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RESUMEN

Durante la ontogenia, la organizacién citoarquitectonica del cerebro depende de
la accién concertada de numerosos factores entre los que destacan las hormonas
tiroideas, las cuales ejercen un papel organizador del crecimiento nervioso y cuya
deficlencia en edades tempranas, produce dafios cerebrales generalizados
particularmente en la organizacién de las conexiones callosas.

Estudios previos muestran que en la rata adulta normal, las neuronas de la
corteza auditiva que proyectan a través del cuerpo calloso se localizan desde las capas
corticales Il-lll hasta la capa VI, delimitdndose dos bandas de mayor densidad, una
formada por las neuronas de las capas II-lll y parte superior de la IV; la otra, por aquellas
de la parte superior de la capa VI. Por el contrario, en la corteza de las ratas adultas
hipotiroideas hay escasez de neuronas en las capas ll-lll, que contrasta con la
abundancia de neuronas en las capas IV-V por lo que solo se delimita, una banda de
mayor densidad neuronal.

En el presente estudio se pretende definir si esta diferencia en el patrén de
distribucion laminar, se adquiere en los primeros dias de edad, o si su aparicién es
gradual. Asimismo, que procesos involucrados en las conexiones callosas se afectan en
las ratas hipotiroideas.

Para indagar estas posibilidades, se analiz6 la distribucion de las neuronas
auditivas callosas a partir del dia 5 y hasta el 103 postnatales. Empleando micropipetas
de vidrio se inyectaron trazadores de transporte retrégrado (peréxidasa de rabano sola o
conjugada con aglutinina de gérmen de trigo o fluomicroesferas) en la corteza temporal
de ratas Wistar normales e hipotiroideas. El hipotiroidismo se indujo por la administracién
de metimazole desde el dia 13 de gestacion ademas de la tiroidectomia en el dia 6
posthatal.

En la corteza auditiva de las ratas normales, las neuronas de proyeccion callosa
se distribuyeron radiaimente desde las capas corticales lI-lll hasta la VI, en todes las
edades. La densidad neuronal disminuy6 alrededor del dia 26 postnatal, siendo mas
notorio el decremento en las neuronas de la capa V, lo que di6é un aspecto bilaminar. Se
hicieron reconstrucciones bidimensionales que mostraron una distribucién tangencial
continua, ésto es que, las neuronas ocuparon toda la extension dorso-ventral de la
corteza temporal. Los analisis cuantitativos indicaron que las neuronas de proyeccién
callosa localizadas en las capas II-lll y parciaimente en la IV, representaron el 28.5-40%
del total de las neuronas marcadas.

Las neuronas callosas de la corteza auditiva de las ratas hipotiroideas, tuvieron
una distribucién radial que también ocupd desde las capas lI-lll, hasta la capa VI. Sin
embargo, fue evidente la escasez de neuronas de las capas Ii-lll contrastando con la
densidad anormal neuronal de las capas IV-V. Esto se observé desde el dia 5 postnatal.
Segun las reconstrucciones bidimensionales las neuronas de proyeccién callosa
abarcaron toda la extension dorso-ventral de la corteza temporal. De acuerdo a los
andlisis cuantitativos las neuronas de las capas |I-Ill y parciaimente IV representaron el
8.4-16% del total de las neuronas marcadas.

Estos resultados indican que el patrén de conectividad auditivo calloso se esboza
en los primeros dias postnatales para completarse alrededor de la tercera semana, tanto
en los animales normales como en los hipotiroideos. Teniendo en cuenta estos
hallazgos, es posible suponer que la deficiencia de hormonas tiroideas durante la
neurogénesis de la corteza cerebral, produce alteraciones severas y permanentes en |a
citoarquitectura cerebral. Es posible que exista un deterioro en el proceso de migraciéon
neuronal, lo que a su vez limite el establecimiento de las conexiones callosas de las
neuronas de las capas corticales Il-lll. Las repercusiones funcionales de este patron de
conectividad interhemisférico alterado aun estan por definirse.
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SUMMARY

During the ontogeny, the cytoarchitectonic organization of the brain depends of
the action of various factors, among them the thyrold hormones which play an
organizational role in the growing nervous system. Thyroid hormone deficiency at early
ages produces generalized damage in the brain, particularly in the organization of
callosal connections.

Previous studies have shown that in normal adult rats the neurons of the auditory
cortex project across the corpus callosum to terminate in cortical layers ii-1ll to Vi. Here,
two bands of high density can be delineated, one formad by the neurons of layers II-]l|
and the upper part of layer IV and the other by neurons in upper part of layer VI. In
contrast, in hypothyroid adult rats there is a lack of neurons in layers Il-lll, but many in
layers IV-V, making it is possible to identify just one band of high neural density.

The present study attempts to identify whether this difference In the pattem of
laminar distribution occurs during the first few days of life or appears gradually, and which
process associated with the formation of the callosal connections are affected in
hypothyroid rats.

In order to investigate these possibilities, the distribution of auditory caliosal
neurons was analyzed from postnatal days 5 to 103. Using glass micropippetes
ratrograde transport tracers (horseradish peroxidase, wheal germ agglutinin-horseredish
peroxidase or fluospheres) were Injected into the temporal cotex of nommal and
hypothyroid Wistar rats. Hypothyroidism was induced by administering methimazole from
embryonic day 13 followed by thyroidectomy on postnatal day 6.

In the auditory cortex of norma! rats, labelled callosally projecting neurons were
distributed radially from cortical layars li-1ll to the upper half of layer VI at all ages. Neural
density decreased around postnatal day 28, and was clearest for the neurons of layer V,
resulting in a bilaminar appearance. Bidimensional reconstructions showed cailosally
projecting neurons to have a continuous tangential distribution and quantitative analysis
showed that 28.5-40% of the total number of labelled neurons were located in layars il-1ll
and partially in IV,

Labellad callosal neurons in the auditory cortex of the hypothyroid rats were also
distibuted radially also from layers -l to VI. However, from postnatal day 5 a lack of
neurons was avident in layers [I-ll compared to the density in layers IV-V. Bidimensional
reconstructions showed labelled neurons to cover the entire extent of the dorso-ventral
temporal cortex, and quantitative analysis showed that neurons located in layers |l-Ill and
partially in |V represented only the 8.4-16% of the total number of caliosal labelled
neurons.

These rasults indicate that the basic outiine of callosal auditory connectivity is
present from the first postnetal days, that it is completed around the third week. This is
the case in both normal and hypothyroid rats. Considering these findings it is possible to
suggest that thyroid hormone deficlency during neurogenesis of the cerebral cortex
results in permanent and severe alterations in the anatomy of the brain. Probably there is
an impaimaent In the neuronal migration which prevents the establishment of callcsal
connections in layers [I-1ll. The functional consequences of such alteration in the pattern
of Interhemispheric connectivity have yet to be defined.
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. INTRODUCCION

En todos los vertebrados, el desarrollo cerebral esta determinado tanto por
la expresién de factores genéticos como por el impacto de influencias
epigenéticas que concurren durante un periodo amplio de la ontogenia neural,
que abarca desde la formacién del neurcectodermo prospectivo hasta la edad
postnatal temprana. La vulnerabilidad celular que prevalecs durante los procesos
que conducen a la formacién del cerebro adulto varla de una etapa a otra del
desarrollo, aunque para muchos de ellos, la mayor labilidad ocurre durante el
periodo perinatal. Las células que componen el tejido nervioso muestran su
méxima actividad durante una serie de procesos neurales entra los que cabe
destacar la proliferacién, la migracién, la diferenciacién y el establecimiento de
contactos sinépticos. En esos periodos denominados criticos, el sistema nervioso
puede modificar de manera importante su organizacion arquitecténica ante la
incidencia de diferentes factores externos (Dobbing, 1970). Las zonas cerebrales
siguen un ritmo y un tiempo distinto de desarrollo (heterocronia) por lo tanto, las
acciones de un factor epigenético influyen con intensidad distinta dependiendo de
su duracién y del momento del desarrollo en que hayan incidido (Patel, 1983).

1. Desarrolio cerebral
1.1 Periodos criticos durante e} desarrolio cerebral

Entre los diversos factores epigenéticos, las hormonas tiroideas
desempefian un papel fundamental en |a organizacion del sistema nervioso
central (SNC) y su deficiencia durante el desarrollo, provoca dafios severos en la
organizacién y |a funcién cerebral. (Eayrs y Taylor, 1951; Eayrs, 1960). Por estas
razones, las hormonas tiroideas se situan entre 10§ reguladores fisiologicos mas
importantes de la maduracién cerebral en los veriebrados en general y en los
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INTRODUCQOON
mamiferos en particular. Su deficiencia en los periodos criticos del desarrollo

cerebral humano, ya sea debida a una insuficiencia de yodo (cretinismo
endémico) o bien a una disfuncidn o agenesia de la gldndula tiroides fetal
(hipotiroidismo congenito), provoca alteraciones en (08 procesos mentales
(cretinismo) acompafadas de retardo en el crecimiento yio trastornos
neurolégicos (Dussadult y Ruel, 1987).

Muchos aspecios de! desarrollo cerebral se pueden comparar entre los
mamiferos altriciales. En particular, algunos eventos del desarrollc humano
también pueden compararse con los observados en los roedores, aunque en
estos uitimos tales eventos se encuentran comprimidos en el tiempo. Entre los
mamiferos altriciales, la rata ha sido el animal de laboratorio cominmente usado
para el estudio de los efectos causados por la privacion de las hormonas tiroideas
durante los periodos fetal y perinatal, ya que al nacer muestran tanto inmadurez
sensorial y motora como en la regulacion homeostatica (Adolph, 1857). Ademas,
la rata ofrece algunas ventajas adicionales en el estudio del desarrollo dado que
su gestacion, crecimiento y desarrollo son cortos en el tiempo, se pueden
determinar facilmente los niveles de hormonas tiroideas mediante
radioinmunoensayos realizados tanto en el plasma, como en |os diversos tejidos,
y la presencia de varias crias en la camada, permite hacer repeticiones de un
mismo tratamiento en poco tiempo.

1.2 Macroneurogénesis y microneurogénssis

E! esbozo del SNC se inicia cuando el neuroectodermo prospectivo se
diferencia formando la placa neural y una vez que ésta alcanza su maximo
espesor, se invagina para formar primero el surco neural y después el tubo
neural. Aproximadamente, las dos terceras partes mas rostrales de dicho tubo
originan a las vesiculas cerebrales; el tercio mas caudal a la médula espinal.

El periodo de gestacion medio de la rata es de 22 dlas. Entre los dlas
embrionarios (E) 11 y 14 ocurre la transformacién del prosencéfalo tubular en dos
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INTRODUCCION
vesiculas telencefalicas y una diencefadlica. En cada una de las vesiculas

telenceféalicas se forman |los rudimentos del “techo”, futura corteza cerebral, y del
"piso”, futuros ganglios basales y otras estructuras telencefalicas (Bayer y Altman,
1991).

En el dia E12, el neuroepitelio cortical primordial @s una matriz germinal
pseudoestratificada, que se transforma en estratificada cuando la neurogénesis
cortical comienza. De forma general, por el dia E13, la matriz germinal sufre tres
transformaciones sucesivas que en |a neocorteza sensorial, coincide con tres
periodos neurogenéticos principales: 1) estadio temprano (E13-14) cuando se
producen las células de Cajal-Retzius y la subplaca; 2) el estadic medio (E15-17)
cuando se originan las principales neuronas que formaran las capas Vy VI, y 3) el
estadio tardio (E18-21} cuando se originan la mayoria de las neurcnas de las
capas I, Il y IV (Berry et al., 1964, Bayer y Altman, 1991). Estos periodos varian
de una area cortical a otra, e incluso dentro de una misma area, estableciéndose
una serie da gradientes. E| proceso de histogénesis referido a las areas auditivas
de la rata seré explicado en detalle mas adelante.

Como la mayoria de las neuronas se generan en/o junto al neuroepitelio
pariventricular del tubo naural y finalmente se establecen a cierta distancia de
esta zona, tienen que migrar después de abandonar el ciclo proliferativo. En
algunos casos, las células migran de la zona ventricular, pero contintan
proliferando en la zona subventricular qua se encuéntra entre las zonas
ventricular e intermedia. Esta capa es particularmente prominente en el cerebro
anterior y da lugar a muchas de las neuronas de los ganglios basales, a las
neuronas corticales y a muchas de las células gliales de la corteza cerebral
(Cowan, 1983). La mayoria de las veces, la migracion neuronal implica al
movimiento de células postmitéticas. Dicha migracién es necesaria para que las
nauronas adquieran su posicidn correcta, lo cual es exiramadamente importante,
ya que ésto influird, entre otras cosas, en su morfologla, conectividad sindptica y
funcién (Cowan, 1983; Hockfield y McKay, 1985, Shatz y Luskin 1986; Rakic,
1988).



INTAODUCCION

La forma como se desplazan las neuronas desde ta zona proliferativa hasta

su destino final fue sugerida por Rakic en 1972 (Figura 1). El modo de migracién
de las neuronas inmaduras se debe a que éstas se adhieren a células gliales
dispuestas radialmente (de la superficie ventricular a la supeficie pial). Esta glia
radial se considera una forma primitiva de astrocitos, dado que como ellos tienen

en su citoesqueleto moléculas como la proteina fibrilar acldica glial y la vimentina
(Levitt ot al., 1881, Rakic, 1988, 1890). No obstante, la glia radial expresa de
forma especlfica durante el desarrollo otras moléculas caracteristicas (Hockfield y
McKay, 1085). Tales moléculas permiten que las neuronas por una parte
reconozcan, y por otra se adhieran a la glia radial para poder efectuar su proceso
de migracién.

En el dla E14, se forma |la capa plexiforme primordial que consiste en la
capa marginal (capa |) y la subplaca (capa VIl). La poblacién celular pionera de la
neocorteza estd representada por las células de Cajal-Retzius en la capa |
(Retzius, 1893; Ramén y Cajal, 1911; Readler y Readler, 1978; Bayer y Altman,
1881), que llegan a su posiciéon permanente al dla siguiente de su generacion,
ésto las distingue de las células de la subplaca y de las células de las cepas || a
la VI. En la corteza cerebral, las primeras sinapsis se establecan sobre las
dendritas de las neuronas de Cajal-Retzius (Konig et al., 1975; Kristt y Molliver,
1976). Estas sinapsis tempranas pueden ser |as responsables de que las
neuronas de Cajal-Retzius permanezcan en una posicién superficlal durante el
resto del desarrolio neocortical (Ramédn y Cajal, 1911; Marin-Padilla, 1978).

13



Figurm ' Las chlulas gliales radiales se caracierizan por sus procesos axiremadamante largos
Que Briviesan lodo ol espesor 0e la pared del lubo neural y s estruciuras dervadas. E dibujo
de & parte Supenor Mussirs la glla radial en ung saccidn transvensal de la pared del hemasfeno

chlules ghales y las nevronas migratonas (Modificada de Cowan, 1983)



INTRODUCCION

Por el dia E16, aparece la placa cortical primitiva entre los componentes de
la capa plexiforme primordial. Mientras avanza el desarrollo la placa cortical se
expande de modo que la separacion entre la capa | y la subplaca se incrementa
progresivamente. Las neuronas de la placa plexiforme muestran un desarrollo
diferente respecto a las de la placa cortical. La capa plexiforme es un componente
de diferenciacién temprana de la corteza embrionaria, en contraste con la
maduracion retardada de la placa cortical (Figura 2).

Probablemente, Vignal en 1888 (Marin-Padilla, 1988) fue el primero en
proponer que la maduracion neuronal de la placa cortical se inicia en su borde
més profundo y progresa de manera ascendente. En los mamiferos, la placa
cortical es una innovacién en la filogenia cortical la cual origina a las capas |l, Ill,
IV, Vy VI de la corteza cerebral adulta (Marin-Padilla, 1888). En 1961, Angevine y
Sidman establecieron el concepto “inside-out" en la ontogenia neocortical,
refiriéndose a la direccion que sigue el proceso de maduracién neuronal.
Propusieron que las neuronas de las capas mas profundas maduran antes que
aquéllas de las capas mas superficiales. Dicho concepto se confirmé por diversos
trabajos en diferentes especies de mamiferocs (Sidman y Rakic, 1973; Rakic,
1974). En estos estudios se mostré que las primeras neuronas migran y ocupan el
borde mds bajo de la recién formada placa cortical. Posteriormente, la placa
cortical crece en grosor debido a la adicion de nuevas neuronas que migran,
pasando a través de la primeras para alcanzar el borde superficial de la placa
cortical bajo la zona marginal. Asi, en general, las neuronas localizadas en |a
region més profunda de la placa cortical son las més viejas y las de la regién mas
superficial, las mas j6venes.
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Figura 2 Resuman de |a evoluckin de los esirsios conicales durante s higioginesls de
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¥ a subplaca. En la placa corlical se irin ublcando las neuronss que dankn ongen & las capes
coricalss I, 11, IV, V ¥ V1. Lea neuronas mils viejas parmanscerin #n s regién profunda; les mila
jovenss, en la superficial (Modificado de Bayer y Atiman, 1891),
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INTRODUCCION
Paralelamente a la migracién neuronal, se inicia el ¢recimiento de los

procesos nerviosos, y parece que muchas neuronas ya dirijen su axén hacla las
dreas blanco cuando estdn aun migrando (Miller, 1988). Este hecho
particularmente interesante sugiere que el fenotipo conexional de las neuronas
callosas esid determinado antes de la migracion. Hay otras dos caracter(sticas
que convienen resaltar sobre el crecimiento de los procesos nerviosos. La primera
es que la mayorla de las neuronas generan muchos mas procesos de (o8
necesarios 0 de los que presentan en la fase de madurez. La segunda, se refiere
a la fasciculacién axonal dada la fuerte tendencia de |08 axones a crecer en
estrecha asociacion con sus vecinos (Cowan, 1983).

De manera particular, l& caracteristica de generar procesos neurales en
exceso es un evento que se ha descrito para las conexiones cortico-corticales de
los mamiferos. Durante la ontogenia exisie una cantidad supernumeraria de
dichas conexiones que se reduce de manera importante durante el desarrolio
postnatal; tanto e! exceso como la reduccién depende de la especie animal asi
como de las dreas cerebrales implicadas. Esta estrategia de sobreproduccion
axonal, parece ser un mecanismo general en el desarrollo del SNC (Innocenti,
1991).

1.3 Desarrolio de las conaxiones interhemisféricas

Es importante el estudio de las conexiones cerebrales para entender cémo
interactuan las distintas partes del cerebro entre sl para generar el
funcionamiento del sistema nervioso y de manera particular las conexiones
Interhemisféricas telencefélicas dada la importancia que tienen en la integracién
de las funciones corticales superiores (Sperry, 1982). En los mamiferos, las
conexiones interhemisféricas se agrupan en diversas comisuras, siendo el cuerpo
calloso la principal de ellas. El cuerpo calloso sigue pautas de desarrollo bastante
peculiares en los mamiferos. En la rata, el nimero de axones se incrementa
durante un periodo perinatal corto, alcanzando a partir de la segunda semana de
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edad el numero encontrado en la rata adulta (Gravel et al., 1990). Por el contrario,
en el resto de los mamiferos estudiados hasta ahora {gatos y monos), el nimero
de axones alcanza un maximo al terminar la fase de crecimiento inicial que ocurre
en los primeros dias después del nacimiento, posteriormente dicho numero
disminuye de manera Importante hasta aicanzar los valores propios del animal
adulto (Berbe! e Innocenti, 1988, LaMantia y Rakic, 1990b). En el gato, se pierde
el 70% de los axones callosos, permaneciéndo un 30% durante el proceso de
eliminacion-estabilizaciéon de los axones. Los axones que se establilizan
incrementan su calibre y se mielinizan, resultando de ello, el aumento progresivo
en la superficie medio-sagital del cuerpo calloso (Berbel e Innocenti, 1988). Este
proceso se ha observado también en el mono (LaMantia y Rakic, 1584 y 1990a) y
on el ser humano (Clarke et al., 1989).

Los cambios observados en el cuerpo calloso reflejan modificaciones en la
distribucién de las neuronas de proyeccién callosa que varia durante la ontogenia
neural hasta alcanzar el patrén de conexidn del adulto (Innocenti, 1981).

1.4 Histogénesis de la corteza auditiva

En la corteza lisencefdlica de la rata, las dreas auditivas se localizan en la
pared cortical postero-lateral, debajo del hueso craneal temporal. Se han
publicado varios estudios citoarquitecténicos sobre la organizacién de la corteza
auditiva de la rata aunque existen claras discrepancias entre ellos (Krieg, 1946,
Pellegrino et al., 1979; Zilles, 1985; Zilles y Wree, 1985, Paxinos y Watson,
1886).

El area auditiva primaria es la region mas dorsal y anterior, que siguiendo
la clasificacién de Krieg (1946) corresponde al drea 41, o segun Zilles (1985) y
Zilles y Wree (1985) a Te1. Existen dos dreas secundarias y corresponden a las
éreas 36 y 20 de Krieg (1946), y a Te2 y Te3 de Zilles (1985) y Zilles y Wree
(1985), respectivamente (Figura 3). Caudaimente, el drea Te1 se encuentra
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bordeada por la regién lateral visual secundaria; rostralmente, por el érea
somatosensorial parietal primaria, veniro-caudaimente, por Te2, y ventro-
rostraimente, por Te3. También existen modelos de parcelacién de la corteza
auditiva, utilizando criterios basados en estudios de la citoarquitectura y
mieioarquitectura (Krieg, 1846; Zllles, 1685; Zilles y Wree, 1985; Roger y Amault,
1989) y estudios de conexiones (Herbert et al., 1981; Berbel et al., 1964).

Figura 3 Represeniacién de las dreas auditivas de la corteze temporal de la rata. Las dreas 41,
38 y 20 segun Krieg en el esquema superior se comesponden con las dreas Tel, Te2 y Ted
reapectivamenie segun 2illes an en esquema Infertor (Modificaciones de Krieg, 1948 y Zilles,
1983).

19



INTRODUCCION
La citoarquitectura del drea auditiva Te1 se distingue de |as otras regiones

auditivas (Te2 y Te3) por presentar una capa cortical IV ancha de gran densidad
celular y una capa V con grandes neuronas piramidales dispersas (Roger y
Arnault, 1989; Berbel et al., 1994), Las édreas Te3d y Te2 son més dificiles de
diferenciar entre si, aunque Te3 tiene un menor espesor cortical y sus capas se
identifican mejor que en Te2 (Roger y Arnault, 1989). Otra caracterlstica,
especialmente visible en Te1, es que las capas V y VI son gruesas y representan
aproximadamente dos tercios del espesor total de la corteza. En la capa VI, las
neuronas piramidales son ligeramente mas pequefias y estan mas densamente
empaquetadas que en la capa V. En las éreas secundarias, las neuronas
granulares de |la capa IV estdn mas esparcidas y las neuronas piramidales de la
capa V son mas pequefias y estan mas densamente empaquetadas que en Te1
{Pellegrino et al,, 1979; Games y Winer, 1988; Bayer y Altman, 1991).

