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RESUMEN

La T3 es considerada la principal hormona tiroidea bioactiva debido a su alta afinidad
por los receptores nucleares de TH. Los TR forman heterodimeros con los receptores
de retinoides X e interactian con los elementos de respuesta de hormonas tiroideas
localizados en las regiones promotoras de los genes TH-dependientes. Hemos
observado en teledsteos que, al igual que la Tg, la 3,5-T, regula la expresion de genes 'y
promueve el reclutamiento de diferentes poblaciones de factores de transcripcion al
TRE. Los teledsteos expresan dos isoformas del TRB1 que difieren en la presencia
(TRB1 largo) o ausencia (TRB1 corto) de un inserto de 9 aminoacidos en la region de
dominio de unién al ligando. En el presente trabajo analizamos si la T, interacciona
preferentemente con una isoforma especifica del TRB1, realizando experimentos in
vitro: expresion de ambas isoformas del TRB1 en células CV1 tratadas con 10 nM de T3
0 Ty; y experimentos in vivo: induccion de diferentes estados tiroideos en presencia o
ausencia de RA. En todos los casos, se evalud de la formacion de complejos TR-TRE
mediante EMSAs. Los experimentos in vitro sugieren que la presencia de T, o0 T3
aumenta la formacion de los complejos TRB1 largo-TRE o TRB1 corto-TRE,
respectivamente. Los experimentos in vivo muestran la formacién de distintos
complejos dependiendo del tratamiento con TH o RA. En conjunto, los resultados de
esta tesis sugieren que la T, se une a la isoforma larga del TRB1 y que a su vez éste
complejo interactia con una poblacién de factores de transcripcion distinta a la del
TRB1 corto unido a Ts. Ademas, los resultados muestran que estas interacciones

dependen del estado tiroideo del organismo.



SUMMARY

T3 is considered the main bioactive thyroid hormone (TH) due to its high affinity for TH
nuclear receptors (TR). TR form heterodimers with the retinoid X receptors and both
interact with thyroid hormone responsive elements (TRE) located in the promoter
regions of TH-responsive genes. We have described in teleosts that 3,5-T,, like Tj,
regulates gene expression and promotes the recruitment of different populations of
transcription factors to the TRE. Teleosts express two isoforms of TRB1 that differ in the
presence of (long TRB1) or the lack of (short TRB1) 9 amino acid inserted in the ligand
binding domain. In the present work we analyzed if T, preferentially interacts with a
specific TRB1 isoform. To this end, we conducted in vitro experiments: expression of
both TRB1 isoforms in CV1 cells treated with 10 nM of Tz or T,; and in vivo experiments:
induction of different thyroidal states in the presence or absence of retinoic acid (RA).
For all the experiments, the formation of TRB1-TRE complexes were assessed by
EMSASs. In vitro experiments show that the assembly of both complexes; long TRB1-
TRE or short TRB1-TRE, depend on the presence of T, or T3, respectively. In vivo
experiments evidenced the formation of complexes with different weights, depending on
the TH, or RA treatment. Altogether, present results suggest that T, binds to the long
TRB1 isoform, and that this complex recruits a population of transcription factors
different from that assembled with the short TRB1 isoform in the presence of Ts.
Furthermore, present results show that these interactions depend on the thyroidal status

of the organism.



INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas forman parte de un conjunto de compuestos yodados de
gran importancia en vertebrados, pues participan en el crecimiento y diferenciacion
celular, asi como en el metabolismo energético. Dichos procesos estan mediados
principalmente por los efectos nucleares de la triyodotironina o T, la cual regula la
transcripcion de diversos genes mediante su union a los receptores nucleares de
hormonas tiroideas. En cuanto al resto de las hormonas tiroideas, se sabe que la 3,5-
diyodotironina o 3,5-T,, que se genera por la desyodacion del anillo externo de la T3,
tiene efectos extra-nucleares sobre la regulacion del metabolismo energético a nivel
mitocondrial; sin embargo, poco se conoce sobre sus efectos gendémicos. En este
aspecto, estudios in vivo realizados en nuestro laboratorio han demostrado que la T,
tiene la capacidad de regular la actividad de genes responsivos a hormonas tiroideas
en igual magnitud y sentido que la T3. Aun cuando los mecanismos involucrados en
dicha regulacién no se han descrito, existe evidencia que sugiere la participacién de
complejos transcripcionales o isoformas de receptores a hormonas tiroideas distintos a
los que median los efectos de Ts. Por esta razén, en esta tesis nos proponemos
investigar si la T, interactda con al menos una isoforma especifica del TRB1, distinta a

aguella que interacciona con Tj,



ANTECEDENTES

1- Hormonas Tiroideas.

En todos los vertebrados, las yodotironinas u hormonas tiroideas son mensajeros
enddcrinos involucrados en procesos de diferenciacion durante el desarrollo de los

individuos, ademas de la regulacion del balance energético durante su vida adulta.

Las TH son sintetizadas por la glandula tiroides, a partir del aminoacido tirosina y
presentan la caracteristica de contener yodo en su estructura. La principal TH
secretada por la glandula tiroides es la tetrayodotironina 6 T4, la cual es considerada
una prohormona, pues es convertida de manera tejido especifica en TH activa (T3) 6
inactiva (rT3). Esta conversion implica la remocion estereo-especifica de atomos de
yodo de la molécula de T, y esta catalizada por la accién de enzimas denominadas
desyodasas. Hasta ahora se reconocen a tres distintas Ds; la D2 cataliza
exclusivamente la desyodacion del anillo externo o via de activacion y la D3 la
desyodacion del anillo interno o via de inactivacién, mientras que la D1 cataliza ambas
reacciones. Mediante estas vias desyodativas se generan otros compuestos yodados
(3,3-T, y 3',5-T2) a los cuales hasta el momento no se les ha atribuido actividad
bioldgica alguna, con la excepcion de la 3,5-diyodotironina (3,5-T»), la cual se forma por
la via de activacidon a través de la desyodacion de la T3 (Figura 1). En la presente tesis

nos referiremos a la 3,5-T, como T».
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Figura 1. Estructura de las TH. Mediante la desyodacién del anillo externo o interno de la T, se generan
la T; y la rT;, respectivamente. La remocién secuencial de yodo genera a los metabolitos inactivos 3,3 -
T,y 3,5-T,, asi como a la TH bioactiva 3,5-T,.

1.1- Mecanismo de acciéon de las hormonas tiroideas.

El mecanismo de accion clasico de las TH involucra su unién a los receptores
nucleares de hormonas tiroideas, los cuales actian como factores de transcripcion
dependientes del ligando. Como se describe mas adelante, estos TR se encuentran
unidos a secuencias especificas de ADN denominadas TRE, y de esta manera regulan
la sintesis de proteinas que modulan procesos biologicos dependientes de TH (Cheng
et al., 2010). Como se menciond, se reconoce a la T3 como la principal TH bioactiva, ya
gue presenta la mayor afinidad por los TR (Kd= 1 nM, al compararla con la afinidad de
la T4 que presenta una Kd= 5 nM) (Latham et al., 1976) e induce la activacion o
represion de la transcripcion. Hasta la fecha, es a la T3, a la que se le atribuyen los
efectos gendmicos de las yodotironinas; ya que unicamente se han reportado efectos
no gendmicos por parte de su precursora, la T4 (Cheng et al., 2010); sin embargo, y
como se mencionara mas adelante, existe otra yodotironina a la que se le han descrito

efectos gendmicos.



