N (p< 0,0001). C = control, H =

hipotiroideo, L-N = hipotiroideo + L-NAME.

Como conclusion, estos resultados indicaron que el aumento de NO mitocondrial y
la consecuente produccion de ROS condujo a la activacion de quinasa JNK y la disminucion
en la fosforilacion de ERK en estadios especificos durante el desarrollo, activando la via
intrinseca de apoptosis dependiente de Bax que tuvo como consecuencia la liberacion de

citocromo c en el dia 30 postnatal. El resultado se evidencié como un cambio en el patron
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apoptdtico y de proliferacion en el cerebro de los animales hipotiroideos que en P30

revierte al inhibir la generacion de NO.

9.5 Alteraciones producidas por el NO en genes del metabolismo mitocondial

involucrados en LTP durante la etapa perinatal.

Se sabe que muchas enfermedades neurodegenerativas tienen su raiz en alteraciones de
genes mitocondriales, recientemente se vincularon genes que modifican el metabolismo
mitocondrial a alteraciones en propiedades de la plasticidad sinaptica (De Roo, Klauser et
al. 2008). En base a estos antecedentes y los resultados de apoptosis y proliferacion
hipocampal, decidimos analizar los niveles del ARNm para los genes Atf4, PkCy, Chp que
regulan la fisiologia mitocondrial, son estimulados por el aumento de ROS y se ven

implicados en el mecanismo de LTP.

Se sintetizaron los cDNA por rt-PCR desde 2ug de ARN aislado de cerebro de los animales
de cada grupo. Se utilizaron como normalizador el gen de GAPDH vy calibrador la
expresion relativa de cada gen respecto al cDNA de cerebro de un postnatal 90 (P90),

considerado como animal adulto control.

Los resultados indicaron que el hipotiroidismo incrementd la expresién de estos genes a
medida que avanza el desarrollo post-natal. La expresion de Atf4 fue aumentada
significativamente en P5H respecto del control. Tanto PkCy, Atf4 y Chp incrementaron su
expresién en P30H respecto a su control (PkCy 4 veces, p<0,05; Atf4 8 veces, p<0,025,
Chp 10 veces p<0,05), y en este estadio, la administracion de L-NAME fue capaz de revertir
en forma absoluta la expresion de los 3 genes a valores observados en animales
eutiroideos, demostrando la importancia del NO en la regulacidn de la expresion de dichos

genes.

Se utilizé el gen de Neurogranina RC3, también involucrado en LTP pero directamente
vinculado tanto a la accién de las hormonas tiroideas como del NO. Muchas
enfermedades neurodegenerativas se correlacionan con una disminucién en su expresion.

Como puede verse en los niveles de ARNm para RC3, cuando se administra L-NAME los
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niveles de expresién se incrementan hasta 15 veces, sin cambios producidos por el

hipotiroidismo.
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Figura 45. Modulacidn de la expresién de PKCy, Nrg, Atf4 y Chp en el desarrollo
hipotiroideo, evaluados mediante gRT-PCR, los histogramas corresponden a las veces de
induccidn respecto a P90. b: Diferencias significativas de H con respecto a su C (p<0,05), c:
diferencias significativas de H respecto L-N (p< 0,05). C: control, H: hipotiroideo, L-N:

hipotiroideo + L-NAME.

9.6 Evaluacion de alteraciones conductuales provocadas por el hipotiroidismo

congénito a través del aumento post-natal del NO.

Considerando que previamente demostramos el aumento en la produccion de oxidantes
mediada por NO y que la apoptosis en células de hipocampo durante el desarrollo

postnatal provocadas por el hipotiroidismo resultdé en la expresion aumentada de genes
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de estrés involucrados en LTP, como paso siguiente nos planteamos evaluar el efecto que

tiene la alteracion de estos parametros en ensayos conductuales.

A partir de test conductuales y motores se estudid como el hipotiroidismo congénito
afecta el desarrollo del comportamiento relacionado a la ansiedad, aprendizaje espacial,
capacidad de memoria, desarrollo motriz. Los tests realizados fueron el open field y el Grip

Strength Test a los 30/80 dias postnatales de los diferentes grupos.
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Figura 46. Histograma que indica el tiempo en el centro (OF) al minuto y a los 5 minutos.
No se observaron diferencias significativas. El tratamiento con L-NAME no modificd
parametros del grupo control.

Como primer paso, en los ensayos conductuales de open field se incluyd un grupo control
+ L-NAME para corroborar que la inhibicién de nNOS en el hipotiroidismo revierte el
fendmeno de LTP descartando un efecto per se por la administraciéon de L-NAME. En el
grafico de la Figura 46 se puede observar como los animales control tratados con L-NAME
no presentan diferencias en los niveles de ansiedad medidas por el tiempo que
permanecen en el centro del open field con respecto a sus contrapartes sin tratar. A su

vez, evaluando el mismo pardmetro como se indica en la figura 47, podemos observar que
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los animales hipotiroideos presentan un comportamiento de tipo ansioso
significativamente mayor (p>0,05) al de los animales control. En cambio los animales del
grupo hipotiroideo tratados con L-NAME no son distinguibles estadisticamente del grupo
control; sin embargo, tampoco presentan diferencias conductuales estadisticamente

significativas con el grupo hipotiroideo infiriendo una reversidn parcial del fenotipo.
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Figura 47. Gréficos correspondientes al tiempo en el centro evaluados con el paradigma
OF (n=8). Estudio realizado a los 30 dias postnatales (izquierda) y a los 80 dias postnatales
(derecha). b: diferencias significativas del grupo H respecto al grupo C (p< 0,005). C:

control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

Otro paramento importante para evaluar ansiedad y locomocion en el open field, es la
cantidad de cruces por el centro del campo que realizan los animales estudiados. En este
caso fue posible observar una reversion total del fenotipo hipotiroideo por parte del
grupo tratado con L-NAME a los 80 dias de edad, a pesar de no observarse diferencias a

los 30 dias, dando cuenta de una capacidad de aprendizaje/madurez cognitivo mayor.
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Figura 49. Gréficos correspondientes a los cruces evaluados con el paradigma OF (n=8).
Estudio realizado a los 30 dias postnatales (izquierda) y a los 80 dias postnatales (derecha).
b: diferencias significativas de H con respecto a su control (p<0,005), c: diferencias
significativas de H respecto L-N (p< 0,05). C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo +

L-NAME.