Las capas Il a VI de la corteza cerebral presentan tres gradientes
neurogenéticos espacio-temporales: uno radial, otro transversal y un tercero
longitudinal (Bayer y Altman, 1991).

El gradiente radial va de |la parte mas profunda a la més superficial de la
corteza cerebral. En la corteza auditiva, las neuronas de la capa VI se originan
mayoritariamente en el dia E15; las de capa V en el dia E16; las de capa IV en el
dia E17, las de capa lll en los dlas E17-18; y las de capa |l en el dia E18 (Bayer y
Aliman, 1891). Siguiendo el modeio “inside-out”, las neuronas mas viejas se
sitian en la parte mas profunda de la corteza cercanas a la sustancia blanca,
mieniras que las mas jévenes se localizan mas superficiaimente, carcanas a la
capa |. Aproximadamente en el dla postnatal (P) 5, la mayoria de las neuronas del
nivel superior han alcanzado su posicién (Bayer y Altman, 1991; Figura 4).
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Figurs 4 Gradlente neurogenélico redial en la coiteza audiliva de la rata. Los animales
sobravivieron hasta el dia 80 postnatal después de dos exposiclonss consscullvas a timidina
trittada en la vida embriogénica temprana. Cada grafica representa la porcidén de neuronss
generadas desde e dia 13 de gestacién (E13) hasta E21 en capas saparadas, consscutivamente
desde la capa |l (grafica superior) hasta la capa VI (gréfica Inferior). Las lineas verticales
discontinuas Indican la cantidad refativa de neuronas generadas antes y después de E15 (iinea
izquierda), de E17 (linea central) y de E19 (linea dececha). Los picos de neurogénesis ocurren
progresivamente desde E1S en la capa Vi hasia E18 en la capa |l. Las zonss sombreadas
ropresentan la porcién de neuronas que s& generan Junto con |as neuronas de |la capa sigulente
(Modificado de Bayer y Aitman, 1991).
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El gradiente transversal va de la region ventro-lateral a la dorso-medial de

la corteza cerebral. En la corteza auditiva se ha observado que las células
situadas ventralmente en Te3 se generan antes que las situadas dorsalmente en
Te1 (Bayer y Altman, 1991).

Por ultimo, el gradiente longitudinal va de la parte anterior a la posterior del
telencéfalo. En la corteza auditiva, este gradiente se observa en las neuronas de
las capas V y VI, ya que las neuronas de estas capas en la region anterior (Te1)
se generan primero que las de la regién posterior (Te2). En cambio, las neuronas
de capas superificiales || a IV se originan casi simultaneamente en la direccion
antero-posterior (Bayer y Altman, 1991).

Estos gradientes se han observado en diversas especies como la rata
(Readler y Readler, 1978; Bayer y Altman, 1991), el raton (Todd y Smart, 1982) y
el gato (Luskin y Shatz, 1985). En resumen, en la neocorteza y particularmente en
la corteza auditiva de la rata, las células mas viejas se localizan en las capas
profundas, en las regiones ventro-laterales y anteriores, mientras que las mas
jovenes se encuentran en las capas mds superficiales, en las regiones dorso-
mediales y posteriores (Bayer y Altman, 1991).

2. Conexiones corticajes

En los mamiferos placentarios, la corteza cerebral esta constituida por tres
regiones: paleocorteza, arquicorteza y neocorteza. Filogenéticamente, la
paleocorteza es el territorio telencefélico mas antiguo y junto con el bulbo y el
traclo offatorio forman el rinencéfalo. La arquicorteza se encuentra en la parte
medial del I6bulo temporal y esta recubierta por la circunvolucién parahipocampal.
Finalmente, la neocorteza, constituida por las diferentes capas corticales, es la
adquisicion mas reciente del telencéfalo (Ariens Kappers et al., 1936, Horel y
Stelzner, 1981). Cada una de las regiones mencionadas se compone de
poblaciones neuronales diversas que establecen conexiones ipsilaterales o
contralaterales con neuronas de otras areas corticales o subcorticales. Estas
conexiones estan formadas por fibras de ascciacion, de proyeccion y comisurales.
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Dentro del mismo hemisferio, las fibras que unen entre si neuronas de la misma
érea cortical se denominan de asociacion corta y las que unen neuronas de
diferentes éreas corlicales, de asociacion larga. Las fibras de proyeccién
conecian la corteza cerebral con centros subcorlicales. Estas fibras se conocen
como fibras del sistema ascendente si terminan en la corleza o del sistema
descendente si se originan en ella.

El anédlisis de los patrones de conectividad cortical utilizando trazadores
muestran que de manera muy generalizada, las capas Il y |ll son la principal
fuente de proyecciones comisurales hacia otras éreas corlicales, mientras que las
capas V y VI proyectan a estrucluras subcorticales {Somogyi et al., 1879; Hersch
y White, 1882). La capa IV es la que principalmente recibe proyecciones
talamicas y envia conexiones radiales corlas (DeFelipe y Farifas, 1992).
Probablemente, todas las neuronas con axones corico-fugales también
establecen conexiones locales valiéndose de colaterales axénicas (Gilbert y
Wiesel, 1881). Asimismo, cada capa cortical contiene también neuronas de axén
corto o de Golgi tipo Il (Ramén y Cajal, 1911; Fairén et al., 1984; Feidman, 1984,
Keller y Asanuma, 1993).

Las fibras comisurales atraviesan la linea media y conectan los hemisferios
cerebrales entre si; las mas importantes son las que constituyen la comisura
anterior, la comisura hipocdmpica y el cuerpo calloso. También, se puede
distinguir entre fibras interhemisféricas homotbpicas y heterotdpicas. Las primeras
unen las areas corlicales similares de ambos hemisferios; las segundas, édreas
distintas. La mayor parte de |as fibras del cuerpo calloso son homotbpicas (Wise y
Jones, 1976; Markowitsch y Gouldin, 1983; Innocenti, 1986, Kahle, 1992,
Figura 5).

En los mamiferos no placentarios (monotremas y marsupiales) la comisura
anterior estd mucho mas desarrollada que en el resto de |os mamiferos. En los
mamiferos placentarios, el cuerpo calloso s la mayor comisura telencefélica y se
compone de rodilla, cuerpo y esplenio, y asta formado por axones de neuronas
neocorlicales (Innocenti, 1986).
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Figura$  Las fibras callosas se axpandan a través de la sustancia blanca de ambos hemisferios
constiuyendo |a radlacion del cuerpo calloso. Las fibras que transcurren por 1a rodlila uniéndo los
lébulos frontales forman e forceps menor (1); las del espienio, el forcaps mayor (2) que
Interconectan a los I6bulos occlpitales (Modificado de Kahle, 1992).
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2.1 Neuronas de proyeccién callosa

El empleo de trazadores retrégrados ha hecho posible la identificacion de
neuronas que proyectan a través del cuerpo calloso (neuronas callosas) en
diversas especies (Innocenti, 1986, 1991). La densidad de las conexiones
callosas varia de una zona a otra de la corteza de modo que algunas éreas
carecen de ellas.

En los gatos pero no en los roedores, las neuronas callosas son en
promedio mas grandes que otras neuronas de la misma capa. Aunque la mayoria
de las neuronas de proyeccion callosa son piramidales, también existen neuronas
callosas polimoérficas (Innocenti y Caminiti, 1980) y algunas neuronas piramidales
invertidas (Van der Loos, 1965). Los axones callosos emiten colaterales que
ascienden hacia la superficie pial o se distribuyen tangencialmente (Innocenti,
1880). Se he descrito usando técnicas de doble marcaje retrogrado (Wong y
Kelly, 1581; Schwartz y Goldman-Rakic, 1982) que los axones callosos envian
colaterales a las dreas corticales ipsilaterales, subcorticales o contralaterales
diferentes.

En muchas éreas, las temminaciones callosas presentan un patrén
columner. El primer trabajo donde se describid la organizacién columnar
tangencial del patrén de terminaciones callosas en ratas fue el de Heimer et al.
(1967). Una descripcién més detallada se realizé en la corteza somatosansorial
del mono (Jones et al., 1975). La distribucién columnar de las terminales callosas
también fue descrita en la corteza motora del mono (Goldman y Nauta, 1977), 1a
auditiva del gato (Kelly y Wong, 1981) y la senscrial de la rata (Cipolioni y Peters,
1979). En cortes coronales, las terminaciones callosas en columna miden entre
200-1000 um de ancho, son perpendiculares a la superficie cortical y estdn
separadas por espacios de aproximadamente igual grosor. La regularidad del
patrén de bandas muesira grandes variaciones locales, es decir, las bandas
individuales pueden bifurcarse o fusionarse en regiones de mayor 0 menor
amplitud. A lo largo de las bandas, tanto la densidad de las terminales como su
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posicidn laminar y tangencial pueden variar de manera considerable (Hartenstein

et al., 1980, Innocenti, 1986). Desde el punto de vista funcional también se han
descrito columnas en la corteza visual del gato (Hartenstein et al,, 1980) y en la
somatosensorial del mono (Jones et al., 1975).

También la distribucién radial de las neuronas callosas es caracter(stica.
Los estudios con trazadores indican que la mayoria da las neuronas de
proyeccién callosa se localizan de manera principal en (as capas corticales Il y
VI. Sin ambargo, algunas neuronas de otras capas, aunque de manera diferente y
dependiendo de la especie y del drea, también proyectan callosamente.

2.2 Desarrollo de las conexiones callosas

En el desarrollo normal del sistema nervioso existen fendémenos regresivos,
el mas conocido de ellos, es la muerte neuronal (Hamburgar y Levi-Montalcini,
1949; Cowan, 1973; Innocenti, 1891). En 1976, Changeux y Danchin realizaron un
estudio sobre la inervacién multiple transitoria durante el desarrollo de la sinapsis
neuromuscular y propusieron la estabilizacién selectiva de sinapsis como un
mecanismo general durante el desarrollo de las conexiones neurales. En su
modelo, la seleccion para la estabilizacion de axones se basaba en la aclivided
nerviosa. Posteriormente, esta propuesta fue compatible con la demostracién del
papel que desempefa la experiencia visual en la segregacion de las proyecciones
geniculo-corticales (Hubel et al., 1977). En diversos trabajos, se ha determinado
que las proyecciones cortico-corticales son generadas en exceso an el curso del
desarrollo neural alcanzando las estructuras a partir de las cuales serén
eliminadas de manera subsecuente (Innocenti et al., 1977, Distel y Hollander,
1980; Ivy y Killackey, 1981).
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La organizacion juvenil' de la conectividad cortical se caracteriza por una

serie de fases. En primer lugar, por la existencia de numerosas proyecciones
transitorias. Asi, Hubel et al. {1977) y Rakic (1976) describleron una
superposicion transitoria de los axones geniculo-corticales que llevan informacion
de ambos 0jos a la corteza visual. Otro ejemplo de exuberancia se encontré en la
corteza visual del gato (Innocenti et al., 1977). Mientras que en los gatos
neonatos, las neuronas callosas estan localizadas en gran parte de las areas 17 y
18, en los gatos adultos s6lo proyectan callosamente las neurcnas localizadas en
la zona limitrofe entre esas areas. Asimismo, se ha visto que no existen en el gato
adulto proyecciones callosas en la mayor parte de la corteza somatosensorial
primaria, al contrario de lo que ocurre en el gato recién nacido (innocentl y
Caminiti, 1980). También, se han descritc proyecciones callosas transitorias entre
las dreas auditiva y visual (Innocenti, 1988). Hallazgos similares se han
-encontrado en la corteza visual del hamster (Mooney et al., 1984), de la rala
(Olavarria y Van Sluyters, 1985) y del conejo (Chow et al., 1981) y en las dreas
somatosensoriales del mono (Killackey y Chalupa, 1986). Por lo tanto, el
establecimiento de las conexiones callosas transitorias parece ser un hecho
general en el desarrollo de las conexiones corticales intrahemisféricas en los
mamiferos.

En segundo lugar, la conectividad cortical se caracleriza por la
especificidad radial en el origen de las conexiones. Por ejemplo, tanto en los
.gatos jbvenes como en los adultos, las proyecciones callosas de las dreas 17 y 18
sa originan en la capa I!l, parte superior de la capa IV y algunas en la capa VI
(Innocenti, 1980; Innocenti y Caminiti, 1980).

En tercer lugar, se caracteriza por la organizacién topogréfica relativa en la
distribucion tangencial, las proyecciones juveniles ni son difusas ni se situan al

' Las palabras: axén, conexidn, proyeccién acompafhadas del término “juvenil” se emplean para
indicar ¢i susirato neural anatdémico de os animales neonatos y comprende lodo$ los axones gue
posteriormente serén seleccionados para ser eliminados 0 mantenidos por el procesc denominado
eliminacién-estabilizacion axonai. Cuando las palabras anteriores se acompafian del témino
"adulto” 5@ reflere al sustralo neural que ya tiene establecidos sus contactos sindpticos {Innocent|
etal, 1977).
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azar, esto significa que en el animal neonato, cada érea proyecta hacla una zona

particular, y recibe de un territorio mas amplio que en el adulto. Se ha propuesto
que las moléculas de adhesion celular pueden estar involucradas en este
fenémeno ya que la utilizacién de anticuerpos contra estas moléculas provoce
desdrdenes en el crecimiento axonal (Hockfield y McKay, 1985).

Finalmente, la conectividad cortical se distingue por las relaciones entre los
axones corticales juveniles y sus érganos blanco. Se ha propuesio que el
crecimiento axonal in vivo es un proceso discontinuo en el tiempo: En el desarrollo
de las aferencias cortico-petales, los axones en crecimiento quedan "detenidos”
en la subplaca (Shatz et al., 1988). Se desconoce si uno o algunos de los
componentes de |la subplaca (glia radial, neuronas migratorias, entre otros) evita
o provoca el crecimiento axonal, aunque las neuronas transitorias parecen recibir
sinapsis transitorias (Chun et al, 1887). Los axones cortico-corticales
particularmente los callosos también se detienen en la subplaca (Innocenti, 1581;
Goldman-Rakic 1982).

La muerte neuronal y la eliminacién axonal selectiva podrian ser los dos
mecanismos principales responsables de la eliminacién da las proyecciones
juveniles transitorias. El primero no debe descartarse ya que se ha visto que
ocurre naturalmente durante el desarrollo de la corteza cerebral en diversas
especies (Cowan et al,, 1984; Stanfield, 1984; Ferrer et al., 1989). Por otro lado,
en la rata se ha mostrado, mediante experimentos en los que se utilizan
trazadores retrogrados de larga duracién, que la mayoria de las proyecciones
corticales transitorias se pierden por eliminacién axonal, sin que exista muerte
neuronal (O’Leary et al., 1981; Stanfield, 1984).

En el gato, durante el primer mes de vida postnatal, en el momento que las
proyecciones transitorias estan siendo eliminadas, el cuerpo calloso pierde al
menos &l 70% de sus axones (Berbel e Innocenti, 1988). La pérdida masiva de
axones ocurre antes de iniciarse la mielinizacién y durante |a fase rapida de
sinaptogénesis en la corteza visual. Este dato sugiere que el destino de los
axones cailosos juveniles estd determinado antes de su mielinizacion y que
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padria estar influenciado por la sinaptogénesis en su érgano blance o por sefiales

emitidas por éste (Berbel e Innocenti 1988, Innocenti, 1991). Analisis
cuantitativos, indican que se incremenia el numero de microtibulos vy
neurofilamentos de los axones callosos durante el periodo postnatal (Berbel et al.,
1994). Los estudios bioquimicos e inmunchistoquimicos, muestran que durante
este perfodo ocurren modificaciones en el citcesqueleto de los axones callosos
(Figlewicz et al., 1988, Guadafio-Ferraz et al., 1990, Riederer et al., 1990).

2.3 Funcién de las conexiones callosas

Por mucho tiempo se ha considerado al cerebro como esiructura Unica,
actualmente se acepta que estd dividido en mitades. Estas dos parles ©
hemisferios permanecen ligadas por varios haces distintos de fibras nerviosas,
que sirven como “canales de comunicacion” entre ellas. Dichos canales reciben el
nombre de conexiones interhemisféricas y son las conexiones callosas |as
principales en el cerebro de los mamiferos (Lent y Schmidt, 1993).

Los primeros hallazgos que muestran el papel funcional de las conexiones
callosas se basaron al observar a los pacientes epilépticos, que tras seccionarles
las conexiones interhemisféricas (principaimente el cuerpo calloso y la comisura
anterior), se evitd la expansion de la actividad epiléptica de un hemisferio al otro
(Gazzaniga et al., 1965; Sperry, 1982, 1986). Sin embargo, el papel funcional de
las comisuras interhemisféricas empezo a sar mas evidente en los estudios de
animales con el "cerebro-dividido" (Myers y Sperry, 1953, Myers, 1956). A estos
animales, ademas de seccionarles el cuerpo calloso, se les destruia la via
cruzada de las fibras visuales mediante la seccion del quiasma ¢ptico limitando
asi la entrada visual principal a cada hemisferio. Los animales eran entrenados a
la discriminacion visua! utilizando unicamente un ojo. A diferencia de los animales
normales, cuando 3@ probaban con el 0jo no entrenado se comportaban como si
fueran completamente inexpertos. Esto es, que los efectos de! entrenamiento por
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la experlencia se adguiria s6lo por el hemisferio que habla recibido la entrada
visual (Myers y Sperry, 1953).

En otros trabajos se ha correlaciononado la actividad electrica cerebral y el
comportamiento condicionado en gatos con seccién del quiasma éptico ¢ del
cuepo calloso y entrenados binocular o monocularmente a una luz intermitente,
Se sabe que los estimulos condicionados producen patrones corticales de
frecuencia especifica, esto es, un ritmo especifico se asocia con una respuesta
condicionada. En animales con saccion del quiasma dptico el ritmo sincronico en
ambas cortezas se presenta cuando el entrenamiento es binocular, pero cuando
es monocular, unicamente la corteza visual homolateral al 0jo funcionante sigue
prasentando el ritmo; la contralateral presenta desincronizacién. Los animales con
seccién de la comisura cerebral y entrenados binocularmente tienen la misma
habilidad para aprender, no asi cuando el entrenamiento es monocular. En otras
palabras, estos animales son incapaces de desarrollar correctamente la respuesta
condiclonada. Esta incapacidad puede asociarse con la asincronia de la actividad
eléctrica cerebral de las areas visuales (Guzman-Flores et al., 1965).

También se han hecho estudios con seres humanos y se ha observado que
los pacientes con el "cerebro-dividido" son incapaces de hacer tareas especificas
cuando uno de |os hemisferios es forzado a trabajar independientemente del otro
(Gazzaniga et al., 1965, Gazzaniga y Sperry, 1967). Sugiriendo asi, que el cuerpo
calloso es la via de interconexién crucial para la transferencia de informacion
entre los hemisferios cerebrales.

En los pacientes con agenesia del cuerpo calloso se ha estudiado el papel
del mismo en el funcionamiento de la visién binocular (Myers, 1956; Trevarthen y
Sperry, 1973; Brizzolara et al., 1954), el reconocimiento espacial (Lomber et al.,
1904), el funcionamiento cognitivo (Sauerwein y Lassonde, 1994), y en la
coordinacién motora bilateral {Brinkman y Kuypers, 1973). En general, el
desarrollo motor se retarda en los individuos acallosos, que se muestran faltos de
coordinacion motora en la infancia temprana (Geffen et al., 1994).
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El cuerpo calloso ademés de transferir la informacién interhemisférica,

tiene un papel compensador cuando ocurre daffo cerebral unilateral. Sin embargo,
estos mecanismos de compensacion parecen limitarse a los periodos del
desarrollo cuando el cerebro es especiaimente plastico. Se ha observado la
reorganizacibn y compensacién neural en los pacientes cuyas lesiones
quirargicas en el cuerpo calloso se produjeron antes de los 10 affos de edad, al
finalizar el proceso de mielinizacion de las fibras callosas (Jeeves, 1584).

Estudiar los cambios morfolégicos cerebrales y en especial el patron de
conectividad callosa, inducido por la deficiencia perinatal de hormonas tiroideas,

puede aportar nuevos datos que ayuden a entender mejor la funcién de las
conexiones callosas.

3. Hormonas tiroideas y desarrolio cerebral

Muchos factores fisiologicos influyen en la maduracion cerebral mediante la
regulacién de la expresién génica durante la ontogenia. Entre ellos, las hormonas
tiroideas son de los reguladores fisiolégicos mas importantes (Eayrs, 1960; Salas
y Schepiro, 1970; Schapiro et al., 1970; Oppenheimer, 1888; Dussault y Ruel,
1607, Muftoz et al., 1981). Las hormonas tiroldeas son la 3-5-3'-triyodo-L-tironina
(T3) y la 3-5-3'-5'-tetrayodo-L-tironina o tiroxina (T4). Se sintetizan en la gléndula
tiroides mediante la Incorporacién de yodo a los residuos tirosina de la
tiroglobulina (Tg), una glucoprotelna especifica producida también por el tiroides.
Se almacenan temporalmente en el coloide del foliculo tiroideo, de ehi son
tomadas por las células foliculares y secretadas al torrente sanguineo. Las
hormonas tiroideas se transportan unidas a diferentes proleinas hasta sus
diversos 6rganos blanco (Oppenheimer, 1979).

La gldndula tiroides a través de sus hormonas yodadas (T4 y T3) juega un
Imporante papel morfogenético durante el desarrollo fetal, y durante toda la vida
regula numerosos procesos metabdlicos. Ejemplo de acciones morfogenéticas en
los mamiferos son sus efectos sobre el crecimiento somatico y sobre la
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diferenciacién y maduracién del sistema nervioso central y en los anfibios, el
conlrol de la metamorfosis. Regulan el consumo de oxigeno de la mayor(a de las
céiulas del organismo, intervienen en el metabolismo de las proteinas, lipidos e
hidratos de carbono, de forma que no hay 6rgano o sistema en el que su
presencia acliva no sea necesaria para una funcién normal (Escobar et al., 1992).

3.1 Fllogenia, ontogsnia y smbriologia del tiroides

El yodo es un elemento esencial para la sintesis de T4 y T3. Se ha
detectado en los celenterados como la medusa, que no tiene gldndula tiroides ni
estructura alguna que se parezca al foliculo tiroideo, pero que viven en un medio
marino donde existe dicho elemento (Escobar et al., 1992). La gléndula tiroides y
sus productos de secrecidn tienen caracteristicas peculiares: Se trata de un
érgano cuyos antecedentes filogenélicos se remonian a (08 protocordados,
invertebrados mas préximos a los modernos vertebrados; la glandula almacena su
producto de secrecion extracelularmente; las hormonas tiroideas son la unicas
hormonas naturales cuya molécula contiene yodo. Esta ultima caracteristica ha
permitido analizar, fllogenéticamente, |a capacidad para capturar & incorporar
yodo a compuestos organicos, por lo general a los aminoacidos ciclicos. Este
proceso se denomina organificacién del yodo (Valverde-R. et al., 1993).

