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RESUMEN

Las hormonas tiroideas T; y T, son fundamentales para el desarrollo del SNC del feto y del
recién nacido. La hipotiroxinemia materna es una patologia asintomatica caracterizada por la
reduccion de los niveles plasmaticos de T, de la madre. Se ha demostrado en los humanos que
cuando la hipotiroxinemia materna ocurre durante los primeros 5 meses de gestacion conduce
posteriormente a dafio cognitivo irreversible en su hijo. Este dafio es observado como déficit
atencional hasta retardo mental severo. Existe abundante evidencia en la literatura que
demuestra la participacion de la neurotransmision glutamatérgica y la accién de las
neurotrofinas del telencéfalo en procesos que subyacen fenémenos cognitivos complejos,
como son la memoria y el aprendizaje. Segun estas evidencias se bas6 la hipdtesis de mi
memoria que propone que /a hipotiroxinemia materna durante el primer periodo de gestacion, afecta la
composicion proteica de la densidad postsindptica (DPS) de las nenronas glutamatérgicas del teléncefalo de ratas
Sprague-Dawley. Por lo tanto, el objetivo general de la presente memoria fue estudiar la
composicion de las principales proteinas que forman parte de la DPS. La hipotiroxinemia
materna se indujo a ratas prefiadas, mediante la administracion de Metimazol al 0,02% en el
agua de beber durante los dfas E12-E15 de gestacion. Se determinaron las concentraciones
plasmaticas de hormonas tiroideas y TSH con la finalidad de corroborar que se indujo
hipotiroxinemia. LLos telencéfalos de las camadas obtenidas fueron analizados a los 2 meses de
edad. Se procedié a analizar la expresion total y su presencia en la DPS de los receptores
glutamatérgicos y de los receptores para las neurotrofinas. Los resultados obtenidos muestran
que la hipotiroxinemia materna temprana aumenta en la descendencia la expresion del receptor
tirosina kinasa B (TtkB) en el telencéfalo y el contenido de éste en el complejo de proteinas

que conforma la DPS. Consecuente con este resultado se observd un aumento de neuronas



con migracion aberrante en el hipocampo que marcaban positivo para TrkB. Ademas, se
observo cambio significativo en la expresion total en el telencéfalo de la subunidad del receptor
N—metil-D-aspartato (NMDA), NR1 y de la proteina estructural de la densidad postsinaptica
PSDY95, sin observarse cambios significativos en el contenido de estas proteinas en la DPS.
Todos estos resultados que fueron significativamente diferentes con respecto al control, fueron
revertidos cuando a las ratas madres que se les indujo hipotiroxinemia recibieron una inyeccioén
de T,. Nuestros resultados muestran que efectivamente la hipotiroxinemia que ocurre en el
periodo de gestacion afecta la expresion de proteinas importantes para la sinapsis
glutamatérgica y afecta la composiciéon de la DPS posteriormente en el estado adulto de la
descendencia. Basados en el analisis de nuestros resultados podemos sugerir que el deterioro
cognitivo observado en estos animales puede deberse en parte a la alteracion de la expresion
y/o composicién de los receptores glutamatérgicos y neurotrofinas en el telencéfalo.

Palabras clave: Hormonas tiroideas, sinapsis glutamatérgica, neurotrofina, telencéfalo.



SUMMARY

Thyroid hormones are essential for the development of the central neuronal system (CNS) of
the fetus and newborn. Maternal hypothyroxinemia is an asyntomatic pathology characterized
for a reduction on plasmatic T,. It has been shown in humans that maternal hypothyroxinemia
during the first five months of pregnancy induces irreversible cognitive damage to the
newborn. The cognitive alteration can be observed from attention deficit to severe mental
retardation. There are a number of evidences at the literature that show participation of the
glutamatergic neurotransmission and neurotrophins on processes like memory and learning.
Based on that, our working hypothesis proposes that “zhe maternal hypothyroxinemia over the first
trimester of gestation, affects the protein composition of glutamatergic postsynaptic densities (PSD) from the
telencephalon of the Sprague-Dawley rat progeny”. Therefore, the general aim of this memory was to
study the composition of the main proteins that belong to the PSD. The maternal
hypothyroxinemia was induced to pregnant rats by giving them 0.02% of methimazole in the
drinking water during E12-E15 of gestation. After this treatment the plasma concentrations of
thyroid hormones and TSH were analyzed with the goal to confirm that the rats became
hypothyroxinemic. The telencephalons of the progeny were analyzed when the rats were two
months-old. We proceeded to analyze the total expression and the content at the PSD of the
glutamatergic receptors and neurotrophins receptors. Our results show that the early maternal
hypothyroxinemia increases the total expression of tyrosine kinase B receptor (TtkB) in the
telencephalon and its content at the PSD. Consequently, with this result we observed an
increase in the amount of neurons with aberrant migration that stained positive for TrkB at the
hippocampus. Furthermore, we observed a significant increase on the total expression of the
subunits of N-methyl-D-asparte acid (NMDA) receptor, NR1 and the structural protein of
PSD, PSD 95 at the telencephalon, without a significant change of these proteins at the PSD.
All these results that were significantly different from control rats were reverted by the
MMI+T, rats. Our results show that the hypothyroxinemia during the first gestational period
affects to the adulthood specifically on the expression of proteins that are essential for
glutmatergic synapsis and affects the composition of PSD. Based on our study we can suggest
that the cognitive damage observed on these animals can be due in part to an alteration on the
expression and/or composition of glutamatergic treceptors and neurotrophins and their

receptors at the plas.
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I. INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas, tri-iodo-tironina (T;) y tiroxina (T,), cumplen un rol esencial en el
desarrollo y maduraciéon del sistema nervioso central (SNC) del feto y del recién nacido
(Anderson et al., 2000). El déficit maternal de estas hormonas provoca dafios neuronales
irreversibles en el feto. La hipotiroxinemia materna, caracterizada por la reduccion plasmatica
de T, y provocada principalmente por una dieta insuficiente en yodo (I'), es una de las causas
mas frecuentes de retardo mental en el recién nacido (Morreale de Escobar e a/., 2000). Entre
las anormalidades neurolégicas que puede padecer el infante se incluyen sordera, defectos en el
lenguaje, deficiencia mental y defectos motores (Delange, 2001).

En nuestro pais y a nivel mundial, las mujeres embarazadas con hipotiroxinemia no son
pesquisadas clinicamente debido a que ésta es asintomatica para la madre, teniendo por
consecuencia que se les consideran como pacientes normales o eutiroideos. Ademas, como
clinicamente no se ha reconocido la importancia de la T, para el desarrollo del SNC, no se
exige la determinaciéon de las hormonas tiroideas al comienzo del embarazo de cada mujer.
Lamentablemente, esta situacion ha generado a nivel mundial un mayor porcentaje de nifios
con dafio cognitivo y es por ello que el presente trabajo va dirigido a sustentar con bases
celulares y moleculares la importancia de la T, materna durante la gestacion, para un adecuado
desarrollo del SNC del recién nacido. En esta memoria se analizara las sinapsis glutamatérgicas
del telencéfalo, dado que éstas son esenciales en los procesos de memoria y aprendizaje.
Procesos altamente daflados en niflos que nacieron de madres que sufrieron de
hipotiroxinemia durante el embarazo. Especificamente, se analizara a nivel molecular algunos
de los componentes de la neurona postsinaptica, como es la densidad postsinaptica (DPS). La
DPS es un complejo de proteinas que traduce la sefial portada por el neurotransmisor
glutamato y esta conformada por diversas moléculas como el receptor N-metil-D-aspartato
(NMDA) y sus subunidades, la neurotrofina BDNF (factor neurotréfico derivado de cerebro)
y su receptor TrkB (receptor de tirosina kinasa B).

Este estudio aborda la hipotiroxinemia materna a nivel celular y molecular. Por lo tanto, tiene
gran relevancia a nivel clinico, ya que el conocimiento de los mecanismos celulares y
moleculares que subyacen a estos fenémenos contribuirfa con herramientas para la creacion de

nuevas estrategias terapéuticas.



II. REVISION BIBLIOGRAFICA

I1.1. HORMONAS TIROIDEAS

Las hormonas tiroideas son fundamentales para el metabolismo intermediario de todas las
células del cuerpo de los vertebrados; ademas de ser esenciales para el desarrollo del sistema
nervioso central (SNC), del musculo esquelético y de los pulmones (Anderson ez a/., 2000). La
ausencia de estas hormonas durante la gestaciéon es causante de dano neuronal severo e
irreversible (Morreale de Escobar ez /., 2000). Las hormonas tiroideas biolégicamente activas
sonT; (3,5, 3’-L- tri-iodotironina) y T, (3, 5, 3" 5°-L-tetraiodo-tironina o tiroxina). La sintesis
de T, y T, ocurre en la glandula tiroidea. Anatomicamente la tiroides esta ubicada en la regién

cervical anterior a la laringe y consta de dos 16bulos unidos por un istmo.
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Figura N° 1. Esquema del Eje Hipotalamo - Hipéfisis (Pituitaria) - Tiroides
Las flechas indican la localizacion de la tiroides, el hipotdlamo y la glindula pituitaria en el ser humano

(Hipotiroidismo, 2006).

La regulacion de la sintesis de hormonas tiroideas es realizada por la hormona estimulante de la

tiroides (TSH). La TSH consta de dos subunidades, la subunidad o y la subunidad B, las cuales
son sintetizadas en la adenohipdfisis (o glandula pituitaria anterior) y secretadas al flujo
sanguineo. La TSH mediante la interaccioén con su receptor (TSH-R) estimula la diferenciacion,
crecimiento y funcién de la glandula tiroidea. El mecanismo de accién de las hormonas

tiroideas consiste principalmente en activar o suprimir la expresion de una amplia variedad de



genes. Esto se realiza mediante la unién a receptores nucleares especificos de alta afinidad
(T;Rs) (Zhang y Lazar, 2000). Los T;Rs pertenecen a la misma clasificacién que los receptores
para hormonas esteroidales, vitamina D y acido retinoico. Entre los receptores nucleares para
T, se conocen dos tipos: TiRa y T;RPB. Estos receptores se encuentran constitutivamente
unidos a secuencias especificas de DNA, llamados elementos que responden a hormonas
tiroideas (TREs). Una vez unida la T a su receptor, éste sufre cambios conformacionales que
le permiten liberarse o unirse a proteinas supresoras o activadoras de la transcripcion. Asi, a
través de la activaciéon o represion de la expresion génica es como las hormonas tiroideas
regulan el funcionamiento celular (Zhang y Lazar, 2000). Estudios realizados en humanos,
ratas y ovejas han demostrado la presencia de receptores nucleares para T’ tanto en glias como
en neuronas del SNC (Oppenheimer y Schwartz, 1997). En humanos se comienza a observar
la expresion de T;Rs en el cerebro alrededor de la décima semana de gestacion. En ratas esto
ocurre pasado el dia doce de gestacion (Oppenheimer y Schwartz, 1997). La expresion de T;Rs
en el cerebro es indicativo de la presencia y accion de las hormonas tiroideas en este 6rgano. Se
debe destacar que la expresion de T;Rs en el cerebro fetal ocurre cronolégicamente antes que
la secrecion de hormonas tiroideas por el mismo, lo que sugiere que los ligandos de estos
receptores serfan las hormonas tiroideas maternas que son transferidas al feto a través de la

placenta.

11.2. HIPOTIROXINEMIA MATERNA

El déficit o la ausencia de las hormonas tiroideas maternas durante la gestacién, provoca dafios
irreversibles al SNC. Esto se debe a que durante el primer semestre de gestacion es la madre la
que suministra al feto las hormonas tiroideas necesarias para el apropiado desarrollo de éste
(Motreale de Escobar et al., 2000). Entre los fenotipos clinicos que presentan deficiencia de las
hormonas tiroideas se encuentra el hipotiroidismo y la hipotiroxinemia. El hipotiroidismo se
caracteriza por presentar los niveles de T; y T, bajo el rango normal y niveles mas altos de
TSH. La hipotiroxinemia, por otro lado, corresponde a una disminucién sélo de los niveles de
T,. En este ultimo caso los pacientes son eutiroideos o normales y caen dentro de la
clasificacion de hipotiroidismo subclinico (Morreale de Escobar ef a/, 2000). Una de las causas
mas comunes de hipotiroidismo y de hipotiroxinemia es una dieta deficiente en I' (yoduro)

(Mortreale de Escobar et al., 2000).



El hipotiroidismo ocurre cuando existe una severa insuficiencia de I" en la ingesta; en cambio la
hipotiroxinemia es producida por deficiencias no tan severas de I" en la dieta. A pesar que el
hipotiroidismo genera un cuadro clinico mas dramatico que la hipotiroxinemia, en ambas
circunstancias el cerebro del feto sufre alteraciones de gran magnitud (Morreale de Escobar ez
al., 2000). La razon yace en que aunque es la T la que realiza el 80% de la actividad biol6gica
de las hormonas tiroideas en el cerebro, solamente la T, es capaz de cruzar la barrera
placentaria y la hematoencefalica (Oppenheimer y Schwartz, 1997). Una vez en el cerebro, 1a T,
es deiodinada a T; por la accién de la deiodinasa 5’-iodotironina tipo II (Oppenheimer y
Schwartz, 1997). De esta manera la T, provee al cerebro con el 85% de la T; que éste requiere
para su desarrollo y funcionamiento. Por lo tanto, un cuadro hipotiroxinémico desabastece al
cerebro también de T'.

En el primer periodo de la gestacion, la madre aporta el 100% de la T, al feto, ya que durante
esta etapa el eje hipotalamo-hipéfisis-tiroides fetal se encuentra inmaduro, no pudiendo
sintetizar sus propias hormonas tiroideas (Oppenheimer y Schwartz, 1997). En el segundo y
tercer periodo de gestacion, la madre suministra del 20% al 50% de la T, al cerebro fetal
(Vulsma et al., 1989). Estos porcentajes demuestran que durante todo el embarazo el aporte de
hormonas tiroideas de la madre al hijo es de vital importancia para el desarrollo de su SNC.
Una deficiencia de hormonas tiroideas durante el periodo prenatal va ligado a un severo y hasta
ahora irreversible deterioro de las funciones cognitivas (Morreale de Escobar ez a/., 2000). Las
cifras indican que una de las causas mas frecuentes de dafio neuronal en el recién nacido es por
la hipotiroxinemia materna (Zoeller, 2003). Estudios clinicos recientes han demostrado que el
dafo cerebral causado por la hipotiroxinemia materna tiene una incidencia de 150 a 200 veces
mayor a la producida por el hipotiroidismo congénito (Morreale de Escobar ez a/, 2000). Los
dafios producidos a nivel de las funciones cerebrales son inversamente proporcionales a la
cantidad de T, en la sangre y no al de T; ni TSH. A pesar de la relevancia que implica conocer
en la madre los niveles de T, al comienzo del embarazo, en el presente, sélo se monitorean los
niveles de hormonas tiroideas a mujeres gestantes conocidas clinicamente de padecer
hipotiroidismo o hipertiroidismo (Glioner, 1998). Recientemente, estudios realizados en
Holanda han demostrado que de cada dos mujeres con niveles bajos de T, en el primer
trimestre del embarazo, una de ella tiene hijos con indices intelectuales mas bajo que el
promedio (Pop et al, 1999). Por lo tanto, la hipotiroxinemia materna es una condicién

preocupante que atenta contra la salud y calidad de vida de nuestra sociedad.



A pesar que clinicamente se reconoce que el hipotiroidismo congénito y la hipotiroxinemia
materna son determinantes en la generacion de dafio neuronal irreversible en la progenie, se
conoce extremadamente poco acerca de los procesos celulares y moleculares que subyacen a
estas patologfas. Dilucidar estos mecanismos que estan bajo el dafio cognitivo contribuira al
mejor entendimiento del accionar de las hormonas tiroideas en el cerebro y también permitira
vislumbrar posibles alternativas terapéuticas que puedan disminuir o remediar el dafio

neurolégico.