Aun cuando el mecanismo de accion para la mayoria de los efectos de las TH se
realiza modulando la transcripcion de genes a través de la via mediada por receptores
de T3, estas hormonas también presentan efectos no genémicos o extra-nucleares. Al
respecto, se ha descrito que las TH pueden interactuar a nivel de la membrana celular
y modular, de manera ligando-dependiente, la funcion de enzimas y proteinas. Por
ejemplo, modifican la composicion del citoesqueleto a través de modificaciones en el
estado de la actina, inducen la presencia de transportadores de iones como la Na,K-
ATPasa a nivel de la membrana plasmatica via segundos mensajeros; modifican la
actividad de ciertos receptores a neurotransmisores (Ghosh y Das, 2007, Losi et al.,
2008) e incluso modifican la expresion de los TR en la mitocondria. Es importante
destacar que estos mecanismos rapidos no estan plenamente dilucidados (Davis et al.,
2008).

2- Estructura de los receptores de hormonas tiroideas.

Los TR forman parte de la superfamilia de receptores nucleares gue incluye a los
receptores de hormonas esteroides, vitamina D y acido retinoico, entre otros. Todos
ellos se caracterizan por compartir una organizacibn de dominios funcionales
constituida por: un dominio amino-terminal, necesario para la union de proteinas
correguladoras y la activacion del receptor independiente del ligando; un dominio de
unién al ADN, gue contiene dos dedos de zinc esenciales para su union con el acido
nucleico; una region bisagra, que contiene la sefial de localizacion nuclear del receptor
y que participa en la dimerizacion del mismo, y un dominio carboxilo terminal que une al
ligando y al cual también se le asocian proteinas correguladoras y es necesario para la

dimerizacion del receptor (Figura 2).
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Figura 2. Estructura y organizacion funcional de los receptores nucleares.

El dominio mas altamente conservado entre los RN es el DBD, el cual interactta
especificamente con hexameros de nucleétidos de ADN. Estas secuencias varian en su
arreglo y en su espaciamiento hasta en una base nucleotidica. Por otro lado el LBD esta
formado por 12 a-hélices que crean una bolsa hidrofébica a la que se unen ligandos
lipofilicos de estructura variable, asi como moléculas correguladoras. El resto de los
dominios varia entre los miembros de la familia e incluso entre isoformas del receptor
(Yen, 2001).

La clonacion inicial de los TR en distintos vertebrados mostré diferencias
estructurales entre éstos, especialmente en el dominio NT. Posteriormente, al realizar el
analisis de las secuencias se determiné que existian multiples isoformas del TR, las
cuales son codificadas por dos genes: el THRa y el THR[, presentes en todos los
vertebrados. Ademas, existe heterogeneidad adicional entre los TR debido a la edicién
alternativa del RNA del TRa y por el uso de un promotor alternativo en el gen THR},
generando multiples isoformas de cada gen de TR, entre ellas: TRa2, TRa1, TRB2 y
TRpB1; de las cuales solo las ultimas tres tienen la capacidad de transactivacion, que se

refiere a la capacidad de incrementar la tasa de expresion génica (Figura 3).
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Figura 3. Estructura general de los principales TR y sus propiedades funcionales. Modificado de Yen,
2001.

El mecanismo de activacion de los TR consiste en: 1) entrada de la hormona hacia
el ndcleo; 2) uniébn de la hormona a homo o heterodimeros del receptor; 3)
reclutamiento de los complejos correguladores y la maquinaria transcripcional, y 4)
activacion/represion de la transcripcion. Sin embargo, los TR también pueden activarse
en ausencia de su ligando y regular la transcripcion de genes TH-dependientes de
manera positiva, y aunque se desconoce el mecanismo exacto de dicha regulacion,
existe evidencia que sugiere de la participacién de algunos correpresores o incluso la
fosforilacién del receptor (Yen, 2001). Por lo que el mecanismo descrito anteriormente

es aun mas complejo y diverso y actualmente se encuentra en estudio.

2.1- Expresion y regulacién de los receptores de hormonas tiroideas por Ts.

En el desarrollo y en la etapa adulta, la expresion de las isoformas TR es
dependiente del tejido y es regulada por una compleja interaccibn de sefiales

enddcrinas.
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2.1.1-TR a.

Como se mencion6é anteriormente la expresiéon del gen THRa genera dos
isoformas mediante splicing alternativo, el TRa1 y el TRa2; las cuales difieren en la
longitud y secuencia de aminoacidos de la region carboxilo y amino terminal. Estas
diferencias determinan el papel funcional de las dos isoformas, ya que el TRa2 que no
une T3, si se une al TRE, aunque con menor afinidad que el TRa1. Asi, el TRa2 se
considera un receptor dominante negativo ya que compite por los sitios del TRE de

genes dependientes de T3, probablemente reprimiendo su expresion.

En cuanto a su distribucion, el TRa1 se expresa constitutivamente en sistema
nervioso durante el desarrollo embrionario y neonatal. En el adulto, esta isoforma se
expresa, ademas del cerebro, en corazén, muasculo esquelético, cerebro y tejido
adiposo café. El TRa2 se expresa principalmente en cerebro. La expresion de ambas
isoformas disminuye discretamente por T3 en diversos tejidos, con excepcién del
cerebro (Lazar, 1993, Yen 2001).

2.1.2- TR B.

El gen THRp contiene dos regiones promotoras que permiten la expresion de uno
o ambos transcritos: el TRB1 y el TRB2, los cuales son idénticos en su estructura y
Unicamente difieren en el dominio NT. Esta diferencia no modifica las caracteristicas de
union al ligando (Kd= 1 nM de T3) y al DNA.

Los TR se expresan practicamente en todas las células, sin embargo los niveles
de expresion de las dos isoformas varian de manera 6rgano y tiempo-especifica. Por
ejemplo, el TRB1 se expresa predominantemente en higado, rifién, tiroides y cerebro
mientras que el TRB2 se expresa primordialmente en la adenohipdfisis, retina, asi como
en el oido interno (Lazar, 1993; Yen, 2001).

La expresidon del gen THRB es regulada directamente por las TH, debido a la
presencia de un TRE en la region promotora (Suzuki et al., 1994). Esta regulacion es

negativa, es decir, ambas isoformas TRB1 y TRB2 son reguladas a la baja por Ts.
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Se ha postulado que las distintas funciones de las TH podrian estar reguladas por
isoformas especificas del receptor. Al respecto, estudios de mutagénesis dirigida (knock
out) de los genes THRa o THRP en ratones han mostrado el despliegue de distintos
fenotipos para cada TR. Lo anterior obliga a profundizar en el estudio de la regulacion
de genes en tejido y tiempo especificos por parte de las isoformas de TR (Cheng et al.,
2010).

Al respecto, se sabe que mutaciones puntuales en la region codificante del LBD
del gen THRP generan una enfermedad genética en el humano denominada
‘resistencia a hormonas tiroideas”. En la RTH, los pacientes presentan niveles
circulantes altos de T3y un fenotipo de estatura y peso bajos, taquicardia, entre otros
aspectos clinicos. Esta patologia se asocia a mutaciones en el TRB1, lo que genera una
baja o nula unién a la hormona y una deficiente transactivacion (Cheng, 2005). Estos
datos sugieren que cada isoforma de TR y/o la combinacién en la que se expresan en
los distintos tejidos, podrian desempefiar un papel importante en la diversidad de

procesos finamente regulados por las TH.

2.2- Mecanismos moleculares de las acciones de los TR.