Por ultimo, se evalud el nimero de veces que los animales se levantaban sobre sus patas
traseras (rearings). Al igual que el tiempo en el centro del campo, este pardmetro es
asociado a conductas relacionadas a la ansiedad y al aprendizaje espacial. En este caso se
observd una mejora significativa en este pardmetro por parte del grupo tratado con

respecto al grupo hipotiroideo a los 80 dias.
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Figura 48. Gréficos correspondientes a rearings evaluados por paradigma OF (n=8).
Estudio realizado a los 30 dias postnatales (izquierda) y a los 80 dias postnatales (derecha).
Arriba se muestran los rearings por minutos. Abajo los histogramas representan rearings
totales evaluados en 5 minutos. b: diferencias significativas de H con respecto a su
control (p<0,05), c: diferencias significativas de H respecto L-N (p< 0,05). C: control, H:

hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

El Grip Strength test, ensayo que permite medir la fuerza de agarre de las extremidades
anteriores es utilizado como indicador de la funcién neuromuscular. Como se ve en la
Figura 49, las ratas hipotiroideas presentan una disminucién significativa de la
performance con respecto a lo observado en las ratas del grupo control tanto a los 30
como a los 80 dias, p<0,05. En cambio, las ratas hipotiroideas tratadas con L-NAME, tanto
a los 30 como a los 80 dias, mostraron un mejor rendimiento en los resultados de dicho
test. Esta mejoria parcial no significativa fue suficiente como para que el grupo tratado no
sea distinguible estadisticamente al grupo control observandose una reversién parcial del

fenotipo hipotiroideo.
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Figura 50. Tiempo de sujecién en milisegundos evaluados mediante Grip Strength.
. OF (n=8). Estudio realizado a los 30 dias postnatales (izquierda) y a los 80 dias

postnatales (derecha). b: diferencias significativas del grupo H respecto al grupo C p< 0,05.

C: control, H: hipotiroideo, L-N: hipotiroideo + L-NAME.

Los resultados comprendidos en éste ultimo capitulo demuestran que aumento de NO
producido por el hipotiroidismo congénito en la etapa perinatal, modifico el metabolismo
mitocondrial e incrementd la expresion de genes relacionados con el deterioro cognitivo en
P30. Este fendmeno sumado a la apoptosis observada previamente se vincula a anomalias

conductuales asociadas a la ansiedad y aprendizaje observadas en los animales a los 80

dias post-natales.
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10 DISCUSION.

El hipotiroidismo es un desorden enddcrino asociado a la disminucion de la utilizacion del
oxigeno y de la tasa de proliferacion celular (Hoch 1988, Carreras, Peralta et al. 2001,
Moro, Marra et al. 2004) que, cuando se genera de manera congénita tiene como
consecuencias malformaciones, retraso en el crecimiento, anomalias en el desarrollo de

drganos y déficit cognitivo (Rastogi and LaFranchi 2010, Kallen and Norstedt Wikner 2014)

A nivel mitocondrial el hipotiroidismo genera disfuncion en la cadena respiratoria,
aumentando la produccion de radicales libres, y disminuye las defensas antioxidantes
(Amara, Bouaziz et al. 2010, Jena and Bhanja 2014) contrariamente a lo esperado, dado
que la supresion metabdlica que ejerce la falta de HT, al disminuir la utilizacion de O;
también disminuiria la tasa de ROS producidas habitualmente, a través de la cadena

respiratoria.

Por otra parte, trabajos realizados en nuestro laboratorio demostraron que la disminucion
de hormonas tiroideas, luego de 28 dias de tratamiento con metimazol, incrementan la
expresion y translocacion de nNOS en mitocondrias de higado de rata (Franco2006). Como
consecuencia, se produce la nitracion e inhibicion del complejo I, reduciendo el consumo de

oxigeno basal.

A su vez, el NO, a través de la inhibicion de la cadena respiratoria, conduce al aumento de
ROS. Anteriormente se implicaba la generacion de ROS sdlo en procesos fisiopatoldgicos;
en los ultimos afos, se ha demostrado su participacion en la regulacion de mdltiples vias
de sefializacion especifica (Coyoy, Olguin-Albuerne et al. 2013, Urao and Ushio-Fukai 2013,

Basu, Rajakaruna et al. 2014)

En esta Tesis, se describen los mecanismos por los cuales el NO genera alteraciones
durante el desarrollo post-natal de higado y cerebro actuando sobre vias de sefializacion

mitocondriales, en la fisiopatologia del hipotiroidismo congénito.
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Se utilizé un modelo de hipotiroidismo congénito por administracion de metimazol, el cual
produjo un cambio en el patrén de expresion de la enzima nNOS y su localizacion
subcelular. El aumento de NO provocd la inhibicion de los complejos |y IV de la cadena
respiratoria mitocondrial incrementando la produccion de ROS lo que modificé la
dindmica mitocondrial tanto en cerebro como en higado. Estos cambios finalmente
condujeron a la activacion de vias apoptdticas que en cerebro alteraron el patron
apoptético/proliferativo de células neuronales afectando los procesos de establecimiento

de la memoria.