I1.3. SINAPSIS QUIMICAS

Las neuronas conducen la informaciéon mediante la generacién de potenciales de accion, los
cuales viajan a través de la membrana plasmatica de la neurona como impulsos eléctricos, que
depolarizan la neurona. Los potenciales de accién, que alcanzan una amplitud maxima de unos
100 mV y duran 1 milisegundo (ms), en parte son resultado del desplazamiento de iones de
sodio desde el fluido extracelular a través de la membrana celular hasta el citoplasma
intracelular. La informaciéon que es conducida en una neurona como potencial de acciéon es
transmitida a otra neurona mediante la sinapsis. La sinapsis puede ser quimica o eléctrica. La
sinapsis quimica es la zona de contacto y comunicaciéon entre un axén de una neurona y una
dendrita de otra neurona. Esta comunicacién esta mediada por transmisores quimicos (o
neurotransmisores) que son liberados por la neurona presinaptica (figura 2). Cuando un
potencial de acciéon llega al terminal presinaptico produce un aumento de 1000 veces en la
concentraciéon de Ca'? intracelular. Este aumento en el nivel de Ca'? intracelular provoca la
liberacién de los neurotransmisores que se encuentran alojados dentro de diminutas vesiculas
al extracelular. El neurotransmisor una vez liberado cruza el espacio sinaptico, que es una
hendidura de unos 20 nanémetros de anchura que separa la membrana presinaptica de la
postsinaptica. Una vez que el neurotransmisor llega al espacio sinaptico interactia con su
receptor que se encuentra en la neurona postsinaptica. Luego de la unién a su receptor, éste se
activa y genera seflales de traducciéon que abren o cierran determinados canales i6nicos.
Consecuentemente, se generan potenciales postsinapticos excitatorios o inhibitorios que
modifican la excitabilidad de la membrana. Ademads, la activacion del receptor puede generar
sefiales que van al nicleo y regulan la expresion génica, es decir, que la neurona postsinaptica
transforma una sefial quimica, dada por el neurotransmisor, en una sefial eléctrica dada por el

potencial de accién y en cambios en su expresion génica (Asociacion Educar, 2005).
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Figura N° 2. Esquema de la Sinapsis Quimica Excitatoria

La sinapsis excitatoria estd constituida por el elemento presiniptico, la hendidura sindptica y el elemento
postsinaptico. El elemento presinaptico suele ser el terminal nervioso de la primera neurona, que contiene el
neurotransmisor dentro de las vesiculas sindpticas. El elemento postsinaptico mas comun suele ser la espina
dendritica de la segunda neurona, en la que se puede distinguir la densidad postsinaptica (DPS). Ambos elementos
estan separados por un espacio fisico denominado hendidura sinaptica. El neurotransmisor clasico de una sinapsis

quimica excitatoria es el Glutamato. (Lujan, 2004).

11.4. MEMORIA Y RECEPTORES GLUTAMATERGICOS

La memoria en general se almacena en la neocorteza y la adquisicion de la memoria explicita
depende del hipocampo (Bliss y Collingridge, 1993). En estas areas, el almacenamiento de
informacién estarfa en parte mediado por cambios permanentes en la neurotransmisién
excitatoria glutamatérgica. Esta udltima es mediada por los receptores de glutamato
ionotrépicos (IGLuRs) y metabotropicos (mGLuRs) los cuales juegan roles fundamentales en
la plasticidad sinaptica, desarrollo neuronal y desérdenes neurolégicos. Ambos tipos de

receptores se encuentran distribuidos en diferentes zonas del terminal pre y post sinaptico,



para contribuir a la comunicacién neuronal y al procesamiento de sefiales, que determinan el
aprendizaje y la formacién de la memoria (Riedel er @/, 2003). Los iGLuRs participan
directamente en procesos de memoria y aprendizaje (Bliss y Collingridge, 1993) y
corresponden a canales idnicos gatillados por ligandos (Dingledine ez @k, 1999). El rol
fundamental de los iGLuRs en el cerebro hace pensar que parte del deterioro de las funciones
cognitivas observadas en los hijos de madres que sufrieron de hipotiroxinemia, se debe a
alteraciones que ocurren en sus actividades. Estudios realizados en cerebros de ratas adultas y
neonatas apoyan un rol regulador de las hormonas tiroideas sobre los iGLuRs (Lee ef a/., 2003).
Por lo tanto, en esta memoria se propone que la hipotiroxinemia materna altera la expresion y
localizacion subcelular de los iGluRs. Lo que fenotipicamente se traducird en un numero
menor de sinapsis efectivas y, por lo tanto, en una menor capacidad intelectual.

Los iGLuRs participan criticamente en procesos de memoria, aprendizaje, plasticidad sinaptica
y en fendémenos patologicos como la epilepsia. Los iGLuRs que median estos procesos se
ubican en las espinas dendriticas de la neurona postsinaptica. Analisis de esta espina dendritica
por microscopia electrénica muestran un engrosamiento de la membrana llamado densidad
postsinaptica (DPS) (Kennedy, 1993). La DPS es un complejo proteico cuyos componentes
moleculares son responsables de la transduccion de la senal sinaptica. Entre las proteinas que
componen la DPS se encuentran los receptores iGLuRs, los canales i6nicos, las quinasas, las
fosfatasas, las proteinas de anclaje y las de adhesion (Randall e @/, 2000). La unién del
neurotransmisor a las DPSs genera un potencial excitador postsinaptico que gatilla una
variedad de eventos regulatorios los que en ultimo término modifican la actividad cerebral.
Utilizando técnicas moleculares y criterios farmacolédgicos se han identificado tres familias de
subunidades de iGLuRs: los receptores AMPA (acido a -amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazole
propionato), que se activan por los coagonistas AMPA y por el 4cido quiscualico; los
receptores Kainatos que se activan por el acido kainico y el agonista selectivo ATPA (acido 2-
amino-3-3-hidroxi-5-ter-butilisoxazol-4-yl); y los NMDA (IN-metil- D-aspartato) que se activan
por los coagonistas NMDA vy glicina. Ademas, las subunidades que conforman estos
receptores han sido clonadas y se han identificado tres subunidades para los receptores tipo
NMDA: NR1, NR2 A-D y NR3 A-B; cuatro para los receptores tipo AMPA: GLUR 1-4 y
cinco subunidades para el receptor kainico: GLUR5-7 y KA 1-2 (Dingledine e a4/, 1999).
Todos los integrantes de la familia de los receptores de NMDA han sido involucrados en

mediar molecularmente procesos de memoria y aprendizaje (Riedel ez a/, 2003).



11.5. NEUROTROFINAS

Las neurotrofinas (NT) son factores de crecimiento fundamentales para la diferenciacion,
reparacion y sobrevida neuronal durante el desarrollo del SNC. Ademas, en el cerebro adulto
participan en los procesos de plasticidad sinaptica (Huang y Reichardt, 2001). La familia de las
NT esta compuesta por el factor de crecimiento neuronal (NGF); el factor neurotréfico
derivado de cerebro (BDNF); la neurotrofina (NT) -3; la NT- 4 (o también conocida como
NT-5); y la NT-6 (figura 3). Estas moléculas son glicoproteinas basicas que comparten entre
un 50% a 60% de homologia en su composicion aminoacidica (Yan e a/., 1997). Las NT se
localizan dentro de vesiculas sinapticas, las cuales se acumulan en el terminal presinaptico y son
liberadas al espacio sinaptico. Las acciones celulares de las N'T son mediadas por dos tipos de
familia de receptores. Un receptor de alta afinidad perteneciente a la familia de receptores
tirosina kinasa (Ttk) y por un receptor de baja afinidad que corresponde al receptor pan
neurotrofico (P75) (figura 3) perteneciente a la familia de los factores de necrosis tumoral
(Dechant, 2002). Tanto el terminal pre como el postsinaptico contienen los receptores de alta
afinidad para las NT. Estos receptores que pertenecen a la familia de los receptores de
tirosina kinasa de transmembrana, son los llamados TrkA, TrkB y TrkC. Estos receptores Trk
transmiten sefales positivas, como aumento de la sobrevida neuronal y neurogénesis (Miller y
Kaplan, 2001). NGF es el ligando de TrkA; BDNF y la N'T-4/5 son los ligandos selectivos
para TrkB; y la N'T-3 se une primariamente a TrkC, aunque también puede interactuar menos
especificamente con los otros tipos de receptores A 6 B. El receptor utilizado por la NT-6 aun
es desconocido (Yan ¢# al., 1997).

P75, es un receptor de baja afinidad para todas las NT mencionadas anteriormente (Yan e/ al.,
1997). Los receptores p75 transmiten sefiales tanto positivas como negativas. Estas ultimas
pueden llevar a la muerte celular o apoptosis, generalmente esto ocurre cuando los receptores
Trk se encuentran inactivados o subactivados. Por otro lado, cuando los receptores Trk se

encuentran activados, silencian la actividad proapoptotica de p75 (Miller y Kaplan, 2001).



11.6. TRKB

BDNF media su senal intracelular a través de la activacion de TrkB. BDNF se une a los
dominios extracelulares del TrkB e induce la dimerizaciéon del receptor y la subsecuente
activacion. TrkB, una vez que ha sido activado, se autofosforila en residuos de tirosina e
interacciona con varias proteinas de sefializacion intracelular (Wu ez al, 1996).

Las tirosinas fosforiladas en el dominio citoplasmico de TrkB funcionan como sitios de anclaje
a adaptadores intracelulares y a las proteinas efectoras, que inician diversas vias de
transducciéon de senales. Hstas sefializaciones, ademas de regular procesos inmediatos,
producen efectos en la expresion génica de la célula (Haapasalo, 2003). Se ha propuesto que
TrkB al interaccionar con BDNF experimentarfa una internalizacién a vesiculas de trafico
intracelular que eventualmente llegarian al nucleo, donde se liberan moléculas de sefializacion
que regularfan la transcripcion génica. Esta regulacién génica afectarfa positivamente el
desarrollo y crecimiento dendritico (Grimes y Miettinen, 2003). En diversos sistemas de
estudio se ha visto que la activaciéon de TrkB enciende al menos tres cascadas de transduccion
diferentes: la fosfatidil-inositol 3-Quinasa (PI3K), la fosfolipasa Cy y la via de la MAPK
(Huang y Reichardt, 2001). Evidencias en la literatura sugieren que las sinapsis glutamatérgicas
se encuentran reguladas por la actividad de BDNF que es mediada por TrkB. La activaciéon de
TrkB puede tener efectos rapidos sobre la excitabilidad neuronal (Barde, 2002). BDNF ha
mostrado ejercer efectos agudos sobre la transmision sinaptica glutamatérgica y GABAérgica.
BDNF también ha mostrado jugar un rol importante en la plasticidad sinaptica dependiente de

actividad, incluyendo la potenciacion a largo plazo (LTP) (Kolb ez al, 2005).
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Figura N° 3. Esquema de las NT y sus Ligandos

En la figura se grafican los distintos receptores para NT y la afinidad de ellas a cada uno (sigma-aldrich, 2005).



Segin estudios inmunohistoquimicos, el receptor TrkB se distribuye ampliamente en la
membrana de neuronas piramidales, donde estd presente tanto en los somas, terminales
axonicos y dendritas, mientras que en neuronas no piramidales TrkB se distribuye
principalmente en sus somas (Cellerino e a/., 1996). En el SNC se ha detectado expresion del
mRNA de TrkB en el sistema olfatorio, corteza, hipocampo, tilamo, estriatum, amigdala y
cerebelo (Yan e al., 1997). La abundante expresion del mRNA de TrkB y BDNF en el cerebro
es indicativo de la amplia poblacién de neuronas que responden a BDNF. Experimentos de
hibridacién 7z situ y de Northern blot han revelado que el cerebro esta altamente enriquecido
con el mRNA que codifica para BDNF. Entre las regiones del cerebro que estan enriquecidas
con éste son el hipocampo, corteza cerebral y cerebelo. En hipocampo, por ejemplo, el mRNA
de BDNF se localiza principalmente en neuronas piramidales y células granulares del giro
dentado (Haapasalo, 2003).

“Splicing” alternativo del mRNA que codifica para TrkB resulta en tres diferentes isoformas
truncadas del receptor, T1, T2 y T-sHc, y una isoforma, TK+ que contiene al receptor
maduro. Mientras el TK+ maduro media los efectos biolégicos conocidos de BDNF, el rol de
los receptores truncados no esta claro. Se ha propuesto que los receptores TrkB truncados
modularfan o inhibirfan la sefalizacion de TK+ después de la interaccion con BDNF

(Haapasalo, 2003).

IL7. LAS HORMONAS TIROIDEAS Y SU EFECTO SOBRE LA
NEUROTRANSMISION EXCITATORIA GLUTAMATERGICA

En el afio 2003 se publicé el primer articulo sobre el dafio neuronal en el cerebro de ratas
recién nacidas debido a la hipotiroxinemia materna. Dicho estudio demuestra la presencia de
aberraciones en la citoarquitectura neuronal de la corteza y del hipocampo (Lavado-Autric e/
al., 2003). Estas aberraciones celulares corresponden en su mayoria a células heterotépicas,
supuestamente excitatorias, las cuales también se han observado en otras enfermedades
neurolégicas como es el caso de la epilepsia (Battaglia ez a/, 1996). Se piensa que el deterioro
cognitivo observado en la progenie involucra también otros aspectos de las neuronas
glutamatérgicas ademds de las aberraciones en su citoarquitectura. Ademas se cree que la
actividad de estas células ectopicas altera la comunicaciéon neuronal necesaria para los procesos

de memoria y aprendizaje (Lavado-Autric ez al., 2003)
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11.8. NEUROTROFINAS Y HORMONAS TIROIDEAS

Debido a que las NT actian como reguladoras de procesos neuronales, participando en la
sobrevida y diferenciaciéon neuronal, se piensa que estas moléculas pueden ser mediadoras de la
accién de las HT en el cerebro. Esta nocion ha sido evaluada y demostrada en el cerebelo
(Neveu y Arenas, 1996). Sin embargo, hay un nimero menor de estudios que apoyan la
regulacion de las N'T por las HT en el hipocampo y corteza cerebral. Esto se debe a que el
cerebelo es una estructura facil de estudiar ya que contiene un numero reducido de tipos
celulares y una morfologia mas simple. Entre los estudios que soportan que las NT son
reguladas por HT en el telencéfalo estan:

1. Estudios realizados en ratas hipotiroideas en que se observo sobreexpresion del mRNA de
TrkB en la corteza cerebral. La administracion de HT a dichos animales reprimi6 la
transcripcion del mRNA de TrkB (Pombo ez 4/, 2000);

2. La administracion cronica de T a ratas recién nacidas, junto a una administraciéon aguda de
agonistas de los receptores serotoninérgicos, modifica los niveles de expresion del mRNA de
BDNF en el hipocampo (Vaidya e7 al., 2001).

Basados en estas evidencias y en el rol de las NT, pensamos que las HT en el SNC regularfan

la expresion y/o actividad de las N'T y/o sus receptores en la corteza cerebral e hipocampo.

11.9. ALGUNOS ASPECTOS DE LA ORGANIZACION NEURONAL

El SNC se desarrolla a partir del ectodermo embrionario, especificamente desde la placa o
cresta neural (lamina plana de células) de la notocorda. En esas células del neuroepitelio
ocurren divisiones celulares tanto simétricas como asimétricas, que dan origen a los
neuroblastos. Luego los neuroblastos comienzan el proceso de migraciéon celular. El fenémeno
de la migraciéon celular consiste en el movimiento de neuroblastos hacia la corteza, con la
consiguiente formaciéon de capas hacia la misma en la llamada migracién radial y tangencial.
Luego de terminado el proceso de migracion celular, los neuroblastos se diferencian y dan
origen a las neuronas, astrocitos, oligodendrocitos y células ependimiales que forman el SNC
de los mamiferos. Resumiendo, durante la neocorticogénesis del embrién humano en el dia
embrionario numero 26 se cierra el tubo neural y en el dia 39 aparece el hipocampo; A partir
del segundo al sexto mes de gestacién ocurre migracion celular a la corteza, y, desde el sexto al

noveno mes de gestaciéon comienza la maduracién y organizaciéon cortical. En ratas la
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neocorticogénesis corresponde entre los dias 11 a 20 de gestacion.

Las HT regulan precisamente las migraciones o posicionamiento celular en el SNC, tanto en la
corteza y las conexiones corticales, como en el hipocampo. Alteraciones en la migracién
neuronal que ocurre prenatalmente provoca alteraciones en las migraciones postnatales. Por
ejemplo, las migraciones talamicas, ya que al existir un desajuste en la organizacién cortical, los
axones talamicos no llegan a la capa correspondiente (capa IV) (Cuevas ez al, 2005).

Se desconoce si aquéllas neuronas que migraron correctamente son funcionales y si aquellas

que migraron incorrectamente forman parte de redes neuronales funcionales.

I1.9.1. Hipocampo

El hipocampo es un area del cerebro localizada debajo de la corteza cerebral, en la superficie
media del 16bulo temporal (figura 4). Forma parte del sistema limbico y juega un papel
importante en la memoria. Le llega informacién del cortex o corteza y, a su vez, envia sefales
neuronales al hipotdlamo y el area septal a través del foérnix. La principal funcién del
hipocampo es la de la consolidaciéon de la memoria y el aprendizaje. Estos procesos estarfan
mediados en parte por la neurotransmision glutamatérgica. Por otro lado, existen evidencias
que sugieren que las NT, particularmente las que realizan su accidén sobre el receptor TrkB,
modulan la plasticidad sinaptica en el hipocampo. Primero, se sefiala que TrkB y sus ligandos
BDNF, NT 4/5 y NT-3 se encuentran presentes en neuronas hipocampales. Segundo, la
expresion de TrkB y de sus ligandos son modulados por la actividad neuronal. Tercero, la

actividad de las neuronas hipocampales puede ser modulada por alteraciones en los niveles de

NT (Drake ez al., 1999).
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Figura N° 4. Esquema del Hipocampo en el Cerebro Humano

El hipocampo es una estructura importante para la formacion de la memoria a largo plazo.
Tiene el tamafio de un dedo pulgar de niflo, y se encuentra localizado en la profundidad de la
porcion media del 16bulo temporal. La informacién fluye hacia y a lo largo del hipocampo por
medio de tres vias principales que estan indicadas en la imagen ampliada que se ve a la
izquierda en la figura 4: 1. La via perforante que circula desde la corteza entorrinal a las células
granulares del giro dentado. 2. La via de las fibras musgosas que va desde las células granulares
del giro dentado a las piramidales de la region CA3 del hipocampo. 3. La via colateral de
Schaffer que proyecta desde las células de region CA3 a las de la region CA1l (Fundacion
Sindrome de Down, 2005).