Los protocordados presentan una cavidad, el endostilo, situada en posicién
ventral a la faringe y en la que se organifica el yodo con formacién de T4. Las
yodoproteinas que contienen T4 se excretan al tubo digestivo, donde se
hidrolizan, quedando en libertad las hormonas yodadas que son entonces
absorbidas y vertidas al torrente circulatorio.

El tiroides es la primera glandula endocrina que aparece durante el
desarrollo embrionario. En el ser humano puede identificarse a los 16-17 dias de
gestacion, cuando aun esta en contacto con el corazén en desarrollo. Su origen
a8 endodérmico y se forma como un apéndice en |as 4* y 5* bolsas faringeas, que
incluyen también el cuerpo Ultimobranquial del que se derivan las células
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parafoliculares productoras de calcitonina, y las glandulas paratiroides. El tiroides

migra caudalmente, siguiendo el camino del conducto tirogloso y hacla los 40-50
dias alcanza su localizacion anatémica definitiva. Pesa entonces 1-2 mg; 100-300
mg hacia |la mitad de la gestacién, 1-3 g al nacimiento y unos 20 g en el adulto
(Escobar et al., 1992).

3.2 Metabolismo del yodo

La fuente natural de yodo |a constituyen los alimentos y el agua. El agua de
mar contiene unos 60 mg I/L, por lo que los animales que viven en este medio
cubren facilmente sus necesidades de este elemento. Sin embargo, para los
animales de vida terresire este oligoelemento puede ser dificil de obtener en
cantidades adecuadas, ya que su ingesta puede ser insuficlente y ademas muy
variable. En el ser humano, los requerimientos oscilan entre 100 a 200 ug al dia y
son satisfechos por la dieta. Se absorbe principalmente a nivel del intestino
delgado en forma de yoduro, aproximadamente dos terceras partes se excretan
por la orina, el resto es capturado por la glandula tiroides (Valverde-R. et al.,
1983). Las hormonas son metabolizadas hasta yoduro en diversos tejidos, este
yoduro vuelve al torrente circulatoric a partir del cual puede ser captado
nuevamente por el tiroides. Otra parte del yodo se pierde por las heces, en su
mayor parte en forma hormonal. No se conoce otro papel biolégico de! yodo que
el de formar parte de las hormonas tircideas.

Cuando la ingesta de yodo es inferior a los requerimientos, se ponen en
funcionamiento mecanismos para su conservacion, aumentando la proporcion que
es captada y utilizada en el tiroides frente a |18 que se excreta por la orina.
Cuando Ia ingesta es superior a los requerimientos, se excreta una proporcion
mayor del yodo por la orina (Escobar et al., 1992).

La ingesta de yodo es exiraordinariamente variable de unos paises a otros.
En algunas regiones geograficas, la escasez de yodo es el principal factor que
determina que en sus habitantes, ocurra el crecimiento compensatorio de la
glandula tiroides conocido como bocio endémico. Sin embargo, también se
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conoce que algunos alimentos como la col y el nabo, contienen sustancias que

interfieren con la organificacién del yodo, sustancias llamadas genéricamente
goitrinas (Valverde-R. et al., 1993). Las legislaciones de diferentes paises han
hecho mandatorio la yodacién de la sal de mesa. Esta es una medida de salud
publica econémica, segura y efectiva que ha permitido practicamente erradicar el
bocio endémico en diferentes regiones del mundo.

3.3 Sintesis de hormonas tiroldeas

Captacion de yodo: La célula epitelial tiroidea (tirocito) concentra el yoduro
contra el gradiente eléctrico y quimico y lo transporta rdpidamente da la
membrana basal a |la apical. E| proceso tiene todas las caracter/sticas de un
transporte activo. El mecanismo es saturable y obedece a la cinédtica de
Michaelis-Menten con una Ky, de 3x10* M; depende de la disponibilidad de ATP
(adencsin trifosfato).

Hay defectos congénitos por los cuales los tirocitos son incapaces de
concentrar yoduro. La cantidad de yodo que entra por difusion es insuficiente para
la biosintesis de las cantidades de hormonas tiroideas necesarias y los individuos
afectados son hipotiroideos. Tratadndolos con dosis altas de yoduro, se puede
conseQuir que entre suficiente yodo por difusion como para corregir el
hipotiroidismo debido a este defecto, ya que el resto de la maquinaria suele ser
normal.

Sintesis de tiroglobulina: La Tg es una glicoproteina que constituye el
componente principal del coloide contenido en el lumen folicular tiroideo. Su
sintesis o8 especifica del tirocito. En condiciones normales de la funcion tiroidea,
la Tg constituye el 75% de las proteinas tiroideas. La sintesis de la Tg y su
exocitosis al lumen folicular estan bajo control de la TSH (hormona estimulante
del tiroidas o tirotropina).

Yodacion de tiroglobulina: En el tirocito, el yoduro es oxidado a yodo y se
une en cuestion de segundos a la posicion 3 de los residuos de tirosina que se
encuentran unidos a la Tg. Esto es mediado por |a enzima peroxidasa tiroidea.
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Enseguida, la monoycdotirosina (MIT) es yodada en la posicién 5 para formar

diyodotirosina (DIT). Dos moléculas de DIT entonces sufren una condensacion
oxldativa para formar T4, con la eliminacién de la cadena lateral de alanina de la
molécula que forma el anillo exierior. Hay dos teorias de cdmo ocurre esla
reaccion de acoplamiento. Una sostiene que el acoplamiento sucede con ambas
moléculas de DIT fijadas a la Tg (acoplamiento intramolecular). La otra sustenta
que la DIT que forma el anillo exierior se separa primero de la Tg (acoplamienio
ilermolecular). En cualquier caso la peroxidasa tiroidea esta involucrada en el
acoplamiento, asi como en la yodacion.

Los residuos de MIT y DIT que no son acoplados son desyodados en el
tiroides y esta accién normalmente proporciona casi el doble del yodo que se
requiere para la sintesis hormonal (Figura 6).

Existen numerosas sustancias naturales y sintéticas, que interfieren en la
organificacién del yodo, tanto en la fase de su incorporacién a yodotirosinas,
como en |la de acoplamiento, 0 en ambas. Entre ellas estdn los antitiroideos de
sirtesis, como el propiltiouracilo (PTU), mercaptoimidazol, tiourea, entre otros.
que se amplean con éxito para bloquear la funcién biosintética del foliculo tiroideo
en caso de hiperfuncién glandular.

Debe resaltarse que con el proceso completo de organificacion y
acoplamiento no se ha terminado la biosintesis tiroidea de las dos hormonas
yodadas, pues estdn unidas por enlace peptidico a la Tg, secuestrada en el
foliculo tiroideo. En esa forma no pueden ser segregadas al torrente circulatorio
para llegar a los tejidos donde ejerceran su accién. La Tg yodada puede
considerarse como una prohormona y contiene unos 110 residuos tirosilicos
incorporados por enlace peptidico. Sélo una fraccién muy pequefia de tales
residuos sa yodan, con formacién de MIT y DIT. En condiciones de aporte
suficiente de yodo, hay unos 7 residuos de MIT, 5 de DIT y 2 de T4 por cada
molécula de Tgy sélo 1 de cada tres moléculas de Tg contiene 1 residuc de T3.

Liberacion de las formas hormonales activas. La Tg yodada, reserva de T4,
T3 y de yodo (en forma de MIT y DIT), se almacena exiracelularmente en el
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coloide folicular, hallandose en la zona central del lumen la Tg més vieja, y en el
borde apical, la yodada més recientemente. Las hormonas incorporadas en estas
Tg circulantes no pueden entrar en las células del organismo ni ejercer su accion.
Para ello, tienen que circular como yodoaminoacidos libres de enlaces peptidicos.
El proceso por el que se destruyen dichos enlaces es por lisosomas y tiene lugar
en el tirocito. Rotos los enlaces peptidicos que las mantenian incorporadas a la
Tg. las hormonas yodadas T4 y T3 pasan al torrente circulatorio, posiblemente
por difusion (Escobar et al., 1992).

Cuando se ha medido la relacién entre la T3 y la T4 segregadas a la
sangre por la glandula, se ha observado que es mas alta que la relacién en que
se encuentran ambas en la Tg. Esto se debe a la existencia dentro de la gldndula
de una actividad enzimatica que genera T3 a partir de la T4 liberda de las Tg por
protetlisis. Se trata de una 5’-yodotironina desyodasa (5'D), diferente de la
enzima que desyoda las yodotirosinas (DIT, MIT), y similar a las encontradas en
tejidos extratiroideos.

Este mecanismo implica la monodesyodacién de las yodotironinas a través
de dos vias, en las que participan tres enzimas. El mecanismo parece ser rgano-
especifico. En estas vias de monodesyodacion participan al menos tres enzimas
diferentes, denominadas: Tipo |, Il y lll. Esta distincion se ha realizado en base a
la selectividad del anillo que las enzimas desyodan; la preferencia o afinidad por
el substrato y a la susceptibilidad a la inhibicion por agentes bloqueadores de
grupos tioles como el PTU.

Desyodasa tipo |, desyoda los anillos externo e interno, presenta mayor
afinidad por la 3,5,5 -triyodotironina (rT3) y es inhibida por PTU. Desyodasa tipo
Il, desyoda exclusivamente el anillo externo, su substrato preferente es la T4, no
es inhibida por PTU. Se ha detectado en practicamente todos los tejidos, y en el
caso especifico de los mamiferos, su concentracién en el sistema nervioso es
elevada. Desyodasa tipo Ill, desyoda exclusivamente el anillo interno. Su
substrato preferente es la T3 y tampoco es inhibida por PTU.
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Figura 6 Blosintesis de [as hormonas tiroideas. La yodacién de |a ticosina y la reaccién de
condensacion so realizan en los polos apicales de las células tiroideas mieniras les mokéculas
estén lgedas por unlén peptidica a la tirogiobullna (Modificada de Ganong, 1992).
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Mecanismo de accién de las hormonas tiroideas. Hasta hace unos afos los
conceptos relacionados con los posibles mecanismos de accidn de las hormonas
tiroideas eran eminentemente descriptivos. La principal incégnita era si existia un
unico mecanismo de acciébn mediado por un dnico receptor, capaz de
desencadenar respuestas biolégicas muy variadas determinadas por factores
especificos de tipo celular, o 8i hay varios mecanismos de accion, posiblemente
mediados por diferentes tipos de receptores, que a su vez darian lugar a
respuestas diferentes segun las caracteristicas celulares. Los grandes avances
de las dos ultimas décadas apoyan fuertemente esta ultima posibilidad.

Dado que |a administracién de hormonas tiroideas aumenta répidamente la
sintesis de 4cido ribonucleico (ARN) en nucleos hepéticos se sugirié que estas
hormonas podian actuar controlando la expresién génica. En 1972 Oppenheimer
y 8u grupo (Escobar et al., 1992) mostraron la presencia en el nucleo de lugares
de unién para T3 de alta afinidad y capacidad limitada, que con el tiempo han ido
cumpliendo todos los requisitos para su aceptaciéon como receptor hormonal
especifico.

Uno de los problemas mayores durante aflos para la cofrecta
caracterizactéon del receptor nuclear de hormona tiroldea ha sido la faita de éxito
en su purificacién, lo que impidié la determinacién de su estructura primaria y la
identificacion del gen que la codifica. Dos grupos mostraron simultdneamente que
el homologo celular de la regién A del gen del virus de la eritroblastosis aviar {gen
v-erb-A), codifica una proteina con propiedades muy similares a las del receptor
nuclear de hormona tiroidea. El producto del gen celular (c-erb-A) es una proteina
de pesc molecular de 50000-55000 dalton, con caracteristicas fisico-quimicas y
afinidades por la T3 y andlogos estructurales comparables a las del receptor. De
esta manera, se pudo analizar la secuencia de aminodcidos de esta proteina
producto del proto-oncogen c-erb-A, encontrdndose grandes analogias con los
receptores nucleares de esteroides (glucocorticoides, estrégenos, androgencs,
progestagenos), acido retinoico y vitamina D, por lo que actualmente se habla de
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la superfamilia de receptores nucleares de hormona tiroidea y estercides (Sap et
al., 1986; Weinberger et., 1986).

En pocos afios se ha mostrado gue no hay un unico receptor nuclear para

T3 (TR, thyroid hormone receptor), sino que incluso para una misma especie
animal se encueniran multiples ARNm que codifican proteinas diferentes que
cumplen los criterios para ser consideradas TR. Estas protelnas se han
clasificado en formas « y B. Bas&ndose en las similitudes entre sus secusncias de
aminodcidos, y en la localizacién de sus genes en diferentes cromosomas
(Escobar et al., 1992).

Los estudios (levados a cabo con las diferentes formas de TR identificados
por técnicas de biologia molecular, han llevado a una descripcién més completa
de los mecanismos por los que la T3 actua sobre la expresion de genes
regulados. Un TR verdadero no s6lo es capaz de ligar T3 con alta afinidad y baja
capacidad, sino que debe unirse a un dominio especifico del ADN, acido
desoxirribonucleico (TRE, thyroih hormone response element), de sus genes
diana. La zona del TR que interacciona con el ADN del gen sensible a hormona
tiroidea reconoce una secuencia especifica, la TRE, que puede conferir a otros
genes insensibles la capacidad de responder a hormonas tiroideas. Hasta ahora,
se han descrito varias secuencias que responden al criterio de TRE. Asi mismo,
se han ido aclarando las bases moleculares de algunos de los efectos sinérgicos
entre hormonas tiroideas y otras hormonas relacionadas con la superfamilia de
receptores, como el acido retinoico, cuyo receptor puede ligarse a ios TRE de los
TR y viceversa. Este campo estd en pleno desarrcllo, por lo que resultaria
prematuro exponer conclusiones generalizadas sobre la importancia relativa de
diferentes TR en la induccidén de los muy variados efectos biologicos atribuibles a
las hormonas tiroideas (Escobar et al., 1992).
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3.4 Regulacién de ta concentraclén de hormonas tiroldeas en el cerebro

La funcién del tiroides se regula por una cascada de mecanismos
estimuladores (Dumont et al., 1992) hormona liberadora de tirotropina (TRH) en el
hipotdlamo y TSH en la hipofisis. Existen otras sefiales (prostaglandinas, faclores
de crecimiento) liberadas por los tirocitos que actuan sobre ellos mismos
(mecanismo autdcrino) o por las células endoteliales o fibroblastos (mecanismo
parécrino) que pueden influenciar a los tirocitos. La secrecion de TSH es
estimulada por TRH e inhibida cuando el nivel circulante de las hormonas
tiroideas es alto (mecanismo de retroaiimentacion negativo).

En el feto humano (Fisher et al., 1977, Fisher y Klein, 1981) durante la
gestacion, ocurre la transferencia de las hormonas tiroideas de la madre al
producto, a través de la placenta, antes de! inicio funcional del tiroides fetal. A la
mitad de la gestacién, la glandula tiroides fetal estd casi completamente
diferenciada y produce T4 (Bernal y Nufiez, 1995).

La concentracion de hormonas tiroideas tanto en el cerebro en desarrolio
como en el aduito esta determinada por varios factores, como la disponibilidad de
yodo en la dieta, la eficiencia de la sintesis de estas hormonas en la gléndula
tiroldes, la regulacion de la aclividad del tiroides por el eje hipotdlamo-hipdfisis, el
fransporte de las homonas tiroideas de la madre al feto antes del inicio funcional
del tiroides fetal, la conversidn de la prohormona T4 a la forma activa T3 y rT3 por
la desyodacién en las posiciones 5'y 5.

Las hormonas tiroideas son transportadas desde ia sangre al cerebro via el
plexo coroideo, estdn unidas de manera reversible a la trastiretina, proteina
sintetizada en dicho plexoc (Chanoine et al., 1882). La T3 presente en el cerebro
es esencialmente producida por la desyodacion parcial de T4. Esta reaccion es
catalizada por |a desyodasa |, enzima que se encuentra fundamentaimente en el
SNC. Comparada con otras desyodasas (tipo 1y Iif), la tipo il tiene un Ky, bajo
(1-2 nmol/L) y es inhibida por T4. Esto significa que cuando la concentracién de
T4 disminuye, la conversion de T4 a T3 se estimula (Bernal y Nufiez, 1895).
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3.5 Efectos causados por la deficiencla de hormonas tiroideas durante el
desarrolio

La deficiencia de las hormonas tiroideas produce alteraciones en la
citoarquitectura de la neocorteza (Eayrs, 1871) y del cerebelo (Legrand, 1967). En
la corteza cerebral, ademas de las alteraciones en la diferenciacién neuronal tales
como la morfologla de las dendritas, hay cambios en los patrones corticales de
leminacion (Berbel et al., 1983) y de proyecciones axonales (Gravel y Hawkes,
1990). Muchos procesos del desarrollo cerebral (mitosis, migracién celular,
crecimiento de los procresos neuronales, sinaptogénesis y mialinizacién) parecen
retrasarse; mientras que otros procesos (proliferacion de células gliales -gliosis- y
muerte neuronal -apoptosis-) se incrementan. Estos eventos se han cbservado en
muchas regiones del SNC, pero se estudian mejor en el cerebelo (Legrand, 1982;
Nufiez et al., 1991).

Mitosis: Los animales tiroidectomizados al nacimiento mediante la
administracién intraperitoneal de 150 uCi de '3l sufren un decremento
significativo en la densidad neuronal de las zonas del SNC que tienen una
maduracion tardia, e.g. las corlezas cerebral y cerebelosa. Asl, la capa granular
externa (germinal) del cerebelo tiene un menor numero de neuronas. La duracién
promedio de los ciclos mitdticos no parece modificarse de modo importante (19.8
h en los hipotiroideos versus 18.0 h en los eutiroideos). Ademads, este proceso se
acompania del retardo en la migracién celular (Lauder, 1977).

Migracion y diferenciacion neuronal: El proceso de migracion desde los
sitios de proliferacién a las zonas de ubicacién final de las neuronas, se retarda
significativamente. El decremento en la proliferacién neuronal y el hecho de que
las neuronas pasen mas tiermpo en las zonas proliferativas antes de ubicarse en
su posicion final, explicaria el decremento significativo en el nimero de neuronas
de la capa granular externa cerebelosa {Lauder, 1977).

Se ha sugerido segln estudios inmunocitoquimicos, utilizando anticuerpos
contra las proteinas asociadas a los microtubulos de los axones (TAU, Brion et
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al., 1988) y de las dendritas (MAP2; Lauder, 1978), que el crecimiento neuritico se
retrasa en el cerebelo de los animales hipotiroideos. Simultéaneamente, el
crecimiento y arborizacion del arbol dendritico de las células de Purkinje, que
inicia postnataimente en la rata, se reduce. En otros estudios se han detectado
cambios en la sintesis y maduracién de proteinas asociadas a los microtibulos
(Nufez, 1985) y de proteinas constitutivas de los neurofilamentos (Gravel y
Hawkes, 1990), lo que resulta en ia alteracidn del citoesqueleto neuronal.

En el caso de la corteza cerebral de los animales hipotiroideos, se han
descrito alteraciones histologicas entre ellas, una disminucion en el tamafio del
soma de las neuronas piramidales de las cortezas somalosensoriales (Eayrs y
Taylor, 1951) y auditiva (Berbel et al., 1993); disminucién en el nimero de
neuronas en el adulto relaciondndose con una anomalia en la migracién neuronal
(Patel et al., 1976), disminucién en la densidad de procesos dendriticos y
axonales (Eayrs y Horn, 1955; Ipifia y Ruiz-Marcos, 1986); disminucién en el
numero y alteracion en la distribucion de las espinas de las dendritas apicales de
las neuronas piramidales (Rulz-Marcos et al., 1983) y disminucién en el nimero
de microtibulos de las dendritas apicales de las neuronas piramidales (Berbel et
al., 1983).

Sinaptogénesis: La densidad sinaptica del cerebelo hipotiroideo estd
reducida importantemente ya sea porque el crecimiento axonal y dendritico esta
deteriorado o porque las hormonas tiroideas tienen un efecto directo sobre la
sinaptogénesis, sintesis y secrecion de neurotransmisores (Legrand, 1982).

Mielinizacion. En los animales hipotiroideos, se han observado
alteraciones bioquimicas. La actividad de las enzimas implicadas en la sintesis de
mielina, tanto /n vivo (Malone et al., 1975; Hamburgh et al., 1977, Pasquini et al.,
1983; Virgilli et al., 1991) como in vitro (Hamburgh et al., 1977, Almazén et al.,
1985) se encuentra alterada. También, se reduce la expresion de glicoproteinas
asociadas a la mielina, las proteinas proteolipidicas y las proteinas basicas de
mielina sintetizadas por los oligodendrocitos (Farsetti et al., 1991, Mufioz et al.,
1991). La sintesis de mielina se reduce en todas las regiones del SNC (Legrand,
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1982) sugiriendo que no sélo las neuronas, sino también los oligodendrocitos son
blanco directo de las hormonas tiroideas.

Gliosis y muerte neuronal: Se han descrito alteraciones en el tamafio y
numero de astrocitos (Rami y Rabié, 1988). La proliferacion celular de 1a astroglia
es uno de los procesos que se acelera en el cerebelo de los animales
hipotiroideos, quizés, esto sea consecuencia de la muerte neuronal masiva, la
cual debe ser secundaria a |la reduccién en la formacién de las sinapsis (Bernal y
Nufiez, 1995).

Las alteraciones estructurales tienen consecuencias funcionales al
producirse un notable retardo en la adquisicién de respuestas conductuales
innatas y adaptativas (Hamburgh et al., 1977). Las alteraciones funcionales
inducidas por la deficiencia de hormonas tiroideas reflejan alteraciones severas
en el patron de conectividad, especiaimente el de las conexiones cortico-
corticales interhemisféricas como se ha descrito en las conexiones callosas
visuales (Gravel y Hawkes, 1990) y auditivas (Berbel et al., 1993).