Como primera aproximacion, se evaluaron los niveles de TSH en grupos hipotiroideos y
control en cada estadio post-natal estudiado (P5-P15 y P30) para confirmar el efecto del
metimazol administrado a las madres sobre la produccion de hormona tiroidea
embrionaria y post-natal. Los resultados hallados son consecuentes con un hipotiroidismo
embrionario y perinatal en rata, y se relacionan directamente con la disminucion de T3 y
T4 provocada por metimazol (Hood, Liu et al. 1999). Estudios anteriores permiten
establecer que el metimazol atraviesa la barrera placentaria y se transmite por la leche
materna (Mortimer, Cannell et al. 1997, Streetman and Khanderia 2003).De acuerdo con la
literatura, el hipotiroidismo materno y durante la primera mitad del desarrollo
embrionario resulta en un retraso del crecimiento, el cual se evidencid por el peso corporal
reducido que mostré el grupo hipotiroideo respecto a los controles en los estadios post-
natales 15-30. Si bien el hipotiroidismo inducido por metimazol reduce la ingesta diaria en
ratas adultas y recién nacidas (Alva-Sanchez, Pacheco-Rosado et al. 2012), estd
ampliamente demostrado que la disminucion en el peso corporal se debe mayormente a la
disminucion en la produccion de hormona de crecimiento (GH, del inglés growth hormone)
que muestran crias de madres a las que se administré metimazol (Ahmed, Abd El-Tawab et
al. 2010) o incluso, la reduccion del peso puede deberse a que disminuye la expresion de
IGF-I (del inglés: insulin-like growth factor-1, el cual depende de HT y afecta a la

proliferacion celular ademds de proteger contra la apoptosis (Xing, Govoni et al. 2012).

Trabajos anteriores realizados por nuestro laboratorio y por  varios grupos de
investigacion asociaron numerosas patologias, tales como diabetes y obesidad, sepsis,
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enfermedades neurodegenerativas y particularmente el status tiroideo con modificaciones
de la expresion de nNOS y eNOS. A su vez estas dos enzimas se ven fuertemente
involucradas en la fisiopatologia de la enfermedad (Carrillo-Sepulveda, Ceravolo et al.

2010, Finocchietto, Holod et al. 2011).

Por otra parte, previamente documentamos que durante el desarrollo embrionario y
postnatal temprano del higado de rata, una variante mitocondrial de nNOS regula a través
del estado oxidativo la proliferacion de los hepatocitos (Carreras, Converso et al. 2004). De
este modo, el andlisis del patron de expresion de nNOS en higado nos permitio observar
que durante el desarrollo post-natal, modificé el patrén de localizacion mitocondrial
generando un incremento en mitocondrias en el dia 30 post-natal. Si bien la actividad de la
enzima sélo se ve aumentada en la fraccion citosdlica, los resultados de expresion son
consistentes con la produccion de NO ensayada en mitocondrias por incorporacion de DAF

(figura 24).

Durante el desarrollo fetal y neonatal existe un incremento en la funcion mitocondrial con
el fin de proveer la energia para el desarrollo adecuado de los tejidos. La maduracion de la
cadena respiratoria mitocondrial entonces, varia segun el tipo de tejido y el estadio del
desarrollo (Valcarce, Vitorica et al. 1990, Almeida, Bates et al. 1994) . Del andlisis de las
actividades de los complejos de la cadena respiratoria en mitocondrias de higado,
podemos concluir que durante el desarrollo post-natal normal no se alterd la actividad del
complejo IV en mitocondrias de higado, mientras que aumentd la actividad del complejo I.
En el hipotiroidismo congénito la actividad del complejo | permanecio igual al basal (P5),
siendo significativamente menor que los controles en los estadios P15 y P30, y revertido
por la infusion de L-NAME a valores controles (figura25). Si bien se sabe que las HT regulan
la expresion de las diferentes subunidades de los complejos | y IV de la cadena respiratoria
(Sheehan, Kumar et al. 2004), la evidencia sugiere que no existe una correlacion de la
expresion de las mismas con la actividad de los complejos, especialmente en higado
(Fernandez-Vizarra, Enriquez et al. 2011). Por otra parte, la localizacion subcelular de nNOS
seria esencial para la focalizacion de los efectos del NO sobre la regulacion del consumo de
oxigeno mitocondrial, como lo describieron previamente (Carreras, Peralta et al. 2001) en
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higado y musculo esquelético de rata y (Barouch, Harrison et al. 2002) en corazon de
ratén. De esta manera, y considerando que el NO actua directamente sobre los complejos
de la cadena respiratoria para disminuir su actividad y que el tratamiento con el inhibidor
L-NAME revirtid las actividades de Cl, se confirma la relacion entre el NO mitocondrial y la

disminucion de actividad del C | provocada por el hipotiroidismo.

De acuerdo a los descrito por (Poderoso, Carreras et al. 1996) a concentraciones bajas de
NO (menores a 100nM) aumenta la produccion mitocondrial de Oy y H,O; a través de la
inhibicion del complejo citocromo oxidasa. Si bien, en los resultados de actividad de
complejo IV no se ve una inhibicion significativa, la produccion de O, ensayada en
hepatocitos se incremento significativamente por el hipotiroidimo en el dia 30 y fue
revertida por el tratamiento con L-NAME entre los dias (5-15) indicando que responde al
aumento en los niveles de NO mitocondrial. Una de las formas de incrementar la
produccion de superdxido podria ser por aumento de la actividad de NADPH oxidasas, pero
numerosos trabajos indican que la activacion de las mismas conduciria a la estimulacion
de la produccién de NO y no de manera contraria, es decir que la expresion y actividad de
NADPH oxidasas no son inducidas por aumento de NO y tampoco revertidas por inhibicion

del mismo (Bodiga, Gruenloh et al. 2010).