11.10. METIMAZOL (MMI) Y SUS EFECTOS EN LA SINTESIS DE HT

El yoduro (I') es un constituyente esencial para la sintesis de las HT, T; (3,5,3- L-tri-
iodotironina) y T, (3,57,3-5"- L-tetraiodo-tironina), las Gnicas hormonas que contienen I" en los

vertebrados.
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Dentro de las causas mencionadas que producen hipotiroxinemia estan el consumo de una
dieta escasa en yodo y algunos farmacos como son el metimazol (MMI), propiltiouracilo
(PTU), fenobarbital y litio, entre otros, que ejercen su efecto en distintas etapas de la sintesis de

HT.

El MMI especificamente actua impidiendo la sintesis de HT en la glandula tiroidea, siendo un
inhibidor especifico de la enzima tiroperoxidasa o TPO, que se encuentra en la membrana
apical de las células foliculares de la glandula y que es la responsable de catalizar la unién
covalente de las moléculas de I oxidado a I”a los residuos tirosil de la tiroglobulina (tg), que es
la molécula que finalmente dara origen a las HT. La hipotiroxinemia producida por MMI, se
caracteriza por ser leve y transitoria, caracteristicas importantes que imitan la situacion

observada en las mujeres embarazadas (Ausoé ez al., 2004).
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ITI1. HIPOTESIS DE TRABAJO

“La hipotiroxinemia materna durante el primer periodo de gestacion, afecta Ia
composicion proteica de Ia DPS de las neuronas glutamatérgicas del teléncefalo de

ratas Sprague-Dawley.”

IV. OBJETIVOS

General:

Estudiar el efecto de la hipotiroxinemia materna sobre la composicién de la DPS de la neurona

glutamatérgica de la corteza cerebral e hipocampo en la progenie de ratas Sprague-Dawley.

Especificos:

1. Estudiar la expresiéon de los receptores glutamatérgicos NR1, NR2 A/B, mGluR, GluR1 y
KA2, en la DPS del telencéfalo de ratas adultas que padecieron de hipotiroxinemia durante su

gestacion.

2. Estudiar la expresion de los receptores para neurotrofinas TrkA, TrkB y p75 en la DPS del

telencéfalo de ratas adultas que padecieron de hipotiroxinemia durante su gestacion.

3. Estudiar la expresion de BDNF en el telencéfalo de ratas adultas que padecieron de

hipotiroxinemia durante su gestacion.

4. Estudiar la distribucion del receptor TrkB en el hipocampo de ratas adultas que padecieron

de hipotiroxinemia durante su gestacion.
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V. MATERIAL Y METODO

V.1 MATERIAL

V.1.1. Material biolégico de experimentacion

Los animales de experimentacién usados fueron ratas macho adultas Sprague-Dawley con un

peso aproximado de 250-300 gramos (60 dias de vida).

V.1.2. Anticuerpos

Los anticuerpos utilizados para Western blot fueron: anticuerpo policlonal contra la subunidad
NR1, marca Chemicon (Numero catilogo AB1516), usado a una dilucién de 1/1000;
anticuerpo policlonal contra la subunidad NR2A/B, Chemicon (Numero de catilogo
AB1548W), a una dilucién de 1/2000; anticuetpo policlonal contra GluR1, Chemicon
(Numero de catilogo AB1504), a una dilucién de 1/200; anticuerpo policlonal contra mGluR1,
Transduction (Numero de catdlogo 610964), a una dilucién de 1/2500; anticuerpo policlonal
contra p75, Upstate (Numero de catilogo 07-476), a una dilucién de 1/1000; anticuerpo
policlonal contra PSD-95, Transduction (Numero de catialogo 610495), a una diluciéon de
1/250; anticuerpo policlonal contra TrkB, Transduction (Numero de catdlogo 610102), a una
dilucién de 1/1000; anticuerpo policlonal contra TrkA, Santa Cruz Biotechnology (Numero de
catilogo H-190), a una dilucién de 1/200; anticuerpo policlonal contra KA2, Upstate
(Numero de catdlogo 06-315), a una dilucién de 1/2000.Los anticuerpos secundatios que se
utilizaron fueron de ratén y conejo, Calbiochem (Numeros de catialogo 401215 y 401315,
respectivamente), en concentraciones de 1/5000 y 1/10000. Los anticuerpos utilizados en
inmunohistoquimica fueron: anticuerpo primario policlonal anti-TrkB generado en conejo,
Santa Cruz Biotechnology, Inc. (nimero de catilogo sc-12), a una concentracion de 1/8000 y
1/4000; Anticuerpo secundatio, policlonal, biotinilado anti-conejo obtenido en cabra,
Laboratorios Vector (numero de catilogo BA-1000), a una concentracién de 1/1000;
Anticuerpo monoclonal contra NeuN generado en ratén, Chemicon (Numero de catilogo
MAB377), a una concentracién de 1/1000; anticuerpo secundatio, policlonal, biotinilado anti-

raton, Laboratorios Vector (numero de catilogo AP124B), a una concentracién de 1/1000.
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V.2. METODOS

V.2.1. Modelo experimental: Ratas gestantes hipotiroxinémicas

Se evaluaron dos metodologias para inducir hipotiroxinemia a ratas gestantes. Ambas

metodologias han sido previamente descritas en la literatura:

V.2.1.1. Modelo 1

Este modelo fue descrito por Lavado- Autic, ¢z al., en el afio 2003. Con el objetivo de provocar
hipotiroxinemia materna durante el primer perfodo de gestacion se utilizaron ratas hembras
Sprague-Dawley, separadas en cuatro grupos experimentales. El primer grupo recibié una
dieta baja en I mas 0.005% de KCIO, (perclorato de potasio, Sigma, Numero de catalogo
241849). Se le adiciona KCIO, con el objetivo de disminuir al maximo la posible captacion de I
por la glandula tiroidea, situacién que pudiese ocurrir al existir trazas de I en la alimentacion. A
este grupo de animales se les denomind ratas hipotiroxinémicas; el segundo grupo
experimental se aliment6 con esta misma dieta baja en I' mas 10 pg de KI (yoduro de potasio,
Sigma, Numero de catilogo 221945), durante todos los dias con la finalidad de que reciban una
dieta normal en I'. A este grupo se le denominé como control; el tercer grupo experimental se
aliment6 con una dieta baja en I' mas la administracién subcutanea de 3,6 pug de la hormona T,
(Sigma, Numero de catalogo T1775). A este grupo se le denominé T, y se espera que la adicién
de T, revierta el fenotipo encontrado en el grupo de ratas hipotiroxinémicas. Se incluyé un
cuarto grupo experimental, que son ratas que fueron alimentadas con la dieta basica de
mantencion para ratas de laboratorio elaborada por Champion S.A. La finalidad de este grupo
fue para descartar algun problema de nutricién en el grupo control y experimental. De esta
forma lo que se observe en el fenotipo experimental se deba a la falta de I' y de T, y no a una
posible desnutricién. Este cuarto grupo fue considerado como el “control del control”.

La dieta baja en yodo consistié en la elaboraciéon de “pellets” humedos con ingredientes de
origen vegetal. Para 1 kilogramo de alimento se junté: Harina de maiz (Maicena) 395 gramos
(), proteina de soya (Tagler) 200 g, carboxi metil celulosa 50 g, aztcar (Iansa) 100 g, dextrosa
132 g, aceite de soya 70 g, - Cisteina (Calbiochem) 2,54 g, I.-Metionina (Calbiochem) 2,54 g,
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cloruro de colina (Sigma) 2,5 g, mezcla de vitaminas sin yodo (Dyets®, Inc.) 10 g, mezcla de

minerales sin yodo (Dyets®, Inc.) 35 g y 700 ml de agua destilada (Sanderson) para mezclar.
Después de un mes bajo este régimen alimentario se tomé una muestra de sangre venosa
(extraida mediante corte de cola) y se analiz6 por quimioluminiscencia las concentraciones
plasmaticas de T, y T, en el laboratorio del Instituto de Estudios Médicos Avanzados (IEMA).
La TSH se analizé por radioinmunoensayo (RIA) en el laboratorio de la Dra. Doris Rosenthal
de la Universidad Federal de Rio de Janeiro, en Brasil. Las concentraciones hormonales se
analizaron comparando dichos valores entre los animales experimentales y los controles. Una
vez verificada la hipotiroxinemia murina, se procedié a seguir el ciclo sexual de las ratas,
mediante deteccion de estro por medio de frotis vaginal. Detectado el estro, se juntaron las
hembras con machos Sprague-Dawley normales para ser prefiadas. Luego del proceso de
cruza, las hembras siguieron bajo los mismos regimenes alimenticios y tratamientos durante
toda la gestacion (21 dias). Una vez nacidas las camadas, éstas fueron sometidas a una dieta
normal y se sacrificaron solamente los machos una vez alcanzada la vida adulta (60 dias) para

proceder con el analisis experimental.

V.2.1.2. Modelo 2

Este modelo fue descrito por Eva Ausé ef al., en el afio 2004. Se utilizaron ratas prefiadas
Sprague-Dawley, separadas en tres grupos experimentales. Cada grupo estaba compuesto por 3
ratas. La cruza de las ratas se realizd en el servicio que otorga el vivero de la Pontificia
Universidad Catolica de Chile, a cargo del médico veterinario, Dra. Gabriela Méndez. La
hipotiroxinemia materna se indujo a partir del décimo segundo dia de gestaciéon y durante
cuatro dfas seguidos, es decir, entre los dias 12 y 15 de gestacion. Al primer grupo de animales
se les administré la dieta basica de mantencion, es decir, estos animales recibieron agua potable
y dieta Champion. Este primer grupo correspondié al grupo control. Al segundo grupo se le
administré agua potable y dieta (Champion) hasta el dia decimoprimero. A partir del décimo
segundo dia de prefiez se les administr6 en el agua de beber metimazol (MMI) al 0,02%
(Sigma, Numero de catdlogo M85006). Este segundo grupo correspondi6 a ratas gestantes

hipotiroxinémicas. El tercer grupo de animales recibié el mismo tratamiento que el grupo 2

y, ademas, se les inyect6 subcutaneamente 3,6 pg de T, a partir del doceavo dia de gestacion.
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Este tercer grupo experimental fue disefiado con el fin de revertir el fenotipo experimental y se
le denominé MMI+T,. A los grupos control y ratas gestantes hipotiroxinémicas se les inyectd
subcutaneamente una solucién salina correspondiente a PBS 1X (NaH,PO, 0,1 M, pH 7.4,
Winkler).

Una vez terminado el tratamiento, se realizé un corte en la cola y se extrajo una muestra de

sangre venosa (aproximadamente 200 pl). La sangre se recolecté en tubos con heparina. A
partir de estas muestras se aislé el plasma mediante centrifugacion a 2000 g por 10 minutos a
una temperatura de 4°C, en una centrifuga Boeco, modelo U-32R. Luego, se analizé por
quimioluminiscencia las concentraciones de T; y T, en el laboratorio del IEMA. La TSH se
analizé por RIA en el laboratorio de la Dra. Doris Rosenthal. De esta manera se evalud si la
metodologia aplicada genera hipotiroxinemia en la rata gestante. Las concentraciones
hormonales de los animales experimentales fueron siempre analizados y comparados en
relacion al grupo de los animales controles.

Todas las ratas fueron alimentadas con una dieta tradicional que en este caso fue el “pellet”
para ratas elaborado por el laboratorio de Champion S.A. Las ratas fueron mantenidas en el
vivero central de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Se les control6 los niveles de
temperatura (23°C), ventilacién y ciclos de luz / oscuridad de 14/10 horas en las salas donde se
albergan los animales en experimentacion.

Una vez nacidas las camadas y terminada la etapa de lactancia (30 dias postnatales), se
seleccionaron aquellas ratas de sexo masculino. Estos ultimos fueron mantenidos a 23°C con
ciclos luz / oscuridad de 14/10 horas, hasta los 60 dias postnatales. Cumplida esta fecha, se
procedié con la etapa de experimentacion, para lo cual las ratas fueron sacrificadas mediante
decapitacion con el uso de guillotina. Tanto el método de sacrificio y experimentacion fueron
aprobados por la Comision de Bioética Animal de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile.

A las ratas hijas de madres control resultantes de este modelo experimental se les denomind
control, a las hijas de madres hipotiroxinémicas se les denominé MMI y a las ratas hijas de
madres control positivo se les denominé MMI+T, (igual que a las madres que les dieron
origen).

La preparacion de T, cuya dosis recomendada por la literatura es de 18 pg/kg diario, para el

peso estimado de animales de 200 g, consistié en pesar 36 mg de T, (Sigma) y disolver en 1

ml de 4M NH,OH, siendo esta la solucién “stock 17, de la cual se tomaron 10 pl (360 pg) que
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se llevaron a 100 pl de PBS 1X (Winkler), siendo esta preparacion el “stock 2. Del stock 2 se
tomoé 10 pl (36 pg) y se llevéd a un volumen total de 2 ml de PBS 1X, de la cual se inyectaron

200 pl por animal (cantidad de 3.6 pg de T)).

V.2.2. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de hormonas tiroideas
y TSH

Las concentraciones de T; Total y T, Libre del plasma de ratas control, MMI y MMI+T, se
determinaron por la técnica de quimioluminiscencia realizada en el IEMA. Las concentraciones
de TSH se determinaron mediante la técnica de RIA en el laboratorio de la Dra. Doris
Rosenthal, de la Universidad Federal de Rio de Janeiro, en Brasil. Esta técnica se ha utilizado
exitosamente en investigaciéon ya que permite medir en pequefios volimenes de plasma bajas

concentraciones de hormonas (del orden fentomolar, fM). Basicamente esta técnica consiste en

el analisis de volumenes pequenios de plasma de alrededor de 100 pL. Estos se incuban con el
anticuerpo especifico para la hormona y luego se agregan trazas de TSH marcada con '’
(~3000 Ci/mmol). La hormona unida al anticuerpo se precipita con una solucién que contiene
30% de polietilenglicol. Las muestras son centrifugadas y se analiza la radioactividad
incorporada en el precipitado que se obtiene con un contador gamma. De esta manera, se

determina la unién de la hormona radioactiva al anticuerpo. Una mayor unién de radiactividad

en el precipitado es un indicador de que las concentraciones plasmaticas de TSH estan bajas.

V.2.3. Preparacion de densidades postsinapticas (DPSs)

Las DPSs se aislaron siguiendo el procedimiento de Carlin y cols. (1980), modificado por
Wyneken y cols. (2001) (figura 5). Para ello se utilizaron ratas macho Sprague-Dawley.
Brevemente, las ratas fueron decapitadas utilizando una guillotina, para luego proceder a la
extraccion del cerebro (procedimiento aprobado por la Comisiéon de Bioética Animal de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile). Se aislo el
telencéfalo, que principalmente corresponde a corteza cerebral e hipocampo. Por cada grupo
experimental se obtuvieron aproximadamente seis telencéfalos de ratas y se colocaron
inmediatamente en 6 ml de tampén de homogenizaciéon por gramo de tejido himedo (gth). El
tampon de homogenizacion correspondié a una solucion de sacarosa (Winkler) 0,32 M, EGTA