3.8  Funcionamiento tiroideo en el feto

Hasta hace poco se habla considerado que la placenta de los mamiferos
ora impermeable a las hormonas tiroideas (Roti et al., 1983). También se pensd
que durante la vida intrauterina de la rata no eran necesarias las hormonas
tiroideas para el desarrollo fetal (Hamburgh, 1969). Sin embargo, con el desarrollo
de las técnicas para la extraccion y purificacion de proteinas (Obregén et al.,
1984; Morreale de Escobar et al., 1985) y de la realizacitn de
radioinmunoensayos especificos muy sensibles {Obregon et al., 1978), se ha
mostrado que las hormonas tiroideas maternas atraviesan la barrera placentaria y
penetran en el compartimento fetal en una fase muy temprana de la gestacion
desde el dia E10 y que esta transferencia disminuye y probablemente cesa en el
dia E17-18, cuando inicia el funcionamiento de la gldndula tircides fetal (Obregén
et al., 1984; Morreale de Escobar et al., 1989). La aparicion tanto de las hormonas
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tiroideas como de sus receptores nucleares (Pérez-Castillo et al., 1985) es

concomitante con el proceso de neurogénesis cortical, desencadenado a partir
del dia E16 (Berry et al.. 1964; Bayer y Altman, 1991). Como la mayoria de los
eventos implicados en la neurogénesis cortical ocurren y/o se desencadenan en
estadios embrionarios, @8 necesario inhibir la sintesis de hommonas tiroideas

maternas y fetales para entender e! papel de estas hormonas en e! desarrollo
cortical.
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I. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La deficiencia de hormonas tiroideas durante la gestacion (Eayrs, 1959) as|
como durante edades posinatales tempranas provoca alteraciones desde el nivel
bioquimico, estructural, histolégico hasta el conductual {Eayrs, 1960; Dussault y
Ruel, 1987).

Los principales estudios sobre el desarrolio de las conexiones callosas se
han efectuado en el gato (Berbel @ Innocenti, 1988) y en el mono (LaMantia y
Rakic, 1990b) observando una pérdida masiva de axones del cuerpo calloso en
distintas areas corticales sensoriales (Innocenti, 1991).

En la rata, se ha estudiado el desarrollo de las conexiones callosas
somatosensoriales (lvy y Killackey, 1981), visuales (Gravel y Hawkes, 1990) y
existen pocos datos sobre las auditivas (Vauhgan, 1883). En estos trabajos, se
utilizaron tecnicas de lesién que producen resultados dificiles de interpretrar o
lécnicas de trazamiento de vias (Jacobson y Trojanowski, 1974, Ivy y Killackey,
1981) analizando de forma colateral el desarrollo de las conexiones callosas
auditivas.

Faltaria entonces estudiar la corteza auditiva durante el desarrollo de ratas
eutiroideas. Esto ayudaria a entender la ontogenia en la organizacién de las
conexiones auditivas callosas. Ademads, resultaria interesante comparar dicha
organizacion con la de los animales hipotiroideos dado que como se ha
manifestado, las hormonas tiroideas ejercen un papel fundamental en la sincronia
de los procesos del desarrolio.



m HIPOTESIS

1. Considerando que la distribucién de las nauronas de proyeccidn callosa
8e adquiere durante las primeras semanas postnatales, al menos en las cortezas
somatosensorial y visual, se espera que |a deficlencia de hormonas tiroideas
modifique postnataimente y de manera gradual, la distribucion de las neuronas
auditivas callosas.

2. El hipotiroidismo inducido previo a la neurogénesis de |a corteza
cerebral auditiva disminuye el nimero de neuronas de las capas corticales |l-Iil,
que son las de mayor proyeccion callosa.

3. La menor densidad neuronal en las capas corlicales |I-lll es debida a las
afteraciones en los procesos de migracion celular en animales con deficiencia de
hormonas tircideas.

4. El total de las neuronas, es decir de las capaa (I, lll, IV, V y VI, que
proyectan por 8l cuerpo callosc es menor en los animales hipotiroideos.

47



w. OBJETIVOS

Genaral:

Analizar la ontogenia de las conexiones callosas de la corleza auditiva
mediante la inyeccidn de irazadores de iranspore relrégrado teniendo como
modelo experimantal a la rata.

Particulares:

1. Distinguir la distribucion radial de las neurcnas de proyeccitn auditiva
callosa desde edades postnatales tempranas hasta alcanzar el patrdn aduito.

2. Determinar la distribucidn tangencial de las neurcnas auditivas callosas
a diferentes edades postnatales.

3. Sefalar las causas provocadas por la deficiancia de hormonas tircideas
duranta la gesiacién en el desarrollo posinatal del patron laminar de las nauronas
de proyeccion callosa de la corleza auditiva.

4. Describir los efectos del hipotiroidismo en el patrdon de distribucion
tangencial de las neuronas auditivas callosas.
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V. MATERIAL Y METODOS

1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratas Wistar mantenidas entre 21 y 23 °C en ciclo de luz-
obscuridad controlado (12-12 h). Las jaulas colectivas donde fueron alojados,
madian 47.5 x 26.5 x 20.5 cm y tenian cama de aserrin. El alimento proporcionado
ad libitum consistia de granulos de pienso derivade de pescado. Se considerd el
dia EO cuando se observd la expulsién del tapdn vaginal, el dia de nacimiento
(PO} ocurri6 entre los dias E22-23. Las camadas se igualaron a 8 crias en el dia
P1. Se estudiaron ratas normales e hipotircideas desde 5 hasta 103 dias de edad.

Ratas normales

Provenientes de madres que antes, durante y después de su gestacién
bebieron agua del grifo. Las crias, una vez nacidas y hasta el dia de su sacrificio,
bebieron también agua del grifo. En el dia P22, las crias fueron destetadas y
separadas segun su sexo.

Ratae hipotiroideas

A las madres gestantes se les administré 0.02% de metimazole (2-
mercapto-1-metil-imidazol; Sigma) en el agua de bebida con el propésito de
inhibir la sintesis de hormonas tirocideas maternas y fetales, y la trénsferoncia de
hormonas maternas a los felos (Morreale de Escobar et al., 1989). El tratamiento
se inicld en el dia E13, antes del inicio de ia neurogénesis cortical y se continud
después del nacimiento hasta el dla PS. A partir de esta fecha y hasta el sacrificio
de las ralas, se agregd gluconato de calcio al 1% a la sclucion de metimazole
para suplir la falta de calcio en casc que se hubiesen extirpado las gldndulas
paratiroides durante la tiroidectom(a.
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En el dia P6 se realizd6 la tiroidectomia siguiendo el procedimiento de
Zatrow et al (1964). Luego de anestesiar a |as ratas con éter anhidro se les

practicé en el cuello, una incisién cuténea medial, de aproximadamente 1 cm
desde el cartilago del manubrio del esterndn hasta la tréquea. Se reirajeron la plel
y ol tejido adiposo subcutdneo para exponer y separar los muaculos
estemohloideos y esternocleidomastoideos y visualizar asl |la gldndula tiroldes
que, luego de dividirla por el istmo se extirparon los dos i6bulos tiroidecs evitando
dafar los nervios recurrentes y las arterias carétidas. Se suturd la plel con hilo de
seda y se aplicd un antiséptico no yodado.

En el dia P5 se tiroidectomizaron unicamente las ratas que fueron
inyectadas con fluomicroesferas. Las crias se mantuvieron con sus madres hasta
el dia del sacrificio para evitar la desnutricién debida a las dificultades en la
obtencion el alimento adlido a causa del desarrollo dental retardado.

El método para induclr el hipotiroidismo fue el mismo que utllizaron Berbe!
y colaboradores (1993) en un estudio anterior, donde los niveles de T3 y T4
telencefdlicos fueron medidos por radioinmunoensayo (Figura 7). En el presente
trabajo, no se midieron los niveles de tales hormonas. La condicion hipotiroldea
se constatd mediante el control del peso corporal de los animales, asumiendo que
los niveles de T3 y T4 eran similares a los del citado estudio.
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Figura 7 Niveies de 3,5,3'.5' tetrayodotironina (T4) y 3,5.3' tiyodotironina (T3) obtenidos por
radioinmunoensayo. Las ratas hipotiroideas (M = traladas con metimazols y T = tratedas con
metimazole y ademds tiroldectomizedas) mantiensn niveles muy bajos de T4 durante tode la vida
on comparacion con los de las ratas normales (C=sin tratamientos, quimico nl quinirgico). Bucede
0 mismo con T3 (Medificado de Guadafio-Ferrax ot al., 1904),
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2 Inyeccién de trazadores

La peréxidasa de rabano sola (HRP; Sigma) al 50% o conjugada con
aglutinina de gérmen de trigo (WGA-HRP; Sigma) al 5%, disueitas en solucién
salina y las fluomicroesferas (yellow-green FluoSpheres L-5201; Molecular
Probes) se utilizaron como trazadores de marcaje retrogrado y anterogrado. Se
Inyectaron 46 ratas normales y 27 hipotiroideas (Tablas | y If).

Las ratas entre 5 y 20 dias de edad fueron anestesiadas con éter anhidro,
y las de 21 dias en adelante con Imaigéne 1000 (0.87 mikg i.p. Rhdne Mérieux).
Una vez anestesiados los animales, se les hizo una incisién en la piel que cubre
el borde superior del Iébulo temporal y se separaron del crdneo los musculos
temporales. En el hueso temporal se hizo un orificio de 5-8 mm? para exponer ia
corteza cerebral a ser inyectada. La inyeccion del trazador fue unilateral mediante
micropipetas de vidrio de aproximadamente 40 um de didmetro en la punta. La
micropipeta colocada en un micromanipulador se conect6 a una picobomba para
administrar el trazador mediante presidn. Expuesta |a corteza temporal, se
introdujo la micropipeta a diferentes profundidades que variaron entre 500 y 1100
pm segun la edad del animal. Las inyecciones mas superficiales se hicieron en
las ratas mas jovenes y las mas profundas en las més viejas. Los animales
recibieron de 14 inyecciones. Después de 2-4 min de haber aplicado el volumen
deseado, se extraia la micropipeta y se suturaba la herida.
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Tabla | Inyeccion de trazadores en ratas normales (n=48)

— EDAD EDAD NUMERO VOLUMEN TOTAL
INYECCION SACRIFICIO CODIGO TRAZADOR DE INYECTADO
{diss} dins; INYECCIONES (ml]
[ 18 IR183 FLUOMICROE SFERAS 0.8
8 18 IR184 FLUOMICROESFERAS 1.0
12 14 IR81 50% HRP 1.2
12 14 IR82 50% HRP 11
12 14 IR92 50% HRP 1.2
12 14 IR93 50% HRP 1.1
12 14 IR9S 5% WGA-HRP 1.0
12 14 IR83 5% WGA-HRP 0.8
13 13 IR103 50% HRP 09
13 15 IR104 50% HRP 08
13 13 IR10S 5% WGA-HRP 1.2
20 22 IR108 50% HRP 10
24 28 IR130 5% WGA-HRP 1.1
24 26 IR13M 5% WGA-HRP 1.1
24 26 IR143 5% WGA-HRP 0
24 28 IR153 5% WGA-HRP 0
24 28 IR154 5% WGA-HRP 0
25 27 IR148 5% WGA-HRP 0
25 27 IR149 5% WGA-HRP 0
2 28 IR148 5% WGA-HRP 1
24 28 IR147 5% WGA-HRP
27 29 IR152 5% WGA-HRP
27 20 IR155 5% WGA-HRP
290 IR158 5% WGA-HRP
30 IR107 50% HRP
30 IR108 50% HRP

30 IR109 5% WGA-HRP
30 IR110 5% WGA-HRP
30 IR144 5% WGA-HRP
30 IR145 5% WGA-HRP
M IR150 5% WGA-HRP
M IR151 5% WGA-HRP
37 IR118 5% WGA-HRP
¥ IR119 5% WGA-HRP

SEREAL/VEERLBIABBABY
o WWNEARWRWRMMNMNMOMNONWAWDWWLWNN - a2 NRON-RMRA AR -

MNOoONODNNODRNMuNPODNODDDRDONANNODODODOOO

[ T e . e T = I = R~ G e T . T I N = I W S -

45 IR122 5% WGA-HRP
45 IR123 5% WGA-HRP
49 IR116 5% WGA-HRP
49 IR117 8% WGA-HRP
50 IR128 5% WGA-HRP
54 IR128 5% WGA-HRP
58 IR128 5% WGA-HRP
50 IR127 5% WGA-HRP
72 74 IR134 5% WGA-HRP
72 74 IR135 5% WGA-HRP
101 103 IR138 3% WGA-HRP
101 103 IR137 5% WGA-HRP

Rates normaies Inyectadas unitateraimente en el i6bulo temporal con diferentes trazadores de
transporte retrégrado a edades comprendidas entre los dlas postnatales 5§y 103,
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Tabla |l Inyeccion de trazadores en ratas hipotiroideas (n=27)

EDAD EDAD NUMERO VOLUMEN TOTAL
INYECCION SACRIFICIO  CODIGO TRAZADOR DE INYECTADO

(dias) (dlas) INYECCIONES {mi)
5 18 IR157 FLUOMICROESFERAS 2 1.0
18 IR158 FLUOMICROESFERAS 3 1.0

S 18 IR156 FLUCMCROESFERAS 1 06

S 18 IR160 FLUOMICROESFERAS 2 1.0

S 2 IR181 FLUOMICROESFERAS 1 08

3 2 IR182 FLUCMICROESFERAS 1 08

3 2% IR183 FLUOMCROE SFERAS 1 0e
12 14 IR87 5% WGA-HRP 2 11
12 14 IRG8 3% WGA-HRP 2 09
12 14 IRO4 50% HRP 2 09
12 14 IRGS 50% HRP 2 0.8
12 14 IR0S 5% WGA-HRP 2 11
12 14 IRG7 5% WGA-HRP 2 1.2
13 18 IR9S 50% HRP 3 1.0
13 19 IR100 50% HRP 2 08
13 15 IR101 5% WGA-HRP 2 08
13 15 IR102 5% WGA-HRP 3 09
20 23 IR87 50% HRP 2 1.2
20 22 ot 50% HRP 2 0.9
20 22 IR89 5% WGA-HRP 2 1.2
20 22 IRS0 5% WGQA-HRP 2 09
20 22 IR141 5% WGA-HRP 3 1.2
20 22 IR142 5% WGA-HRP 3 0.8
kL] 37 IR120 5% WGA-HRP 2 08
3 37 IR121 §% WGA-HRP 2 1.2
42 a4 IR124 5% WGA-HRP 2 1.0
42 a4 IR125 5% WGA-HRP 2 0.8

Ratas hipotiroideas Inyectadas unilateralmente en el lobulo temporal con diferentes trazadores de
transporte refrogrado a edades comprendidas entre los dlas postnatales 5 y 44,
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L B Perfusién transcardial

Las ratas inyectadas con HRP o WGA-HRP fueron perfundidas 48 h
después de la administracion del trazador. Una vez anestesiadas con éter
anhidro, se les realizd una incision amplia sobre la pared abdominal hasta
descubrir y pinzar a la aorta descendente. Se abrid la cavidad torécica
secclonando las costillas por ambos costados y el diafragma. Se sostuvo al
corazén con unas pinzas y se cortd el vértice inferior del vantriculo izquierdo para
introducir un catéter hasta el inicioc de la aorta ascendente. Inmediatamente
después se realizé una incisioén en la auricula derecha para dar alivio a los
fluidos.

La perfusion se inicié con cloruro de sodic al 0.9% en agua destilada
durante 2 min, se siguié con un fijador compuesto por paraformaldehido al 1%,
glutaraldehido al 0.5%, cloruro de calcio al 0.002% y sacarosa 0.1 M en tampén
fosfato 0.1 M (pH 7.4) durante 15-20 min y se finaliz6 con sacarosa 0.1 M en
tampon fosfato 0.1 M durante 10-15 min. Al terminar la perfusion, los cerebros
fueron exiraidos de la cavidad craneana y sumergidos en tampén fosfato 0.1 M
durante 24-48 h, posteriormente fueron cortados.

Las ratas inyectadas con fluomicroesferas fuaeron perfundidas entre los 14 y
18 dias de edad. La perfusion se inicié con cloruro de sodio al 0.9% en agua
destilada durante 2 min y se siguib con un fijjador compuesto por
paraformaldehido al 4%, cloruro de calcio al 0.002% y sacarosa 0.1 M en tampén
fosfato 0.1 M (pH 7.4) durante 20 min. Los cerebros obtenidos fueron postfijados
por inmersién durante 24 h en un fijador igual al utilizado durante la perfusién y
finalmente cortados.

4. Obtencién y procesamiento de cortes

Los cerebros inyectados con HRP o WGA-HRP se incluyeron en agar al
4% antes de ser cortados coronaimente con un vibratomo (Pelco). Las secciones
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de 100 um de espesor, se recogieron con un pincel y Be colocaron

secuencialmente en cubetas que contenian tampén acetato 0.1 M (pH 3.0). Para
el revelado de los cortes se siguid el método de Mesulam (1982). Primero, las
secciones se pre-incubaron durante 20 min en nitroprusiato de sodio (Panreac) y
3,3°,5,5 -tetrametilbencidina (Sigma) en tampén acetato 0.1 M, después se
incubaron durante 20-25 min en una solucién igual a la anterior y afiadiendole
peréxido de hidrégeno al 30%. La pre-incubacién e incubacion se hicieron en frio
para mejorar la especificidad en la reaccion. Se realizaron dos lavados en tampén
acetato 0.1 M durante 10 min cada uno.

Los cortes fueron montados en portaobjetos gelatinizados y se dejaron
secar en la céamara frla durante aproximadamente 24 h luego, fusron brevemente
deshidratados (10 seg) en etanoles de graduacion ascendente (70, 98 y 100%),
aclarados en xilol y montados con Eukitt. Uno de cada siete cortes fue teflido con
borax al 1% y azul de toluidina al 1% en agua destilada durante 30 seg a 50 *C,
decolorados en agua destilada y en alcohol-acético al 70%. Deshidratados (60
s8g) en etanoles de graduacion ascendente (70, 96 y 100%), aclarados en xilol y
montados con Eukitt.

Los cerebros inyectados con fluomicroesferas también se incluyeron en
agar al 4% antes de ser cortados coronalmente con el vibratomo. Las secciones
de 100 um de espesor, se recogieron con un pincel y se colocaron
secuencialmente en cubetas que contenian sacarosa 0.1 M en tampén fosfato 0.1
M. Los cortes obtenidos se montaron en portaobjetos gelatinizados, ordenados en
11 subseries paralelas, y se dejaron secar en |la camara fria durante
aproximadamente 48 h. Los cortes se aclararon brevemente en xilol (5 seg) y se
montaron con Fluoromount (Serva). Una subserie se destind para la tincién de
Nissl, segun el procedimiento anteriormente descrito.
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8.  Andlisis del materiai histolégico

Los cerebros analizados fueron aquéllos que mostraron marcaje en el
nucleo geniculado medial. Con un microscopio Labophot (Nikon) equipado con
una camara lucida, se dibujaron usando el objetivo 1x los cortes procesados con
tetrametilbencidina para sefialar el sitio de inyeccién y los correspondientes halos
de difusién del trazador. Luego estos dibujos fueron procesados con una tableta
digitalizadora.

En cada caso se seleccionaron de 4 a 6 cortes separados entre si por 400
pm, abarcando la corteza auditiva contralateral a la zona de inyeccion. Se utilizé
un microscopio-computador y el programa Neurograph para digitalizar, medir y
representar espacialmente las neuronas callosas marcadas de manera retrégrada
contenidas en estos cortes. El microscopio era un BH-2 (Olympus) provisto de
una platina motorizada y una camara de video DXC15-1P CCD/RGB (Marca
Sony), ambos conectados a una computadora AT486 equipada con una tarjeta de
video Screen Machine (Fast Electronic) y un monitor Trinitron Multiscan HG de 17'
(Marca Sony).

Primero se digitaliz6 el contormno de la corteza cerebral usando el objetivo
1x y después la posicion de |as neuronas marcadas retrégradamente, localizadas
primordialmente en la corteza auditiva, con un objetivo 20x. Posteriormente, los
mapas de distribucion de las neuronas callosas se imprimieron usando una
impresora Laser Jet IIIP (Hewlett Packard).

También, se cuantificd y se representd a manera de histogramas de barras
las neuronas callosas auditivas. Para ello, se dibuj6 el limite entre el tercio
superior (correspondiente a las capas [-lll) y los dos tercios inferiores
(correspondiente a las capas IV-VI) de la corteza auditiva. Dicho limite se dividi6
en intervalos de 50 um y sobre cada intervalo se proyectaron las neuronas. A
continuacién se cuantificé el nimero de neuronas proyectadas en cada intervalo.
Estos datos se representaron en histogramas de frecuencias absolutas de tal
manera que las barras superiores correspondian a las frecuencias de las
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neuronas callosas de las capas I-lll y las barras infericres a las neuronas callosas

del resto de las capas corticales.

Para los cortes marcados con fluomicroesferas se utilizé un microscopio
Labophot (Nikon) con sistema de epi-fluorescencia provisto de filtros para la
fluoresceina isotiocianato (FITC) equipado con una cémara de video DXC-930P
3CCD/RGB (Marca Sony) con una unidad de memoria MPU-F100P (Marca Sony)
y conectado a una computadora AT486 equipada con una tarjeta de video Screen
Machine (Fast Electronic) y un monitor Trinitron Multiscan HG de 17' (Marca
Sony). También, se utilizd el Neurograph para la digitalizacién y representacion
esquemdtica de las neuronas marcadas. Se digitalizaron de 4 a 6 cortes de cada
cerebro separados a una distancia promedio de 400 ym. Se dibujé el contorno
cerebral con el objetivo 1x y la posicién de los somas que contenian las
fluomicroesferas con el objetivo 20x. Se obtuvieron representaciones espaciales
de la distribucion de |as neuronas marcadas retrogradamente y los
correspondientes histogramas de frecuencias.

Cortes seleccionados fueron fografiados con un microscopio Axiophot
(Zeiss) usando objetivos 4x, 10x y 40x. Los cortes teflidos con Nissl y los
procesados con tetrametilbencidina y que mosiraban el marcaje retrégrado, se
fotografiaron con luz transmitida normal. El transporte anterégrado se observd y
fotografié¢ usando filtros polarizados. Las neuronas marcadas con
fluomicroesferas se digitalizaron y fotografiaron usando filtros de fluorescencia
para la FITC.
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1.  Aspectos generales

En las ratas hipotiroideas el tamafo corporal @8 muy inferior al de les
normales. Es posible reconocer o enanismo (Figura B) y los rasgos faciales
infantiles. Ademds, presentan otras caracter/slicas como la implantacidn raia del
peio, que muchas veces mantienan arizado. La aparicion de la denticién asi como
la apartura de los pérpados se relrasa

En las ratas normales, el peso corporal sumenta continuaments desde
6.240.7 g on ol dia P1 hasta alcanzar 227 044 2 g en ol dia P103, mieniras que en
las hipotircideas, e incremento es minimo desde 4 6t04 g en el dia P1 hasia
32 420 8 g en ol dia P42 (158 421 4 a P42 an ratas normales; Figura 9.