Por otra parte, a concentraciones mayores de NO (0,5uM), se dirige la actividad de la
cadena respiratoria en su mayoria, a la formacion de Oy. Este Oz al unirse al NO produce
ONOO-, que es capaz de inhibir la actividad del C | por nitracidn. Si bien se describié que el
aumento de NO mitocondrial puede resultar en una inhibicion selectiva del complejo I sin
formacion de ONOO™ por inhibicion de la enzima o-cetoglutarato deshidrogenasa,
encargada de proporcionar el NADH al complejo | (Hsu, Srinivas et al. 2005), en el 2006,
Franco demostré que la disminuciéon de hormonas tiroideas genera una reduccion en el
metabolismo mitocondrial, por medio de la nitracion del complejo | en mitocondrias de
higado de rata y su consecuente inhibicion. De acuerdo a la produccion de H>O; ensayada
en mitocondrias de higado en el estadio 30 (Figura 27), estadio en el cual se observo la

produccion mdxima de Oz, no hay diferencias significativas entre las producciones de los
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diferentes grupos, estos datos podrian estar indicando que el Oy se desplazd hacia la

formacion de ONOO-.

Hay cada vez mds evidencia que relaciona el aumento de ROS con los cambios producidos
en la dindmica mitocondrial (Su, Chiu et al. 2014, Watanabe, Saotome et al. 2014). Sin
embargo, esta interaccion es bidireccional;, pero hasta el presente no se hallan bien
definidos los pardmetros que la regulan. Asi, la fision mitocondrial puede a menudo
generar un aumento en la produccion de ROS, asi como también estd documentado el
aumento de fision resultante de la produccion de ROS por inhibicion de la cadena de

transporte de electrones (Guillery, Malka et al. 2008).

En la presente tesis se evalud en higado de rata la expresion de las proteinas que regulan
la dindmica mitocondrial por g-PCR y western blot con el objeto de establecer una
correlacion entre los cambios en la produccion de oxidantes y la estructura mitocondrial.
Durante el desarrollo normal, Se observd la disminucion del ARNm para Opal, sin
manifestarse diferencias en la transcripcion de Mfn2 y Drp-1 Sin embargo, el
hipotiroidismo produjo un incremento transcripcional sobre Mfn2 en el dia 15 y Drp1 en el
dia 30 postnatal (Figura 28), consecuente con el aumento de estrés oxidativo mediado por

NO y siendo esta induccion revertida por L-NAME.

En cuanto a los niveles mitocondriales de las proteinas de dindmica evaluados mediante
western blot, durante el desarrollo normal de higado se observd una disminucion
progresiva en la expresion de las proteinas de fusion Mfn2 y Opal y un aumento de Drp1
involucrada en fision. Este patron podria explicar la distribucion aislada de las
mitocondrias en hepatocitos adultos (Kuznetsov, Hermann et al. 2009). En el
hipotiroidismo congénito no se observaron cambios en la expresion de las proteinas de
dindmica durante el desarrollo perinatal, ni respuesta por el tratamiento con el inhibidor

de la NOS.

Muchos de los efectos mitocondriales de las hormonas tiroideas en el higado, estdn
relacionados al NO y vinculados a cambios en el metabolismo mitocondrial y basal. En
otros tejidos y drganos tales como el cerebro la relevancia de las hormonas tiroideas es
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fundamental durante el desarrollo embrionario y postnatal temprano, ya que coordinan
los procesos de morfogénesis y maduracion del sistema nerviosos central. Estas hormonas
regulan el crecimiento dendritico y axonal y la formacion sindptica. La deficiencia de
hormonas tiroideas en los periodos prenatal y neonatal produce retraso en el crecimiento y
severo deterioro cognitivo. El deterioro cognitivo puede manifestarse como déficit en

atencidn y procesamiento de memoria, inteligencia general y habilidades visual-espaciales.

Teniendo el conocimiento de que el NO en el cerebro actia como un mensajero secundario
y tiene importantes funciones como neurotransmisor y neuromodulador ademds de la
creciente evidencia que lo relaciona a los procesos de (long term potentiaton) LTP, uno de
los principales objetivos de esta tesis fue evaluar el cambio en los niveles mitocondriales de
NO vy las vias especificas a través de las cuales actua para generar las consecuencias del
desarrollo hipotiroideo andémalo en cerebro. Durante el hipotiroidismo congénito los
patrones postnatales de expresion mitocondrial de nNOS fueron alterados aumentando
considerablemente en los dias 15 y 30 postnatal. En 2002, en nuestro laboratorio se
advirtio que durante el desarrollo embrionario y postnatal normal del cerebro, una
variante de nNOS se reclutaba a la membrana interna mitocondrial (Riobd,2002); sin
embargo, los niveles mitocondriales de nNOS son superiores respecto al desarrollo normal
en las etapas postnatales evaluadas. Hay cada vez mds evidencia que relaciona la
expresion aumentada de nNOS con enfermedades neurodegenerativas a través del dafio
oxidativo/nitrosativo generado (Ortiz Mdel, Lores-Arnaiz et al. 2013, Aliev, Priyadarshini et
al. 2014) y considerando que la cadena respiratoria mitocondrial es una de las fuentes de
ROS principales en la célula, es importante considerar el efecto nocivo que podria tener su

confinamiento en la mitocondria.

La Oxido Nitrico Sintasa Neuronal es una variante cuya actividad se ve regulada por los
niveles de Ca intracelulares. En cerebro la isoforma predominante es la neuronal, y dado
que el andlisis de las variantes de mtNOS sugiere que no cruza con eNOS (Lacza, Snipes et
al. 2003, Ghafourifar and Cadenas 2005, Hall, Wang et al. 2012), se pueden atribuir los
niveles de actividad de NOS Ca-dependiente ensayados a la isoforma neuronal
especialmente en las fracciones mitocondriales donde la actividad Ca dependiente
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aumenta en P15 paralelamente con la expresion de nNOS en el hipotiroidismo congénito
(Figura 31). Los resultados demuestran que posterior al tratamiento de la fraccion
mitocondrial con proteinasa K, utilizada con el fin de remover proteinas de la superficie
mitocondrial, la expresion de nNOS se mantiene aumentada significativamente por el

hipotiroidismo en P15 y P30.