(Sigma) 0,5 mM, Tris-Cl (Sigma) 5 mM pH 7,4. Toda la preparacion se realizé en frio, entre 0 y
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4°C, utilizando contenedores con hielo. Los telencéfalos se picaron con tijeras de acero
inoxidable y se homogenizaron con ocho golpes en un homogenizador de vidrio-teflén de 40
mililitros (ml) de capacidad (Thomas Scientific). De esta fracciéon (H1) se guardé una alicuota
de 500 microlitros (ul) para su posterior analisis. El homogenizado se centrifugé en una
centrifuga preparativa marca Sorvall®, modelo RC 5B plus, a 1.000 x g por 10 minutos, se
guardé el sobrenadante (S1) y se lavé el sedimento (P1) en tampoén de homogenizacion, el cual
se volvié a centrifugar a 1.000 x g por 5 minutos. Se recuperaron los sobrenadantes (§;) y se
centrifugaron a 12.000 x g por 20 minutos. La porcién sedimentada (P2) se resuspendié en un
volumen final de 1 ml por gth. La solucién de resuspension, tampoén de carga de gradientes,
estaba compuesto por sacarosa 0,32 M, EGTA 0,5 mM, Tris-Cl 5 mM pH 8,1. Se homogenizé
con homogenizador vidrio-teflon de 20 ml de capacidad, y se cargd sobre una gradiente
discontinua de sacarosa 1,0 M/1,2 M que consistia en Tris-Cl 5 mM pH 8,1 (4 ml por fase),
con el fin de separar el material por flotacién y sedimentaciéon en una gradiente de densidad.
Esta gradiente se centrifugé a 250.000 x g por 65 minutos en una ultra centrifuga (marca
Beckman). Después de la centrifugacion se descarté el sedimento y la interfase 0,32/1 M de
sacarosa, compuestos principalmente por mitocondrias y mielina, respectivamente. Se colectd
la interfase 1,0/1,2 M sacarosa, que contiene a los botones sinaptosomales y que corresponde
al terminal pre y postsinaptico resellado (Sinaptosomas 1). Posteriormente, los Sinaptosomas 1
se sometieron a un shock hipo-osmético, agregando a la interfase colectada 10 volumenes de
EGTA 0,5 mM, Tris-Cl 5 mM pH 8,1 (tampoén de lisis), e incubandola durante 30 minutos a
0°C (en hielo) con agitacion suave. Posteriormente el material se centrifugé a 33.000 x g por 30
minutos, y el precipitado resultante (P3) se resuspendié nuevamente en un volumen final de
tampon de carga de gradientes que consistia en 1 ml/gth de sacarosa 0,32 M, EGTA 0,5 mM,
Tris-Cl 5 mM pH 8,1. Se homogenizé en un homogenizador vidrio-teflon de 20 ml de
capacidad, y se cargd sobre una gradiente de sacarosa discontinua idéntica a la anterior. Se
centrifugd a 250.000 x g por 65 minutos para luego recuperar el material presente en la
interfase 1,0-1,2 M, que corresponde a membranas sinapticas reselladas (Sinaptosomas 2).
Estos se someten a delipidacién diluyendo la fraccion hasta 6 ml/gth en tampén de
delipidacion, el que consistia en sacarosa 0,32 M, Tris-Cl 5 mM pH 8,1, para luego agregar un
volumen igual de tampon de relleno que consistia en sacarosa 0,32 M, CaCl, 0,025 mM, Triton
X-100"* 1%, DTT 2 mM, Tris-Cl 5 mM pH 8,1. Después de centrifugar a 33.000 x g por 30
min, el sedimento se lavé con Hepes-Na 50 mM pH 7,4 y se centrifugd a 250.000 x g por 10
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min. El sedimento final (DPSs) se resuspendié en 0,2 ml/gth de Hepes 50 mM pH 7,4 y se
homogeniz6 en un homogenizador vidrio-teflon de 1 ml de capacidad. El material se alicuoté
en fracciones de 100 pl y se congeld rapidamente en un bafio de nitrégeno liquido (-196°C).
Posterior a este procedimiento, las DPSs se almacenaron en congelacion a -70°C hasta su uso

en la inmunodetecciéon (Western blot).
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Figura N° 5. Diagrama del Procedimiento de Purificacion de las DPS

V.2.4. Determinacion de la Concentracion de Proteinas

La concentracién de proteinas se determiné por el método del acido bicinconinico (ver
bibliograffa: BCA, Sigma-Aldrich) (Smith y cols, 1985). El principio del analisis se basé en la
formacion de un complejo de Cu®" con la proteina. Esto se realizé bajo condiciones alcalinas,

seguida por la reducciéon del Cu*" a Cu '". La cantidad de cobre reducido es proporcional a la
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proteina presente. E1 BCA es una sal de sodio estable, hidrosoluble que forma un complejo
purpura-azul con el Cu ' en ambientes alcalinos. De esta manera la reaccién con BCA permite
visualizar la reduccién del Cu " 2 Cu . El color producido de esta reacciéon es proporcional a
la concentracién de Cu 'y, por ende, a la de la proteina. La lectura de absorbancia se realiz6
usando un filtro de 562 nm de longitud de onda. El analisis de BCA tiene varias ventajas que
son apropiadas para nuestro estudio, como son:

1. El complejo de color es estable.

2. Hay menor susceptibilidad a los detergentes.

3. Es aplicable sobre una amplia gama de concentraciones de proteina.
Se utiliz6 seroalbimina de bovino (BSA, Rockland) como estandar para la curva de calibracion

y la reaccion fue analizada en el lector de Elisa EL_ 800, Bio-Tek instruments (Bioschile).

V.2.5. Inmunodeteccion

Se resuspendieron 20 pg de proteinas de membrana aisladas (DPSs) y 40 ug del homogenizado
total de telencéfalo (H1) de cada grupo experimental (n=3) en tampoén de carga a una
concentracion de 2X, compuesto por 100 mM de Tris HCL, pH 6,8; 4% p.v (peso/volumen) de
SDS (Metck); 0,2% p.v. de azul de Bromofenol (Winkler); 20% v.v. (volumen/volumen) de
glicerol (Merck) y 200 mM de - mercaptoetanol (Winkler).

Se utiliza un estandar de peso molecular (Biolabs) de los pesos 175, 83, 62,47.5, 32 y 16 Kda en
una cantidad preestablecida por el laboratorio fabricante de 10 ul, por el cual se comparé los
pesos moleculares de las distintas proteinas en estudio. Luego, las proteinas cargadas se
sometieron a separacion electroforética en geles denaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE)
al 10% (Laemmli, 1970). La cantidad de proteinas a analizar en cada carril se corrigieron
mediante densitometria 6ptica de las proteinas totales cargadas. Para ello se corrié en paralelo
otro gel, el cual fue tefiido con tincién de azul de Coomassie (Biosonda) (figura 6). Este gel se
tild y luego se destifié para retirar el colorante adherido inespecificamente en el gel, con una
solucién de 90 ml de metanol (Winkler) mas agua en una proporcién de 1:1 (45 ml de cada
uno) y 10 ml de acido acético glacial (HAC, Winkler), quedando tefiidas s6lo aquellas zonas
correspondientes a las proteinas (bandas). Una vez que las bandas de proteinas fueron
visualizadas, se cuantificaron por densitometria 6ptica (Laemmli, 1970). Para ello, se utilizé el

procedimiento modificado por Wyneken y cols. (2001), el cual incorpora un sistema
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computacional al analisis densitométrico de las bandas en estudio, en donde se coloco el gel ya
destefido sobre la placa de un scanner (Snap Scan 1212, AGFA), se escanea la totalidad del gel.
Una vez que se obtuvo la imagen del gel escaneado, se utiliz6 el programa computacional

Adobe Photoshop, donde se procedié a cuantificar la intensidad de las bandas, mediante
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Figura N° 6. Tincién de Coomassie para correccion de cargas

Se muestra una fotografia representativa de un gel denaturante de poliacrilamida al 10% por el cual se separaron
proteinas provenientes del homogenizado total del telencéfalo (Lineas de izquierda a derecha con los nimeros 1,
2y 3) y las DPS (Lineas 5, 6 y 7). La linea 4 corresponde al estaindar de pesos moleculares (PM). Una vez
terminada la electroforesis, el gel fue tefiildo con azul de Coomassie. Se cargaron 20 pg de proteina por carril. Las
lineas 1 y 5 corresponden a muestras control; las lineas 2 y 6 corresponden a ratas MMI y las lineas 3 y 7 a

MMI+Ts.

Luego de corregidas las cargas, se realizd otra electroforesis en gel denaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE) al 10%. Las proteinas se electrotransfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Biosonda), posteriormente fueron bloqueadas en leche descremada (Svelty,
Nestlé) al 5% disuelta en PBS 1X (Winkler) + 1% Tween (Sigma) (similar al suero fisiologico,
con pH 7,4) por una hora, en agitacién y a temperatura ambiente. Después del bloqueo, se
realizaron 3 lavados, de 10 minutos cada vez, con PBS 1X + Tween al 1%. Luego, las
membranas de nitrocelulosa se sometieron a incubacién con los respectivos anticuerpos
primarios de conejo o de raton.

La inmunodeteccion de NRI, se realiz6 utilizando un anticuerpo contra NR1 a una
concentracién de 1/1000, con un tiempo de incubacién de 1 hora en agitaciéon a temperatura

ambiente y preparado en una solucion de PBS 1X+Azida de sodio 0,001%; La
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inmunodeteccién de NR2 A/B, se realiz6 utilizando un anticuerpo contra NR2A/B, a una
concentracién de 1/2000, con un tiempo de incubacién de 90 minutos en agitacion a
temperatura ambiente y preparado en una solucién de PBS 1X+Azida de sodio 0,001%; La
inmunodetecciéon de GluR1, se realizé utilizando un anticuerpo contra GluR1, a una
concentracién de 1/200, con un tiempo de incubacién de toda la noche en agitacién a 4°C y
preparado en una solucion de PBS 1X+Azida de sodio 0,001%; La inmunodetecciéon de
mGluR1, se realizé utilizando un anticuerpo contra mGluR1, a una concentracién de 1/2500,
con un tiempo de incubacién de 1 hora en agitacién a temperatura ambiente y preparado en
una solucién de PBS 1X+Azida de sodio 0,001%; La inmunodeteccién de P75, se realizd
utilizando un anticuerpo contra P75, a una concentracién de 1/1000, con un tempo de
incubacion de 1 hora en agitacion a temperatura ambiente y preparado en una solucién de PBS
1X+Azida de sodio 0,001%; La inmunodeteccion de PSD-95, se realizé utilizando un
anticuerpo contra PSD-95, a una concentracion de 1/250, con un tiempo de incubacion de 1
hora en agitaciéon a temperatura ambiente y preparado en una solucion de PBS 1X+Azida de
sodio 0,001%; La inmunodeteccion de TrkB, se realiz6 utilizando un anticuerpo contra TrkB, a
una concentracién de 1/1000, con un tiempo de incubacién de toda la noche en agitacién a
4°C y preparado en una soluciéon de PBS 1X+Azida de sodio 0,001%; LLa inmunodeteccion de
TrkA, se realizé utilizando un anticuerpo contra TrkA, a una concentracion de 1/200, con un
tiempo de incubacién de toda la noche en agitacion a 4°C y preparado en una solucién de PBS
1X+Azida de sodio 0,001%; La inmunodeteccién de o KA2 se realizé utilizando un
anticuerpo contra o0 KA2, a una concentracién de 1/2000, con un tiempo de incubacién de
toda la noche en agitaciéon a 4°C y preparado en una soluciéon de PBS 1X mas leche

descremada (Svelty) al 3%.

Luego de las respectivas incubaciones con el anticuerpo primario, se procedi6 a tres lavados de
la membrana, de 10 minutos (min) cada vez con una soluciéon de PBS 1X + Tween al 1%.
Después se procedié a incubar con el anticuerpo secundario, ya sea de ratén o conejo, en
agitacion y a temperatura ambiente por 1 hora. Los anticuerpos secundarios de ratéon o conejo
van acoplados a la enzima peroxidasa de rabanito. Las concentraciones utilizadas de dichos

anticuerpos correspondian a las sefaladas en las respectivas hojas de datos informadas por las
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compafifas de facturacioén. Ya incubada con el anticuerpo secundario, se procedio a realizar dos
lavados, de 10 min cada vez, con una soluciéon de PBS 1X + Tween al 1% y un lavado de 10
min con PBS 1X. La presencia de marca (inmunoreactividad) fue revelada o visualizada por la
técnica de quimioluminiscencia (ECL, Amersham Bioscience). La intensidad de las bandas en
estudios se analizé computacionalmente por densitometria dptica. La prueba estadistica que se

utilizé es un Test de Student de dos colas, con una distribucion normal de las muestras.

V.2.6. Inmunohistoquimica

V.2.6.1. Perfusion y fijacion del tejido cerebral

El procedimiento de fijacién del cerebro se basé en un protocolo modificado segun Ichitani y
cols. (1991). Brevemente, las ratas fueron anestesiadas con una solucioén de ketamina (Ketamil,
Agrovet, 100 mg/ml)/xilazina al 2% (Agroland) en una dosis para un animal de 250 g de 12,5
mg de Ketamina y 2,5 mg de xilazina, en forma intraperitoneal. Una vez anestesiado el animal
se realizé un corte en piel, cercano al apéndice xifoides, con el fin de acceder rapidamente a la
zona cardiaca. Se rompe el diafragma y se aproxima al corazén donde se realizé una incisién en
el ventriculo izquierdo y se instal6 la canula de perfusion (figura 7). Luego de poner la canula,
se procedi6 a hacer funcionar la bomba de perfusién, Dynamax RP-1 (ver anexos). Para
permitir el flujo sistémico de una solucién de NaCl 0,9% (300 ml), se perford la auricula
derecha para permitir la salida de sangre. Una vez desangrado al animal, se procedi6 a sustituir
la solucién salina por la soluciéon fijadora (la solucién fijadora consistié en 300 ml de
paraformaldehido al 4% (Merck), acido picrico 0,3% (Sigma) y glutaraldehido 0,1% (Sigma) en
tampon fosfato PBS 1X (NaH,PO, 0,1M, pH 7,4, Winkler)) a una velocidad de 50 RPM.
Terminado este proceso, las ratas fueron decapitadas y el cerebro fue removido
cuidadosamente. El cerebro se dejé por 24 horas en solucién de fijacion a 4 °C. Luego se
procedi6 a deshidratarlo, para ello se dejo el cerebro en soluciones de sacarosa de la siguiente
manera: por 24 horas en una solucién crioprotectora al 10 % de sacarosa (Winkler) disuelta en
tampon fosfato salino ya descrito (PBS); después el cerebro se traspasé a una solucién de
sacarosa al 30% por 48 horas a 4 °C. Una vez terminada la deshidratacion se realizaron cortes
coronales del cerebro de 30 micrémetros (um) de espesor con un cridstato (Leica, modelo CM

1510) a una temperatura de -20 °C. Se utiliz6 el atlas de Paxinos y Watson (19806) para clasificar
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los cortes a utilizar en esta memoria. Los cortes obtenidos se mantuvieron en PBS 1X mas
0,02% de azida a 4°C hasta un maximo de dos semanas para su utilizaciéon. Para almacenar
cortes coronales de tejido cerebral por un mayor tiempo, se utilizé una solucién anticongelante
preparada con 80 ml de agua destilada, mas 60 ml de glicerol (Merck), mas 60 ml de etilenglicol
(Merck), mas 0,278 grs. de NaH,Po, (Winkler), mas 1,09 grs. de Na,HPO, (Winkler), a -20 °C.
Para utilizar posteriormente estos cortes, estos debieron ser lavados 6 veces por 10 mincada

vez en una solucion de PBS 1X.

Figura N° 7. Esquema Demostrativo de Perfusion
La figura muestra la posicién de la rata, el abordaje al corazon y el sitio hasta donde se introduce la canula de

perfusion en él. (Neuroscience Associates, 2005).

V.2.6.2. Inmunohistoquimica contra TrkB

La localizacion y expresion de TrkB en hipocampo se realizé6 mediante inmunohistoquimica.
Esta metodologia se basé en el procedimiento modificado de Campusano y cols. (2002).
Brevemente, una vez obtenidos los cortes, se depositaron en placas de 24 pocillos (Falcon) y se
lavaron 2 veces por 15 min cada vez, con agua oxigenada (Fasa) al 0,5% preparada en PBS

1X. Luego de ello se realizaron 3 lavados de 15 min cada uno, en PBS 1X. Los cortes se
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incubaron en soluciéon de bloqueo que consistié para cada ml de PBS 1X pH 7,4, en suero
normal de cabra (NGS, Sigma) 3% vy azida de sodio 0,02% y se mantuvieron en agitacion
durante 1 hora a temperatura ambiente. Luego fueron traspasados a pocillos que contienen la
misma solucion de bloqueo, a la que se le agrega el primer anticuerpo (policlonal, TrkB (794):
SC-12, generado en conejo, Santa Cruz Biotechnology, Inc.) a diluciones de 1/8000 y 1,/4000,
donde se mantuvieron por 30-40 horas en agitacion orbital a 4 °C. Como control para
comprobar la especificidad del anticuerpo, en paralelo se realiz6 la omisiéon del primer
anticuerpo en la incubacién por 30-40 horas, utilizandose solamente solucién de bloqueo.
Pasado ese tiempo, los cortes se lavaron 3 veces por 15 min cada vez, con PBS 1X para luego
ser incubados por 2 horas con el segundo anticuerpo (policlonal, anti conejo, obtenido en
cabra, Laboratotrios Vector) a una dilucién 1/1000, en una solucién que contenia albimina
sérica bovina (BSA, Rockland), 0,4% triton X-100 (Sigma-Aldrich) y PBS 1X. A continuacion,
se lavaron 3 veces por 15 min con PBS 1X y se incubaron por 90 min con el complejo avidina-
biotina conjugada a la enzima peroxidasa (Kit ABC, elaborado por Laboratorios Vector) a una
dilucién 1/250. Posteriormente, se lavaron los cortes 2 veces por 15 min con PBS 1X y una
vez por 15 min con tampédn Tris (TRIS-HCL 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,6). La marca se
revel6 con 3,3""- diaminobencidina (DAB, Sigma, N° catialogo D4168) 0,05% (p/v) en agua
oxigenada 0,01% (p/v), cloruro de niquel 0,25% (p/v) y PBS 1X durante 5-10 min en
oscuridad. Los cortes se lavaron nuevamente dos veces por 15 min con tampoén Tris y una vez,
por el mismo tiempo, en PBS 1X. Luego los cortes se montaron en portaobjetos xilanizados
especiales para la adherencia de tejidos (Sigma-Aldrich) y se cubtieron con medio de montaje
resinoso para microscopia (Entellan, Merck). Los cortes montados se dejaron secar por

aproximadamente 24 horas para su analisis por microscopia optica (figura 8).