&



Figura B Folografias de raias (@b} y sus carabvos (2.d) @ P4d. La diferencia entre el emaho
copoisd (&, B} enire la rata normal (C) y & fepoliroidea (H) es notofia. Motess lambién manor
temafio cerabral de ia rata hipoliroidea (d) Barmaen b, Jomyend, 1 om.

sg



- ACSULTADOS

Peso corporal (gramos)
300 —

I C
200 — //

_ T

. 100 —
|
{
-
H
0 ] L l ! [ r |' L [ L v } T : 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 060 100 110
Edad (dlas)
Figura © Grafica que muestira e curso del peso corporal de !as ratas normales (C) e

hipotiroideas (H). En las ratas nommaies, la ganancia de peso corporal sumenta progresivamente
oon {a edad mientras que, eén las hipolirokiess, la ganancla 68 menor y se mantiene
significativamente por debajo del de las normales.
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2, Citoarquitectura de la corteza temporal durante el desarrollo

La citoarquitectura de la corteza temporal se analizdé en los cortes con
tincion de Nissl. De acuerdo con otros autores (Zilles, 1985), se han distinguido
tres areas auditivas Te1, Te2 y Te3. Las 4reas analizadas fueron primordialmente
Te1 y Ted, aunque también se analizaron cortes conteniendo Te2. De las tres
éroas auditivas, Te3 es la que tiene menor grosor cortical. En Te1 y Te3, el borde
enire las capas corticales aparece mas nitido que en Te2, donde resulta muy
difcil diferenciar el borde entre las diferentes capas corticales.

En las ratas normales inyectadas en el dia P12 y sacrificadas en el dia P14,
se observé en la corteza temporal gran densidad neuronal en todo el grosor
cortical, por lo que el limite entre las capas corticales no fue muy nitido. Es
posible distinguir una benda delgada con numerosas células debajo de la capa |
quizé, remanente de la placa cortical. En la capa V, la densidad neuronal no es
tan alta y los cuerpos celulares de las neuronas piramidales son ligeramente més
grandes que en el resto de las capas. Entre la capa Vi y le substancia blanca
subcortical, se observa una fina capa de células que puede corresponder a la
subplaca (Figura 10a).

A partir del dia P30, la organizacién cortical es similar a la de las ratas
adultas, aunque el grosor cortical es menor. Conforme aumenta la edad, el
empaquetamiento celular parece reducirse (Figura 10b). La capa | representa
aproximadamente el 10% del grosor cortical y contiene escascs cuerpos
neuronales. Las capas ll-lll ocupan alrededor del 25% y contienen células
piramidales y no piramidales. La capa |V ocupa el 10% y contiene muchas
neuronas de cuerpos celulares redondos y pequefios. La capa V representa el
25% y presenta neuronas piramidales menos empaquetadas. La capa VI
representa el 30% del espesor cortical y contiene neuronas piramidales y no
piramidales, ligeramente mas empaquetadas que en el resto de las capas
corticales.
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En la corteza cerebral de las ratas hipotiroideas, se observé mayor densidad

celular en todas las capas corticales a cualquier edad (Figura 10d,e f), aunque
parece mayor a edades tempranas. El borde entre las capas V y VI es
indistinguible debido al mayor empaquetamiento celular y al menor tamafio de los
somas. A P14 también se observa un remanente de |a placa cortical y restos de la
subplaca (Figura 10d). De P22 en adelante, desaparecen los restos de |a placa
cortical y la citoarquitectura es muy similar a la de las ratas hipotiroideas adultas.
Todas las capas parecen estar presentes pero solo los bordes inferior de la capa |
y superior de la capa VI son claramente dislinguibles. El borde entre las capas [V
¥ V es muy borroso debido a la gran densidad celular simitar en ambas capas. El
tamafio de ios somas neuronales permanece pequefio, siendo mas notorio en las
neuronas piramidales de la capa V (Figura 10 e.f).

3. Trazadores y marcaje

Con la WGA-HRP se obtuvo un marcaje retrogrado similar al de la HRP en
cualquier edad, tanto en las ratas normales como en (as hipotiroideas (Figura
11a,b). Con ambos trazadores se observaron somas neuronales bien teflidos y las
porciones proximales de sus ramificaciones.

El marcaje con las fluomicroesferas no fue tan compacto como el que se
observo con los trazadores anteriores, sino disperso por el citoplasma neuronal.
Sin embargo, se emplearon por permitir largos periodos de supervivencia
después de la inyeccion al no degradarse en el interior de las neuronas. Se ha
podido observar un excelente marcaje hasta 30 dias después de la inyeccion sin
pérdida aparente.
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P12C (IR8I) P28C {IR109) P4IC (IR120)

Figura 10 Folomicrografias de secciones coronales de cortezs auditive primaria (Te1) tefiidas
con Nissl de ratas normales (a.b.c) 6 hipotiroideas (d.e.f). A P34, se observan con nitidez los
limites entre las capas corticales, mientras que a P14, log limites entre capas son menos obvios
debido a que la densidad cslular es mayor. A P14, las diferencias entre ratas nomales @
hipotiroideas no son aparenies. Sin embargo, a P44 en las ralas hipotiroideas, se observa mayor
empaquetamiento celular, lo que dificulia distinguir los limites erdre las capas corticales,
especiaimente entre IV y V. El tamafio de (os somas, particularmente los de la capa V s menor
comparados con o de los somas de las ratas normales. En la pane superir de cada
folomicrografia se indica (@ edad a la que fueron inyeciados 08 trazadores, la condicion
axperimental (C: normales; H: hipotiroideas) y el codigo de los animales entre paréntesis. Los
animales fueron sacrificados dos dias después de haber sido inyectados. SP: subpleca. Berra en
d, 200 ym. Misma calibracién para todas las fotomicrografias.
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4. Locallzacién de loe sitios de Inyecclon

Dada |a falta de un atlas esierectéxico para la localizacién de las édreas
cerebrales a diferenies edades del desarrolio, la localizacién de los sitios de
inyeccion se confimé a posterion. En la literatura exisien el atlas de Paxinos y
Watson (1991) para ratas de edades embrionarias y hasta PO, y el de Paxinos y
Watson (1986) para ratas adultas. Los sitios de inyeccion con sus
correspondientes halos de difusién se determinaron observando la serie completa
de los cortes de cada animal. Unicamente los cortes en los que se visualizaba un
marcaje retrogrado masivo en ei nucleo geniculado medial ipsilateral a la corteza
inyactada fueron analizados. Este marcaje indicaba que la corteza temporal
inyectada y por tanto la marcada retrogradamente correspondian al drea auditiva.

La localizacion antero-posterior del drea de inyeccidn correspondiente a
Te1, Te2 y Te3 se determind extrapolando la posicién de estas dreas respecto al
esplenio del cuerpo calloso. La localizacion medic-lateral de las mismas dreas se
establecit en relacion con el surco rinal. En todos los cortes analizados, las
inyecciones y difusiones abarcaron las tres dreas auditivas Te1, Te2 y Te3
(Figuras 13-18 y 21-25).

8. Distribucién de las neuronas de proyeccion callosa

Durante el desarrollo de la corteza auditiva de las ratas normales parece que
la densidad celular de las neuronas marcadas que proyectan callosamente
observada a edades tempranas disminuye progresivamente con la edad. Las
neuronas de proyeccion callosa se localizan en todas las capas, desde la II-ll
hasta VI. Esta distribucion conocida como radial pareciera homogénea en el dia
P14 -que en la figura se indica como P12 dado que, esa era la edad cuando el
animal fue inyectado. Esta aclaracién es para todas las figuras-. Sin embargo, es
posible observar mayor densidad en las capas |-l y VI. (Figura 12a,b}). La
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distribucion tangencial de las neuronas que fueron marcadas retrégradamente
abarcaron toda la region dorso-ventral de la corleza temporal (Figura 13).

A partir del dla P26, se observa una aparente disminucién en la densidad
de somas neuronales marcados con el trazador. En la capa V, se detecia un
decremento en |la densidad neuronal lo que da un aspecto bilaminar a la
distribucién neuronal (Figura 12c¢.d). Eate patrén de conectividad callosa es
similar al descrito para las ratas adultas (Berbel et al., 1983). En el dla P50, la
distribucién bilaminar es més evidente (Figura 12e.f). No se observan formaciones
columnares o agrupaciones de ningun tipo a lo largo del desarrolio (Figuras 14-
18).

Es posible decir entonces que, las distribuciones radial (bilaminar) y
tangencial (en toda la extension dorso-ventral) de la corteza temporal se esbozan
alrededor del dia P14 (Figura 13) y se evidencian claramente desde el dia P26 en
adelante (Figuras 14-18).
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Figural2 Fotomicrografias (a,c,e) y dibujos de neuronas con marcaje retrégrado (b,d,f) de

ratas normales (C). Los limites de las capas corticales se obtuvieron por sobreposicién de las
correspondlentes secciones adyacentes tefiidas con Nissl y ulilizando una cdmara licida. En cada
caso se Indica el Area del dibujo que corresponde a la folomicrografia. A P14 (a,b), las neuronas
marcadas se distribuyeron entre las capas Il y Vi. A esta edad, se observa gran densidad calular. A
P28 (cd) y P50 (e.f), la densidad es menor, especialmente en la capa V, observandose la
distribucion radial bilaminar tipica del adulto. En la parte Inferior de cada fotomicrografia, se indica
la edad en que fueron inyeclados los trazadores, la condiclon experimental (C) y el cddigo de los

animales entre paréntesis. Las ratas se sacrificaron dos dias después de haberies inyectado el
trazador.
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Figuras 1318 Distribucién radial y tangencisl de neurcnas marcadas mirdgradamente con
HRAP o WGA-HRP an sacciones coronales secusnciales (A-E, A-C o A-F) do cersbios de retas
normaies [C). Loa nivelss de laa secciones (A-C) y (A-E, A-C o A-F) ss mussiran an &l gurin de
is derecha. Las ronas de Inyecclén (sombreado dobtde) y disfusién del imzedor (sombresdo
sencifia) en viste coronal (A-C) y isteral sefislando las dress suditives (Tel, Tal, y Ted) s
mugsiran &0 los Nigurinés de & izgulsrda. En fodes Ins edsdes, las neuronas marcadas
reirdgradamente sa localizan snire las capas -1l y V1, Durante el desamolio, la densided de las
neurones marcadas va disminuyendo en lods |8 cofera, especialmanis en la capa V.
scantulndoss el aspacto bilaminar. Aparsntements, no hay una pérdidd masiva angencial da
muronas o8 proyeccidn caliosa sudiliva. En todes iss sdsdes 18 distribuclén langencisl ds s
meuMGnEs marcadas fua parecida, distribyéndoss en loda I exdensidn domo-vaniral, En s para
superior se Indica la edad an que S8 reallzd i inysccstn, le condicidn sxpenmental (C) y ol codige
de los animades enire pardntesis. m: medisl, d; dorsal, & smerior. La bare indica la callbrecién de
lo8 cortes CON Neuninas marcadas.
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Figura 14
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P48C (IR128)

Figura 15
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P52C (IR129)

Figura 18
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Figura 17
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P101C (IR138)

Figura 18
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En la corteza de las ratas hipotiroideas, las neuronas marcadas
retrégradamente se localizaron en toda la extension dorso-ventral de la corteza
temporal, en o que a su distribucién tangencial se refiere. La distibucion radial
cambid poco con la edad. Fue posible observar que en el dia PS, las neuronas de
proyeccidn callosa se distribuyeron desde las capas ll-lll hasta la Vi. Sin
embargo, esta distribucién no fue uniforme. En las capas Ii-1ll fueron muy pocas

las neuronas marcadas, un gran numero de neuronas se ubicaron en las capas

IV-V. (Figuras 20 y 21). Se observd este mismo patrén de distribucion radial a

P14, utilizando como trazadores HRP o WGA-HRP (Figuras 19 y 22-25).
Independientemente del tamafto de la inyeccién y del tipo de trazador

Inyectado, la distribucion radial y tangencial se observdé desde muy temprana
edad, PS.
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Figurs 18 Folomicrografias (a.c.e) y dibujos 08 newronas con marcas ielrdgreco (b.of) os a
corlazs sudilive da ralas hipotiroidaas (H). Los limites de las capas conicales is obluveron por
sobreposicion de las comespondiantes seccionas adyscentes efides con Miel ublizsndo une
cdmars licids En cada caso &8 indica &l drea del dibugd que coresponds & ks ioiomicrografla. En
iodan I sdaces, 8l Mayor RUManc 08 NEUrGNEE Marcades 58 localizen on e capas V-Y Nilses
&l mandr nUmeo o8 neuronas an las capas |1l En la paries siencr e cads folomicrogralia, se
indics | sdad & L que fusron inyectados los razadones, |8 condicion experimental (H] y ol cbdigo
o (o8 BNimasss enire pankriesis
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Figura 20 Fotomicrogralias con lu2 nommal (8) ¥ fucrescents (b) de dos cortes adyacenes an
rales hipotirgideas inyeciadas & P43 y secrificadss a P18, En o 88 musstra una 2ona de Te1 lefilds
con Missl, indicAndose los limides sntre las capas corticales. En b, se obsarva la distinbuciin de
newmnas marcades retrégradaments con fluomicroesferss. L meyoria de neurcnas marcades
retrdgradaments sstin unicadas en las capas [V-V. Barme an b, 200 ym. Misma calibracidn pars &,
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A P5-P18H (IR163)

Figura 21 Disiribucién radisl y langencial de neuronas marcades retrdgradamente con
fluomicrossieras &n sacclones coronales sacusnciales (A-0) en ratas hipolirokdess (H). Lod nlvalas
de las secciones (A'-C y (A-D) s& muasiran of of figurin de ia derecha. Les zones de inysocidn y
de difusidn del razador como en las figuras 13-18, Las neurcnas marcades (4-0) s8 distibuyen en
tods s exiensidn dorso-ventral y la mayora de eltas sa localizen en las capas IV-V. En & ssguina
supsnior derecha. 58 indica |a sdad en qua S8 reallzd |a Inyeccidn, la condicidn axpanimental (H) y
ol codigo dal animal enire pandniesis. m- medial, 4. dorsal, & anlerior. L barma (ndica la
callbracidn de los corles con newronas marcadas.
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P12H (IR94)

Figuras 22-28 Disiribucién radial y tangenciat de neuronas marcadas retrégradamente en
sacciones coronales secuenclales (A-E) de cersbros de ratas hipotiroideas (H). En los figurines se
representan los niveles de las secciones {(A-E), las zonas de inyeccion y de difusién del trazador
como en las figuras 13-18. La mayoria de las neuronas marcadas se localizadan en las capas V-
V. Durante el desamolio, la distribucion radial de las neuronas marcadas parece no cambiar. La
distribucién tangencial de las neuronas marcadas abarca la corleza temporal en toda su extension
dorso-ventral. En la parte superior de la figura se indica la edad en que se realizé 1a inyeccién, la
condicién experimendal (H) y el codigo de los animales entre paréntesis. m: medial, d: dorsal, a:
anterior.
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Figura 24



P42H (IR126)




AESULTADOS
6. Anédlisis cuantitativo de ias neuronas de proyecclén caliosa

En la corteza auditiva de las ratas normales, tanto en el tercio superior
como en los dos tercios inferiores, la distribucidn de frecuencias absolutas de
neuronas callosas en cada uno de los niveles estudiados es uniforme en ambas
direcciones dorso-ventral y antero-posterior.

En el tercio superior, el nimero de neuronas marcadas retroégradamente
por corte fue muy variable. Se cuantificaron en promedio, 1680.2 neuronas por
corie a P14 y 537.8 neuronas a P103. En los dos tercios inferiores, el numero de
neuronas por corte, también fue muy variable con la edad y mayor al observado
en el tercio superior. Se observaron en promadio, 2924.0 neuronas por corte a
P14 y 1261.6 neuronas a P103. En promedio, el nimero total de neuronas por
corie en ambos tercios estuvo comprendido entre 4604.2 neuronas a P14 y
1799.4 neuronas a P103 (en promedio 3201.8 neuronas; Figuras 26 y 28). A
pesar de que el nimero de neuronas marcadas retrégradamente fue variable, el
porcentaje de neuronas marcadas retrégradamente con respecto al numero total
de las neuronas marcadas fue bastante constante con la edad, representando el
36% a P14 y 30% a P54 en el tercio superior y el 64% a P14 y 70% a P54 en los
dos tercios inferiores. En promedio, un 33% de neuronas se snconiraron en el
tercio superior y 8l 67% restante, en |los dos tercios inferiores (Figura 29).

En la corteza auditiva de las ratas hipotiroideas |a distribucion de
frecuencias absolutas de neuronas callosas fue uniforme en los tres tercios, uno
superior y dos inferiores en ambas direcciones dorso-ventral y antero-posterior.

En el terclo superior, el numerc promedio de neuronas marcadas por corte
fue de 1556 a P14 y 121.6 a P44. En los dos tercios inferiores, el nimero de
neuronas fue mayor al observado en el tercio superior. Se cuantificaron en
promedio, 1235.8 neuronas por corte a P14 y 2162.0 a P44. En promadio, el
nimero total de neurcnas en ambos tercios quedd comprendido entre 1390
neuronas a P14 y 2283 neuronas a P44 (en promedio, 1836,5 neuronas; Figuras
27 y 28).
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El nimero de neuronas marcadas retrogradamente por corte fue menos
variable con la edad que en las ratas normales, consecuentemente el porcentaje
también fue més constante con la edad, representando al 11% a P14 y 7% a P45
en el tercio superior y ol 88% a P14 y 83% a P42 en los dos tercios inferiores. En
promedio, un 9% de neuronas se encontraron en el lercio superior y el 91%
restante, en los dos lercios inferiores (Figura 29)

Los resultados cuantitalivos oblenidos con las fluomicroesferas fueron
comparables a los oblenidos con HRP o WGA-HRP A PS5 se determinaron en
promedio 260.5 neuronas marcadas en el lercio superior y 2757 5 en los dos
tercios inferiores (3043 neuronas por corte en ambos lercios; Figura 27) Estos
datos indican que un B% de neuronas estd an el lercio superior y un 92% estd an

los dos tercios infericres (Figura 29).
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Figura 26 Hislogramas que muestran el nimero de neuronas de proyeccién caliosa de la
corleza auditiva de ratas normales represeniadas on las figuras 13-18. Las basras por arriba
Indican el nimero de neuronas marcadas en el terclo superior de la corleza (correspondiando a
neuronas de capas (I-1ll; clfras por amba). Las baras por abajo Indican las neuronas marcedas en
los dos tercios [nferlores (correspondlendo a neuronas de las capas {V-VI; clfras por abajo). En la
parie Inferior, s6 Indica la edad en que se realizd la Inyeccion y entre paréntesls, ol cédigo de los
ankmnales. La estrelia marca el Iimite entre las &reas audiivas Te1 y Te3d,
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Figura 27 Histogramas que muesiran el nimero de neuronas de proyeccidn callosa de la

corteza auditiva de ratas hipotiroideas representadas en las figuras 21-25. 8e observa que o

numero de néuronas marcedas retrégradamente en 18s capas Ii-lll es muy bajo a cualquler adad.
Descripcion de los componentes en |a leyenda de la figura anterior.
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Figura 28 NOmero de neuranas marcadas retrégradamente de la corteza auditiva de ratas
normales (gréfica superior) y de ratas hipotiroldeas (grafica inferior). Los dalos se agruparon en el
tercio superior (capas |I-lIl; barra rayada), dos tercios inferiores (capas IV-VI; barra blanca) y tolal

(capas II-VI; barra negra). En las cortezas normales, en todas las edades se observa que el
numero de neuronas de proyecclén callosa de las capas II-lll (barra rayada) representa alrededor
de un lerclo del lotal de las neuronas marcadas (barra negra). En las conlezas hipotiroldeas, en
cambio, independlentemente de Ia edad, la cantidad de neuronas de las capas |)-/ll (barra rayada)
represenia la décima parte del 1otal de las neuronas marcadas (barra negra).
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Figura 28 Porcentaje de neuronas callosas de las capss |I-1l marcadas retrégradamente con
HRP 0 WGA-HRP (triéngulos y cusdrados) y con fluomicroesferss (rombo). Se observa que en las
ratas normales (C), ol numero de neuronas callosas de las capss il-lll represenia el 30-40% del
total de las neuronss marcadas en s corfeza sudiiva (cuadrados vacios). 8in embargo, el
porceniajs en las ratas hipotiroideas (H) representa enice un 7-15% (tridngulos vecios y rombo).
Los cusdrados y {rdngulos llenos Indican ol porcentaje de neuronss callosas marcadss
retrégradamente on ratas adultas obtenido por Berbel et al (1994).



AESULTADOS
7.  Distribucién de los axcnes de las neuronas de proyeccién callosa

E! andlisis del marcaje anterbgrado presentd cierlas ambigledades
debidas al solapamienio con el marcaje retrdgrado y con el retro-llenado de los
colalerales axdnicos de las neuronas marcadas retrdgradamentes con HRP o
WGA-HRP, del hemisferio contralateral al sitio de la inyeccidn.

En la corteza auditiva de las ratas normales se observd marcaje
anterdgrado en toda |la exiensién langencial y radial. En la distribucidn radial se
distinguieron tres bandas de marcaj@ mas intenso, Estas bandas no fuaron muy
claras en el dia P14 (Figura 30g,h) ni en el dia P26 (Figura 30e.f). Sin embargo, a
adades postenoras fue mas facil observar tales bandas. La primera 88 ancontrd
en la capa |, en esta zona no s& observaron células marcadas retrdgradaments, la
sagunda banda se localizd en las capas IV y superior V y |a tercera en la capa V.
Esta banda &5 la més intansa y ancha.

En la corteza de las ratas hipotiroideas se observd marcaje anterdgrado an
loda la extension radial de la corteza, dislinguéndose cuatro bandas de marcaje
més inlenso. Eslas bandas estdn més enmascaradas a edades tempranas. La
primara banda se encontrd en la capa | (Figura 31d), la segunda, an la pare
superior de las capas |I-lll (Figura 31e), en eslas zonas no se han observado
células marcadas retrdgradamente. La tercera banda se ubicd en |a parte superior
de capas V-V, y la Gltima, manos intensa, en la capa V. (Figura 31f).
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Figura 30 Folomicrografias con kg normal (abcd) y polarizade (eigh) mosirando
resphclivements & Enspons relrdgrads y ardenigrado en la conera auddiva de ralas normales
P12 (a.e), P24 b7, PS8 jcgl PT2 (dh). Avngus. en todaes las edades, of manaje rerdgredo &8
solapa con o anlerdgrado, 5 pusde chesrvar una banda de marcaje antendgrado en la caps | que
carecs de newonas calosas (Mecha #n g) Bama en d. 500 pm. Misma calibrachin sn todes (s
fotomecrografias
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RESULTADOS

Figura 31 Foiomicrografies con luz normal (a.b.c) ¥y polarzada (de.f) que muasiran
respaciivamente el transpore retrdgrado y anterbgrado en la cordeze auditive da relas
hipotiroideas. P13 (ad), P20 (b,e). P42 (c.f). En lodas las adades, el marcaje ralrdgrado se solapa
con el antardgrada, Se pbservan dos bandas dé marcaje retrdgrado an las capas | y 1111, en las
cuales &l némero da neuronas cellosas o5 minimo (Mecha en ). Bara en ¢, 500 pm. Misma
cabbracldn en todas |as fotomicrogralias
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vi. DISCUSION

1. Modelo de hipotiroidismo

Uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar el efecto causado por la
deficiencia de hormonas tiroideas en el desarrolio de las conexiones callosas
auditivas y para asegurarnos que las ratas luvieran niveles muy bajos de tales
hormonas, se siguié el mismo procedimiento utilizado en estudios precedentes
(Berbel et al., 1993; Guadafio-Ferraz et al., 1994).