Tal como describimos anteriormente en mitocondrias de higado, la expresion de nNOS se
ve regulada por las hormonas tiroideas. Adicionalmente, Hosseini y col. relacionaron en el
2010 el aumento de oxido nitrico en cerebro producido por el hipotiroidismo neonatal con
anomalias en el comportamiento ensayado mediante tests conductuales; sin embargo, no
se establecio el origen de dicha alteracion. Considerando que en higado el hipotiroidismo
genera el aumento de ROS por inhibicion de la actividad de los complejos | y IV de la
cadena de transporte de electrones, analizamos el efecto del NO sobre los complejos | y IV
en mitocondrias de cerebro, como influye este fendmeno en la formacion de ROS y en qué
momento especifico del desarrollo post-natal. Nuestros resultados muestran que el
hipotiroidismo congénito generd la disminucion de la actividad del complejo IV en estadios
tempranos (Figura 33) y redujo de manera significativa la actividad de complejo | en P15,
este comportamiento se revirtio cuando inhibimos la produccion de NO por infusion con L-
NAME en animales hipotiroideos. De manera que el NO produce en primera instancia la
inhibicion reversible del complejo IV para luego inhibir por nitracion al complejo I; este
fenémeno ocurre a concentraciones mayores y reciproco al aumento de oxidantes, como
se discutio previamente. El patrdn de los niveles de DHE nos permitié asociar la produccion
de superdxido a los niveles de NO mitocondrial y la disfuncion observada principalmente
en el complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial mds que a los valores citosdlicos; de

esta manera, se dirigio el andlisis de la producciéon de H;O, a los estadios donde el
hipotiroidismo resulté en un aumento significativo tanto de NO como O3, el cual fue P15

para cerebro. El andlisis de los niveles de Oz y H20; a su vez, fue consistente con la
inhibicion de complejo | indicando que a los 15 dias post-natales el hipotiroidismo ejerce
un efecto inhibitorio sobre la actividad mitocondrial y el desbalance redox a través del

aumento mitocondrial de NO. Antecedentes del estudio en hipotiroidismo neonatal de los
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niveles de ROS y la expresion de enzimas antioxidantes demuestran que este periodo del
desarrollo en el cerebro estd sujeto a importantes cambios en los niveles basales de
actividad enzimdtica por lo cual un aumento de ROS generado por la falta de hormonas
tiroideas puede conducir a drdsticas alteraciones morfoldgicas y a la proliferacion celular

(Bhanja and Jena 2013).

Muchas de las enfermedades neurodegenerativas estdn asociadas a cambios no sélo en
ultraestructura sino en la morfologia y dindmica de los eventos de fusion-fision
mitocondrial (Cuesta, Pedrola et al. 2002, Zuchner, Mersiyanova et al. 2004, Waterham,
Koster et al. 2007, Deng, Dodson et al. 2008, Poole, Thomas et al. 2008, Yang, Weissman
et al. 2008). La neurodegeneracion asociada a esas patologias sugiere que la funcion y
supervivencia de neuronas depende de la dindmica mitocondrial. Anteriormente se
discutio el papel de ROS en los cambios sufridos en la fusion-fision mitocondrial. Sin
embargo, en el contexto del desarrollo neuronal, tanto la produccion de ROS como la
dindmica mitocondrial varian de acuerdo a los requerimientos energéticos y de
diferenciacion del tejido (Villeneuve, Stauch et al. 2014). Estudios recientes asociaron la
neuroapoptosis y alteraciones en sinaptogénesis en ratas de 5 dias post-natales sometidas
a anestesia (isofluorano y 6xido nitroso) , al aumento de la fision mitocondrial por
reclutamiento de Drp-1 en mitocondrias de cerebro ocasionada por el desbalance redox
(Boscolo, Milanovic et al. 2013); A su vez se demostré que las anomalias en el
comportamiento y morfologia del cerebro ocasionadas por estrés durante la etapa
prenatal generan aumento de ROS y sobreexpresion de Drp-1 y Mfn2 que llevan finalmente
a la apoptosis y mitofagia de mitocondrias hipocampales (Feng, Zou et al. 2012). Estos
trabajos apoyan nuestros resultados donde la expresion aumentada de nNOS y ROS
observada en P15 incrementé la fision mitocondrial por expresion y reclutamiento
mitocondrial de Drp-1 en el siguiente estadio (P30). Todos estos cambios son revertidos
por la inhibicidn del NO y se evidencia que en P15 la administracidn del inhibidor de NOS
incrementa la transcripcion de Mfn-2 y Opal que participan en el proceso de fusion
pudiendo de esta manera compensar la fision aumentada que el hipotiroidismo genera en

P15. En paralelo, el aumento de Drp-1 se correlaciond con el observado en higado en la
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etapa perinatal mds tardia (Figura 38) y se logro revertir por inhibicion de la produccion de
L-NAME. Se sabe que la sobreexpresion de Mfns o un dominante negativo de Drpl
previenen parcialmente la fision mitocondrial y la muerte neuronal por NO. Otro estudio
encontré que el estrés oxidativo promueve la fision mitocondrial en neuronas granulares
del cerebelo, y que la sobreexpresion de Mfn2 contribuye a la proteccion de las mismas
(Jahani-Asl, Cheung et al. 2007). En este trabajo nos planteamos evaluar que contribucion
tienen las alteraciones en la dindmica mitocondrial y su relacién con el aumento de ROS
durante el desarrollo en el hipotiroidismo.