La camara digital que se utilizé en la obtencién de imagenes fotograficas desde el microscopio
(marca Olympus BX41) de los cortes cerebrales correspondientes a la IHQ contra TrkB es
marca Olympus, modelo Camedia C-3030, de 3,3 megapixeles, con un adaptador especial para

dicho microscopio.
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Figura N° 8. Fotografia de cortes Coronales de Cerebro Analizados por IHQ contra
TrkB

Fotografia de un portaobjeto que contiene cortes coronales procesados por IHQ para deteccion de TrkB.

V.2.6.3. Deteccion de NeulN por inmunohistoquimica

Cortes de cerebro de 30 um de grosor fueron utilizados para la deteccion de NeuN por
inmunohistoquimica (Online information center of Inmunohistohemistry, 2006). Estos cortes
fueron depositados en placas especializadas de 24 pocillos y se lavaron 2 veces, por 15 min
cada vez, con agua oxigenada al 0,5% en PBS 1X. Luego de ello se realizaron 3 lavados de 15
min cada uno, en PBS 1X a temperatura ambiente. Los cortes se incubaron en agitacion
durante 1 hora en solucién de bloqueo a temperatura ambiente (para cada ml de PBS 1X 0,01
M pH 7,2 se utiliza NGS 3%, azida de sodio 0,05%, BSA 1%, Tween 0,05%, Tritén 0,1%).
Luego fueron traspasados a pocillos que contenfan la misma solucién de bloqueo a la que se le
agrega el primer anticuerpo Anti-NeuN (Mouse Anti-Neuronal Nuclei Monoclonal Antibody),
a una dilucién 1/1000, por 1 hora en agitacién a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, los
cortes fueron lavados 3 veces por 15 min cada vez, con PBS 1X e incubados por 1 hora con el
segundo anticuerpo (Goat Anti Mouse IgG, Biotin Conjugated Affinity Purified Antibody,
Laboratorios Vector), a una dilucién 1/1000, en una solucién que contenia BSA 0,4%, 0,1%
triton X-100 y PBS 1X, a temperatura ambiente. A continuacion, los cortes se lavaron 3 veces
por 15 min con PBS 1X y se incubaron por 90 min con el complejo avidina-biotina conjugada
a la enzima peroxidasa (Kit ABC), a una dilucién 1/250. Postetiormente, los cortes se lavaron
2 veces por 15 min con PBS 1X y una vez por 15 min con tampoén Tris (TRIS-HCL 50 mM,
NaCl 150 mM, pH 7,6) a temperatura ambiente. La marca se revelé con DAB 0,05% (p/v) en
agua oxigenada 0,01% (p/v), cloruro de niquel 0,25% (p/v) y PBS 1X durante 2-8 min en

oscuridad, tras lo cual se lavaron nuevamente dos veces por 15 min con tampén Tris y una
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vez, por el mismo tiempo, en PBS 1X. Los cortes se montaron en portaobjetos xilanizados de
la misma manera en como se procedié con los cortes para TrkB, para ser luego analizados por

microscopia optica.

V.2.7. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados obtenidos se realizé utilizando el Test de t de Student
no pareado de dos colas. Se consider6 que los resultados independientes son significativamente
diferentes cuando p< 0.05. Para ello se comparé los resultados de ratas MMI con los de las
ratas control. Por otro lado, se comparé los resultados de MMI+T4 con los de las ratas

control.

VI. RESULTADOS

VI.1. Evaluacién del modelo de hipotiroxinemia materna

En el primer modelo experimental de hipotiroxinemia materna que se planted originalmente,
correspondiente a una dieta baja en yodo, los animales presentaron un alto grado de estrés

debido a las inyecciones diarias de hormonas; excesiva manipulacién de hembras gestantes;
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“pellets” humedos que provocé diarrea en las madres y en algunas de las crias obtenidas; el
bajo porcentaje de cruzas y gestaciones efectivas obtenidas; ademas del alto costo que significé
el manejo dietario, el tiempo necesario para lograr el fenotipo experimental y su poca
eficiencia, ya que luego de la deteccion del estro, un 25% de las hembras fueron prefiadas y de
éstas, solamente un 16,6% pari6 y un 8,3% conservo la camada, sin alimentarse de ella.

El modelo experimental que se utilizé en la presente memoria para desarrollar hipotiroxinemia
transciente a ratas prefiadas, fue descrito por Eva Ausé ez a/, en el afio 2004 (correspondiente al
modelo 2). La hipotiroxinemia suave fue producida durante los dias E12 y E15 de prefnez,
mediante la administracion de MMI al 0,02% en el agua de beber (ver materiales y métodos).
Con el objetivo de evaluar que efectivamente la ejecucion de este modelo experimental generd
ratas hipotiroxinémicas se midieron las concentraciones plasmaticas de T, T, T,L. y TSH en el
plasma aislado de cada rata prefiada al final del tratamiento (dfa E15). En las figuras 9, 10 y 11
se graficaron los promedios y su desviaciéon estandar de las concentraciones plasmaticas
expresadas en ng/ml, de T,T, T,L y TSH, respectivamente. El analisis de estos datos mostr6
que la administracion de MMI por cuatro dias genera una significativa reduccion,
especificamente en las concentraciones de T,L, manteniéndose las concentraciones plasmaticas
normales de T;T y TSH. Estos resultados indicaron que el tratamiento con MMI fue efectivo
en generar una hipotiroxinemia leve. Por otro lado, la administraciéon de T, durante el
tratamiento con MMI no mostré diferencias significativas con el control en las
concentraciones de T,T, T,L. y TSH, indicando que la T, que fue administrada en forma
subcutanea recuper6 las concentraciones normales plasmaticas de estas hormonas en el plasma

de las ratas que fueron tratadas con MML.

Los datos con los cuales se graficaron las figuras de los resultados, se muestran en la Tabla N°
1 A y B. Se realizaron tres repeticiones del modelo, los datos mostrados corresponden al

promedio de los experimentos 1, 2y 3.

Tabla N° 1.A. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de T, Ty T, L.
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En la siguiente tabla se muestran los valores promedio y desviacién estandar, obtenidos en las

muestras plasmaticas de los animales en estudio, los cuales fueron graficados en las figuras 9 y

10. Se midi6 la concentracién de hormonas en ng/ml.

T4L ng/ml T3T ng/ml
Desviacion Desviacion
Grupo Promedio Estandar Promedio |Estandar
Control 3,106 1,415 41,05 1,417
MMI 0,788 0,491 70,3 21,253
MMI+T4 4,45 1,017 40 0

Tabla N° 1.B. Determinacion de las concentraciones plasmaticas de TSH.
Se muestran los valores promedio obtenidos y su desviaciéon estandar. Estos valores fueron

graficados en la figura 11. Se midi6 la concentracién de hormona en ng/ml.

oL

TSH ng/ml
Grupo Experimental | Promedio Desviacion Estandar
Control 2,54 1,27
MMI 2,48 0,98
T, 2,073 0,80
T3 Total
100
T gg @ Control
5 0 = MM
20 O MMI+T4
0
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Figura N° 9. Concentraciones plasmaticas de T, Total

Se grafican las concentraciones plasmaticas de los tres distintos grupos correspondientes al
segundo modelo experimental de hipotiroxinemia. L.a barra azul corresponde a los animales
control; la barra morada corresponde a los animales que recibieron MMI durante los dias E12-
E15; y la barra amarilla corresponde a los animales tratados con MMI+T,. Los valores

hormonales son expresados en ng/ml y se encuentran en la tabla 1A.
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Figura N° 10. Concentraciones plasmaticas de T4 Libre

Se grafican las concentraciones plasmaticas de los tres distintos grupos correspondientes al
segundo modelo experimental de hipotiroxinemia. La administraciéon de T, durante el
tratamiento con MMI, recupera los niveles de T,L. Las ratas tratadas con MMI tienen una

disminucioén significativa de T, que se recupera en las ratas inyectadas con T,.
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Figura N° 11. Concentraciones plasmaticas de TSH

Se grafican las concentraciones plasmaticas de TSH de los tres distintos grupos
correspondientes al segundo modelo experimental de hipotiroxinemia que se obtuvieron
mediante RIA. Los valores hormonales son expresados en ng/ml y se encuentran en la tabla
1B. Se puede apreciar que las concentraciones en los distintos fenotipos experimentales son

similares al control.

VI.2. Efecto la hipotiroxinemia materna sobre la composicidn proteica de los homogenizados
v las DPSs del telencéfalo de su progenie

La DPS es un organelo postsindptico altamente plastico que responde a las demandas de la
actividad de esa sinapsis. Entre los mecanismos moleculares de plasticidad que se observan en
las DPSs se encuentran cambios en el contenido de las proteinas que la componen. Por lo
tanto, nuestro segundo objetivo fue analizar la composicion de las DPSs de ratas adultas que
durante su gestacion padecieron de hipotiroxinemia leve durante los dias E12-E15. En la
presente memoria nos concentramos en analizar la expresion de las subunidades de los
receptores glutamatérgicos como NMDA y Kainato; la de los receptores de NT como TrkA,
TrkB y P-75; y la de la proteina de anclaje PSD95. El contenido de estas proteinas se analizo
tanto en las DPSs como en el homogenizado total (H1) de telencéfalo. El objetivo del analisis
del H1 fue para determinar si los cambios en el contenido en la DPS se debieron a cambios en
la expresion y/o localizacion de las proteinas en estudio. Una vez que las ratas hijas del modelo
experimental utilizado alcanzaron los 60 dias de edad se procedié con la metodologia de
preparacion de las DPSs, tal como se indic6 en materiales y métodos, para aislar el telencéfalo,
que corresponde al cerebro anterior, y que comprende principalmente a la corteza cerebral e
hipocampo.

Se realizaron tres experimentos independientes (n=3). Las muestras de cada experimento (de
cada n) correspondian a 6 cerebros de ratas. El analisis densitométrico utilizado y que se
describe a continuacion para todas las subunidades analizadas, expresa el porcentaje de cambio

con respecto al control (promedio mas la desviacion estandar) y, entre paréntesis se indic6 a
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n” como el numero de experimentos independientes y p, su significancia, las siglas n.s.,
indican que el resultado no fue significativo.

Lo ocurrido con el contenido y expresion de las distintas unidades analizadas en esta memoria,
y a manera de resumen, se pueden apreciar en las figuras 18 y 19, en las cuales se graficé los
cambios ocurridos en los inmunoblots de los animales MMI y MMI+T,, con respecto al

control.

VI.2.1 Determinacién del contenido v expresion de TrkB en el telencéfalo

Con el objetivo de determinar el nivel de expresion de la proteina TrkB en el H1 y en las DPS
del telencéfalo, se analizaron estas muestras mediante inmunoblots. En la figura 12 se muestra
dos fotografias representativas de inmunoblots dirigidos a detectar la expresion de TrkB en el
H1 y en la DPS de ratas adultas provenientes del segundo modelo experimental de
hipotiroxinemia, respectivamente. El anticuerpo contra TrkB reconoce especificamente dos
polipéptidos. Un polipéptido corresponde a la banda de 145 KDa (peso molecular). Este
polipéptido es la forma completa de TrkB. El segundo polipéptido se observa como una banda
de 95 KDa que corresponde a la forma truncada de TrkB. Con la finalidad de determinar el
nivel de expresion de la forma completa de TrkB se realizé un analisis densitométrico de la
banda de 145 kDa. No se analiz6 la forma truncada de TrkB debido a que atn no esta claro el

rol fisiolégico de esta molécula.

TrkB en la DPS mostré un aumento significativo de un 10 £ 1,73% (p<0,01, n=3) en
comparacion al control. El andlisis densitométrico de TrkB en el homogenizado mostré un
aumento de un 15 * 5,29% (p<0,05, n=3) con respecto al control. La adicién de T, al
tratamiento con MMI durante la gestacion revirtié la expresion de TrkB a valores basales
acercandola al valor control. En la DPS hay una disminucién de un 6 £ 30% (n.s., n=3) con
respecto al control y en el homogenizado también disminuy6 en un 7 * 2% (n.s., n=3), lo que
puede observarse en las figuras 12 A y B y un resumen de lo ocurrido en el grafico de la figura

18. Estas disminuciones no fueron significativamente diferentes con respecto al control.

Estos resultados indican que el aumento de TrkB observado en las DPSs de las ratas MMI no
corresponderia a un aumento solo de la localizaciéon de TrkB en la DPS, sino también a un
aumento en la expresion de TrkB y por ende, un aumento en la cantidad total de TrkB en el

telencéfalo. Nuestros resultados también muestran que el aumento en la expresion de TrkB en
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el telencéfalo de ratas MMI es revertido por T, indicando que el aumento de TrkB se debe a la

disminucién de T, que ocurrié durante la gestacion (ver grafico en la figura 19).

H1-TrkB DPS -TrkB
Exp. 1 Exp. 2 Exp.3 PM C MMI T4
cMT,CM T, C MT, 175 m— — 250
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Figura N° 12. Efecto de la hipotiroxinemia sobre la expresion de TrkB en

homogenizados y DPSs del telencéfalo de ratas.

Se analizé el nivel de expresién de TrkB en el homogenizado total (H1) del cerebro (A) y en las DPSs (B). La
membrana fue analizada por western blot con el anticuerpo contra TrkB a una dilucién de 1/4000. C,
corresponde a control; MMI, corresponde a ratas que provienen de madres hipotiroxinémicas; T4, corresponde a
los animales hijos de madres tratadas con Metimazol y T4 subcutanea durante la gestacién; Exp 1, corresponde al
experimento numero uno realizado, lo mismo para Exp 2 y 3; PM, corresponde al peso molecular. En el
recuadro se muestra el analisis estadistico de MMI con respecto al control, en donde N es la cantidad de
experimentos realizados, Desv.Est. es la desviacion estandar y P representa el grado de significancia. Se grafica lo

mismo para todas las figuras del presente trabajo.

VI1.2.2. Determinacién del contenido v expresién de las subunidades NR1 y NR2 A /B del

receptor de NMDA en el telencéfalo

El contenido y expresién de NR1 y NR2 A/B fue analizado tanto en el H1 y en las DPSs del
telencéfalo de las ratas hijas del segundo modelo experimental mediante western blot. La figura
13 muestra una fotografia representativa de los western blots dirigidos a analizar la subunidad
NR1 del receptor de NMDA. El anticuerpo contra NR1 reconoce un polipéptido de
aproximadamente 120 kDa. Con la finalidad de determinar el nivel de expresion de NR1 en la
DPS y en el homogenizado total, la banda correspondiente al polipéptido de 120 kDa fue

analizada por densitometria optica (ver materiales y métodos). Se observé un aumento en un
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35 + 10% (p<0,05, n=3) de la expresion de NR1 en el H1 del telencéfalo de ratas MMI en
comparacioén con el control. No se observaron cambios significativos en la expresion de la
subunidad NR1 en las DPSs (1 £ 4,62%, n.s., n=3), esto se puede apreciar en las figuras 13 A'y
B y en el grafico de la figura 18. Estos resultados indicaron que hay un aumento en la
expresion de NR1 total en el telencéfalo, sin embargo no existieron cambios significativos a
nivel del contenido de NR1 en la DPSs. La expresion de NR1 en el H1 de ratas MMI+T,
mostré una disminucién de un 7 * 21% (n.s., n=3) con respecto al control. Estos resultados
no fueron significativamente distintos al control. En la DPS de animales MMI+T, se observé
una disminucién de un 13 £ 14% (n.s., n=3) el cual tampoco fue significativamente distinto
con respecto al control. La figura 14 muestra dos fotografias representativas de inmunoblots
contra la subunidad NR2A/B del receptor de NMDA. El anticuerpo contra NR2A/B
reconoce un polipéptido de aproximadamente 180 kDa, peso molecular descrito para
NR2A/B. El contenido de NR2A/B en el homogenizado total de ratas MMI expetrimenté un
aumento de un 12 £ 14,7% (p n.s, n=3) el cual no fue significativamente distinto del control.
En la DPS de animales MMI se observé un aumento de un 5 = 23,9% (n.s, n=3). Este
aumento tampoco fue significativo.

En el H1 de ratas MMI+T, presenta un aumento de un 5 = 12% (n.s, n=3) con respecto al
control. Por otro lado, NR2A/B en la DPS de ratas MMI+T, disminuy6 en un 11 £ 5% (n.s,

n=3) (ver grafico en la figura 19), lo cual tampoco fue significativamente diferente.
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Figura N° 13. Expresion de NR1 en homogenizado (H1) y DPS del telencéfalo de ratas.

Se analiz6 el nivel de expresién de NR1 en el Hlde cerebro (A) y en las DPSs (B). La membrana fue analizada por
western blot con el anticuerpo contra NR1 a una dilucién de 1/1000. C, cotresponde a control; MMI,

corresponde a ratas que provienen de madres hipotiroxinémicas; Ts, corresponde a los animales hijos de madres
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tratadas con Metimazol y T4 subcutanea durante la gestacién; Exp 1, corresponde al experimento ndmero uno
realizado, lo mismo para Exp 2 y 3; PM, corresponde al peso molecular. N es la cantidad de experimentos

realizados; Desv.Est. es la desviacion estandar; P representa el grado de significancia.
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Figura N° 14. Expresién de NR2 A/B en homogenizado (H1) y DPS del telencéfalo de
ratas.