Como se mencioné anteriormente, los TR se unen a los TRE, secuencias
especificas de nucleétidos localizadas en la regién promotora de los genes responsivos
a TH. La secuencia idealizada de un TRE es el hexdmero (A/G)GGT(C/G)A, el cual
representa un medio sitio al que se puede unir un TR; sin embargo, el arreglo mas
comun de los TRE es de dos medios sitios los cuales pueden variar en su orientaciéon y
espaciamiento. Se han descrito al menos tres arreglos distintos de TRE: el
palindromico, el repetido directo 4, en el cual los medios sitios se encuentran
espaciados por cuatro nucleétidos, y el palindromico invertido, cuyos medios sitios se
encuentran separados por seis nucleétidos. Dichos medios sitios son ocupados por los
receptores ya sea formando heterodimeros con el receptor de acido retinoico X; como
homodimeros o incluso como mondmeros (Lazar et al., 1991), siendo la configuracién
de heterodimeros la mas estable para los efectos regulatorios de la T3 (Ikeda et al.,
1996) (Figura 4).
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2.2.1- El receptor de &acido retinoico X y su relacion funcional con el TR. Se
sabe que los receptores nucleares de retinoides X y de acido retinoico, median los
multiples efectos de los retinoides 9-cis-RA y RA, respectivamente (Levin et al., 1992),
mediante el reconocimiento de los elementos de respuesta de &cido retinoico. Estos
elementos de respuesta estan formados por repetidos directos espaciados por un
nucleotido (DR1) con secuencia 5°-A/IGGGTC-3"; a la que se unen homodimeros RAR
y RXR. Por otro lado, los RXR tienen la capacidad de formar heterodimeros con otros
RN no esteroideos que interacttan con elementos de respuesta de distintas
configuraciones de DR (DR1-DR5, repetidos directos espaciados por uno a cinco
nucleodtidos), lo que diversifica la combinacion de receptores y permite un mayor control
en la expresion génica (revisado por Mangelsdorf y Evans, 1995). Hasta hace poco, el
RXR era considerado como un “compafero silencioso” requerido para aumentar la
estabilidad, especificidad y selectividad de unién heterodimero-ADN de los TR; sin
embargo estudios realizados in vitro muestran que agonistas selectivos del RXR
transactivan de forma sinérgica con los TR ligados (Li et al., 2002, Castillo et al., 2004).
Esto sugiere el reclutamiento de combinaciones distintas de correguladores para inducir
la transcripcién, lo cual parece depender del contexto celular en el que se exprese una

combinacion favorable de coactivadores y correpresores.
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AGGTCA TGACCT AGGTCA NNANAGGTCA TGACCT NWNNNN AGGTCA
TCCAGT MVAN ACTGGA ACTGGA NAVNANN TCCAGT

A
TC CAGTACTGGA
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Palindromico Invertido

/ Ty / Ty / Ts

™ < TR L) RER | R
TRE TRE TRE TRE TRE TRE
Monomeros Homodimeros Heterodimeros

Figura 4. Mecanismos moleculares de la accién de los TR. A. Orientacién y arreglo de los medios sitios
que conforman a los principales TRE. Las flechas indican la orientacién del medio sitio en el ADN, N se
refiere al nidmero de nucleétidos inespecificos que separan a los medios sitios. Se muestra la
configuracién palindromico, repetido directo espaciado por cuatro nucle6tidos y palindrémico invertido
espaciado por seis nucleétidos. B. Tipos de asociacion de los TR con el TRE. Los TR pueden asociarse al
TRE como mondmeros, homodimeros o formando heterodimeros con el RXR. TRE, elemento de
respuesta a TH, TR, receptor de TH; RXR; receptor de acido retinoico.

2.2.2- Los correguladores y su funcion en la transactivaciéon TR-
dependiente. El mecanismo de regulacion de la expresion génica por TH es muy
complejo y dependiendo del gen blanco, la combinacién T3-TR-TRE o TR-TRE puede
promover ya sea la induccién 6 la represion de la transcripcion del mismo. Ademas,
existe otro nivel de regulacion transcripcional dada por los correguladores, que incluyen
coactivadores y correpresores, los cuales modulan la transcripcion via modificaciones
enzimaticas sobre la cromatina y median la interaccion del TR con el complejo
transcripcional (Lee et al., 2001).

Los correpresores se unen a los TR y reprimen la expresion de genes en ausencia
del ligando. Los correpresores se encuentran dentro de complejos que poseen actividad
desacetilasa de histonas que a su vez pueden interactuar con elementos de la

maquinaria transcripcional para generar un estado de represién basal (Tabla 1).
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Posteriormente, la union del ligando induce un cambio conformacional en el receptor
que permite la union de complejos coactivadores.

Los coactivadores regulan la transcripcion mediada por TR, algunos coactivadores
gue se asocian a los TR son factores que poseen actividad acetilasa de histona o que
interactian directamente con la maquinaria de transcripcibn basal e inducen la
relajacion de la cromatina, reclutamiento de la RNA polimerasa y activacion
transcripcional (Yen, 2001) (Tabla 1).

Tabla 1. Proteinas correguladoras que interaccionan con el complejo TR-TRE.

Complejo Componentes Nombre Actividad
HAT SRC-1,2y3 steroid receptor coactivator Histona
p300/ CBP CREB binding protein acetiltransferasa
8 PCAF p300/ CBP associated factor
o | HMT CARM1 coactivator-associated arginine
}3 methyltransferase 1 Metiltransferasa
S PRMT1 arginine methyltransferase 1
S | DRIP/TRAP ~ 15 miembros vitam!n D receptor interacting protgin/ Asociacion con
O coactivator complex and the thyroid TR v RNA
hormone receptor-associated oIim)tlarasa I
proteins P
N-coR nuclear receptor corepressor Asociacion con
" SMRT silencing mediator for retinoid and TR y maquinaria
o thyroid hormone receptors de transcripcion
§ SUN-CoR small ubiquitious nuclear corepressor basal
05)_ Sin3 “seven in absentia” 3 Histona
g HDAC1,3y 4 histone deacetylase 1,3y 4 desacetilasa
o RPF1 ring finger domain 1 Ubiauit
Ubch7 ubiquitin-conjugating enzyme lquitinasa

Se muestran los complejos de correguladores y sus componentes (siglas y significado), asi como la
actividad reportada.

Es importante sefalar que la expresion de los correguladores es dependiente del
tipo celular y del estado de desarrollo, sin embargo, se conocen algunos mecanismos
generales de la participacion de los correguladores en la transcripcion de genes
tironino-dependientes (Figura 5): 1) la asociacion TR-TRE en ausencia del ligando
permite la union de correpresores y; 2) la interaccion T3-TR-TRE induce la disociacion
de correpresores, el reclutamiento del complejo de acetilasas y metilasas de histonas,
lo que induce el remodelamiento de la cromatina en las regiones promotoras; 3) la

asociacion del complejo DRIP/TRAP, que facilita la interaccion del complejo RN con la
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maquinaria de transcripcion basal y 4) la disrupcién del complejo de iniciacion por
ligasas de ubiquitina y Ubc ATPasa permitiendo la elongacion y el cese de la activacion.

Algunos estudios sugieren que la selectividad funcional de los receptores TRa1l y
TRB1 podria deberse a la asociaciéon con correguladores especificos (Fozzati et al.,
2011).

Hasta la fecha se han identificado mas de 350 correguladores, algunos de ellos

interaccionan con los TR e incrementan la transcripcion dependiente de Tg,

A

Sind

MCaR! SMRT

———, | ]
- - . TAF's, TBE | -,
. HMT S | S -
Comglajs S = P I ==
( ol . ( RAPIDRIP ) .

Figura 5. Mecanismos generales de la participacion de los correguladores sobre la transcripcion TH-
dependiente. A. La ausencia de la TH induce el reclutamiento de correpresores hacia el complejo TR-
RXR-TRE, los cuales inhiben el inicio de la transcripcion. B. La interaccion Ts-TR-RXR-TRE induce el
reclutamiento de coactivadores que modifican el estado de la cromatina (extremo izquierdo) para permitir
la asociacion de la maquinaria transcripcional y promover el inicio de la transcripcién (extremo derecho).
TR, receptor a TH, RXR, receptor de &cido retinoico X. Complejo HAT, complejo con actividad acetilasa
de histonas; CBP/p300, proteina de unién a CREB/p300; Complejo HMT, complejo con actividad
metiltransferasa de histona; DRIP/TRAP, proteina de interaccibn con el receptor de vitamina D/ y
proteinas asociadas al TR. NCoR, corepresor nuclear; SMRT, mediador de silenciamiento del receptor a
retinoides y TH; Sin3, “seven in absentia” 3; HDAC, desacetilasa de histona. TAFs, factores asociados a
TBP; TBP, proteina de union a TATA; RNApol II, RNA polimerasa Il.
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3- Conocimiento actual de la 3,5-T»,.