Las MAPKs mediante su via sefializacion median mdultiples procesos celulares durante el
desarrollo normal del cerebro, incluyendo la expresion génica, el movimiento, el
metabolismo, la diferenciacion, la proliferacion y la muerte celular programada y
frecuentemente son reguladas por ROS (Grewal, York et al. 1999) Las MAPKs Erk 1/2
responden a sefales extracelulares como factores de crecimiento, y hormonas activan la
via Erk (Sweatt 2001), mientras que JNK se activa principalmente por estimulos de estrés y
se asocian en gran medida con la muerte celular programada en el cerebro (Xia, Dickens et
al. 1995). En el hipocampo, Erk ha estado implicado en los fendmenos de plasticidad
neural, tales como potenciacion a largo plazo (LTP), depresion a largo plazo (LTD) y
formacion de la memoria (Ping and Schafe 2010) y recientemente se ha evidenciado que
INK se ve también implicado en la modulacion de la plasticidad del hipocampo (Sweatt
2001, Seo, Hong et al. 2012). El estudio de la regulacion de Erk establece la relacion entre
la activacion hipocampal de la quinasa con aprendizaje realizado en Morris Water Maze y
también la fosforilacion en la region CA1 durante LTP (Sweatt 2001). Por otra parte, se
sabe que el hipotiroidismo es capaz de alterar el patrén de activacion en cerebelo de rata
durante la etapa 8-12 post-natal (Mathies, Mattson et al. 2009). En base a lo expuesto en
la bibliografia, nuestros resultados indican que efectivamente hay un patron de activacion
durante el desarrollo, que es mdximo en P30 cuando ya el SNC se encuentra maduro, y que
el hipotiroidismo disminuye precisamente la fosforilacion de Erk en ese periodo critico, la
que podria estar afectando tanto el aprendizaje como la sinaptogénesis o la proliferacion

hipocampal. Contrariamente, el hipotiroidismo incrementé considerablemente la
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fosforilacion de JNK en los dias 5 y 30 post-natales lo que es consecuente tanto al aumento
de NO (P5) como de la produccion de ROS dependientes de NO (P30) y reversible de
manera significativa por administracion de L-NAME, esto concuerda con datos que revelan
que el hipotiroidismo hiperfosforila a JNK en cerebro post-natal de rata para disminuir el
transporte axonal y conducir a la apoptosis hipocampal via PI3K/Akt/GsK3 en el dia 7
postnatal en un modelo de neurodegeneracion (Cattani, Goulart et al. 2013, Shah, Lee et
al. 2014)

Una de las vias apoptdticas principales la constituye la via intrinseca que involucra la
sefalizacion mitocondrial y el reclutamiento de las proteinas Bax y Bc-xL, estudios
recientes en un modelo neurodegenerativo de Alzheimer en rata demuestran que la
activacion hipocampal de JNK conduce a la apoptosis a través del aumento de la expresion
de Bax en funcion de Bcl-2 y tiene como consecuencia alteraciones en el comportamiento,
paralelamente en este modelo el aumento de ROS disminuye la expresion de Erk (Ramin,
Azizi et al. 2011, Ashabi, Ramin et al. 2012). En nuestro modelo, los cambios en JNK y el
aumento de Bax en la superficie mitochondrial se correlacionan con la literatura, pero
también puede verse en la Figura 41 que el aumento de oxidantes generados en forma
dependiente de NO en el estadio 15 post-natal conducen en ese estadio a la disminucion

de Bcl-2 en mitocondrias y que el reclutamiento de Bax se produce en P30.

El hipocampo es el principal componente en la consolidacion de la memoria, y el mds
sensible a la deprivacion de hormonas tiroideas. El hipotiroidismo genera dificultades
cognitivas y retrasos en el aprendizaje asociados a alteraciones hipocampales (Gerges and
Alkadhi 2004, Gerges, Alzoubi et al. 2004, Zhu, Wang et al. 2006) y conduce a cambios en
la plasticidad y trasmision sindptica en el cerebro adulto; a su vez, el déficit de hormonas
tiroideas en el cerebro adulto conduce a la pérdida de neuronas hipocampales (Alva-
Sanchez, Ortiz-Butron et al. 2002, Gilbert 2004). Sin embargo, el mecanismo por el cual
genera el dafio celular se desconoce. Se observé que durante el hipotiroidismo las
mitocondrias sindpticas se vuelven mds susceptibles al estrés oxidativo y aumentan los
niveles de factores pro-apoptdticos (Zhuravliova, Barbakadze et al. 2012). El andlisis de la

liberacion de citocromo c en nuestro modelo reveld que el reclutamiento de Bax en P30 se
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condice exactamente con el estadio en que se produce el aumento citosdlico de citocromo
¢ (Figura 42). El estudio de la expresion de las proteinas de la familia de Bcl-2 en el
desarrollo normal del cerebro muestra una expresion elevada en las dos primeras semanas
post-natales y luego va disminuyendo en la cuarta semana post-natal, el balance entre
proteinas pro y anti apoptdticas determina una ventana de susceptibilidad para el cerebro
en desarrollo a los agentes que dirigen la apoptosis por la via mitocondrial (Shimohama,
Fujimoto et al. 1998, Soane, Siegel et al. 2008). Por otra parte, el desarrollo apropiado del
SNC requiere un balance coordinado entre eventos de proliferacion y apoptosis (Kim and
Sun 2011). La activacidn de la apoptosis por la via intrinseca, originada por la liberacion de
citocromo c desde la mitocondria al citosol, es principalmente regulada por incrementos en
los niveles de ROS. En esta tesis corroboramos que el hipotiroidismo congénito mediante el
aumento de ROS, alterd el patrén mitocondrial de Bcl-2 y Bax produciendo apoptosis por la
via mitocondrial. Los resultados de apoptosis ensayada por TUNEL coincidieron con la
liberacion mitocondrial de citocromo c, en este modelo, la inhibicion en la produccidon de
NO por administracion de L-NAME fue capaz de revertir ambos efectos e incluso el
reclutamiento mitocondrial de Bax ocasionados por el hipotiroidismo. Es importante
considerar que a través del NO el hipotiroidismo generé un aumento en la expresion de
Drp-1 en P30 como se discutié anteriormente, este fendmeno coincide con el aumento de
la apoptosis observado en la Figura 43, y a su vez es consistente con la afirmacion de que
la fision mitocondrial en necesaria para la apoptosis generada por la via intrinseca.
Todavia se desconoce qué evento se produce primero, pero estudios realizados en cultivos
de neuronas corticales de rata confirman que la down-regulacion de Drp-1 evita la
fragmentacion y posterior liberacion de citocromo c y revierte la muerte celular inducida

por NO (Barsoum, Yuan et al. 2006).