En ofros trabajos se he utilizado el propiltiouracilo (PTU) para inhibir la
sintesis de hormonas tiroideas maternas y fetales (Rami y Rabié, 1988, Gravel y
Hawkes, 1990). Nosotros utilizamos el metimazole por presentar veniajas sobre el
PTU. En primer lugar, el metimazole atraviesa faciimente la barrera placentaria; el
PTU, con dificultad (Formiguera y Casals, 1988). Por otro lado, la dosis de
metimazole necesaria para inducir el hipotiroidismo es menor que la dal PTU.
Para tratar casos de hipertiroidismo, en el ser humano, se requieren de 10-25
mg/dia de metimazole con un efecto de 24 h, una dosis 25 veces mayor (500
mg/dia} de PTU dura entre 6 y 8 h (Marchant et al., 1978). Entonces, dosis bajas
de metimazole pueden administrarse facilmente a los animales en el agua que
Ingieren. En caso de usar PTU es necesario administrarlo por Intubaclén géstrica
para asegurar la dosis minima necesaria.

Aunque se ha sugerido que la administracién de metimazole en edades
tempranas del desarrollo puede producir efectos teratogénicos (Van Dijke et al.,
1987) cuando se administra a partir de E13, todas las ratas prefiadas tratadas con
metimazole llegan a término y el numero de crias por camada es similar al de las
ratas normales (Berbel et al., 1993).

El peso de |as ratas tratadas con metimazole y tircidectomizadas versus el
de las ratas normales, se ha usado como control del hipotiroidismo inducido. Los
valores obtenidos en las ratas hipotiroideas fua inferior al de las normales, y
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DISCUSION
parecido al encontrado en trabajos anteriores (Berbel et al., 1993; Guadafio-

Ferraz et al., 1994). Se observd también que los animales hipotiroideos son de
menor tamafo que los normales, esto se explica porque se interrumpe el proceso
de maduracion 0sea. Los efectos de las hormonas tiroideas sobre el crecimiento
longitudinal, no se ejercen directamente sobre el hueso, sino que se deben
Indirectamnete a un efecto en las células somatotropas de la hipdfisis, en las que
la T3 activa el ARNm de la hormona de crecimiento (GH). Como consecuencia
aumenta la secrecion de GH que estimula la somatomedina. Algunos de los
efectos indirectos de las hormonas tiroideas se ejercen al regular la sintesis y/o
secrecion de otras hormonas y factores de crecimiento (GH, insulina,
gonadotrofina, NGF, entre otros), y al numero de receptoras para otras hormonas.
Asl, la interrupcion del crecimiento de la rata tiroidectomizada se debe a la falta
de sintesis de GH, a la disminucion de la secrecion de insulina, y a la disminucion
en el numero de receptores hepaticos para la prolactina, hormonas ambas que en
la rata también estimulan la produccion de somatomedina (Escobar et al., 1992).

2. HRP, WGA-HRP y fluomicroesferas

La HRP s una enzima que ha sido ampliamente utilizada para trazar vias
neuronales dada su facil captacién por las células nerviosas mediante la
endocitosis. Todos los tipos celulares del sistema nervioso central o periférico son
capaces de endocitar a la HRP o a las lectinas conjugadas con ella, como la WGA
(Broadwsell y Balin, 1985). Ademds, la HRP se transporta retrogradamente
relativamente rapido, entre 48 y 120 mm/dla (Mesulam, 1982). El transporte es
ligeramente mas rapido para las lectinas-HRP conjugadas que para el HRP libre
(Mesulam, 1982). Ambas, HRP y WGA-HRP también son transportadas en el
axon de manera anterégrada y lenta (Mesulam, 1982). Ademas, la HRP séla o
conjugada se hacen facilmente visibles cuando reaccionan con cromogencs
especlficos como la tetrametilbenzidina (Mesulam, 1978). Reconociendo todas
ostas ventajas las utilizamos en este estudio.

-]



DISCUSION
Sin embargo, deben tenerse en cuenta otras caracteristicas. La HRP marca

no sblo los cuerpos ceiulares, sino también las colaterales axénicas. Ei
mecanismo de transporte dentro de las colaterales no es claro (DeQIimos y
Heimer, 1977). Estas colaterales normalmente se sclapan con los axones
marcados anterbgradamente que proceden de los sitios de inyecclon,
enmascarando asl la interpretacién del transporte anterdgrado. Por otro lado, el
tiempo de supervivencia después de una inyeccion de HRP o WGA-HRP tiene
que limitarse a pocos dias. Esta limitacién en el tiempo esta en funcion de dos
factores. En primer lugar, estos trazadores se dagradan a los pocos dias de ser
inyectados. En segundo lugar, debido a que son exocitados por las nauronas que
previamente los han captado, tienen también una transferencla celular después
del transporte retrogrado o anterégrado (Trojanoski y Schmidt, 1984; Jankowska,
1985). La ocurrencia y grado del marcaje transneuronal depende de muchas
variables, incluyendo el tlempo de sobrevivencia (Takada y Hattori, 1986), la
cantidad de! trazador inyectado (Peschanski y Ralston, 1985) y posiblemante el
lipo de sinapsis involucrada (Porter et al., 1985). Asi pues, el tiempo de
supervivencia ha de limitarse al necesario para que ocurra un transporte masivo y
8@ eviten los inconvenientes citados. En nuesiro estudio, este periodo fue de 48 h.

Utilizamos también fluomicroesferas porque persisten en el interior de las
neuronas por largos periodos, hasta un affo en el animal in vivo, no causan
toxicidad y ofrecen la gran ventaja de ser fotoestables durante su examinacién y
almacenaje (Yanagihara et al., 1993). Estas fluomicroesferas dieron un marcaje
retrogrado bastante aceptable y las utilizamos solo en los animales de muy
temprana edad (P5) porque por alguna razén que no descubrimos, el marcaje
obtenido con la HRP sola o conjugada habla sido extremadamente difuso, de
manera que no podian circunscribirse los cuerpos neuronales, esto sucedid en |as
ratas normales y en las hipotiroideas.
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3. Citoarquitectura de la corteza auditiva durante el desarrollo

Hasta la fecha, los estudios con un enfoque paricular sobre la
citoarquitectura cortical auditiva, hacen referencia sélo a la corteza de la rata
normel adulla (Games y Winer, 1988; Roger y Amault, 1989; Berbel et al., 1993).
Este trabajo no es un estudio detallado de los cambios citoarquitectdnicos de la
corteza auditiva durante el desarrollo, pero dada la falta de informacién a este
respecto, fue necesario estudiar secciones iefAidas con el méicdo de Nissl. Se
analizaron cortes coronales adyacentes para situar con precisién los limites entre
las distintas capas corlicales de los cortes utilizados para determinar la
distribucion de las neuronas marcadas retrégradamente. En los cortes tefidos con
Nissl se estudiaron los cambios citoarquitecténicos relacionados con el desarrollo
posinatal de la corteza auditiva y, los resultados obtenidos indican que el patrén
adulto de laminacién de esta corleza se esboza a P14 pero se establece
alrededor de la tercera semana postnatal. Asi, a P30, ya se observa |a laminacién
cortical caracteristica de las ratas adulias, aunque e espesor de la corleza es
menor. Se observd a esta misma edad, una mayor densidad celular en la capa V
que disminuye a P54, edad en la cual la apariencia general ya es igual a la del
adulto. Esta disminucién en la densidad celular con la edad, puede deberse al
aumento en el grosor de la corteza en desarrolio, tanto en su dimension radial
como {angencial. No obstante, la posibilidad de que esta disminucion en la
densidad se deba a la muerte de algunas células no debe descaratarse. De
hecho, fendmenos regresivos asociados a la muerte celular son muy comunes
durante el desarrollo en todo el sistema nervioso (Cowan, 1973; Cowan et al.,
1984; Innocenti, 1988; Clarke e Innocenti, 1688).

En la corteza de las ratas hipotiroideas, los limites entre las capas fueron
poco nitidos debido, entre otras cosas, a la densidad celular mayor. Esto nos
obligé a considerar una laminacién cortical compuesta bésicamente por cuatro
capas (i.e. |, 1I-lll, Iv-V y VI). A partir de P22, |a organizacién citoarquitectonica de
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DISCUSION
la corteza auditiva es semejanie a |la observada en |as ratas hipotiroideas adultas

(Berbel et al., 1993). Con la edad no se observa ningun cambio aparente en la
densidad celular de la corleza, probablemente porque el aumento en el grosor
cortical durante el desarrollo es menor que el que ocurre en una corieza normal,
Tampoco se observaron signos de degeneracién celular que indicaran una muerte
celular masiva durante el desarrollo.

4. Neuronas de proyeccién callosa

En el desarrollo de las conexiones, se observa una gran poblacion de
neuronas juveniles de proyeccién callosa, situadas en diferentes éreas
sensoriales, que posteriormente se reduce tanto en su distribucién radial como
tangencial (Wise y Jones, 1976; lvy et al., 1979; Olavarria y Van Sluyters, 1985;
Berbei e Innocenti, 1988). La transicion en la distribucién del patrén juvenil al
pairén adullo requiere de la ocurrencia de procesos como la eliminacién-
estabilizacién de axones y de la muerte neuronal. Se ha mostrado que el primero
de ellos es mas bien el responsable de la adquisicion del patrdn adulto (O’Leary
et al., 1981; Cowan et al., 1884; Sianfield, 1984, Innocenti, 1881). Se han dado
diversas explicaciones a los procesos que conducen a la eliminacién de ciertos
axones juveniles y a la estabilizacion de otros (Innocenti et al., 1977; Innocenti y
Caminiti, 1980; Innocenti, 1981, 1988, 1891). Uno de los factores determinantes
parece ser la maduracién del citoesquelelo. Asi, se ha podido observar que el
numero de microtibuios y neurofilamentios en los axones callosos aumenta
proporcionalmente con la edad. Aquelios axones que no madurasen su
citoesqueleto se retraerian y no mantendrian su proyeccién callosa. Otro factor
podria ser que los axones juveniles no fuesen capaces de establecer contacto con
sus células blanco. Estas dos siluaciones los identificarian como axones
transitorios y que por lo tanto, debieran eliminarse. El mecanismo de eliminacién
de los axones callosos no estd muy claro, es probable que sean fagocitados por
macréfagos (Innocenti, 1986, Berbel e Innocenti, 1988), aunque {ambién pueden
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sufrir un proceso de retraccion. La mayorla de las proyecciones callosas
transitorias son eliminadas en el periodo postnatal temprano (Innocenti, 1981).
Por el contrario, aquellos axones juveniles que madurasen su citoesqueleto y que

establecieran conexiones con ofras células neuronales, serian identificados como
axones que debieran permanecer, esto es permitir su estabilizacién.

Se ha sugerido que los factores que inducen a un axén a seguir por el
cuerpo calloso son diferentes de aquellos que siguen por un érea ipsilateral.
Probablemente exista una caracteristica comun de un grupo de neuronas
corticales 0 mas aun, de un factor que actue selectivamente sobre un grupo de
neuronas con un caracter comun (Innocenti, 1991).

Diversos estudios proponen que los axones escogen rutas particulares a lo
largo de las cuales crecen y hacen contacto en sitios blanco especificos. El
mecanismo que guia el crecimiento axonal no estd bien determinado pero la
hipotesis de quimioafinidad (Ramén y Cajal 1929; Sperry, 1943) postula que las
diferencias quimicas entre los axones median rutas y especificidad hacia algin
sitio blanco. Se ha mosirado que los axones en desarrollo tienen en la superficie
diferencias moleculares (McKay et al., 1983). Estudios anatémicos han sugerido
que hay distintas fases por |as que tienen que pasar los axones en crecimiento
(Rakic, 1976; Jones et al., 1882). Por ejemplo, aquellos axones que tengan su
blanco en la corleza parece que tienen que esperar debajo de la placa cortical
una sefial para crecer hacia su destino final (Hockfield y McKay, 1985).

Se han explorado diversas estrategias experimentales para determinar los
posibles factores responsables de la maduracién de las conexiones callosas.
Entre ellas, la manipulacién de |la experiencia sensorisl y la lesién temprana del
sistema nervioso. En el primer caso, el estrabismo inducido en el gato por la
seccion del masculo extraocular del ojo, a temprana edad (Innocenti y Frost,
1978; Berman y Payne, 1983) amplia la zona de las fibras callosas del drea 17,
aparentemente por |a estabilizacion de |as proyecciones callosas transitorias. Los
mismos resultados se han obtenido por periodos corlos de experiencia visual
seguidos de la privacién binocular {Innocenti et al., 1885) y monocular (Innocenti
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y Frost, 1979). Estos estudios claramente: indican que la experiencia sensorial

juega un papel crucial en el proceso e eliminacion-estabilizacion de las
conexiones callosas durante el desarrollo. £n el caso de la condicién hipotiroidea
se observd que desde muy femprana edad (P5) escasas neuronas se ubicaron en
las capas II-Ili que tradicionalemente, se consideran como las principales
neuronas que proyectan callosamente. Esta observacion sugiere que no ocurre
un proceso de eliminacion masiva de axomes juveniles en estas capas y por lo
tanto, este proceso no es el responsable del patrén de distribucion que se
observa en !a corteza de las ratas hipotiroideas de temprana edad. Esto nos lleva
a considerar que la ausencia de las hormonas tiroideas estarian afectando el
proceso de migracion. En otras palabras,' que la escasez de neuronas de las
capas (I-1ll podria deberse entonces a que la glia encargada de guiar a estas
neurcnas migratorias estuviera deteriorada (Rami y Rabié, 1988). Entonces se
esperaria que las neuronas se localizaran en otras capas que serian mas
profundas. Esto es parciaimente cierto dado que se observa una mayor densidad
neuronai en las capas V-V que en el restovde las capas corticales. Esta densidad
también es mayor si se compara con la sbservada en las capas IV y V de la
corleza de un animal normal. Parcialmentecierto porque, si se compara el total de
neuronas que proyectan callosamente, independientemente en cual de las capas
se ubiquen, y cual edad se escoja, se obtiene que es menor el numero de tales
neuronas en los animales con la deficiencia hormonal (Berbel et al., 1993). Por lo
tanto, es pobible que otros procesos ontogenéticos también sean dafiados, como
lo seria la expresién del fenotipo calloso. Porque se ha mostrado que las
hormonas tircideas interactuan con receptores nucleares que son factores de
transcripcidn ligando-dependientes, resultando en cambios fenotipicos debidos a
una alteracién en la transcripcion de los genes blanco. Esto se ha observado en
algunos productos génicos como la proteinccinasa C de las células de Purkinje, en
la proteina basica de mielina de los oligodendrocitos, en las neurotropinas de las
células granulares del cerebelo (Mufoz et al., 1991). Ademas, el efecto sobre la

transcripcidn, las concentraciones de algunas proteinas estan influenciadas por el
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estado tiroideo con cambios en |a abundancia de ARNm. En estos casos, el

efecto de T3 podria deberse a cambios transcripcionales de ARNm o en la
duracion de su vida media (Bernal y Nufiez, 1995).

En la corteza de las ratas normales e hipotircideas, se observa una
correspondencia en la localizacién de somas y axones callosos, sugiriendo que
las conexiones callosas auditivas son reciprocas y homotdpicas como ocume en
otras dreas sensoriales (lvy y Killackey, 1981; Olavarria y Van Sluyters, 1985). El
hecho de las conexiones sean reclprocas apoya la idea de que el patrén de
conexion calloso puede estar condicionado por factores intrinsecos de las
neuronas de proyeccion callosa. No obstante, las células blanco de estas
neuronas posiblemente sean también neuronas no callosas, de hecho, tanto en
ratas normales como hipotiroideas, se observan bandas de proyeccion callosa en
capas donde la densidad de somas callosos es muy baja.

8. El cuerpo calloso como modelo del desarrollo de las conexiones
corticales

Los hemisferios carebrales estan interconectados por las comisuras
telencefdlicas que transfieren la informacion cortical interhemisférica (Pnbram,
1988). En los mamiferos placentarios, el cuerpo calloso contiene la mayor parte
de los axones comisurales neocorticales {Lent y Schmidt, 1983). Ademas del
interés relacionado con sus funciones especificas, las conexiones callosas son un
modelo Util para analizar los eventos relacionados con el desarrcllo normal y
anormal de la conectividad cortical {Innocanti, 1881).

Durante el desarrolio de 1as conexiones callosas, se observa la adquisicién
progresiva de una distribucién laminar especifica arreglada en dos bandas de
proyeccion callosa por las neuronas de las capas |I-lll y Vla y con una banda
acallosa en la capa V (Wisa y Jones, 1876; lvy y Killackey, 1981; Olavarria y Van
Sluyters, 1985).
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En la corteza auditiva de las ratas normales se encontré que las bandas de

neuronas de proyeccidn callosa se ubicaron también en dos bandas, una formada
por las neuronas de las capas |I-lll y parie superior de la capa IV y la otra, por las
neuronas de la capa VI. La banda acallosa se Iocalizé en |la capa V. La
distribucién laminar fue distinta en la corteza de los animales hipotiroideos, se
|dentificd una sola banda callosa a nivel de las capas |V-V. Diversos son los
mecanismos que pudieran contribuir a esta configuracion: término de la migracion
neuronal, que puede contaminar la banda acallosa con neuronas que ya poseen
axones callosos, pero destinadas a las capas superiores (Schwartz y Goldman-
Rakic, 1986), pérdida de axones, y el efecto diluyente de la expansion cortical
radial y tangencial. Se ha propuesto que el fenotipo conexional de las neuronas
corticales en relacion a su posicion laminar esté determinado tempranamente, en
el momento en que las neurcnas dejan el ciclo celular (Mc Connell, 1995).

En la corteza de las ratas hipotircideas se observa escasez de neurcnas de
las capas I1-1ll y no ocurre el aclaramiento de la capa V. Eslos eventos podrian
eslar relacionados y tener la misma causa, un defecto particular en la
histogénesis cortical. Se sugiere que en el procesc de migracién de las neuronas
hay alteraciones en la organizacion de la glia radial, en la adhesion de las
neuronas a la glia radial y en los movimientos migratorios de las neuronas.

De este modo, se podrian explicar varias anormalidades citoarquitecténicas
de |la corteza hipotiroidea. Asi, el ensanchamiento de la capa | puede deberse
tantc a la migracibn anormal com¢ a l|la muerte neuronal alterada. El
estrechamiento de las capas |I-lll puede ser debido a que ciertas neuronas no
migren a las capas superficiales y se queden detenidas en capas més profundas,
lo que también causa el incremento en |la densidad neuronal de la capas IV-V.
Similarmente, el adelgazamiento de la capa VI también puede explicarse por una
migracion anormal de neuronas destinadas a esta capa. Eslas especulaciones no
deben ocultar el hecho de que otras anormalidades en la histogénesis puedan
contribuir a la adquisicién del patron de conectividad de la corteza del animal
hipotiroideo, en particular, las que afecten al ciclo celular y por lo tanto a la
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produccién de neuronas. Estos procesos que ocurren durante el desarrollo -los

dias en que se originan las neuronas de las distintas capas corlicales, (Sidman,
1870) y el papel que lienen las células radiales gliales (Rackic, 1971)- provocan
importantes consecuencias en la organizacion sinaptica del cerebro adulto.

Un defecto adicional podrie ser un error en la muerte de las neuronas
generadas tempranamente, aquellas destinadas a la zona marginal y a la
subplaca. Esto lltimo es particularmente interesante ya que la subplaca parece
tener un papel crucial en el desarrollo cortical especificamente en guiar a los
axones talamicos a sus dreas blanco (Shatz et al, 1988).

6. Migracién neuronal anormal, deterioro sinéptico y neuroliéglco

La migracién neuronal anormal no es un evento raro en el desarrollo de la
corteza cerebral humana y ocurre en los modelos animales como resultado de
caracteristicas genéticas especificas (Caviness Jr. 1977; Caviness Jr. et al., 1988)
0 en ofras condiciones experimentales como el alcoholismo fetal (Miller, 1588) e
hipotiroidismo (Gravel y Hawkes, 1990; Berbel et al., 1993) donde las conexiones
corticales estdn alteradas. En estos modelos experimentales parecen existir
similitudes. Los cerebros estan reducidos en tamafio que en el sindrome de
alcoholismo fetal parece deberse a una reduccion en la proliferacion neuronal en
la zona ventricular (Miller, 1988). La migracién neuronal afecta particularmente a
las neuronas destinadas a |las capas supragranulares. No obstante, hay una
pequefa duda de si todas estas anormalidades pueden influir en el cuadro clinico
de los modelos animales e incluso en el de ias enfermedades humanas. Estos
sindromes clinicos asociados con la histogénesis cortical anormal y el desarrolio
de las conexiones se han podido relacionar con la dislexia (Rosen et al., 1893) o
la esquizofrenia en la cual, se ha encontrado una proporcién muy alta de
neuronas en la sustancia blanca (Akabarian et al., 1993), posiblemente debidas al
mantenimiento de |las neuronas en la subplaca cortical, normalmente transitoria.
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7. ¢Cudl os la funcién de las comisuras cerebrales?

Sabemos que las comisuras cerebrales transfieren la informacién obtenida
por un hemisferio hacia el otro. Algunos investigadores han sugerido que
principaimente es informacion sensorial la que se transfiere a través del cuerpo
calloso, proveyendo una representacion completa de iodas las eniradas
sensoriales en cada hemisferio. Se ha postulado que en el curso de la evolucién,
las funciones de los hemisferios izquierdo y derecho comienzan a diverger.
Ciertas dreas en el hemisferio izquierdo se adaptan més para generar cambios
rapidos de los patrones motores tales como los involucrados en el control de las
manos y del tracto oral. También se vuelven mds hébiles para procesar el cambio
répido de los patrones auditivos producidos por el tracto oral durante la
conversacion.

Una especulacion mayor ha lievado a la idea de que el hemisferio izquierdo
esla capacitado para procesamientos secuenciales en general, siendo por lo tanto
sl mas andlitico de ellos. Esta forma analitica de procesamiento es considerada
aplicable a toda la infromacién entrante, no sélo al habla. Algunas éreas del
hemisferio derecho se adaptan mds al procesamiento simultdneo del tipo de
informacion requerida para percibir patrones espaciales y sus reiaciones.