Los efectos de las yodotironinas se pueden agrupar en dos categorias. Los
involucrados en el mantenimiento del balance energético y los morfogénicos
relacionados a la ontogenia o historia de vida de los organismos. Los efectos sobre el
balance energético o efectos calorigénicos se conocen desde finales del siglo XIX
(Magnus-Levi, 1895), sin embargo, hasta la fecha, los mecanismos moleculares a
través de los cuales ocurren estos efectos no son claros. Tata (1963) demostro que el
aumento en el consumo de oxigeno observado después del tratamiento con T3 en ratas
hipotiroideas requeria de sintesis de proteinas de novo y sugirio que el nicleo era
seguramente el efector final. Horst y colaboradores (1989) mostraron que la T, al igual
gue T3 estimulaba el consumo de oxigeno en el higado hipotiroideo con una potencia
similar (1 pM), a excepcion de gue el efecto observado con T, ocurria mas temprano
que el efecto producido por la T3, Posteriormente, mediante un modelo de hipotiroidismo
y reemplazo, se demostré que una sola dosis de Tz aumenta el consumo de oxigeno de
manera similar a la descrita por Tata en 1963. Ademas, los animales tratados con una
sola dosis de T, mostraron un incremento en el consumo de oxigeno, y este ocurrio mas
temprano que el provocado por el tratamiento con Tz La co-administracion con
actinomicina-D, un inhibidor de la transcripcién, Unicamente bloqueé el efecto de Tj,
pero no el de 3,5-T,. En conjunto, estos resultados sugieren: i) que la T3y la T, tienen un
efecto sobre el metabolismo energético; ii) que el efecto observado con T, es mas
temprano; y iii) que el efecto de T, no requiere de transcripcion de novo. Estos dos
altimos puntos sugieren un mecanismo de accion extra-nuclear (Moreno et al., 1998;
2002; Goglia, 2005).

Ademas de sus acciones sobre el metabolismo energético, la T, tiene otros
efectos como la inhibicién de la secrecion hipofisiaria de la hormona estimulante de la
tiroides y de la expresion de los receptores TRB2 (Ball et al., 1997), ademas de efectos
estimulatorios sobre la sintesis de los mMRNAs que codifican para la GH (Moreno et al.,
1998) y la D1 (Baur et al., 1997). Es importante destacar que estos resultados se han
obtenido en experimentos in vitro y que la magnitud de los efectos de la T, es hasta 100

veces menor a los observados con dosis equivalentes de Ts.
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JUSTIFICACION

En nuestro laboratorio nos hemos interesado en estudiar la bioactividad de la T».
Para esto, hemos utilizado principalmente como modelo bioldgico al tele6steo Fundulus
heteroclitus (Apéndice 1). Inicialmente mostramos que: i) en animales intactos y de la
misma manera y a la misma dosis que la T3, la administracion de T, en dosis
suprafisiolégicas inhibe a la D2, enzima que cataliza su formacion, tanto a nivel de
actividad como de la expresiéon de su mRNA (Garcia-G et al., 2004), ii) en animales
hipotiroideos y reemplazados con T3 0 con T, al igual que con la T3, la T, mantiene en
niveles eutiroideos la expresion (MRNA) de la D2 hepatica, gen regulado a la baja por
TH, asi como el de la GH, gen regulado a alta por estas hormonas. Estos efectos no se
observan en presencia del isdmero inactivo rTz (Garcia-G et al., 2007). Estos resultados
claramente demostraron que la T, tiene efectos a nivel de la expresion génica en estos
organismos, hecho muy provocativo, ya que los Unicos efectos que se le habian

atribuido hasta la fecha eran los extra-nucleares (Goglia, 2005).

Para establecer el papel de la T, en la modulacion de genes TH-responsivos,
hemos examinado la union de extractos de proteinas nucleares hepaticas a
oligonucledtidos cuyas secuencias corresponden a los TRE canonicos. Los extractos de
peces eutiroideos (no tratados) forman dos complejos proteina-DNA con el TRE,
mientras que el tratamiento con MMI, un inhibidor de la sintesis de TH practicamente
elimind6 estos complejos proteina-TRE. En los animales hipotiroideos (MMI)
reemplazados con T3, predominé la formacién del complejo de menor peso molecular,
siendo de intensidad similar a la del animal eutiroideo. En contraste, en el tratamiento
de MMI con T, predominé el complejo de mayor peso molecular (Garcia-G et al., 2007).
Estos resultados sugieren que la T,, al igual que la T3, actia directamente en la
regulacion de genes TH-dependientes. Mas aun, nuestros datos demuestran que la T3
y la T, interactdan con proteinas que se unen con alta especificidad a los clasicos TRE.
La diferencia que se observa en el peso de los complejos formados sugiere que cada

yodotironina podria unirse de manera especifica ya sea a un receptor distinto, o a una
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isoforma distinta del mismo receptor. Para responder a esto, clonamos el TRB1 del
higado del teleésteo Fh, receptor predominante en dicho tejido, y encontramos dos
isoformas distintos que presenta diferencias importantes al compararlo con los TRB1 del
resto de los vertebrados; i) ambas isoformas son 76 aminoacidos mas cortos en la
region NT; y ii) uno de las isoformas contiene un inserto de 9 aminoacidos en el dominio
de uniodn al ligando. Nosotros hemos denominado a la isoforma con inserto como “larga”
o TRB1 largo, y a la isoforma sin inserto como “corta” o0 TRB1 corto. Estas dos isoformas
han sido reportadas en otros teledsteos (Marchand et al., 2001), y pudieran tener

relevancia funcional en la fisiologia tiroidea de los organismos.

Los dos TRp1: el largo y el corto, difieren en el dominio de union al ligando, por lo
gue es posible que la presencia del inserto de 9 aa (TRB1 largo) modifique la afinidad
del receptor por una TH especifica; y ya que el TRB1 corto tiene mayor homologia con
el TRB1 de humano en la porcion carboxilo terminal y éste ultimo tiene una alta afinidad
por T3, especulamos que el TRB1 corto podria estar interactuando preferentemente con

T3, mientras que la T, podria estar interactuando preferentemente con el TRB1 largo.

Por lo tanto, en el presente proyecto pretendemos profundizar en el estudio del
mecanismo de accién de la T,, analizando la interaccion T,/Ts-TR-TRE.
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HIPOTESIS

El mecanismo de accion de la T, involucra su interaccion con el TRB1 largo, a

diferencia de T3 que interacciona preferentemente con el TRB1 corto.

OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar la interaccidon de la T, con las distintas isoformas de receptores TRB1 de

teledsteo.

Objetivos Particulares

1.1 Expresar las construcciones (corto y largo) de TRB1 de teledsteo en un sistema

heter6logo (células que no expresan TR).

1.2 Explorar el efecto de las distintas yodotironinas sobre la interaccion de los TRB1

(largo y corto) con el TRE.

1.3 Evaluar el efecto de tratamientos con distintas yodotironinas y acido retinoico in vivo

sobre la interacciéon TR-TRE.
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MATERIALES Y METODOS

1- Construcciones de TRB1 y transfeccion en el sistema de expresion

heterdlogo.

Los isotipos TRB1 corto y largo se clonaron e insertaron en el vector de expresion
pcDNA 3.3 (Invitrogen) de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Como sistema heter6logo se empleo la linea celular CV1 (derivados de
fibroblastos de rifidn de mono), puesto que esta reportado que en esta linea celular la
expresion de TR es limitante (Zhu et al., 1997, Nakano et al., 2004). De esta forma, su
empleo resulta ideal para la produccion in vitro de TR. Las condiciones de cultivo para
las células CV1 fueron las siguientes: medio minimo Eagle modificado (Dulbecco),
suplementado con 10% de suero bovino fetal, 100 U/mL de ampicilina y 100 ug/mL de
estreptomicina, 37°C de temperatura, 96% de humedad y 5% CO.. El empleo de lineas
celulares de mamiferos como sistema heter6logo para la expresion de TR de

teledsteos ha sido utilizado previamente (Marchand et al., 2001).