Todos estos cambios que el hipotiroidismo congénito generd en la etapa perinatal y que
convergen en la alteracion completa del patron apoptdtico-proliferativo, se asocian con
las alteraciones conductuales de aprendizaje y ansiedad. Dado que el aprendizaje tiene sus
bases fisiologicas en el fenémeno de LTP (De Roo, Klauser et al. 2008), nuestros resultados

permitieron corroborar el impacto del hipotiroidismo congénito en dicho fenémeno. Tanto
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PkC como CHP se ven fuertemente involucradas en la transmision sindptica, y si bien son
necesarios para el establecimiento de plasticidad sindptica en el cerebro en desarrollo
(Nakamura, Miyake et al. 2002, Sinha, Khare et al. 2009, Mogha, Guariglia et al. 2012),
estudios realizados en ratas transgénicas con sindrome de ADHD (Desorden de
hiperactividad, déficit de atencién y autismo), correlacionan la expresion hipocampal
aumentada para los genes de CHP y PkC en la etapa postnatal de 28 dias. Dichos genes
regulan la activacion o inhibicion de Calcineurina y finalmente su accién sobre los
receptores NMDA en el fendmeno de LTP (Zhang-James, Middleton et al. 2012). En nuestro
modelo, resultados similares del aumento transcripcional en CHP y PkC indican que el
hipotiroidismo congénito puede regular la transcripcion de genes involucrados en LTP,
probablemente mediante la liberacion del Ca* mitocondrial. Esta liberacion puede
producirse durante el fendmeno de liberacion de citocromo ¢, como también por una
modificacion del contacto entre el reticulo plasmdtico y la mitocondria, el cual esta
mediado por la accion de Mfn2 y Drp-1 entre otras proteinas mitocondriales (Takeuchi,

Kim et al. 2015).

En cuanto a la regulacion transcripcional de Atf4, nuestros resultados mostraron que el
hipotiroidismo congénito produce un aumento significativo en la etapa P5 y P30. ATF4 es
un factor de trascripcion involucrado en la via CREB capaz de dirigir la apoptosis en
cerebro por diversos factores, como influjo de Ca y la activacion de JNK y se ve fuertemente
estimulado en patologias neurodegenerativas como Alzheimer (DeGracia, Kumar et al.
2002). De acuerdo con los resultados obtenidos, la disfuncion mitocondrial y fosforilacion
de JNK podrian estar regulando la transcripcion de ATF4 para inducir apoptosis, como lo
demuestran nuestros resultados de apoptosis hipocampal; pero a su vez, incrementos en
los niveles de ARNm de ATF4 actuan a través de la via de CREB subiendo el umbral de los
fendmenos de LTP y LTD, impidiendo que estos ocurran y dado que tenemos una induccion
temprana de la transcripcion de ATF4 en P5, este fendmeno podria ocurrir anteriormente a

P30 (Costa-Mattioli, Gobert et al. 2007).

De esta manera, el efecto del hipotiroidismo sobre los tres genes involucrados en LTP que

se asocian a la disfuncion mitocondrial observada en cerebro durante el desarrollo, parece
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ser impulsado por aumento de los niveles de Ca mitocondriales producto de la
permeabilizacion mitocondrial y alteraciones en la estructura y dindmica mitocondrial, a
su vez estas consecuencias son reversibles si se inhibe la produccidon de NO entre dias los 7-

15 postnatales.

Por otra parte, los niveles de ARNm para Neurogranina no se alteraron ni por el
hipotiroidismo ni por el aumento de NO ocurrido en esta etapa perinatal. Nrg también
regula el fenomeno de LTP pero se ve directamente vinculada tanto a la accion de las
hormonas tiroideas como del NO y menos asociada a metabolismo mitocondrial. De este
modo, estos resultados demostraron que los efectos sobre LTP no son dados precisamente
por los aumento de NO, sino la accion del mismo sobre el metabolismo y estructura
mitocondrial y sus consecuencias, como los son la produccion de oxidantes, la
permeabilizacion de la membrana externa y la liberacion de citocromo c. Sin embargo, la
administracion de L-NAME dirige un aumento de 15 veces en los niveles de expresion de
Nrg, indicando una liberacion en la represion transcripcional mds que un efecto
compensatorio. Resultados similares se obtuvieron en estudios del gen reportero de Nrg
sometido a diferentes dosis de NO, Se observo que el NO tiene un efecto bifdsico sobre la
transcripcion de Nrg; a tasas bajas de NO, éste incrementa la transcripcion pero a tasas
elevadas o sobreexpresion de nNOS la transcripcion de Nrg disminuye hasta un 40% lo que
indicaria que de alguna manera a niveles fisiopatoldgicos de NO, como los que se
observan durante la etapa perinatal en nuestro modelo de hipotiroidismo, puede reprimir

la transcripcion de Nrg (Gui, Song et al. 2007).