Se analiz6 el nivel de expresion de NR2 A/B en el H1 de cerebro (A) y en las DPSs (B). La membrana fue
analizada por western blot con el anticuerpo contra NR2 A/B a una dilucién de 1/2000. C, cotresponde a
control; MMI, corresponde a ratas que provienen de madres hipotiroxinémicas; T4, corresponde a los animales
hijos de madres tratadas con Metimazol y T4 subcutdnea durante la gestacion; Exp 1, corresponde al experimento
nimero uno realizado, lo mismo para Exp 2 y 3; PM, corresponde al peso molecular. N es la cantidad de

experimentos realizados; Desv.Est. es la desviacién estandar; P representa el grado de significancia.

VI.2.3. Determinacién del contenido v expresion de PSD95 en el telencéfalo

PSD95 es considerado un marcador de la DPS. Su funcién fisiologica estd asociada a la
regulaciéon y agregacion de receptores a la DPS, estabilizacion estructural de las uniones
sinapticas y la transduccion de sefiales de los receptores de membrana (Lavado-Autric e af.,
2003). La expresion de PSD95 fue analizada por inmunoblot en el H1 del telencéfalo de los
animales en experimentaciéon. La figura 15 muestra una fotograffa representativa de un
inmunoblot contra PSD95. El anticuerpo contra PSD95 reconoce un polipéptido de
aproximadamente 95 kDa, el cual corresponde a PSD95. Con la finalidad de determinar el
nivel de expresion de PSD95 en el homogenizado total, la banda correspondiente al

polipéptido de 95 kDa fue analizada por densitometria Optica. Se observé un aumento en un
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41 £ 7% (p<0,01, n=3) en el H1 de ratas MMI en comparacién al control. Estos resultados
indicaron que hubo un aumento en la expresion de PSD95 en el telencéfalo (ver grafico de la
figura 18). El H1 de ratas MMI+T, también present6 un aumento de un 16 * 5% (p< 0,05,
n=3) con respecto al control (ver grafico de la figura 19), ya que por el hecho de ser una

proteina estructural, se encuentra aumentada, pero no en los mismos niveles que con MMI.
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Figura N° 15. Expresion de PSD95 en homogenizado (H1) del telencéfalo de ratas.

Se analiz6 el nivel de expresién de PSD95 en el H1 de cerebro. La membrana fue analizada por western blot con
el anticuetpo contra PSD95 a una dilucién de 1/250. C, cortesponde a control; MMI, corresponde a ratas que
provienen de madres hipotiroxinémicas; T4, corresponde a los animales hijos de madres tratadas con Metimazol y
Ty subcutinea durante la gestacion; Exp 1, corresponde al experimento numero uno realizado, lo mismo para
Exp 2 y 3; PM, corresponde al peso molecular. N es la cantidad de experimentos realizados; Desv.Est. es la

desviacion estandar; P representa el grado de significancia.

VI1.2.4. Determinacién del contenido v expresion de P75 en el telencéfalo

El contenido y expresion de P75 fue analizado por inmunoblot tanto en el H1 como en las
DPSs del telencéfalo de ratas pertenecientes al segundo modelo experimental. La figura 16
muestra dos fotografias representativas de inmunoblots contra P75. El anticuerpo contra P75
reconocié un polipéptido de aproximadamente 75 kDa, el cual corresponde a P75. Con la
finalidad de determinar el nivel de expresion de NR1 en la DPS y en el HI, la banda
correspondiente al polipéptido de 75 kDa fue analizada por densitometria 6ptica. Se observo
un aumento en un 10 = 29,9% (n.s, n=3) en el H1 del telencéfalo de ratas MMI en

comparacién al control. Se observé un aumento de un 10 * 61,5% (n.s., n=3) en las DPSs de
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ratas MMI en comparaciéon a los animales control. El analisis estadistico de estos resultados
mostr6 que las diferencias encontradas tanto en el H1 como en las DPS no fueron
significativamente diferentes respecto al control (figuras 16 A 'y B y grafico en la figura 18).

El analisis del H1 de las ratas MMI+T, mostré una disminucion de un 9 + 39% (n.s., n=3) con
respecto al control. En la DPS de animales MMI+T, también hay una disminucién en un 16 *
44% (n.s., n=3) con respecto al control (figura 19). En ambos casos, esta disminucién no fue

significativamente distinta a los animales control.
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Figura N° 16. Expresion de P75 en homogenizado (H1) y DPS del telencéfalo de ratas.

Se analiz6 el nivel de expresiéon de PSD95 en el homogenizado total del cerebro (A) y en las DPSs (B). La
membrana fue analizada por western blot con el anticuerpo contra P75 a una dilucién de 1/1000. C, cotresponde
a control; MMI, corresponde a ratas que provienen de madres hipotiroxinémicas; T4, corresponde a los animales
hijos de madres tratadas con Metimazol y T4 subcutinea durante la gestacion; Exp 1, corresponde al experimento
nimero uno realizado, lo mismo para Exp 2 y 3; PM, corresponde al peso molecular. N es la cantidad de

experimentos realizados; Desv.Est. es la desviacion estindar; P representa el grado de significancia.

VI.2.5. Determinacién del contenido v expresion de Trk A en el telencéfalo

El contenido y expresion de TrkA es analizado por inmunoblot tanto en el H1 y DPS del
telencéfalo de ratas hijas del segundo modelo experimental. La figura 17 muestra dos
fotografias representativas de inmunoblots contra TrkA. El anticuerpo contra TrkA reconoce
un polipéptido de aproximadamente 140 kDa, el cual corresponde a TrkA. Con la finalidad de
determinar el nivel de expresion de TrkA en el H1 y en la DPS, la banda correspondiente al
polipéptido de 140 kDa fue analizada por densitometria 6ptica. En el H1 de los animales MMI

se observé un aumento de un 12 + 7.5% (n.s., n=3) en comparacién a los animales control. Se
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observé una disminuciéon especifica en la DPS de un 6 £ 4,9% (n.s., n=3). El anilisis
estadistico de estos resultados mostré que estas diferencias no eran significativamente
diferentes al control (figuras 17 A y B y grafico en la figura 18). Los resultados de los animales
MMI+T,, muestran en el H1 una disminucién de un 3 £ 5% (n.s., n=3) y en la DPS una
disminucién de un 4 * 3% (n.s., n=3), lo cual se pudo apreciar en el grafico de la figura 19.

Estas diferencias tampoco fueron significativas con respecto al control.
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Figura N° 17. Expresion de TtkA en Homogenizado (H1) y DPS del telencéfalo de
ratas.

Se analiz6 el nivel de expresion de TrkA en el H1 de cerebro. La membrana fue analizada por western blot con el
anticuerpo contra TrkA a una dilucién de 1/200. C, cotresponde a control; MMI, corresponde a ratas que
provienen de madres hipotiroxinémicas; Ty, corresponde a los animales hijos de madres tratadas con Metimazol y
T4 subcutinea durante la gestacion; Exp 1, corresponde al experimento numero uno realizado, lo mismo para
Exp 2 y 3; PM, corresponde al peso molecular. En el recuadro se muestra el analisis estadistico de MMI con
respecto al control, en donde N es la cantidad de experimentos realizados, Desv.Est. es la desviacion estandar y

P representa el grado de significancia.
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Cambios en el contenido de los receptores TrkB, NR1,
NR2AB, P75y TrkA, en homogenizado y DPS de ratas
tratadas con MMI

1,6 -
*k
— *
S 1,4 -
—
=
c
o 1,24 =«
U K%k
o
S 1 ; ; —— ; ; ; ; T . .
=
= 0,8 -
TrkBH TrkB NR1 H NR1 NR2AB NR2AB P75H P75 TrkAH TrkA KA2H PSD95
06 DPS DPS H DPS DPS DPS H

Figura N° 18. Comparacion de los niveles de expresion y contenido de las distintas
proteinas en el homogenizado y DPS de ratas MMI.

Con el objetivo de evaluar la expresion de diversas proteinas que se encuentran en el
telencéfalo y que componen la DPS se realiz6 un analisis densitométrico de las bandas
obtenidas en los inmunoblots respectivos. Los valores obtenidos de tres experimentos
distintos son promediados y sometidos a un analisis estadistico. Los promedios de cada
muestra se graficaron en barras y fueron expresados como la razén entre la densitometria
obtenida para los animales MMI y los controles. La desviaciéon estandar se muestra como
barras T. La primera barra corresponde al H1 y la segunda barra a las DPSs. Los resultados
obtenidos en las subunidades GIluR1, mGluR1 y o« KA2 se analizaron, sin embargo no se
muestran como parte fundamental en esta memoria, ya que no fueron relevantes. Sin embargo,
en este grafico se muestra a modo de ejemplo, lo sucedido con o KA2, que también

experimentd un aumento, pero no significativo.
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Cambios en el contenido de los receptores TrkB, NR1,
NR2AB, P75y TrkA, en homogenizado y DPS de ratas
tratadas con MMI+T4
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Figura N° 19. Comparacion de los niveles de expresion y contenido de las distintas
proteinas en el homogenizado y DPS de ratas MMI+T,.

La adicion de T, al tratamiento con MMI durante la gestacion revirtié la expresion de TrkB a
valores basales acercandola al valor control (figuras 12, 13 y 18). Esto indicé que el aumento de
TrkB observado en los homogenizados y DPSs del telencéfalo de las ratas que padecieron de
hipotiroxinemia durante su gestaciéon es producto de una disminucién especifica de la T,. En
general, lo que ocurre con todos los receptores es una disminucion en los contenidos de ellos,
tanto en el H1, como en las DPSs, revirtiéndose lo observado con el tratamiento con MMI,
excepto lo sucedido con PSD95, que por el hecho de ser una proteina estructural, se encontrd
aumentada, pero no en los mismos niveles que con MMI. El grafico se construyé comparando
a los animales MMI+T, con los animales control. L.a desviacion estindar se muestra como
barras T. La primera barra corresponde al H1 y la segunda barra a las DPSs. Se muestra,

ademas, lo sucedido con a KA2, que experimentd un pequefio aumento, pero no significativo.
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VI1.3. Determinacién del contenido de BDNF

Durante el desarrollo de la presente memoria, con la colaboracién de la Dra. Claudia Riedel, de
la Universidad Nacional Andrés Bello, se tealiz6 la determinacién del contenido de BDNF en
los telencéfalos de las ratas en experimentacion (ver metodologia en anexos).

Debido a que uno de los cambios mas significativos que se observo en los animales MMI fue
un aumento en el contenido de TrkB, se procedié a analizar que sucedia con el contenido de su
ligando BDNF en el telencéfalo. Para ello se analizé el contenido de BDNF a partir del H1 de
telencéfalo extraido durante el proceso de fraccionamiento celular (ver materiales y métodos).
Con el objetivo de liberar y solubilizar el BDNF del H1, éste fue sonicado y tratado con
detergentes. Este método posee las ventajas de ser mas sensible, reproducible y cuantificable
que la determinacién de BDNF por inmunoblot. En la figura 20 se muestran los valores
promedios correspondientes al contenido de BDNF obtenido por el método de ELISA para
las distintas muestras, los resultados obtenidos se expresaron como promedio mas desviacion
estandar. Para el telencéfalo de ratas MMI se obtuvo 108 + 72 pg de BDNF /mg de proteina;
pata el de ratas control se obtuvo un promedio de 47 + 15 pg de BDNF /mg de proteina y
pata los animales MMI+T, se obtuvo 80 * 49 pg de BDNF /mg de proteina. El analisis
estadistico de estos resultados indicé que no hay diferencia significativa en la concentracion de
BDNEF en las distintas muestras. Por lo tanto, estos resultados indican que globalmente la
hipotiroxinemia inducida durante la gestacién no produjo alteraciones en el contenido de

BDNF.
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Figura N° 20. Contenido de BDNF en el telencéfalo de ratas experimentales

El contenido de BDNF fue determinado a partir de los homogenizados de los telencéfalos de los distintos grupos
experimentales mediante el método de ELISA. Los valores son expresados en pg de BDNF/mg de proteina. La

desviacién estandar se muestra como barras T.
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V1.4. Distribucién de TrkB en el hipocampo de ratas MMI

Los resultados obtenidos por inmunoblots mostraron un 15% de aumento significativo de
TrkB en el H1 y un 10% de aumento significativo de TrkB en las DPSs del telencéfalo de ratas
MMI con respecto al control. Debido a que los datos de los inmunoblots no permiten
identificar en qué parte del telencéfalo ocurrié el aumento de TrkB, se procedi6 a localizar
TrkB por inmunohostoquimica en cortes coronales de los cerebros de los distintos grupos
experimentales en estudio. En la figura 22 se observan tres fotografias correspondientes
animales Control, MMI y MMI+T,, respectivamente. Una vez revelados los cortes, el marcaje

fue analizado por microscopia de luz, con un aumento de 10 X, utilizando el microscopio

Olympus BX41.

Figura N° 21. Localizacion del CA3 del Hipocampo y area de analisis.
Fotograffa de un corte coronal del hemisferio izquierdo del cerebro de rata, obtenido del atlas de Paxinos y

Watson, 1986. Con una flecha se indica un recuadro, de 250 um cuadrados, que representa el area de conteo de la

zona CA3.
Analisis de la inmunohistoquimica mostrd intensa marcacion para TrkB en las neuronas

musgosas y piramidales que conforman las zonas CA3, CAl y giro dentado de los animales

experimentales tanto controles, como los tratados con MMI y con MMI+T, (figura 22).
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Figura N° 22. Inmunohistoquimica de TrkB

Fotografia representativa de la inmunohistoquimica contra TrkB, realizada en cortes coronales
de cerebro de 30 um de grosor. La inmuhistoquimica de TrkB se describe en la secciéon de
materiales y métodos. La marcacion de TrkB fue analizada por microscopia de luz utilizando el
microscopio Olympus BX41. Se utilizé6 un aumento de 10X. Las flechas indican zona CAl,

CA3 y Giro Dentado (GD).

Se detecté marca especifica para TrkB en el stratum oriens, zona externa del CA3 en el
hipocampo de animales Control, MMI y MMI+T,. Se procedié a analizar cuantitativamente
esta marcacion en cortes coronales correspondientes al plato 19 del atlas de Paxinos y Watson
(ver anexos). Se cuantifico la zona del stratum oriens delimitado en la figura 21. En la figura 23 se
grafica el promedio y la desviacién estandar de tres experimentos independientes. En el grupo
control se observé un 33 * 18 células marcadas; en los animales MMI de 94 * 36; y en los
MMI+T, un 14 £ 8. El analisis cuantitativo mostr6é que los animales MMI tienen 94% mas de
marcacion positiva para TrkB que los animales control. Por otro lado, los animales MMI+T,
no presentan diferencia significativa con los animales control. Estos resultados sugieren que la

adicion de T, a las ratas MMI logré revertir el fenotipo inducido por MMI.

46



140 +
120 +
100

80+

60

a
40 4

a
20 4
: N

b
Control MMI MMI+T4

Numero de neuronas

Tratamientos

Figura N°23. Cuantificacion de la marcacion para TrkB en el Stratum oriens
Se procedio a contar las marcas correspondientes a la deteccion de TrkB. Para ello se tomaron
cortes de cerebro del nivel 19 (atlas de Paxinos y Watson) y las marcas de TrkB fueron

visualizadas por microscopia de luz con un aumento de 10 X.

CONTROL MMI

Figura N° 24. Inmunohistoquimica de TrkB en la region CA3 del hipocampo

La concentracion de anticuerpo contra TrkB fue de 1/4000. La marcacién de TrkB es de color
café y corresponde al precipitado de DAB el cual fue visualizado por microscopia de luz en un
microscopio Olympus BX41. (A) Fotografia representativa de la region CA3 del hipocampo de

ratas control, tomadas con lente de aumento de 10 X. (B) Fotografia representativa de la
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region CA3 del hipocampo de ratas MMI, tomadas con lente de aumento de 10 X. Flechas

indican ubicacién de la zona CA3 y marcacion de TrkB en los grupos experimentales.

CONTROL MMI

Figura N° 25. Inmunohistoquimica de TrkB en la region CA3 del hipocampo

Flechas muestran mayor presencia de neuronas fuera de la zona CA3 en MMI. La
concentracién de anticuerpo contra TrkB fue de 1/4000. (A) Fotografia representativa de la
region CA3 del hipocampo de ratas control tomadas con lente de aumento de 20 X. (B)
Fotografia representativa de la region CA3 del hipocampo de ratas MMI tomadas con lente de
aumento de 20X. Flechas indican ubicacién de la zona CA3 y marcacion de TrkB en los grupos

experimentales.

48



CONTROL MMI

Figura N° 26. Inmunohistoquimica de TrkB en la region CA3 del hipocampo

Se realiz6 inmunohistoquimica contra TrkB en cortes coronales de cerebro de 30 um de
grosor. Flechas muestran mayor presencia de neuronas fuera de la zona CA3 en MMI. La
concentracién de anticuerpo contra TrkB fue de 1/4000. (A) Fotografia representativa de la
region CA3 del hipocampo de ratas control tomadas con lente de aumento de 40 X. (B)
Fotografia representativa de la region CA3 del hipocampo de ratas MMI tomadas con lente de
aumento de 40 X. Flechas indican zona CA3 y marcacion de TrkB en los grupos

experimentales.
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CONTROL MMI+T,

Figura N° 27. Inmunohistoquimica de TrkB en la region CA3 del hipocampo.
Comparacion cortes de ratas controly MMI+T,

La concentracién de anticuerpo contra TrkB utlizado fue de 1/4000. (A) Fotografia
representativa de la region CA3 del hipocampo de ratas control tomadas con lente de aumento
de 10 X. (B) Fotografia representativa de la region CA3 del hipocampo de ratas MMI + T,
tomadas con lente de aumento de 10 X. Las flechas indican que se aprecia similitud en la
marca de la zona CA3, con lo cual se muestra que se ha revertido el fenotipo experimental.