Las transfecciones se realizaron con el método de precipitacion con fosfato de
calcio (Apéndice 2). Cuando las células alcanzaron un 60-80% de confluencia (~ 5x10°
células/placa) se transfectaron con 10 ug ADN por placa de 100 mm. Se utilizaron dos
plasmidos pcDNA 3.3 (Invitrogen) en los que se insertd la secuencia de ADN que

contiene el marco abierto de lectura para los receptores Fh TRB1 largo y Fh TRB1 corto.

2- Disefio Experimental.

2.1- Experimentos in vitro.

2.1.1- Tratamientos con T, y Ts administradas en el medio de cultivo.

El tratamiento con hormonas tiroideas de las células CV1 transfectadas con el

TRB1 largo o corto consistio en el reemplazo del medio de cultivo celular por medio
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suplementado con T, 6 T3 a una concentracion fisiolégica de 10 nM durante 48 horas
(37°C, 96% de humedad y 5% CO,). Las proteinas nucleares aisladas (apartado 3) se

analizaron en ensayos de retardo en la movilidad electroforética 0 EMSA.

2.1.2- Adicion in vitro de T,y Ta.

Los extractos de proteinas nucleares que contenian a los TRB1 largo o corto
provenientes de células CV1 tratadas con T, o T3 obtenidos (apartado 2.1.1) fueron
incubados con una dosis de T, o T3 (concentracion final 10 nM) durante 12 h a 4°C,
justo antes de ser ensayadas nuevamente mediante EMSA. De esta forma, se aumenté
la concentracion de los ligandos T, o0 Tz con el propdsito de favorecer la interaccion de
los TR con el TRE.

2.2- Experimentos in vivo (teledsteos): tratamientos con TH y RA.

Se diseflaron cuatro experimentos in vivo para evaluar el efecto de diferentes
estados tiroideos sobre la interaccién TR-TRE. Los detalles de cada uno se encuentran
en la Tabla 2. Se emplearon tilapias (Oreochromis niloticus) juveniles (0.8 + 0.07 g), que
fueron mantenidas en el bioterio en condiciones de temperatura ambiente de 25 °C y
ciclos de luz-oscuridad de 12:12 h. En todos los casos, la induccion de los distintos
estados tiroideos en los grupos de tilapias (n= 4/grupo experimental/ 4 experimentos
independientes) se llevd a cabo mediante la administracion de TH y/o RA a distintas
dosis. Concluidos los tratamientos, los juveniles se sacrificaron por decapitacion y se
disecaron los higados, los cuales fueron procesados inmediatamente para la extracciéon
de proteinas nucleares como se indica mas adelante (apartado 3) y se evalu6 la
interaccion TR-TRE mediante ensayos de retardo en la movilidad electroforética o
EMSA (apartado 4). La administracion de todos los tratamientos en los experimentos in
vivo se realizd6 mediante el método de inmersion, el cual resulta ser muy eficiente para
administrar farmacos hidrofobicos a especies acuaticas (Garcia-G et al., 2004, 2007).

En todos los casos, se verifico la eficacia de los tratamientos cuantificando la
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concentracion hepatica de T3 por RIA.

Tabla 2. Tratamientos con TH y RA.

Estado Tiroideo Tratamiento: Dosis/Tiempo

Hipertiroidismo T;0T,:100NnM/ 24 h

Hipotiroidismo y Reemplazo MMI: 4.5 mM, T; 0 3,5-T,: 30 nM / 5 dias
Hipertiroidismo + RA T30 T,:100 nM, RA: 100nM /24 h
Hipotiroidismo y Reemplazo + RA | MMI: 4.5 mM, Tz o T,: 30 nM, RA: 30 nM / 5 dias

MMI: metimazol, RA: acido retinoico. Las TH se disolvieron en NaOH 0.1 N y el RA se disolvié
en DMSO. Los farmacos se administraron por el método de inmersién y la concentracion final
de ambos disolventes en el agua de cultivo no es téxica para los organismos.

3- Extraccion de proteinas nucleares.

La extraccion de las proteinas nucleares de las células transfectadas y del tejido
hepatico se realiz6 con el kit ProteoJet Nuclear and Cytoplasmatic Extraction

(Fermentas) de acuerdo a las instrucciones del fabricante (Apéndice 2).

4- EMSA.

Para evaluar si la interaccion TR-TRE es modificada por las distintas yodotironinas
se empleo la técnica EMSA, la cual permite estudiar la interaccion DNA:proteina. En
dicha técnica, extractos de proteinas nucleares son incubados con una sonda de DNAy

los complejos formados son separados por electroforesis.

Mediante este ensayo se determiné la interaccion de los TR presentes en los
extractos nucleares de los experimentos in vitro e in vivo utilizando los TRE
palindromico  [PAL: (AGGTCATGACCT)] vy repetido directo 4 [DR4:
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(AGGTCANNNNAGGTCA)] marcados con **P. La reaccién de unién estandar (20 pL)
contenia HEPES 20 mM, EDTA 1 mM, ditrioetiol 1 mM, glicerol 0.2%, KCI 30 mM, 1
Mo/uL de competidor poli[dI-dC], 1 ug/pL de albumina bovina sérica y 100-200 ug de
extracto de proteinas nucleares. Después de la adicion del oligonucle6tido marcado (10
pmol) la reaccion fue incubada a 4 °C por 40 min. Para evaluar la especificidad de los
complejos se agregd 1000 X de TRE no marcado en la mezcla de union. Los complejos
proteina-DNA se resolvieron en un gel de poliacrilamida no desnaturalizante al 5% a
120 V por 4 h. Posteriormente el gel fue secado y se expuso a una pantalla sensible a
¥p (Molecular Dynamics). La pantalla se escaned con el equipo Storm Phosphorimager
y se realizé un analisis densitométrico de la imagen obtenida con el 1D Kodak Analysis
Software (Kodak).

5- Andlisis estadistico.

Los datos de intensidad de los complejos TR-TRE se analizaron con la prueba
ANOVA acoplada a la prueba de comparaciones mudltiples de Tukey (control vs
tratamientos). En los experimentos in vitro se tomo como control a los complejos
formados con los extractos nucleares de las células transfectadas con el receptor largo
0 corto y que no recibieron tratamiento. Mientras que para los experimentos in vivo se
tomo como control a los complejos formados los extractos nucleares del grupo de
tilapias que no recibio tratamiento y que fue mantenido bajo las mismas condiciones

experimentales.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1- Experimentos in vitro
1.1- Tratamientos con T,y Tzadministradas en el medio de cultivo.

Los resultados obtenidos del EMSA con los TRB1 largo y corto expresados en
células tratadas en el medio de cultivo con T3 0 T, (10 nM) se ilustran en la Figura 6,
panel A. En el primer carril observamos la migracién del TRE libre, seguido del control
negativo (extracto nuclear de células CV1 sin transfectar) en donde no se forman
complejos, lo que confirma la baja expresion enddgena de TR en esta linea celular. En
el resto de los carriles se puede observar la interaccion TR-TRE de los TRB1 largo y
corto expresados en células tratadas con las dos TH. El analisis densitométrico de los
complejos muestra que ambos receptores reconocen e interaccionan con el elemento
de respuesta de forma similar, esto es, no se observan diferencias significativas en la
intensidad de los complejos TR-TRE de los TRB1 largo y corto provenientes de células

tratadas o no tratadas.