Dado que las comisuras son "simplemente” haces de flbras nerviosas, no
pueden por s/ mismas controlar nada, perc pueden servir de canales a través de
los cuales se produce una sincronizacion de la funcion hemisférica, previniendo
as/ la duplicaciéon o la competencia de esfuerzos. Ei cuerpo calloso, provee una
completa y separada representacion de todas las entradas sensoriales a cada
hemisferio.

En el curso de la evolucion y en el desarrolio de la organizacion corporal
bisimétrica, la transmisidén continua de la informacién sensorial de un hemisferio al
olro puede haber sido la Gnica funcidn esencial de las vias interhemisféricas. Sin
embargo, parece posible que, con el desarrollo de las asimetries en la funcion
cerebral, el papel de estas vias haya adquirido mayor importancia. Si este es el
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caso /por qué los pacientes con escisidn cerebral no muestran problemas serios?

Probablemente porque la desconexién hemisférica en estos pacientes no es
reaimente completa. Otra posibilidad es que el papel de las comisuras haya sido
més imporiante en el periodo de desarrollo posterior al nacimiento. Su separacion
posterior puede no haber sido completamente critica, dado que las diferencias
hemisféricas e interhemisféricas ya habian sido establecidas.

¢Qué ocurriria si las comisuras cerebrales hubieran sido divididas poco
después del nacimiento? Aunque no existen casos de comisurotomia en nifios, los
informes sobre ausencia congénita del cuerpo calloso pueden proveer datos
schre su papel en el desarrollo. Estos casos son dificiles de interpretar. Es
importante saber si cualquier deterioro es resultado de la ausencia de las
comisuras 0 simplemente de otras manifestaciones del problema del desarrollo
que dan como resultado agenesia. Los casos de agenesia del cuerpo calloso sin
otros sintomas son extremadamente raros. Se ha sugerido que estos individuos
tisnen las funciones del lenguaje distribuidas més bilateralmente que en los casos
de personas neuroldgicamente normales, lo que pone de manifiesto la plasticidad
cerebral.
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» La administracién de metimazole a las madres gestantes a partir del
dia E13 (i.e. al inicio de la neurogénesis cortical) ademas de la tiroidectomla a
las crias on el dia P8, produce niveles bajos de hormonas tiroideas en la
corleza cerebral. Por |0 tanto, este mélodo es adecuado para estudiar el efecto
que produce la deficlencia de las hormonas tiroideas en el desarrollo cortical.

» La HRP o la WGA-HRP marcaron retrégradamente las neuronas de
proyeccién callosa de las ratas normales e hipotiroideas. Estos trazadores
fueron apropiados para el estudio de la distribucién de los axones callosos ya
que también se transporiaron anterégradamente. No obstante, en las ratas
neonatas, se oObtuvo mejor marcaje con las fluomicroesferas que ademas,
permitieron periodos mas largos de supervivencia por no degradarse
rapidamente.

» La presencia de neuronas marcadas reirégradamente en el nucleo
geniculado medial ipsilateral al sitio de inyeccién, dié la certeza de haber
administrado el trazador en la corteza audiliva, dada la falta de atlas
estereotaxicos de la rata durante el desarrollo postnatal temprano.

» Con la tincién de Nissl se observé que la laminacién cortical es mas
difusa en la corteza de las ratas hipotiroideas que en la corteza de las
normales. En las hipotiroideas no se pudo establecer el limite entre las capas
IV y V dada la similitud en la morfologlia y densidad neuronal en estas capas.
Tampoco se observaron neuronas piramidales de gran tamafic en la capa V
como en la corteza de las ratas normales.

» Enla corteza auditiva de las ratas normales, las neuronas callosas se
localizaron fundamentalmente en las capas corticales -l IV y VI,
observdndose una banda acallosa en la capa V. Este patrén se esboz6 desde
edades tempranas (P14) y se establecié¢ alrededor de la tercera semana. La
distribucién tangencial de estas neuronas no cambié durante el desarrolio,
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siempre se observdé homogénea en toda la exiensién dorso-ventral. En la
corteza de las ratas hipotiroideas, las neuronas callosas auditivas se ubicaron
principaimente en las capas V-V contrastando con la escasez neuronal en las
capas ll-ill desde muy temprana edad (P5). La distribucién tangencial también
fue homogénea y ocupd toda la extension dorso-ventral.

» Dado que en el dia P5 como en edades posteriores se observd un
numero muy reducido de neuronas callosas auditivas en las capas corticales iI-
{Il, se excluye la posibilidad de |a eliminacién masiva de conexiones transitorias
en la adquisicidn de! patrdn cortical de los animales hipotiroideos. Podria
entonces deberse a la alteracion en la migracién celular durante la
histogénesis cortical de |las neuronas callosas destinadas a las capas II-lll o
explicarse por un error en la expresion del fenotipo calloso de las neuronas
localizadas en esas capas.

» Los resultados cuantitativos ratifican las apreciaciones cualitativas. En
la corteza auditiva de las ratas normales, el porcentaje de neuronas de
proyeccién callosa de las capas lI-lll y parcialmente [V es de 33%,; en la
corteza de los animales hipotiroideos sélo representa el 9%.

» Finalmente, estos datos sugieren que las hormonas tiroideas tienen
efectos tanto directos como indirectos en las células neurales y gliales, que
intervienen en la sincronia de los procesos durante el desarrollo y, que existe
una regulacién espacial y temporal dada por factores epigenéticos que
permiten alcanzar la conectividad propia del adulto.
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1. Glosaric de abreviaturas

ADN Acido desoximibonucieico

ARNm Acido nbonucleico mensajerc

ATP Adenosin trifosfato

DiT 3,5-Diyodotirosina

E Dla embrionario

FICT Fluorescelna isotiocianato
Gramo (3)

GH Hormona de crecimiento

h Hora (s)

HRP Horseradish peroxidase, irazedor

| Yodo

ko Kliogramo (s)

Km Concentracién de susiraio corvespondiente a la mitad de la velocidad
méxima de reaccion {Constame de Michaslis)

L Litro

M Molar

MAP2 Proteinas ascciadas a los microtibulos de las dendriias

mg Miligramo (s)

min Minuto (8)

MIT 3-Monoyodotirosina

mm Milimetro (s)

] Microgramo (8)

mi Miliktro (s)

wm Micra (s)

NGF Factor de crecimiento nervicso

P Dia postnatai

pH Concantracién de hidrogeniones de una solucloén

PTU Propitticuracilo

s 3,5,5"triyodolironina reversa

59 Segundo (s)

SNC Sisiema nervioso central

T 3,5,3triyodo-L-tironina

T4 3,5,% 8" tetrayodo-L-tironina o tiroxina

TAU Protelnas asociadas a 1os microtubulos de los axones

Tel Reglén auditiva primana

Te2 Reglén auditiva secundacia

Ted Regién auditiva secundaria

T Tiroglobulina

TR Thyroid hormone receptor (receplor de hormons tiroldea)

TRE Thyroid hormone response element (elemento de respuesta 8 hormona
tiroldea)

TRH Hormona liberadora de tirotropina

T8H Hormona esiimulante del tiroides o tirotropina

WGA-HRP  Wheat germ agglutinin-horseradish peroxidase, irazador.
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Abstract

Previous studies have shown that hypothyroidism modifies the development
of callosal connections. In particular, adult hypothyroid rats, have fewer callosally-
projecting neurons in layers |l-lll of the auditory cortex and more in layer V. This
might be due to disturbance in the stabilization/elimination of juvenile callosal
axons, or to abnormal neuronal migration during cortical histogenesis. To
distinguish between these possibilities we have studied the distribution of
callosally-projecting auditory neurons at different postnatal ages using
retrogradely transported tracers and the cortical neurogenetic gradients using
DNA labeling with S5-bromo-2°-deoxiuridine. .In hypothyroid rats, Injected at
postnatal day 5 (P5) and killed at P18-20, most of the neurons retrogradely
labeled from the contralateral hemisphere are distributed between layers |V and
VI, as in older rats. In hypothyroid rats, many neurons are at locations
inappropriate for their birthdate, including the subcortical white matter, resulting in
more diffuse radial neurogenetic gradients. These results indicate that early
induced hypothyroidism alters neuronal migration and prevents the stablishment of
callosal connections from cortical layers {l-lll.

[Key Words: Cortical histogenesis, thyroid hormones, development, callosal
connections, BrdU, labeling, neuronal migration)

139



APENDICE

Introduction

Thyroid hormeones deficiency, at earlier ages, impairs or delays some
crucial developmental processes and results in cellular and molecular changes
disrupting the organization of the brain and of its functions (see Legrand, 1983,
Dussault and Ruel, 1987; Lauder, 1989; Rulz-Marcos, 1989, Porterfield and
Hendrich, 1993, Bernal and Nufiez, 1995 for reviews). In humans, these
anomalies are the basis for neurologic disorders and mental retardation. In
addition to affecting axonal myelination, and the development of spines and
synapses, experimental hypothyroidism seems to alter the normal processes of
axonal maintenance and elimination in development. The elimination of multiple
innervation of muscles and Purkinje cells is delayed (reviewed in Legrand, 1983).
Similary, In the oculomotor nerve of hypothyroid Xenopus a higher number of
axons was maintained (Schénenberger and Escher, 1988).

In the cerebral cortex, experimental hypothyroidism causes a more
widespread tangential distribution of callosally projecting neurons in the visual
(Gravel and Hawkes, 1890) and auditory (Berbel et al., 1993) areas, probably
because it interferas with the normal developmental elimination of transient
callosal axons from parts of these areas. In addition, the maduration of axons both
in the corpus callosum (Gravel et al., 1990, Berbel et. al., 1994) and the anterior
commisure (Berbel et al., 1954) is impaired.

In the auditory cortex additional changes in the laminar distribution of
callosally proyecting neurons were found. In normal rats, callosally projecting
neurons are located through layers Il to V1 with a peak in layers |I-Ill and partially
IV, and another in upper layer VI. In contrast, in hypothyroid rats, most of the
callosally projecting neurons are located through layers IV to VI with a peak in
layers V-V (Berbel et al., 1993). This abnormal laminar distribution could be
related to the process of stabilization/elimination of callosal axons in development
{reviewed in Innocenti, 1991). Callosal projections from neurons located in layers
-l might be over-eliminated by selective axonal deletion or neuronal death.

140



APENDICE
Conversely, transient axons from neurons in layers IV-VI might be maintained as

occurs in occipital cortico-pyramidal projections (Li et al, 1995). A second
explanation could be a defective radial migration of cortical neurons, in such a way
that callosally projecting neurons normally located in layers li-lll might remain
confined to deeper layers in hypothyroid rats. Finally, hypothyroidism might modify
the connectional phenotype of cortical neurons by altering the relation between
birthdate, laminar fate and connectivity.

In order to distinguish between the possibilities mentioned above, we
anallyzed, in normal and hypothyroid rats, the pattern of development of callosal

connactions and that of migration of cortical neurons in the auditory cortex of the
rat.

Materials and methods

Experimental hypothyroidism Hypothyroid rats followed antithyroid
treatment with 0.02% methimazole (Sigma) from embryonic day 13 (E13). The
drug was administered to pregnant rats .in their drinking water. The day of
appearance of the vaginal plug was EO and delivery was at £22-23 (=P0). After
delivery, pups followed treatment with methimazole were subsequently
thyroidectomized at postnatal day 6 (P6) as already described (Berbel et al.,
1893). The pups were maintained with their mothers until the day of sacrifice. This
protocol ensured low levels of thyroid hormones in hypothyroid rats {Guadafio-
Ferraz et al,, 1984). In our study, hypothyroidism was assessed by pericdic control
of the body weight of pups.

Tracer injections A total of 46 normal and 27 hypotryroid Wistar rats ranging
in age between day P5 and P103 were analyzed (Table 1). Each rat received 1-4
injections either of 50% horseradish peroxidase HRP or 5% HRP coupled to
wheat-germ agglutinin WGA-HRP both in physiological saline, or yellow-green
FlouSpheres (L-5201, Molecular Probes. Inc., USA). Injections were placed in the
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temporal cortex, aiming at the auditory areas. Tracers were delivered by pressure
pulses through glass pipettes (tip outer diameter 40 um) at 500-1100 uym under the
pial surface (the depth of the injections increased with the age of the rats).

Rats injected with HRP or WGA-HRP were deeply anaesthetized with
Imaigéne 1000 (Rhone Meérieux) after 2 days survival and perfused with
physiological saline during 2 min followed by 1% paraformaldehyde, 0.5%
glutaraldehyde, 0.002% CaCi2 and 0.1M sacarose in 0.1M buffer phosphate (pH
7.4) during 15-20 min. Brains were removed and coronally cut at 100 pm using a
vibratome. Floating sections were processed with tetramethylbenzidine (Mesulam,
1978). Every sixth section was counterstained with 1% borax and 1% toluidine
blue at 50°C.

Rats injected with Filuospheres were anaesthetized with ether and after 14-
18 days survival and perfused with physiological saline during 2 min followed by
4% paraformaldehyde and 0.1M sacarose in 0.1M buffer phosphate (pH 7.4)
during 15-20 min. Afterwards, the brains were removed and postfixed by inmersion
in the same fixative during 24 h. Brains were coronally cut at 100 ym using a
vibratome. Floating sections were mounted on gelatinized slides, air dried, briefly
cleared in xylene and mounted in Fluoromount (Serva).

Sections were studied and photographed with a Zeiss Axiophot microscope.
For analysis of HRP or WGA-HRP labeled sections, we used a computer-linked
microscope (Berbel et al., 1993). For the analysis of Fluospheres labeled sections
we used a computer-linked fluorescence-microscope equipped with a SONY DXC-
930P 3CCD color video camera and a SONY MPU-F100P frame memory unit. in
both cases we used the computer system Neurograph (Microptic, Spain) for
charting the distribution of labeled neurons in two-dimensional outlines of selected
coronal sections.

Histograms showing the distribution of neurons in the upper tier and lower
two tiers of the temporal cortex were obtained by projecting labeled neurons onto
a line running half way between the white matter and pial surface, and parallel to
the latter (Berbel et al., 1993).
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5-bromo-2'deoxyuridine (BrdlJ) experiments BrdJ was administered to
normal pregnant rats in three injactions (20 mg/kg in physiological saline solution
i.p.) either at E14, E15 and E16 or at E17, E18 and E1S. Mating occuring during
the night and was identified on the following morning (EO) by the presence of the
vaginal plug sperm in the vagina. Therefore a maximal error in the order of the 12
h could be generated in the assessment of embryonic age of the animais. At P40,
the pups were perfused during 15 min and their brains were posifixed by
inmersion in 4% paraformaldehyde and 0.1M sacarose in 0.1M buffer phosphate
{(pH 7.4) during 4 h. Brains were stored in 30% ethylene glycol and 30% glycerol in
0.1M buffer phosphate (pH 7.4) at -20°C. Coronal sections were cut with a
vibratome at 100 ym and collected in 0.15M NaCl in 10 mM buffer phosphate
(PBS). Sections were treated with 2N HCI in distiled water and then with 0.1M
sodium tetraborate. They were rinsed in PBS (2X5 min), treated with methanol and
H202 (100:1, v.v) and rinsed in PBS (2X10 min). They were incubated in 0.25%
gelatine and 0.1M lysine in PBS (30 min) and then in 0.25% gelatine and 3%
horse serum in PBS (HS-PBS; 10 min). They were incubated in mouse anti-Brdl
antibody diluted 1:40 in HS-PBS (2 h), rinsed in HS-PBS (10 min), in PBS (3X5
min) and incubated in biotinilated horse anti-mouse antibody diluted 1:500 in HS-
PBS (1 h). Sections were rinsed in HS-PBS (10 min), in PBS (2X5 min) and
processed following the ABC method. They were reacted with diaminobenzidine,
mounted in geletinized slides, dehydreted in ethanols, cleared in xylene and
mounted In Eukitt. BrdU positive cells were classified as type 1, 2 and 3 (Fig. 10)
according to Takahashi et al., (1992) and were plotted using different symbols with
the Neurograph system.

For quantitative analysis, 5 normal (from 2 litters) and 5 hypothyroid (from 2
litters) BrdU-injected rats were used. In all cases, comparable sections were
obtained dorsally at -5.8 to -6.0 mm from bregma. In each sactions two probes
spenning from layer | to the white matter were located over the temporal cortex,
roughly corresponding to Te1 and Te3; in total, 4 probes per rat were analyzed
(20 probes per experimental group). Each probe was divided into 40 bins parallel
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to the pial surface in normal rats, each probe was 300 pm-wide in hypothyroid

rats, the bin width was expanded as necassary to maintain probes of identical
area. In both groups, bins were grouped by layers; in hypothyroid rats, the border
between layers IV and V was placed at the same relative depth as in normal rats.
The relative frequencies of labeled cells in each layer were averaged across
probes and animals. We used the Neurograph system 1o obtain plots and counts,
ans statistical computer package Systat (Systat inc., USA) for basic statistics and
two way analysis of variance considering differences across layers and
experimental groups (normal vs hypothyroid).

Results

Body weight The body weight of hypothyroid rats increased less than that of
normal rats and the difference became clearest at around P20-25 (Fig. 1). Thus, at
P42, hypothyroid rats weighed on average 32.210.9 g and normal rats 158.4+3.4
g. In normal rats body weight increased further to reach 227.0+4.2 g at P103.
These values were very similar to those found previously (Guadafio-Ferraz et al.,
1984). Therefore although the levels of thyroid hormones were not meesured in
this study we assumed that, throughout development. They were lower than in
normal rats, and similar to those observed previously. Size differences were much
less clear for the brains although the hypothyroid brains might been slightly
samaller than the normal ones (Fig. 1).

Abnormal cytoarchitectonic development of the temporal cortex Nissl stains
of temporal cortex of normal rats at P14 (Fig. 2a) the temporal cortex, at locations
corresponding to Te1-Teld (Zilles, 1985) showed an overell higher neuronal
density than in the aduit, and less clear-cut layers. One could distinguish a narrow
band of higher neuronal density below layer |, the remanent of the subcortical
plate, and a region of lower neuronal density, with slightly pyramidal cell bodies
corresponding to layer V. From P28 onwards (Fig. 2b,c), onwards the layering
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was similar to the adult cortex (Berbel et al., 1993, Bayer and Aliman, 1991 for

descriptions and references). In particular, at P54 (Fig. 2¢), as in normal adults,
layer V stood out for its large, less densely packed pyramidal cell bodies and layer
IV, as a thin layer of smaller and round shaped cell bodies. Borders between
layers Il, |l and IV were unsharp).

In hypothyroid rats at P14 (Fig. 2d), a remanent of subcortical plate was
also observed. The border between layer V and VI was undistinguished because
of the higher density and the smaller size of layer VI neurons. In layer V stood out
less clearly than in normal rats. From P20 onwards (Fig. 2e,[f), the cortical
cytoarchitecture was similar to that described for adult hypothyroid ones (Berbel et
al 1993). The cortex had acquired its full thickness but only the lower border of
layer | and the upper border of layer VI could be easily identitied. The border
between layers IV and V was blurred because the similarity of cell density in both
layers. Pyramidal cells of layer V were smaller than in normal rats and they were
intermingled with small cells.

Abnormal distribution of callosally projecting neurons in hypothyroids rats

Location of tracer injections Since the stereotaxic location of the auditory
areas is unavailable for ages before adult (Paxinos and Watson, 1986) except at
PO (Paxinos et al., 1991), location of injections in both normal and hypothyroid rats
were determined a posteriori. Only rats in which the injection produced a massive
retrograde labeling of the medial geniculate nucleus indicating involvement of the
auditory cortex were analyzed. The cortical sites of injection consisted of a core
surrounded by a halo of diffusion (defined as in Berbel et al.,, 1993). The plausible
anteroposterior location of the injection relative to T1, T2 and T3 complex was
determined by exirapolating the position of these areas with respect to the
splenium of the corpus callosum. The mediolateral location of the same areas was
established relative to the rhinal sulcus.
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Distribution of labeled neurons In normal rats, at all ages the distribution of

labeled neurons projecling callosally were radially located from layer Il to the
upper half of layer VI. They covered the entire dorsoventral extent of the temporal
cortex, Beginning at P14, but more clearly at P26 a decreased density of neurons
in layer V gave a bilaminar distribution of labelled neurons (Figs. 3,4).

In all hypothyroid rats, independent of age, the number of labeled neurons
in layers lI-1il was drastically rediced compared to normal ones. At most, only a
few patches of scattered neurons were found (Figs. 56). The band of lower
density of labelled neurons in laysr V was never as sharp as in normal rats and
was also |ess niticiable than in a pravious hypothyroid series (Berbel et al., 19983),
although with minor individua! variability unknown origin.

At all ages, the laminar distribution of labelled neurons was similar to that
previously reported in the normal adult rats (Berbel et al., 1993). The 28.540.5%
were in the upper tier of the cortex, roughly corresponding to layers lI-lll and
partially IV, vs 6.5-16% on average in the hypothyroid rais, with no noticeable age
differences (Fig. 7).

In all quantified cases (Fig. 7) the number of iabeled neurons per section
(17164533 neurons) was lower than that found in the normal rats (3225+1021
neurons).

Lack of callosally projacting neurons In the upper layers of development of
hypothyroid rats The lack of callosally projecting neurons from the superficial
neurons of hypothyroid rats might have been due to a selective developmental
elimination of axons (reviewed in Innocenti, 1991) and taking place before P12-14.
In order fo test this possibility of five rats were injected with fluospheres at P5 and
killed either at P14-18. Because this tracer is not metabolized by cortical neurons
in such a short period, the superficial cortical layers should contain labeled
neurons at the time of sacrifice had callosal projections existed at the time of
{racer injection. A similar paradigm was previously used to detect elimination of
{ransient projections in deveipoment {Innocenti, 1981; O’Leary et al., 1981; vy y

Killackey, 1982).
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Very few labeled neurons were found in layers II-1Il on the hypothyroid rat

cortex (Figs. 8-9). On the whole, the distribution of labeled neurons was similar in
these long-survival rats and hypothyroid rats injected and sacrificed around the
end of the second or during the third postnatal week. In contrast, labeled neurons
were found throught layers Il and lll in normal rats injected with fluospheres at P5
and killed at P18.

Abnormal laminar distnbution of BrdU-labelled cells in hypothyroid rats Both
the abnormal cytoarchitactonics and the laminar distribution of callosal projections
in hypothyroids rats could be related to defects in neuronal migration. This
motivated the analusis of the disiribution of neurons labeled by the BrdU injections
at E14-15-16 or at E17-18-19 in normal and hypothyrois rats.