Flechas indican zona CA3 y marcacién de TrkB en los grupos experimentales.
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CONTROL MMI

Figura N° 28. Inmunohistoquimica de TrkB en la region CA3 del hipocampo

La concentracion de anticuerpo contra TrkB utilizado fue de 0 (cortes sin anticuerpo) (A)
Fotografia representativa de la regiéon CA3 del hipocampo de ratas control tomadas con
microscopia de luz en un microscopio Olympus BX41, con lente de aumento de 2,5 X. (B)
Fotograffa representativa de la region CA3 del hipocampo de ratas MMI tomadas con

microscopia de luz en un microscopio Olympus BX41, con lente de aumento de 2,5 X.

VL5. Distribucién de NeuN en el hipocampo de ratas MMI

Los trabajos realizados por Lavado-Autric e 4/, muestran que las ratas MMI presentan un
aumento de neuronas con migracioén aberrante en la zona externa del CA3 del hipocampo. Por
otro lado, nuestros resultados muestran que estos animales tienen un aumento de marcacioén
para TrkB en la zona externa del CA3. Con la finalidad de determinar si la marcaciéon de TrkB
en esta zona se correlaciona con marcaciéon neuronal, se procedié a realizar un analisis
inmunohistoquimico de esta zona del cerebro con un anticuerpo especifico para NeuN. NeuN
es un marcador neural ya que es una proteina nuclear que se une al DNA y solamente se
encuentra en nucleos neuronales. La deteccién de NeuN ha sido ampliamente utilizada para
marcar neuronas (Online information center of Inmunohistohemistry, 2000).

Cortes coronales de cerebros provenientes de los mismos animales en que se analizé TrkB,
fueron analizados para NeuN. Se procedié a analizar cuantitativamente esta marcacioén y para
ello se trabajé con 3 experimentos por condicién. Los cortes seleccionados corresponden

aproximadamente al plato 19 del atlas de Paxinos y Watson (ver anexos). A continuacion se
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muestran las fotografias del hipocampo derecho del cerebro de las ratas en experimentacion,
que fueron analizados mediante inmunohistoquimica contra NeuN, en las que no se
observaron cambios en el marcaje neuronal de NeuN en la zona CA3 entre nuestro control,
MMI y MMI + T,. Sin embargo, podemos sefialar que la marca de TrkB se ubica en neuronas
y no en glias, ya que este receptor esta presente en la membrana plasmatica de neuronas, en el
soma, en dendritas y axones. Ademas, en nuestro estudio, existié un aumento en la expresion
total de TrkB en el telencéfalo y de su contenido en la DPS de estas ratas, lo que se
correlaciona con un aumento de neuronas ectdpicas que marcaron para TrkB mediante IHQ),
por lo tanto pensamos que la marca para TrkB si estarfa en neuronas ectopicas, situaciéon que
no pudimos visualizar en IHQ realizada para NeuN, con n=1. Se seguira analizando lo que

sucede con este marcaje aumentando el n de experimentos realizados.

CONTROL MMI MMI + T4

:\nﬁ.‘—‘-\"""m ,_.......,\ TRy
CAS. o - S

Figura N° 29. Determinacion de la localizacion de la marcacion para NeuN en la
region CA3 del hipocampo
En la fotograffa se muestra una inmunohistoquimica para localizar NeuN en cortes coronales

de cerebro de 30 um de grosor. La concentracién de anticuerpo contra NeuN fue de 1/1000.
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La marcaciéon de NeuN es de color café y corresponde al precipitado de DAB el cual fue
visualizado por microscopia de luz en un microscopio Olympus BX41. (A-B-C): Fotografias
representativas del hipocampo de ratas control, MMI y MMI+T, tomadas con lente de
aumento 4 X. (D-E-F) Fotografias representativas de la region CA3 del hipocampo de ratas
control, MMI y MMI+T, tomadas con lente de aumento 20 X. Las flechas indican que la
migracion neuronal no presenté diferencias significativas entre los fenotipos experimentales en

estudio.
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VII. DISCUSION

VIL1. Disefio experimental

La hipotiroxinemia materna es una condicién patolégica que se caracteriza por una reduccion
plasmatica especifica de la T, (total y libre). Esta patologia se produce principalmente por
deficiencias de I" en la dieta. En la literatura se han descrito dos modelos experimentales para
inducir hipotiroxinemia a ratas prefladas. En la presente memoria, se evaluaron estos dos
modelos para inducir la hipotiroxinemia a ratas gestantes. El primer modelo consistia
basicamente en alimentar a la rata madre un mes antes y durante el desarrollo de la gestacion
con una dieta pobre en yodo. Este modelo provocé una hipotiroxinemia severa, que por los
valores hormonales determinados, estuvo mas cercana a la patologifa denominada
hipotiroidismo. Entre los signos fisicos se observé caida del pelaje, aletargamiento, alza de
peso y lentitud en los movimientos. Sélo un 25% de las hembras con hipotiroxinemia severa
lograron ser prefiadas, de éstas, solamente un 16,6% logr6 dar a luz y un 8,3% conservo la
camada. La ejecucion de este modelo result6 ser muy complicada y con muy baja eficiencia de
reproduccion. Pensamos que la baja eficiencia en la reproducciéon se debe a la compleja
metodologia y por consecuencia al alto estrés al que fueron sometidos los animales durante la
gestacion mas la severidad de la hipotiroxinemia. Este modelo, ademas, implicaba un mayor
tiempo de trabajo y dedicaciéon para lograr el fenotipo experimental. El segundo modelo
experimental resulté ser mas ventajoso ya que el manejo experimental fue mas simple, generd
en las ratas prefiadas una hipotiroxinemia suave y sin alteraciones clinicas evidentes, ademas de
no afectar significativamente su capacidad reproductiva. En consideracién a lo anterior, fue el

modelo utilizado para la obtencién de los animales experimentales.

VIIL.2. Segundo modelo experimental v el efecto de MMI en la progenie

El MMI es un inhibidor especifico de la tiroperoxidasa (TPO) y se ha demostrado que, al igual
que una dieta baja en yodo, cuando es administrado por corto tiempo provoca
hipotiroxinemia. La administracion de MMI al 0,02% por cuatro dias y el analisis de las
hormonas tiroideas y de TSH demuestra que se indujo una hipotiroxinemia leve a las ratas

gestantes. Estas caracteristicas son importantes, ya que imitan en gran medida la situacion
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observada en un alto porcentaje de las mujeres embarazadas analizadas en paises desarrollados
(Lavado-Autric ez al., 2003).

La hipotiroxinemia materna es en la actualidad una importante preocupacion para la salud
publica debido a la alta frecuencia de mujeres con T, bajo el nivel normal y al consecuente
dafo neuronal provocado a la progenie. Esta situacion ha resultado ser mas dramatica aun,
debido a que los sintomas de la hipotiroxinemia (cansancio, suefo, lentitud) se asemejan al
primer periodo de la gestacion en la mujer. A esto se le suma que a la mujer embarazada no se
analiza el estado de sus hormonas tiroideas, por lo que las mujeres hipotiroxinémicas pasan
desapercibidas clinicamente. La soluciéon a este problema es la deteccion temprana de los
niveles de hormonas tiroideas en la mujer embarazada. En el caso de detectar alguna
insuficiencia se procederfa a suministrar la T, necesaria para reestablecer los niveles
hormonales. Con el objetivo de apoyar la deteccion de hormonas tiroideas en la mujer
embarazada se organizé esta memoria. Este trabajo representa el comienzo de las evidencias
moleculares que demuestran los efectos provocados por la hipotiroxinemia materna sobre la
neurona postsinaptica de la sinapsis glutamatérgica del telencéfalo de la progenie en la rata.
Esta informacién es relevante, ya que apoya la urgencia de la deteccion temprana de la
hipotiroxinemia en la mujer embarazada. La deteccién temprana de la hipotiroxinemia tendria
como consecuencia la disminucién del porcentaje de nifios con problemas de aprendizaje y

concentracion.

VIIL.3. Efecto de la hipotiroxinemia en la composicién de la DPS

La DPS, como ya se ha sefialado, corresponde a un complejo proteico funcional perteneciente
a la region postsindptica solamente de la sinapsis neuronal excitatoria glutamatérgica. Su
funcién se relaciona con recibir, regular y traducir la informacién del neurotransmisor a la
neurona postsinaptica. Por lo tanto, conocer la composicion de las proteinas que conforman
este organelo en la progenie proveniente de madres hipotiroxinémicas, es de gran importancia
para entender los mecanismos moleculares que subyacen a las alteraciones cognitivas que
persisten en estos animales. Entre las proteinas que componen la DPS nosotros seleccionamos
algunas de ellas para la realizacién de esta memoria. El criterio de esta seleccion se baséd en
estudiar aquellas proteinas que directamente participan en procesos de plasticidad como son

los receptores glutamatérgicos y los receptores para NT. En resumen, se observé que existen
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diferencias significativas en TrkB tanto en H1 como en DPSs (figura 12); tanto NR1 (figura 13)
como PSD95 (figura 15) s6lo aumentaron en el H1.

Mediante la metodologia de western blot se observé un marcado aumento para TrkB inducido
por MMI, tanto en el H1 como en la DPS. Consistente con esta observacion, se evidencia un
aumento de TrkB en el drea externa a la zona CA3 del hipocampo que es un area rica en vias
nerviosas y pobre en neuronas (figura 24). Es decir, esta marca de TrkB se correlacionaria con
el aumento de células ectépicas encontradas en ratas MMI. No solamente la hipotiroxinemia
genera esta migracion aberrante de neuronas en el hipocampo, también ha sido observada y
descrita en patologias como la epilepsia. Para el receptor TrkB vemos que existe un aumento
de marca contabilizada fuera de la zona CA3 del hipocampo, que corresponde a un 94% mas
de marca con respecto a los animales control. Ademas, observamos una reduccién en el
nimero de neuronas ectdpicas en las ratas de MMI+T,. Este resultado puede deberse a un
exceso de tiroxina en estos animales con respecto al control. Debido a que TrkB aumenta en
las DPSs, estos resultados permiten sugerir que la marca observada a través de
inmunohistoquimica se localiza en neuronas y no en glias. Estos resultados no fueron
confirmados por la inmunohistoquimica para NeuNN, lo que puede deberse a que sélo se realizd
un experimento. Interesantemente no se observé diferencias significativas en el contenido total
de BDNF. Estos resultados sugieren que el aumento de TrkB podria deberse a un cambio
compensatorio del sistema. Se sabe que un aumento en la actividad neuronal induce la
traslocacion de TrkB desde el citoplasma a la membrana plasmatica (Meyer-Franke ez a/., 1998).
El modelo de hipotiroxinemia inducida a ratas prefiadas en esta memoria demostré que la
composicion molecular de la DPS esta afectada especificamente en el contenido de TrkB.
Ademas, demostré que las neuronas ectopicas del hipocampo en las areas del CA3 y CAl
(previamente descritas por otros autores) marcan positivo para TrkB. Por otro lado, se
demostré que existe una alteracion en la expresion total de NR1 y PSD95, a pesar de no existir
un aumento de estas proteinas en la DPS, indicando que estas proteinas se estan distribuyendo

a otro compartimiento en la célula.

VII1.4. Dano Cognitivo de las ratas MMI

Durante esta memoria se desarrollaron colaboraciones con otros cientificos con el objetivo de

evaluar el dafio cognitivo a nivel fisiologico. En colaboracién con el Dr. Sergio Mora de la
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Universidad de Chile se realizaron test conductuales a nuestros distintos grupos
experimentales. Los tests de aprendizaje y memoria que se realizaron fueron el de Actividad
Motora Global, en el que se mide todo tipo de movimiento del animal; el de Locomocién, que
detecta cuando el animal se esta trasladando; el “Avoidance” Pasivo en que se mide si los
ratones son capaces de memorizar una experiencia adversa y el test Water Morris Maze. Este
test mide la memoria espacial la cual se encuentra asentada en el hipocampo. El test de “Water
Morris Maze” se realiza en una piscina de unos 200 cm de didametro donde se encuentra una
plataforma. Se coloca la rata en el agua frente a la plataforma y se mide el tiempo en que se
demora la rata en alcanzar la plataforma. Este test se repite durante 5 dfas y en cada dfa se
cambia la posicion de la rata con respecto a la plataforma. La plataforma estaba colocada en el
cuadrante noroeste y los animales fueron colocados inicialmente en el este, luego sur, oeste,
norte y la ultima otra vez desde el este. La rata para poder conseguir el objetivo debe de
desarrollar una memoria espacial del estanque con la ubicacién de la plataforma.
Interesantemente, las ratas MMI fueron significativamente mas lentas que las ratas normales en
el test de “Water Morris Maze”. El hecho de que las ratas MMI tuviesen una memoria espacial
deficiente es concordante con las alteraciones moleculares observadas en el telencéfalo
(estructura anatémica que comprende al hipocampo) y con los resultados observados en los
experimentos de potenciacion a largo plazo (LTP). Los experimentos de LTP fueron realizados
en colaboracién con la Dra. Floria Pancetti, de la Universidad Catdlica del Norte, con sede en
Coquimbo. En estos experimentos las ratas MMI no fueron capaces de generar LTP después
de una estimulacién tetanica de las vias CA3-CA1l. Estos resultados explican en parte por qué
las ratas MMI aprenden mas lentamente (ver anexos). Ademas, se confirmé que la sinapsis de
CA3 con CAl existe en estos animales y que, por lo tanto, la alteraciéon debe estar a nivel
molecular. Nuestros resultados entregan evidencias de alteraciones moleculares en la expresion
y contenido de proteinas fundamentales para la generacion de LTP como es TrkB, PSD95 y
NR1. A partir de estos resultados nosotros sugerimos que el dafio y deterioro de la memoria
espacial en el adulto, provocado por la ausencia de T, durante el comienzo de su gestacion,
modifica el contenido y expresiéon de proteinas claves como TrkB, NR1 y PSD95 para los
mecanismos celulares que subyacen a la memoria espacial como es el LTP (figura 18).
Proponemos que el aumento de TrkB en la DPS y el aumento de NR1 total pueden estar
implicados en conexiones heterotopicas en el telencéfalo, lo que puede ser la base de un

sistema neurologico poco eficiente. BDNF ha mostrado ejercer efectos agudos sobre la
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transmision sinaptica glutamatérgica y GABAérgica. BDNF también ha mostrado jugar un rol
importante en la plasticidad sindptica dependiente de actividad, incluyendo la potenciaciéon a
largo plazo (LTP). Uno de los blancos regulatorios de BDNF es el receptor de NMDA. En
particular, BDNF potencia la actividad de NMDA en el hipocampo e incrementa las corrientes
sinapticas mediadas por NMDA en la médula espinal (Kolb e a/, 2005). Por ende, se ha
propuesto que BDNF participaria en procesos de plasticidad sinaptica. En este estudio, sélo
TrkB y no BDNF experimentd cambios significativos, lo cual podria estar sefialando la

alteracion en la plasticidad sinaptica ocurrida en los animales en experimentacion.

58



VIII. CONCLUSIONES

1. El modelo de induccién de hipotiroxinemia materna mediante la administraciéon de MMI a
ratas gestantes utilizado en esta memoria, mostré ser un modelo consistente y de facil estudio,

el cual genera una hipotiroxinemia suave y subclinica.

2. Se observo un aumento significativo en la expresion total de NR1 y PSD95 en ratas a cuyas
madres se les indujo hipotiroxinemia durante su gestaciéon. No se observé cambios en el

contenido de estas proteinas en la DPS de estos animales (MMI) con respecto al control.

3. TrkB aument6 tanto su expresion total en el telencéfalo (H1), como su contenido en la DPS

de ratas a cuyas madres se les indujo hipotiroxinemia durante su gestacion.

4. No hubo cambios significativos en la expresién de la NT BDNF; en la subunidad del
receptor de NMDA, NR2 A/B; en la NT P75 y en el receptor para NT, TrkA, en el telencéfalo

de ratas a cuyas madres se les indujo hipotiroxinemia durante su gestacion.

5. Se observo un aumento significativo de la marca de TrkB ectépica en el area CA3 del

hipocampo de ratas a cuyas madres se les indujo hipotiroxinemia durante su gestacion.