La interaccion TR-TRE se puede ver afectada por varios factores, tales como la
hetero u homodimerizacion del receptor; la configuracién del elemento de respuesta, la
presencia de TH (Pan et al., 2010) e incluso el estado de fosforilacion del receptor (Yen,
2001). Con respecto a la presencia de la hormona, se ha mostrado que la presencia in
vitro de T3z (100 nM) no afecta la afinidad de union de homodimeros TRB1-TRB1 de
humano al DNA (Takeda et al., 2000). Nuestros resultados concuerdan con esta idea, ya
gue muestran que el tratamiento en cultivo empleando dosis fisiolégicas de Tz 0 T, no

modifica la formacion de complejos TRE-TRB1 (largo y corto).

La falta de diferencias observadas entre los dos tratamientos se podria explicar
por la baja disponibilidad de la hormona. Es decir, en una poblacién de receptores
sobreexpresados, es posible que el ligando pudiera encontrarse en concentraciones
limitantes, por lo que dichos extractos podrian contener una gran cantidad de TRp1

largo y corto no ligado.
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Figura 6. Efecto del tratamiento con TH sobre la interacciéon TR-TRE. A. EMSA representativo de TR31
corto y largo expresados en células tratadas con T3 0 T, (10 nM) e incubados con TRE palindrémico y
andlisis densitométrico de los complejos formados, Ctrl negativo (células sin transfectar). Los valores
representan las mediastDS (n=3). Efecto de la adicion in vitro de T; (B) o T, (C) durante 12 h a 4°C
sobre la formacion de complejos TRE- TRB1 largo 6 corto extraidos de células CV1 previamente tratadas
con T30 T,y analisis densitométrico de los complejos formados. Los valores representan las mediastDS
(n=3) (*p<0.01, **p<0.001 con respecto al control representado por las barras blancas).
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1.2- Adicién in vitrode T,y Ts.

En un intento por favorecer la formacion de los distintos complejos, los extractos
nucleares que contenian al TRB1 largo o corto provenientes de células CV1 tratadas
(con T3 0 T,) o no tratadas (véase apartado 2.1.1) fueron incubados con una dosis
fisioloégica de 10 nM de T3 o T, durante 12 h a 4°C y se evaluo la interaccion TR-TRE
mediante EMSA. De esta forma, también se podria evaluar el efecto de la presencia de

ambas TH en los extractos nucleares que contenian al receptor largo y corto.

Encontramos que la adicion de T3 (Figura 6, panel B) favorece la interaccion TRE-
TRB1 corto, cuando es expresado en células tratadas con Ts. Inesperadamente, la
adicion de T3 también favorecio la interaccién T,-TRB1 largo-TRE, lo que evidencia la
alta afinidad de la T, por el receptor largo, que no es afectada en presencia de T3. Estos
resultados también podrian sugerir un efecto alostérico de la T3 al favorecer la
interaccién de la T, con su receptor; y aunque no existen datos en la literatura al
respecto; en los receptores a estrogenos se han reportado sitios de unidén para
antagonistas localizados en las superficies de interaccion de coactivadores del LBD, y
se ha mostrado que dicha asociacién induce un cambio conformacional en los
receptores que genera un estado de represion a nivel estructural de los mismos (Wang
et al., 2006).

Por otro lado, la adicién de T, (Figura 6, panel C) favorecié la interaccion T,-TRB1
largo-TRE y en menor proporcion la de T,-TRB1 corto-TRE, lo que sugiere una mayor
afinidad de la T, por el TRB1 largo, favoreciendo su interaccion con el TRE.

Es interesante observar que el tratamiento de las células CV1 con T, promueve
una mayor interaccion de los complejos cuando los TRB1 son incubados con ese
ligando; en cambio, cuando son incubados con T3, la formacion de dichos complejos se
promueve unicamente con el TRB1 corto. Estos resultados sugieren que la exposicion
continua a un determinado ligando a nivel celular podria activar la expresion de
correguladores especificos que promueven una estabilidad en la interaccién con el TRE

y una isoforma de TR.
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En conjunto, los resultados de los ensayos in vitro sugieren que la Tz y la T;
favorecen la formacion de complejos TR-TRE al asociarse a un isotipo especifico del
TRB1, siendo la forma larga probablemente mas afin a T, y la corta a Ts. Esto
concuerda con datos obtenidos en el laboratorio, que muestran que la capacidad de
transactivacion del TRB1 largo es significativamente mayor en presencia de T, que de

Ts. En contraste, la respuesta del TRB1 corto es opuesta (Mendoza et al., 2011).

2- Experimentos in vivo.

Por otro lado, se disefiaron una serie de experimentos in vivo para analizar el
efecto del estado tiroideo sobre la formacion de complejos TR-TRE. Como se indicé
anteriormente (apartado 2.2 seccion Materiales y Métodos) los tratamientos consistieron
en la administracion de distintas dosis de T3 0 T, para evaluar los efectos inducidos por
ambas TH. Ademas, en algunos experimentos se co-administrd6 RA para determinar el
efecto de la presencia del ligando del RXR, compafiero heterodimérico de los TR. Para
verificar la eficacia de los tratamientos, se extrajeron las TH del higado de los animales

experimentales y se cuantificd la concentracion hepatica de Ts.

2.1- Hipertiroidismo.

La Figura 7, panel A muestra las concentraciones hepaticas de T3 de los higados
de tilapias hipertiroideas por T3z 0 T,. Se observa que el tratamiento con T3 aumenta
significativamente las concentraciones hepaticas de dicha hormona (véase grupo T3 vs
control), lo que corrobora la eficacia del tratamiento. Por otro lado, el EMSA (Figura 7,
panel B y C) muestra dos complejos TR-TRE con los extractos de proteinas nucleares
de las tilapias no tratadas, situacion similar a la observada en otras especies (Garcia-G
et al., 2007). Una posible explicacion a estos distintos complejos seria la interaccion con
TR distintos: corto y largo, y el reclutamiento de poblaciones distintas de

correguladores.

El tratamiento con T3 aumenta la intensidad de ambos complejos, indicando que el
ligando induce la asociacion de su receptor con el elemento de respuesta, y en efecto,
28



experimentos in vitro han mostrado que en la presencia de T3 induce la interaccion del
TR-TRE (Force y Spindler, 1994, Tagami et al., 2009), lo que podria indicar que debido

a la alta afinidad de la hormona por los TR, la formacién de los complejos aumenta.

De igual forma, el tratamiento con T, aumenta la intensidad de los complejos,
siendo mayor el aumento del complejo de mayor peso (p<0.0001). Lo que sugiere que
la T, también tiene afinidad por los TR de tilapia.

En resumen, ambas yodotironinas aumentan la intensidad de los complejos
sugiriendo que: 1) interaccionan con los TR y 2) podrian participar en la asociacion de

dichos receptores con correguladores distintos.
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Figura 7. Efecto del hipertiroidismo sobre la interaccion TR-TRE DR4. A. Concentraciones hepaticas de
T; en los diferentes grupos experimentales y el tratamiento (dosis/tiempo) * P<0.0001 en comparacion
con el control. B. EMSA representativo de extractos nucleares de tilapias tratadas con dosis
suprafisiolégicas de T3 o T,. Las flechas indican los complejos formados. C. Andlisis densitométrico de los
complejos formados en comparaciéon con el grupo control, los valores representan las medias+DS, n=3

(**p<0.001, *** p<0.0001 con respecto al control).
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2.2- Hipotiroidismo + reemplazo con TH.

Las concentraciones hepaticas de T3 (Figura 8, panel A) confirman la induccién de
hipotiroidismo y la eficacia del tratamiento de reemplazo al obtener una disminuciéon de
alrededor del 50% en la concentracion hepética de T3 en el grupo tratado con MMI y no
reemplazado. Ademas, las concentraciones hepaticas de T3 en el grupo reemplazado
con dicha hormona fueron semejantes al grupo control. El EMSA de los extractos de
proteinas nucleares de tilapias hipotiroideas no muestra la formacion de complejos
definidos al compararlo con el grupo de tilapias no tratadas, lo que sugiere que es
necesaria la presencia de la hormona (el ligando) en una concentracion determinada
para que se lleve a cabo la interaccion TR-TRE (Figura 8, panel B y C). En el grupo
tratado con MMI y reemplazado con T3 Unicamente se observa la formacion y un
aumento en la intensidad del complejo de menor peso. De igual forma, en el grupo
reemplazado con T, se forma el complejo de menor peso, y de intensidad similar a la
del grupo de tilapias no tratadas (Figura 8, panel By C).