In both groups of rats, BrdU-positive nuclei could be distinguished on the
basis of different paitern of labeling (Fig. 10). Nuclei intensely and diffusely
labeled corresponding to type 1 of Takahashi et al (1992) were the minority and
showed the sharpest radial distribution (Fig. 11a,c,e,g)

In normal P40 rats, type 1 celis labeled after E14,15,16 injections (Fig. 11a)
were mostly located in layers V and VI. The number of cells in layers II-Ill and IV
increased gradually, from dorsal to ventral, and was maximal and near the rhinal
sulcus. Type 1 cells labeled after E17,18,19 injections (Fig. 11c) were mostly
distributed throught layers II-1ll although several were also in layers |V,V and
dorsally, in layer VI.

in hypothyroid rats, the distribution of type 1 cells was much more
widespread than that described above. Indeed these animals could be
distinguished from normals on simple inspeaction of the histological preparations in
double-blind tests, and irrespective of the age at injection. Cells labeled after
E14,15,16 injections (Fig. 11b) were also mainly located in layers V and VI, but
many of them were also found in all the other layers. A particularly striking finding
was the high number of labeled cells in the subcortical white matter, including
locations corresponding to the subpiate of the developing neccortex (Figs.
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10,11e). Similarly, cells labeled after E17,18,19 injections were found in all layers,

including the white matter and layer |, although the majority were in layers V and
VI (Fig. 11g).

in both normal and hypothyroid rats, the distribution of diffusely labeled
nuclei but lighter than type 1 and with clumped chromatin (type 2 of Takahashi et
al., 1992) was comparable to that described for type 1 cells although the radial
distributions were less sharp. (Figs. 11b.d,f.h).

The proportion of type 1 and 2 nuclei plotted along radially oriented probes
(see Methods) was calculated for radial sectors, roughly corresponding to the
cortical layers (Fig. 12). After E14,15,16 injections, in normal rats 69.8% of labeled
cells were in layer VI, 25.7% in layer V, and the remaining 4.5% in the other
layers. In hypothyroids rats, the proportion of labeled nuclei in layers VI (62.1%)
and V (17.3%), normalized to the cortical layering of normal rats, was lower than in
the latter (P<0.005); instead, 13.2% of labeled nuclei were found in the subcortical
white matter (0.6% in normal rats) and 1.8% in layers li-lll (0.8% In normal rats).
After E17,18,19 injections, in normal rats, labeled nuclei were mostly found In
layers II-1ll (47.5%), IV (22.0%), V (22.8%) and VI (7.0%); none found in the white
matter in hypothyroid rats the proportions of labeled neurons decreased with
respect to normal {P<0.005) in layers li-lll {(35.5%) and 15.0% while it increased in
layers V (29.8%) and VI (15.8%) and in the white matter (1.5%).

Discussion

Experimental hypothyroidism is useful not only as a model for human
congenital hypothyroidism (Morreale de Escobar et al., 1983) but also as a model
for corical development whose advantages and limitations were discussed
previously (Berbel et al., 1993). The levels of thyroid hormones were not
measured in this study. However, experimental hypothyroidism was inducad with
procedures similar 1o those used in previous studies (Berbel et al, 1993,
Guadafio-Ferraz et al, 1994) where brain leveis of thyroid hormones were
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assessed, Therefore we assume that throughout development, thyroid hormones

levels of the hypothyroid rats were similar to those observed previously and lower
that in normal rats.

Abnormal development of callosal connections in hypothyroid rats In normal
adult rats, callosally projecting neurons are in layers 1I-lll and Via, and there is an
acallosal band in layer V (Wise and Jones, 1876; Ivy and Killackey, 1981,
Olavarria and Van Sluyters, 1985) in the course of postnatal development,
callosally projecting neurons are progressively added to layers VI to Il in an inside-
out order related to neuronal migration (lvy and Killackey, 1981; Olavarria and Van
Sluyters, 1985). The mechanisms leading to the acallosal layers are not totally
clear. A relatively acallosal band in layer V is distinguishable from the beginning of
the first postnatal week in the somatosenscory and visual cortices, which has
become sharper by the end of the second week (Wise and Jones, 1976; Ivy and
Killackey, 1981; Olavarria and Van Sluyters, 1985). A comparable clearing of layer
V was observed in the present study. The clearing may be due to selective axonal
elimination (Innocenti, 1981, O’'Leary et al., 1981, vy and Killackey, 1982;
Aggoun-Zouaoui and Innocenti, 1984). However, the radial cortical expansion
could contribute to sharpening the laminar distribution of callosal connections.

In the adult hypothyroid rat, callosally projecting neurons are almost absent
from the most superficial cellular layers, presumably corresponding to layer Il and
possibly part of lll. Furthermore, the acallosal band in layer V remains blurred,
compared to normal rats (Berbel et al., 1993).

The results of the present stydy confirm the radial distribution of callosally
projecting neurons in hypothyroid rats reported previously (Berbel et al., 1993) and
clarify twoo aspects of its development.

First, few if any neurons in the most superficial cellular layers establish a
callosal axon in development. This is supported by the results of WGA-HRP
injections al P12-14 and confirmed by injection of fluospheres al P5-14 and P5-18.
These results reject the hypothesis that the lack of callosally projecting neurons in
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the superficial layers might be due to an exaggerated elimination of juvenile
callosal axons, The possibility thar neurons destined to layers Il-lll may have
extended a callosal axon and died before P14 is not eliminated by the present
study. If experimental hypothyroidsm might induce abnormal patterns of cell death
in the cortex will have to be assessed by appropiate experiments.

Second, stunted radial migration of corlical neurons (see below) including
calliosally projecting neurons generated at E17,18,19 and destined for layers I-llI
could, in principle, explain both the blurring of the acallosal band in layer V and
the reduced number of superficial callosal neurons. This explanation is consistent
with the finding that a connectional phenotype appropiate for a given birthdate is
maintained in neurons with ectopic laminar location (Caviness, 1977; Jones et ai.,
1982, Jensen and Killackey, 1984, Caviness et al., 1988, Innocenti y Berbel,
1991). However, if the abnormal radial positioning were the only cause for the
abnormal laminar distribution of callosally projecting neurons, this would imply that
callosally projecting neurons in hypothyroid rats are more impaired in their radial
migration than other neurons destined to layers lI-lll. Furthermore, the radial
distribution of callosally projecting neurons should be shifted towards the deep
cortical layers including the white matter, which appears not to be the case. Thus,
more probably, in a significant fraction of the neurons in the hypothyroid rats, the
connectional phenotype has been modified. In particular, it seems plausible thar
many neurons In layer ll-lll, and possibly neurons destined to these layers but
whose migration was arresied, failed to produce a callosal axon. Why this should
be is unclear. Cues may come from the analysis of the factors involved in
determining “layer-specific neuronal phenotypes” (McConnell, 1895).

Cortical histogenesis in hypothyroid rats To our knowledge this is the first
study on the histogenesis of cerebral cortex in hypothyroid animals. An abnormal
laminar distibution of neurons generated within two epochs of embryogenesis was
found. In hypothyroid rats, after BrdU injections at E14,15,16, the fraction of
labeled neurons in the white matter significantly increased and that of neurons in

150



APENDICE
layers V and VI decreased, compared to normal rats. In addition, there was a small

but significant increase in the fraction of labeled neurons in supragranular layers.
After BrdU injections at E17-18-19, the fraction of labelled neurons in layers V and
V1 significantly increased, and that of neurons in layers Il to IV decreased. These
abnormalities were particularly clear cut when only the distribution of neurons with
type 1 neclei labeling was considered. This pattern of labeling is the easiest to
interpret since it denotes neurons which have saturated with BrdU during their last
S phase and afterwards left the cell cycle (Takahashi et al., 1992). Similar
abnormalities in the laminar distribution of labeled neurons were observed when
the more lightly labeled type 2 neurons wee considered. The interpretation of this
labeling is less straight forward since it probably denotes neurons which have
failed to saturate with BrdU as well as neurons which diluted the marker in cycles
of cell division following the BrdU injection (Takahashi et al., 1992).

The results of the BrdU labeling are not explainable by small differences in
the time of injection between the normal and hypothyroid rats, given that different
litters were used for normal and hypothyroid rats at each epoch of injection. The
presence, in the hypothyroid rats, of neurons at deeper cortical locations than
predicted by their birthdate is compatible both with a delayed neurogenesis, as
observed in the cerebellun (reviewed in Legrand, 1983; Lauder, 1989) and with a
stunted neuronal migration. The latter was never clearly described although
several observations (Nicholson and Altman, 1972; Patel et al., 1976; Aniallo et
al., 1991) point to a slowed migration possibly related to the delayed neurogenesis
and neuronal maturation. However, in this study, the presence of labeled neurons
in the white matter of the hypotyroid animals, not observed in our normal rats nor
in those injected between E12 and EE15 by Valverde et al (1995) is a strong
indication in favor of the defective migration. This is also supported by the small
but significant increase in the number of labelled neurons in supragranular layers
after E14.15,16 injections. While both delayed neurogenesis impaired migration
may occur in the hypothyroid animals, the first, is even less able than the second
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to explain the laminar differences in the distribution of callosally projecting
neurons.

The hypothesis of impaired neuronal migration could explain several
cytoarchitectonic abnormalities reported previously (Berbel et al., 1883). In
particular, the thinner layers II-1ll may result from the arrested migration in deeper
layers of neurcns normally destined to it, which could also cause the increased
neuronal density in layer V. Similarly, the thinning of layer V! may be due to
abnormal migration of neurons destined to this layer. These speculations should
not obscure the fact that other histogenetic abnormalities might occur in the
hypothyroid rats, in particular those affecting neuronal generation and survival. A
failure in the death of the earliest generated neurons, those destined to the
subplate cannot be excluded. The latter is particularly interesting since the
subplate appers to play a crucial role in cortical development, specifically in
guiding thalamic axons to their target areas (Shatz and Luskin, 1888). Finally, as
discussed previously, (Berbel et al., 1993) age of onset and severity of
hypothyroidism can affect type and degree of abnormality.

In spite of the progress in the current understanding of the phenomenology
and of the mechanisms of neuronal migration (Hatten, 1980; Rakic et al., 1994,
Caviness et al, 1995, Rakic and Caviness, 1995) and of the molecular
impairments in the hypothyroid rats (Mufioz et al., 1991; Bernal and Nufiez, 1995),
the cause for the faulty migration in the hypothyroid rats is unclear. One possibility
is that the altered expression of microtubular cytoskeletal preteins (reviewed in
Nufiez et al., 1989; Bernal and Nufiez, 1995) may alter the interaction between
migrating neurons and radial glia. This possibility is supported by the finding that
the integrity of surface microdomains which are believed to be involved neuronal-
glial junctions require intact microtubules (Cameron and Rakic, 1995). However,
other possible candidate targets of the hormonal deficiency include adhesion
molecules involved in neuronal migration including astrotactin (Fishell and Hatten,
1991) and integrins, for which no changes are known to occur in the hypothyroid
animal. NCAM, on the other hand, may play a role in neuronal migration
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(Tomasiewicz et al., 1993), and a slight increase in NCAM mRNA was observed in
hypothyroid rats {(Mufioz et al., 1991). Finally, the motility of migrating neurons
seems lo involve Ca2+ movement {Rakic et al., 1995), possibly because of its role
in microtubule polimerization.

Abnormal neuronal migration, connectional and neurciogical impairments
Abnormal neuronal migration is not a rare event in the development of human
cerebral cortex and can occur in animal models as the result of genetic mutations
(Caviness, 1977; Rosen et al., 1993) or experimental conditions (Jensen and
Kiliackey, 1984, Miller, 1986; McConell, 1988, this study). In general, radially
misplaced neurons maintain the efferent connectional phenctype appropiate for
their birthdate. In the reeler mouse, the afferent connections and the
electrophysiological properties of individual cortical neurons (Drager, 1981;
Pearlman, 1985) are also maintained, at least to some extent. In three other
conditions, i.e. fetal aicohol syndrome (Miller, 1887), hypothyroidism (Gravel and
Hawkes, 1990; Berbel el al., 1993) and probably New Zealand black mice
(Sherman et al., 19909 the cortical connections are perturbed. Among these, fetal
alcohol syndrome and hypothyroidism present interesting differences and
similarities. In the fetal alcohol syndrome, reduced neuronal proliferation affects
cortical histogenesis (Miller, 1989), and this cannot be excluded in hypothyroidism,
In both syndromes, neurcnal migration is affected, but in the alcohol treated rats
particularly that of neurons destined to the supragranular layers. Finally there is
evidence of stabilization of transient projections in both. These two conditions
therefore point towards possible links between impaired cortical histogenesis, in
particular affecting neuronal migration and impaired maintenance/elimination of
axons in development. In the hypothyroid model the neurons remaining in the
white matter, in particular the earlier generated ones normally destined for for the
subplate, could provide a terget to the transient callosal axons as they might in
normal development (Innocenti, 1991; Aggoun-Zouaoui and Innocenti, 1994),
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There is little doubt that all these abnormalities must play a role in the

clinical symptomatology of the animal models and of the corresponding human
diseases. These clinical syndromes related to abnormal cortical histogenesis and
development of connections may be at the extreme of a spectrum including
syndromes as different as developmental dyslexya (Rosen et al., 1983) and
schizophrenia. Interestingly, in the |atter, an abnormally high number of neurons in
the white matter was recently demonstrated (Akbarian et al., 1983).
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Figure 1. Evolution of body weight in normal (C) and hypothyroid (H)
rats. In H rats, body weight increases slightly and remains well under C values.
Insats are photographs of ¢ and H rats at P44, and of their respective brains. The
brain of the H rat has been sectiones at the level of the cerebellum, ans only the
forebrain is shown. C and H rat’'s bodies are shown at the same magnification and
80 are the brains (scale bar for bodies represents 5 cm and for brains 1 cm).

Figure 2, Photomicrographs of Nissl-stained sections showing the
cytocrchitecture of the auditory cortex and borders between layers in normal (C)
and hypothyroid (H) rats. In C rais (ab,c) borders between layers become clear
cut with age, while in H rats (d.e.f) they do not (compare c and f). The age at
injection and death, the experimental condition and, between parenthasis, the
code of the animal are indicated. SP. subplate. Scale bar: 200 mm; same
calibration for a-f.

Figure 3. Photomicrographs (a,c,e) showing retrograde labeled neurons
and borders between layers in normal (C) rats at different developmental ages.
Borders between layers were defined in each case by overlaying using a camera
lucida, an adjacent Nissl-stained section. In b,d and f, plots retrograde labeled
neurons are shown, boxes correspond fo the photomicrographs. Note the
decreased density, with age, of labeled neurons in layer V. The age at injection
and death, the experimental condiction and, between parenthesis, and the code of
the animal are indicated.

Figure 4. Outlines of coronal sections (A-E) showing distribution of
retrogradely labeled callosally-projecting neurons in a normal (C) rat injected at
P24 and sacrificed at P26, following a HRP injection shown in sections (A'-C’) and
in lateral view of the brain (inset; anteroposterior and dorsoventral axes are in
mm). Cross-hatched areas indicate the core of the injection, hatched areas the
haios of diffusion of the tracer. Levels of sections (A-E) and (A"-C’) are shown in
the brain figurine in the lower right corner. Labeled neurons are distributed
between layers |l and VI with a marked decreased density in the lower part of layer
V at all rostrocaudal levels. Scale corresponds to sections A-E. a: anterior, m:
medial: d: dorsal. Code of the animal is indicated between parenthesis.

Figure 5. Photomicrographs (a,c,e) showing retrograde labeied neurons
and borders between layers in hypothyroid (H) rats at different developmental
ages. At ail ages, most of retrogrsde labeled neurons are located throuhght layers
IV to VI. Conventions as in figure 3.

Figure 6. QOutlines of coronal sections (A-E) showing distribution of
retrogradely labeled callosally-projecting neurons in a hypothyroid (H) rat injected
at P20 and sacrificed at P22, following WGA-HRP injections. Note the absence of
labeled neurons in the superficial part of the cortex, of the band of lower neuronal
density in layer V, at all rostrocaudal levels. Conventions as in figure 4.
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Figure 7. Histograms representing the mean number of retrogradely
labeled callosally-projecting neurons per section (black bars), in the upper tier
(hatched bars) and in the lower two tiers (white bars) in normal and hypothyroid
rats at different developmental ages. Note the reduced number of labeled neurons

in the upper tier in hypothyroid with respect to normal rats. Vertical lines represent
standard deviations.

Figure 8. Photomicrographs of two consecutive sections of a
hypothyroid rat at P20. The cytoarchitecture of auditory cortex and borders
between cortical layers are shown in a. The distibution of retrograde labeled
callosally-projecting neurons after injections at P5 with fluospheres is shown in b.
Note the reduced number of labeled neurons in layers II-lll. Scale bar: 200 mm;
same calibration for a and b:

Figure 9. Outlines of coronal sections (A-D) showing distribution of
retrogradely labeled callosally-projecting neurons in a hypothyroid (H) rat injected
a P5 and sacrificed at P18, following an injection with fluspheres. Most labeled
neurons are distributed between layers IV ans VI, the cell poor band in layer V is
blurred compared to the normal animals and similar to that shown in figures 5 and
6. Conventions as in figure 4.

Figure 10. Photomicrographs showing anti-BrdU immuno-stained cells in
layer VI and white matter (wm) of the auditory cortex; normal (a) and hypothyroid
(b) rats at P40, after BrdU injections at E14,15,16. Type 1,2 and 3 immuno-labeled
cells according to Takahashi et al (1992) are indicated. Note the increased
number of immuno-stained cells in the white matter of hypothyroid with respect to
normal rats. Scale bar: 50 mm; same calibration for a and b.

Figure 11.  Qutlines of coronal sections (a-h) through auditory cortex of
normal (C) and hypothyroid (H) rats, showing the distributions of labeled cells at
P40, following BrdU injections at E14,15,16 and E17,18,19. In a,c,e,g type 1, and
inb,df,htype 1 and 2 labeled cells are shown. Cells are more widsly distributed in
hypothyroid (e-h) than in normal (a-d) rats. Note the increased number of labeled
neurons with respect to normal rats, in white matter (wm) of hypothyroid rats.
Lower cortical border lies the ependyma. Mediodorsal is to the left. Scale bar: 1
mm.

Figure 12.  Histograms representing the radial distibution of BrdU-labeled
neurons in normal (C) and hypothyroid (H) rats. Ordinates values are the
percentage of labeled cells in different cortical layers; layer IV and V distribution in
hypothyroid rats rats was normalized to the cortical layering of normal rats (see
Methods). Significant differences (asteriks; P<0.005) between normal and
hypothyroid rats were found in layers II-lil, V and VI, and in the subcortical white
matter (wm) at P40 following BrdU injections at E14,15,16, and in layers Il.Vi and
wm after Iinjectioins at E17,18,19. Vertical lines on bars represent standard
deviations across layers from the same group; n.s.: non significant differences.
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Table | Normal rats (n=48)

AGE AY ANIMAL  CONCENTRATION NUMBEROF TOTAL INJECTED
INJECTION CODE AND TYPE OF INJECTIONS VOLUME
(days) TRACER (mh)
5 IR183 FLUOSPHERES 1 08
8 IR164 FLUOSPHERES 2 1.0
12 IR81 50% HRP 2 1.2
12 IR&2 50% HRP 2 1.1
12 IR82 50% HRP 2 1.2
12 IR93 50% HRP 1 1.1
12 IR0O 5% WGA-HRP 2 1.0
12 IR83 5% WGA-HRP 2 0.8
13 IR103 50% HRP 2 09
13 IR104 50% HRP 3 0.8
13 IR108 5% WGA-HRP 2 1.2
20 IR108 50% HRP 2 1.0
24 (R130 §% WGA-HRP 4 1.1
24 IR131 5% WGA-HRP 4 1.1
24 IR143 5% WGA-HRP 4 08
24 IR183 5% WGA-HRP 4 0.8
24 IR154 5% WGA-HRP 4 0.8
25 IR148 §% WGA-HRP 4 0.9
25 IR148 5% WGA-HRP 4 08
20 IR148 5% WGA-HRP 4 1.0
26 IR147 5% WGA-HRP 4 0.9
27 IR152 5% WGA-HRP 4 1.2
27 IR155 5% WGA-HRP 5 1.2
27 IR156 $% WGA-HRP 4 11
28 IR107 50% HRP 1 0.7
28 IR108 50% HRP 1 10
28 IR109 5% WGA-HRP 2 1.0
20 (R110 5% WGA-HRP 2 1.1
20 IR144 5% WGA-HRP 3 0e
F..] IR145 5% WGA-HRP 3 1.0
32 IR180 5% WGA-HRP 4 1.0
32 IR151 5% WGA-HRP 3 1.0
kL] IR118 5% WGA-HRP 2 1.2
35 (R119 5% WGA-.-HRP 2 1.0
42 IR122 5% WGA-HRP 2 08
42 R123 §% WGA-HRP 2 0.7
47 iR118 5% WGA-HRP 3 1.2
47 (R117 5% WGA-HRP 3 1.2
40 IR128 5% WGA-HRP 3 1.0
52 IR129 5% WGA-HRP 4 1.2
88 IR128 §% WGA-HRP 4 12
86 IR127 §% WGA-HRP 2 1.0
72 IR134 5% WGA-HRP 3 12
72 IR138 5% WGA-HRP 3 1.0
101 IR138 5% WGA-HRP 4 1.2
101 iR137 $% WGA-HRP 4 12
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Table Il Hypothyroid rats (n=27)

AGE AT ANIMAL  CONCENTRATION NUMBER OF TOTAL
INJECTION CODE AND TYPE OF INJECTIONS INYECTED
(days) TRACERS VOLUME

(ml)
s IR157 FLUOSPHERES 2 10
s IR158 FLUOSPHERES 3 1.0
s IR159 FLUOSPHERES 1 06
8 IR160 FLUOSPHERES 2 1.0
s IR161 FLUOSPHERES 1 0.8
[} IR182 FLUOSPHERES 1 0.8
s IR163 FLUOSPHERES 1 0.6
12 IR87 5% WGA-HRP 2 1.1
12 IR6S 5% WGA-HRP 2 09
12 IR94 50% HRP 2 0.9
12 IR9S 50% HRP 2 0.8
12 IR98 5% WGA.-HRP 2 1.1
12 IRQ? 5% WGA-HRP 2 1.2
13 IROO 80% HRP 3 1.0
13 IR100 50% HRP 2 08
13 (R101 5% WGA-HRP 2 0.8
13 IR102 5% WGA-HRP 3 0.9
20 (R87 $0% HRP 2 1.2
20 iR68 50% HRP 2 0.9
20 IR89 £% WGA-HRP 2 1.2
20 RS0 5% WGA-HRP 2 0.9
20 IR141 5% WGA-HRP 3 1.2
20 (R142 5% WGA-HRP 3 08
as IR120 5% WGA-HRP 2 0.8
38 IR121 5% WGA-HRP 2 1.2
42 IR124 5% WGA-HRP 2 1.0
42 IR128 5% WGA-HRP _2 0.6
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