6. ¢Qué significa lo expuesto anteriormente?. Podemos sefalar que en nuestro estudio
existieron cambios moleculares en la expresion y contenido de algunas proteinas que forman
parte de la sinapsis glutamatérgica como la subunidad del receptor de NMDA, NR1; el
receptor para BDNF, Trk B y en la proteina de andamio PSD 95. También el aumento de
TrkB se correlaciona con un aumento de neuronas que se confirma con técnica de IHQ), por lo
tanto pensamos que la marca de Trk B esta localizado en neuronas ectépicas y que los cambios
moleculares en la expresion de NR1, TrkB y PSD 95, podrian modificar la actividad sinaptica

del telencéfalo y esto en parte, da cuenta del dafo cognitivo
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IX. ANEXOS

IX.1. Analisis de la actividad motora, locomotora y de memoria visual-espacial

Los diferentes grupos experimentales de ratas fueron sometidos a una bateria de tests para
analizar su comportamiento y capacidades cognitivas. Los mas relevantes de mencionar en la
presente memorio fueron: A) Actividad Motora Global se realiz6 en el equipo de ANIMAL
ACTIVITY MONITOR (Lafayette). El animal fue depositado en el compartimento del equipo
y este por deteccion tactil registra cualquier movimiento del animal. El test tiene una duracion
de 30 minutos en los cuales se determina el movimiento cada 5 minutos. El n de cada grupo
fue de 10 ratas control, de 9 ratas MMI y de 7 para ratas hijas de madres tratadas con MMI y
T,. B) La locomocién del animal es analizada en el equipo OPTO-VARIMEX MINI de
Columbus instruments. Este equipo esta formado por una plataforma donde se deposité al
animal y por celdas fotoeléctricas se sensaron los cambios en la intensidad de la luz producidos
por el avance de la rata. El n experimental fue el mismo que para la actividad motora global. C)
Memoria visual-espacial fue determinada en el test de “Morris Water Maze”. Este test se
realiz6 en una piscina con agua de unos 200 cm. de diametro, en la que se coloca una
plataforma. Las ratas fueron colocadas en diferentes puntos cardinales de la piscina con
respecto a la plataforma. La rata naturalmente nada en la piscina y se determiné el tiempo que
demora en llegar a la plataforma. Cada dfa se realizaron 5 ensayos por rata. Este test se realizo
durante 5 dfas. El nimero de ratas que participd en el experimento fue de 17 ratas hijas
provenientes de madres hipotiroxinémicas o MMI, 16 controles y ratas hijas MMI+ T,

fueronl?.

Morris Water Maze

Figura N° 30. Morris water maze
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Griafico que muestra los segundos que demord cada
animal y los dfas de repeticiones del experimento. En
rojo se grafica control, en verde MMI y en celeste
MMI+T4. La hipotiroxinemia materna caus6é dafio
A cognitivo a su progenie. Este dafio fue detectado ya

20 que éstas ratas se demoraron mas tiempo en aprender
10 \5\\'\1\ el mapa espacial y el camino a la plataforma que las



En conclusion, segun los resultados reportados por los colaboradores, en el test de actividad
motora global, MMI es mayor que el control y se revierte con T; en el de locomocion, los
resultados evidencian que los cambios no se deben a un déficit de T,, ya que no tiene
significancia y en el test de “Morris Water Maze”, en el dia 2 el resultado es significativo, pero
con el tiempo MMI se iguala al control. Por lo tanto, los animales gestados por madres

hipotiroxinémicas, se demoran mas en aprender.

IX.2. Potenciacién a largo plazo en el segundo modelo experimental

La Potenciacion a Largo Plazo (ILTP) se realizé con nuestros animales en estudio, en los cuales
cortes transversales de hipocampo fueron preparados después de anestesiar al animal con éter
y decapitarlo. Los cerebros fueron removidos rapidamente e inmersos en una soluciéon a 0°C
que contenfa 212,7 mM sacarosa; 5 mM KCl; 1.25 mM NaH2PO4; 3 mM MgSO4; 1 mM
CaCl2; 26 mM NaHCO3; and 10 mM glucosa, pH 7,4. El hipocampo fue disectado en cortes
transversales (400 um de grosor) usando un vibratomo (Modelo HA752, Campden
Instruments, Leicester, England). Los cortes fueron transferidos a una camara que contiene
fluido de cetebro espinal artificial (ACSF) saturado con un 95% O2 / 5% CO2 y
continuamente petfundidos a 2 ml/min. Potenciales excitatorios postsinapticos EPSPs fueron
evocados por estimulacion eléctrica entregada cada 15 seg a la via colateral de Schaffer usando
electrodos bipolares y registrado en el stratum radiatum (registro del EPSPs). Los electrodos de
registros fueron micropipetas de vidrio (1-3 uM) rellenas con ACSF. En el comienzo de cada
experimento, se realizatron curvas de estimulo/respuesta, incrementando la intensidad del
estimulo para ajustar sobre el 50% de la maxima respuesta.

La razén fundamental que nos llevé a establecer esta colaboraciéon yace en que la
potenciacion a largo plazo (LTP) ha sido propuesta como un mecanismo celular que subyace

a procesos de aprendizaje. Procesos que estan deteriorados en humanos nacidos de madres
que padecieron de hipotiroxinemia durante el embarazo. Tanto las ratas experimentales y los
controles fueron generadas en nuestro laboratorio. Una vez que las ratas cumplieron 60 dias
de edad fueron trasladadas al laboratorio de la Dra. Pancetti con la finalidad de realizar
estimulos eléctricos para la induccién de LTP. Se realizaron curvas Input-Output. En la
figura 31.1 se graficé el fEPSP (potencial excitatorio postsinaptico de campo) en valores

absolutos en funcién de la intensidad del estimulo.
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El grafico B corresponde a los valores del grafico A normalizados por porcentaje. En
ambos casos no se observa ninguna diferencia entre las tres condiciones (control, MMI y
MMI + T;) lo que indica que la excitabilidad del circuito intrahipocampal estudiado (via
CA3->CA1) no esta afectada en las ratas tratadas con MMI o MMI+T;. En la figura 31.2 se
graficaron los resultados obtenidos de la induccién de LTP. El grafico A muestra la amplitud
de la respuesta de campo en funcion del tiempo. La flecha indica la aplicacién del estimulo
tetanico al tiempo 0. El grafico B muestra el fEPSP normalizado en porcentaje en funcion
del tiempo. Se puede observar que en ambos casos las ratas MMI y MMI + T muestran
deficiencias en la expresion de una LTP contundente. Todos los registros fueron hechos en
el stratum radiatum de la via CA3 = CAl. Los presentes resultados nos permitieron concluir
que el tratamiento con MMI y MMI + T, pareci6 afectar un componente necesario para el
establecimiento de la L'TP, el cual no fue evidenciable en condiciones de actividad sinaptica
basal y no comprometio la excitabilidad global del sistema. Cabe sefialar que en este estudio
se utilizaron animales MMI+T;, siendo éste fenotipo experimental similar a MMI, ya que no

se suplement6 T,, sino que T}, que no es la hormona que revierte el fenotipo MMI.

Figura 31.1 Figura 31.2
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Figura 31.1y 31.2 Grafico de LTP

Se graficé en la figura 31.1 el fEPSP y en la 31.2 la inducciéon de LTP.
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IX.3. Equipo utilizado en IHQ): bomba de perfusién

Otro de los elementos que se utilizaron para el desarrollo de esta memoria fue la bomba
peristaltica Dynamax, modelo RP-1 y de marca Rainin. Fsta se utiliz6 para realizar la perfusion
de las ratas, proceso previo a la realizacion de la técnica de IHQ.

La bomba Dynamax RP-1, estd expresamente diseflada para la transferencia de fluidos, la
cabeza rotatoria tiene diez rodillos de acero inoxidable. Como la cabeza gira, cinco de los
rodillos presionan la tuberfa contra el brazo de compresion, produciendo el flujo por la accién
peristaltica. Con esos cinco rodillos en contacto con la tuberia, se asegura la pulsacién baja, el
flujo liso y la alta presion. La velocidad de la bomba es en revoluciones por minuto y la
velocidad de bomba y la direccién de rotacién son controladas por un teclado numérico

(Rainin instruments, 2005).

Figura N° 32. Dynamax RP-1 Peristaltic Pump
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IX.4. Sistema de inmunodeteccién para BDNF (promega)

3.1. Preparacion de la muestra.
El kit puede ser usado para cuantificar BDNF en sobrenadantes de cultivos celulares, plasma,
suero, orina y extractos de tejidos. Para ello se deben guardar las muestras congeladas a -20 °C
antes de su uso. Hay que evitar congelar y descongelar muchas veces las muestras a utilizar.
Antes de usar las muestras se debe remover las particulas de las ellas por centrifugacion.

1) Diluir la muestra (en este caso H1) agregando 4 volimenes de DPBS (Winkler).

2) Agregar un ul de HCI 1IN por cada 50 pl de muestra diluida. Verificar que el pH es

menor a 3.
3) Mezclar e incubar por 15 min a T® ambiente.
4) Neutralizar agregando 1 ul de NAOH por cada 50 ul de muestra. Verificar que el

pH es aproximadamente 7,0.

3.2. Proteccion de la placa

En un tubo de 50 ml agregar exactamente 10 ul de anticuerpo monoclonal contra BDNF en 10
ml de tampon carbonato (Winkler), para preparar suficiente reactivo para 96 pocillos. Agitar en
forma circular cuidando de no crear exceso de burbujas. Agregar 100 ul por pocillo de la placa
de ELISA. Sellar la placa con su respectiva tapa y dejar incubando toda la noche a 4 °C (en

refrigeracion).

3.3. Preparacion de la solucion de bloqueo
Cada placa requiere aproximadamente 53 ml de solucién de bloqueo para ser usada el segundo
dfa. Preparar la solucién de bloqueo mezclando 42,4 ml de agua desionizada con 10,6 ml de

solucién de bloqueo 5X. Mezclar suave y completamente por inversién al momento de usar.

3.4. Bloqueo de la placa

1) Sacar la placa protegida del refrigerador. Eliminar el contenido de los pocillos invirtiendo la
placa 3 veces sobre un papel absorbente. Vigorosamente lavar todos los pocillos con TBST.
Llenar cada pocillo con TBST, botar el contenido e invierta 3 veces sobre un papel absorbente.
Agregar 200 pl de solucioén de bloqueo a cada pocillo, cuidar de no tocar ni rayar la superficie
de los pocillos donde esta unido el anticuerpo.

2) Incubar la placa a temperatura ambiente por una hora sin agitacion.
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3.5. Preparacion de la curva estandar para BDNF

El estindar de BDNF que trae el kit entrega una cutva estindar lineal entre 7,8 y 500 pg/ml.
Usar sélo valores que estén dentro del rango lineal de esta curva para determinar la
concentracion de las muestras.

El estindar de BDNF viene a una concentracion de 1 ug/ml. Diluir exactamente el estindar de
BDNF a una concentracion de 1:2000 en solucion de bloqueo para llegar a una concentracion
de 500 pg/ml. Por ejemplo, agregar 10 ul del estandar a 390 ul de solucién de bloqueo
(dilucién 1:40). Luego agregar 10 pl de esta solucion a 490 ul de solucion de bloqueo (dilucion

1:50). Este protocolo da como resultado una dilucién del estandar de 1:2000.

1) Después del bloqueo de la placa remover el contenido por inversion, retirar todo el
resto de liquido invirtiendo 3 veces sobre un papel absorbente y lavar una vez con
TBST. Marcar 2 columnas de pocillos (16 pocillos) para la curva estandar. Para
preparar la curva estandar dentro de la placa agregar 100 pl de solucién de bloqueo

a los pocillos de la fila B hasta la fila H, en las dos columnas para la curva estandar.

2) Agregar 200 ul del estaindar de BDNF diluido (500 pg/ml) al primer pocillo de cada

columna de la curva estandar (fila A).

3) Inmediatamente realizar diluciones seriadas 1:2 (100 ul por pocillo) bajando por la
placa en las columnas para la curva estandar. En la dltima fila de pocillos no agregar
BDNF. La concentracién final dentro de la placa (en duplicado) sera de 0-500
pg/ml (ver figura).
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Figura N° 33. Placa de Elisa
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3.6. Adicion de la muestra

Se recomienda partir con una diluciéon de 1:4 para cada muestra y preparar diluciones seriadas

1:2 en las columnas de la placa de ELISA.

1)

2)

3)

Después de preparar la curva estandar, agregar 100 pl de las muestras a los pocillos
correspondientes.

Sellar la placa con su respectiva tapa e incubar por 2 horas a T° ambiente con
agitacion (400 = 100 RPM).

Lavar la placa 5 veces con TBST.

3.7. Adicién del anticuerpo policlonal contra BDNF humano

D

2)

3)

En un tubo de 15 ml agregar 20 pl del anticuerpo policlonal a 9,98 ul de solucion
de bloqueo (dilucion 1:500), reactivo suficiente para una placa de 96 pocillos. Agitar
en forma circular cuidando no crear exceso de burbujas. Agregue 100 ul del
anticuerpo policlonal anti-BDNF humano a cada pocillo, cuidando de no tocar o
rayar la superficie de los pocillos.

Selle la placa con su respectiva tapa e incubar 2 horas a T® ambiente con agitacién
(400 + 100 RPM).

Lavar la placa 5 veces con TBST.

3.8. Adicién de Anti-Ig Y conjugada con peroxidasa de rabanito

)

2)

3)

En un tubo de 50 ml agregar exactamente 50 ul de Anti-IgY a 9,95 ml de solucién
de bloqueo (diluciéon 1:2000), reactivo suficiente para una placa de 96 pocillos.
Agitar en forma circular cuidando no crear exceso de burbujas. Agregue 100 ul de
Anti-IgY a cada pocillo, cuidando de no tocar o rayar la superficie de los pocillos.
Incubar 1 hora a temperatura con agitacion (400 £ 100 RPM).

Nota: Durante la agitaciéon lleve la solucion de TMB(Winkler) a T® ambiente.

Lavar la placa 5 veces con TBST.

3.9. Desarrollo del color

D

Agregar 100 pl de TMB a T° ambiente a cada pocillo.
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2) Incubar a T® ambiente con agitacion por 10 minutos. Aparecera un color azul en
los pocillos.

3) Detener la reaccién agregando 100 ul de HCI 1N a los pocillos en el mismo orden
en que el sustrato fue agregado en el punto 2. El color azul debe cambiar a amarillo
por la acidificacion. Tener cuidado de no crear burbujas.

4) Registrar la absorbancia a 450 nm dentro de 30 minutos de la detenciéon de la

reaccion. (ver curva teorica).

Absorbancia | 177
a 450 nm 1.0

| | | 1
o 100 200 300 400 500

BDNF pg/ml

Figura N° 34. Curva de Absorbancia a 450 nm
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X.5. Esquema del atlas de Paxinos y Watson utilizado en este estudio

En la figura 35 se muestra un dibujo completo del hipocampo de rata, correspondiente a la
coordenada del plato 19 del cerebro murino, en donde se graficaron las distintas zonas de éste.

Ademas, para un mejor entendimiento, se incluy6 una fotografia (figura 36) de las abreviaturas

de dicho dibujo.

En esta memoria tomamos como referencia anatomica del cerebro de la rata, las estructuras

que se muestran en la figura 35.

Figura N° 35. Fotografia del plato 19. Atlas de Paxinos y Watson, 1986.
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Plate 19

alv  Alveus

Arc Arcuate Nucleus (Hypothalamus)

BLA Basolateral Nucleus of the Amygdala
BMA Basomedial Nucleus of the Amygdala
CA, Hippocampal Area CA,

(Ammon’s Horn)

CA, Hippocampal Area CA;

(Ammon’s Horn)

cc  Corpus Callosum

CdP Caudoputamen

CeA Central Nucleus of the Amygdala

Cl Claustrum

cl Central Lateral Nucleus (Thalamus)

cm  Central Medial Nucleus (Thalamus)
cng  Cingulum Bundle

DG Dentate Gyrus

DMh, Dorsomedial Nucleus (posterior)
(Hypothalamus)

ec External Capsule

eml External Medullary Lamina

EP Endopiriform Nucleus

FC Fasciola Cinerea

fr Fasciculus Retroflexus

Ge Nucleus Gelatinosus (Nucleus
Submedius) (Thalamus)

Hb, Habenula Nucleus (lateral) (Thalamus)
Hb, Habenula Nucleus (medial) (Thalamus)
hf Hippocampal Fissure

ic Internal Capsule

IG Induseum Griseum

iml Internal Medullary Lamina

In Insular Area (Cortex)

LA Lateral Nucleus of the Amygdala
LD Lateral Dorsal Nucleus (Thalamus)
LHA Lateral Hypothalamic Area

Ma Motor Agranular Cortical Area
MD Mediodorsal Nucleus (Thalamus)
MeA, Medial Nucleus of the Amygdala
(posterior)

mfb Medial Forebrain Bundle

mt Mammillothalamic Tract

ot Optic Tract

Pa Paraventricular Nucleus (Thalamus)
Pam Periamygdaloid Cortex

Pc Paracentral Nucleus (Thalamus)

pc Posterior Commissure

PH Posterior Hypothalamic Nucleus
Pir Piriform Area (Cortex)

PL Posterior Limbic Area (Cortex)

Po Posterior Group (Thalamus)

R Reticular Nucleus (Thalamus)

Re Nucleus Reuniens (Thalamus)

rf  Rhinal Fissure

sm Stria Medullaris

SomS Somatosensory Cortex

st Stria Terminalis

V3 Third Ventricle

VB Ventrobasal Nuclear Complex
(Thalamus)

VL Ventrolateral Nucleus (Thalamus)
VM Ventromedial Nucleus (Thalamus)
VMh Ventromedial Nucleus (Hypothalamus)
Zl Zona Incerta

Figura N°36. Detalle de abreviaturas del plato 19.
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