Es interesante notar que la administracion de dosis equimolares de T3 y T, en
tilapia favorecen la formacion del complejo de menor peso, patrén distinto a lo
observado en experimentos de reemplazo en otras especies, en los que la formacion de
uno u otro complejo depende de la yodotironina presente (Garcia-G et al., 2007).
Aunque desconocemos la composicion de estos complejos, las diferencias en la
intensidad de los mismos sugieren que la T3 podria estar asocidndose a los TR con
mayor afinidad que la T,. Sin embargo, seria necesario realizar mas estudios para

determinarlo.

31



A Tratamiento: Exp(irr?nrw)gntal (pg/mgj—stejido)
B Dosis/Tiempo (n=4 tilapias) X+ EE
. Control 287+03
MMI MMI: 4.5 mM MMI 102+ 03
TH: 30 nM
M o]  dias MMI + T3 3.02+ 0.2
Ctrl +T3 +T; MMI + 3,5-T, 1.3+£0.3
Complejol —-» C
_ 300+
Complejo2 » “
B
2 2001
e]
@
©
‘D
3 -
= 1004
= *
O\O ——
0
Ctrl +T, +T,

i —.‘-‘ MMI

Figura 8. Efecto del hipotiroidismo+TH sobre la interaccion TR-TRE DR4. A. Concentraciones hepaticas
de T3 de los diferentes grupos y el tratamiento (dosis/tiempo). B. EMSA representativo de extractos
nucleares de tilapias hipotiroideas reemplazadas con T; 0 T,. Las flechas indican los complejos formados.
C. Andlisis densitométrico del complejo 2 formado con los diferentes grupos experimentales. Los valores
representan las medias+DS, n=3 (*p<0.05, **p<0.001 con respecto al control).

2.3- Hipertiroidismo + RA.

Como se observa en la Figura 9, panel A, el tratamiento con RA aumenta
discretamente las concentraciones hepéticas de T3. Dicho efecto podria deberse a un
aumento en la expresion de transportadores intracelulares de T3 (Kogai et al., 2010) o
de la proteina transportadora transtirretina (Tan et al., 2001). De igual forma, se ha
reportado que dosis farmacolégicas de RA aumentan la conversion de T4 a T3 in vitro
(Morley et al., 1980). Por lo que la administracion de RA podria tener un efecto positivo
sobre algunos reguladores de la disponibilidad de TH en tejido de teledsteo y seria

necesario realizar otros estudios para evaluar dichas posibilidades.

Como observamos con los animales hipertiroideos (Figura 7, A), el grupo tratado

con RA + T3, pero no aquel tratado con RA + T, muestra un aumento significativo en las
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concentraciones hepaticas de Tj, verificando una vez mas la eficacia de los

tratamientos.

El EMSA correspondiente se muestra en el panel B de la Figura 9. Como se puede
observar, un exceso del ligando RA (100 nM), impide la formacion de complejos TR-
TRE. Una posible explicacion seria que el RA aumenta la expresion de su receptor
(Wan et al., 1994) y favorezca la formacion de homodimeros RXR-RXR, lo que a su vez
reduciria la asociacion con los TR. Por otro lado, el co-tratamiento de RAy T3z 0 T,
induce la formacién del complejo de menor peso (complejo 2) y de menor intensidad al
observado con el grupo control (Figura 9, C); este patron de interaccion TRB1-TRE es
distinto al obtenido en tilapias hipertiroideas (Figura 7, B), sugiriendo una posible
participaciéon de ambos ligandos en el complejo observado. Esta idea es congruente con
estudios previos que han reportado que en presencia del RXR, la principal interaccion
de los TR con el TRE es en la configuracién de heterodimeros (Lazar, 1993). Ademas,
se ha mostrado que el tratamiento in vitro de TH+RA aumenta la transactivacion

mediada por heterodimeros TR-RXR.

En cuanto a la disminucion en la intensidad de los complejos pudiera deberse a
varios factores como son: un efecto inhibitorio del RA sobre la expresion del TR, el cual
ha sido reportado en ensayos in vitro (Drvota, 1998) y que se traduce en una
disminucién de las unidades de dicho receptor o la homodimerizacion del RXR, como

se planted anteriormente.
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Figura 9. Efecto del hipertiroidismo+RA sobre la interaccion TR-TRE DR4. A. Concentraciones hepaticas

de T3 de los diferentes grupos y el tratamiento (dosis/tiempo)

% P<0.0001 en comparacion con el control.

B. EMSA representativo de extractos nucleares de tilapias tratadas con dosis suprafisiologicas de RA + Tj
0 T,. Las flechas indican los complejos formados. C. Andlisis densitométrico del complejo 2 formado con
los diferentes grupos experimentales. Los valores representan las mediastDS, n=3 (*p<0.05 con respecto

al control).
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2.4- Hipotiroidismo + reemplazo con TH + RA.

Las concentraciones hepaticas de T3 se muestran en la Figura 10, panel A, en las
gue se observa que el grupo hipotiroideo que recibié RA alcanza concentraciones de T3
similares a las del grupo control, por lo que probablemente el RA tiene un efecto
positivo sobre la vida media de la TH circulante o sobre los reguladores del

metabolismo de las TH a nivel celular, como se mencion6 anteriormente.

Como puede observarse en el EMSA (Figura 10, panel B y C) el grupo que recibio
MMI co-administrado con RA, favorece la formacion del complejo de mayor peso, y
aunque sabemos que en este grupo no se abate de manera significativa las
concentraciones hepéticas de Ts, la presencia del ligando RA en conjunto con las THs
presentes, podrian inducir la asociacion de heterodimeros TR-RXR al TRE (véase
Figura 10, panel B y C), en contraste a lo observado con el grupo de tilapias

hipotiroideas (Figura 8, B) en donde no observamos complejos definidos.

Con los extractos nucleares de tilapias tratadas con RA + MMI y reemplazadas
con T3 se induce la formacién del complejo de menor peso, similar al del control.
Mientras que con T, se favorece la formacion del complejo de mayor peso y de mayor
intensidad que el control (p<0.001). Aunque no conocemos la composicion de dichos
complejos, estos resultados sugieren que bajo las condiciones experimentales, la
presencia de RA induce la asociacion de lo que podrian ser heterodimeros TR-RXR con
T3y T,, y por las diferencias en peso, creemos que podrian estar asociandose distintas

proteinas correguladoras.
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Figura 10. Efecto del hipotiroidismo + reemplazo con T3 o0 T, + RA sobre la interaccion TR-TRE DRA4.
A. Concentraciones hepéticas de Ts de los diferentes grupos y el tratamiento (dosis/tiempo). B. EMSA
representativo de extractos nucleares de tilapias hipotiroideas reemplazadas con Tz o T, + RA. Las
flechas indican los complejos formados. C. Andlisis densitométrico de los complejos formados con los

diferentes grupos experimentales. Los valores representan las mediastDS, n=3 (**p<0.001 con respecto
al control).

En conjunto, nuestros resultados sugieren que existe una interaccion preferencial
de las TH con isoformas especificas del TRB1, siendo esta interaccion T,-TRB1 largo y
T3-TRB1 corto. Ademas, los estudios in vivo mostraron que el estado tiroideo influye de
manera importante en la interaccion de los TR con el elemento de respuesta, asi como

en la interaccion de estos con otros receptores nucleares como el RXR y los complejos
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de correguladores. La concentracion del ligando es un factor importante para la
interaccidn con su receptor y subsecuentemente la interaccion con otras moléculas

como el DNA.