Muchos estudios farmacoldgicos o genéticos en roedores han mostrado correlaciones
entre la capacidad de expresar las propiedades de LTP y LTD con el rendimiento de
aprendizaje en estudios de comportamiento (Tang, Shimizu et al. 1999, Cui, Wang et al.
2004). En esta tesis nos proponemos ver el efecto de la activacion de genes de estrés que
modulan el fendmeno de LTP con el desempefio de animales perinatales y adultos en

estudios de aprendizaje y neuromotores.
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Estd descripto que la falta de hormona T3 incrementa la latencia en comportamientos
relacionados a la disminucion en la sensibilidad del sistema nervioso central por esta
hormona, aumentando la actividad motora y disminuyendo la ansiedad.

La exposicion forzada a un ambiente novedoso es considerado aversivo y estresante
(Welker 1959, Bardo, Donohew et al. 1996) El tiempo en el centro del campo abierto (open
field), la cantidad de cruces por el centro del mismo y el numero de levantamientos en sus
patas traseras (rearings) son pardmetros utilizados para evaluar la emocionalidad de los
animales, evidenciando los niveles de ansiedad que experimentan ante este tipo de
ambientes novedosos. A su vez, estos pardmetros pueden ser usados como marcadores de
habituacion y aprendizaje en el open field (Platel and Porsolt 1982, Vianna, Alonso et al.
2000). En los experimentos conductuales realizados se observo que los animales
hipotiroideos aumentaron el numero de cruces, permanencia en el centro y rearings
consistente con lo observado en animales con hipotiroidismo perinatal (Darbra, Balada et
al. 1995) . Notablemente los animales tratados con L-NAME revierten estos pardmetros,
acercdndose a lo observado en los animales control. Por su parte, a través del grip test,
técnica que permite realizar estudios sobre los efectos en el desarrollo neuromotor de
ratas y ratones (Meyer, Tilson et al. 1979), se observé una mejoria en el mismo entre los
30 y 80 dias de los animales tratados con respecto a los hipotiroideos, los cuales ademds
de no observar mejorias entre el primer test y el ultimo, presentaban problemas en el tono
muscular asociado a un desarrollo deficiente. Estos resultados evidencian que el
hipotiroidismo congénito conduce a alteraciones en el desarrollo disminuyendo la
competencia neuromotora, incrementando la locomocidn y ansiedad en los animales con

hipotiroidismo.

Nuestros resultados sugieren que el NO, que modula la activacion e interrelacion de los
genes relacionados a LTP, juega un papel central en el desarrollo del comportamiento. Este
fenédmeno se evidencia en la reversion parcial y en algunos casos total del fenotipo

hipotiroideo por el tratamiento con el inhibidor de la NOS (L-NAME).
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Por otra parte, déficits cognitivos estdn ampliamente asociados a la muerte de neuronas
hipocampales (Royo, Conte et al. 2006). En nuestro modelo pudimos corroborar que el
hipotiroidismo a través del aumento de NO produce la muerte de células hipocampales,
que de alguna manera podria correlacionarse con las anomalias conductuales y motoras
observadas.

El objetivo de este estudio fue evaluar si L-NAME puede atenuar la disfuncion metabdlica y
estructural de la mitocondria, el reclutamiento mitocondrial de Bax, la liberacion de
citocromo c y la muerte celular en el hipocampo, y dilucidar cémo los mecanismos del NO
mitocondrial se relacionan con la respuesta neuronal inducida por ROS en una etapa
especifica del desarrollo del cerebro postnatal. Podemos concluir que en lo que respecta al
aprendizaje o establecimiento de la memoria, al ser un fendmeno complejo en el que
intervienen numerosos factores, el efecto del NO no es tan evidente. Sin embargo, el L-
NAME pudo revertir completamente los efectos a nivel de estructura mitocondrial y
muerte celular producidos por falta de hormona tiroidea en el hipocampo perinatal,
indicando que esos procesos son fuertemente inducidos en el hipotiroidismo congénito

mediante el aumento mitocondrial de NO.

Uno de los primeros pardmetros modificados por el hipotiroidismo es la ansiedad dado que
el comportamiento ansioso estd asociado a la liberacion de dopamina, alteraciones en el
desarrollo cerebelar e incluso alteraciones en el sistema serotonérgico, causadas por la
deficiencia de hormonas tiroideas (Koibuchi 2008, Olivares, Silva-Almeida et al. 2012). La
segunda alteracion mds importante sufrida en humanos y muy estudiada en animales es la
deficiencia en el aprendizaje, como anteriormente se menciond, por retraso en la
migracion de la capa granulosa del hipocampo, alteraciones en el perfil génico durante el
desarrollo o malformaciones durante la maduracion del SNC. Las hormonas tiroideas
juegan un complejo papel en la determinacion de patrones conductuales como
consecuencia de su accion integral durante el desarrollo y mantenimiento de las funciones
fisioldgicas (Pineda-Reynoso, Cano-Europa et al. 2010, Markova, Chernopiatko et al. 2013,

Vasudevan, Morgan et al. 2013).
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11 CONCLUSIONES.

En la presente tesis se analizaron las consecuencias del hipotiroidismo congénito
en la etapa perinatal, en dos tejidos blanco de hormonas tiroideas como son el higado y
cerebro, teniendo como objeto relacionar los cambios en la localizacién de nNOS que
produce el hipotiroidismo congénito con los procesos mitocondriales asociados a la

fisiopatologia de esta enfermedad.
Los resultados conducen a las siguientes conclusiones:

» El hipotiroidismo congénito se manifesto en la etapa perinatal con una disminucion

del peso corporal desde el dia 15 de las crias.

» En el higado, el hipotiroidismo modificé el patréon de expresion y localizacion de
nNOS llevando a cambios significativos en la etapa perinatal tardia con aumento en
la produccion de NO mitocondrial. En esta etapa, se produjo la inhibiciéon del
complejo | y el aumento de la produccién de Oy’; estos pardmetros no presentaron

una variacion significativa durante el desarrollo normal.
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