Por udltimo es importante mencionar que la mayoria de los efectos observados en
presencia de T, in vivo son similares a los observados con T3. Esto apoya la nocién de

que la T, es bioactiva y que sus efectos tiromiméticos son a través de la via nuclear.

Este trabajo es pionero en el tema de estudio y la informacion acerca de los
mecanismos de accion de las TH en teledsteos es escasa. Asi, estos resultados son
estimulantes ya que nos acercan mas a conocer el mecanismo de accién de la T,, asi
como su participacion en la red de comunicacion celular dada por mensajeros

endadcrinos.
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CONCLUSIONES

* Existe una preferencia de interaccion de las distintas isoformas TRB1 con la TH

presente, siendo la interaccion de la isoforma larga preferente para T,.

* El tratamiento con TH in vivo favorece la formacion de complejos TR-TRE de
distinto peso y la presencia de RA induce cambios en la intensidad y formacion
de distintos complejos TR-TRE, sugiriendo una interaccion diferencial con las

distintas isoformas de TR, asi como con complejos de correguladores.
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APENDICE 1

Fisiologia Tiroidea en Teledsteos.

Dentro del estudio de la fisiologia tiroidea los teledsteos son comunmente
empleados como modelo biologico en el laboratorio y su empleo ha permitido ampliar el
conocimiento basico en este campo (Garcia-G et al., 2004, 2007; Valverde-R et al.,
1997, Orozco et al., 1997, 1998; 2000, 2003). Son de gran importancia en estudios de
endocrinologia comparada enfocados en determinar cdmo ha evolucionado el
mecanismo de accién de las hormonas y sus vias de sefializacién para controlar
diversos procesos del desarrollo, fisiolégicos y conductuales; y como los sistemas
hormonales subyacen la adaptacion a diversos ambientes, el desarrollo de nuevas

estrategias y la formacion de nuevas especies (Denver et al., 2009).

La glandula tiroides de los peces esta compuesta por cumulos de foliculos
tiroideos distribuidos a lo largo de la faringe, a diferencia del resto de los vertebrados,
en donde los foliculos se encuentran agregados formando una sola estructura. Los
foliculos tiroideos estan formados por los tirocitos, células epiteliales altamente
especializadas en la captacion y organificacion del yodo, que se encuentran
organizados en forma de estructuras esféricas en cuyo interior se almacena el coloide,
rico en la glicoproteina tiroglobulina. La Tg es el sustrato proteico (proveedor de

tirosinas) a partir del cual se sintetizan las TH.

La sintesis y secrecion de TH se encuentra bajo el control del eje hipotalamo-
hipdfisis-tiroides (H-H-T), regulado por asas de retroalimentacion negativas; que
implica la liberacion al sistema porta del tripéptido hipotaldmico TRH hacia los tirotropos
hipofisiarios para inducir la secrecion de la tirotropina o TSH, encargada de estimular la
captacion de yodo, sintesis y secrecion de yodotironinas en la tiroides (Larsen et al.,
2003). La glandula tiroides de peces secreta principalmente T4, por lo que la produccion
de TH bioactivas (T3 y 3,5-T2) se da a partir de la desyodacion a nivel periférico en
multiples 6rganos como el higado vy rifién; y es considerado como el cuarto eslabon del
eje H-H-T, que constituye la principal via de regulacién de los niveles circulantes e
intracelulares de TH bioactiva. Los niveles de expresion de cada uno de los tipos de
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desyodasa varia de acuerdo al tejido, de tal forma que la disponibilidad de TH depende
de la expresion de las distintas desyodasas (Orozco y Valverde-R, 2005). La activacion
o inhibicién del eje H-H-T esta dado principalmente por los niveles de TH en circulacion,
mediante un asa de retroalimentacion negativa: cuando aumentan las TH se inhibe la
secrecion de TSH y de manera contraria cuando disminuyen. Asimismo, la
somatostatina inhibe el eje a nivel hipofisiario y el yodo bloguea los estimulos de la

TSH a nivel de la tiroides.

Una vez que las TH son secretadas a circulacion, debido a su naturaleza
hidrofébica, requieren ser transportadas hacia su 6rgano blanco en asociacion a las
proteinas plasmaticas albumina, pre-albumina y transtiretina, presentes en todos los
vertebrados; asi como a la globulina transportadora de tiroxina, cuya presencia se ha
determinado Unicamente en mamiferos, la cual une la mayor parte de TH. Todas ellas
despliegan una afinidad diferencial por cada TH; en teledsteos, la albumina transporta
la mayor proporcion de T4 (60%) con alta afinidad, mientras que la prealbumina 'y TTR
transportan una menor proporcion de T4 (15-20%); aunque las lipoproteinas también
juegan un papel importante en el transporte de TH (Babin, 1992). La asociacion TH-
proteina plasmética prolonga la vida media en circulacién de la hormona y constituye

una fuente de almacenamiento.

Para ejercer sus efectos las TH requieren entrar a la célula y unirse a los TR,
hasta la fecha, se han identificado transportadores de solutos capaces de acarrear TH
con distinta especificidad de sustrato, como: el transportador de monocarboxilatos y el
transportador de aniones organicos 1C1 que poseen una alta especificidad por T3y Ty,
respectivamente, no obstante MCT8 también transporta T, y T4. Su expresion es

organo especifica y varia entre especies (revisado por Visser et al., 2010).

En cuanto a los efectos biol6gicos de las TH, se sabe que participan en diferentes
procesos durante la historia de vida de los peces; por ejemplo, en coordinacion con la
GH/IGF-1 regulan el crecimiento somatico. Ademas, se sabe que las TH regulan la
metamorfosis de larva a juvenil induciendo cambios morfol6gicos  fisiolégicos sobre el
sistema cardiovascular, musculo-esquelético y digestivo; que preparan a especies
migratorias para la vida marina, proceso conocido como esmoltificacion, en el que
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actian en conjunto con otros factores endocrinos como GH, IGF-1, cortisol , prolactina
y sefiales medioambientales. De igual modo, las TH influyen sobre la maduracion
sexual y la osmoregulacion, los cuales son mediados por acciones directas o sinérgicas
con otras hormonas, asi como por factores ambientales como temperatura, fotoperiodo

y salinidad (Evans y Claiborne, 2006, Power et al., 2001).
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A.

APENDICE 2

PROTOCOLOS

Transfeccion transitoria mediante precipitacion con fosfato de calcio.

Un dia previo a la transfeccion cultivar a las células en una proporcion 1:15 en
una placa confluente (100 mm).

En un tubo eppendorff 1.5 mL colocar 10 ug de DNA plasmidico + 37 pl CaCl,
2 M + agua estéril hasta 300 uL. Mezclar con ayuda del vortex y centrifugar

brevemente (tubo 1).

3. En un tubo eppendorff 1.5 mL colocar 300 pL de buffer HBS 2X (tubo 2).

~

Mezclar el contenido del tubo 1 en el tubo 2 y mantener en agitacion, centrifugar
brevemente.

Incubar por 30 min a temperatura ambiente, al término de la incubacion se
debera observar una solucién ligeramente opaca debido a la formacién de
precipitado de cristales de calcio-DNA.

Distribuir el precipitado en una placa de células (100 mm), agitar para mezclar el
precipitado y el medio de cultivo.

Incubar de 4-16 h bajo condiciones de cultivo estandar. Remover el medio.
Lavar las células con PBS 1X (2 veces) y colocar 10 mL de medio de cultivo.

Buffer HBS 2X

50mM HEPESpH 7.1
280 mM NaCl
1.5mM Na;HPO4

ajustar a pH 7.1 y esterilizar con membrana de 0.22 um y almacenar en alicuotas a
-20°C.
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B. Extraccion de proteinas nucleares (Kit ProteoJet, Fermentas)

Para la extraccion a partir de tejido colocar: 1) gotas de buffer de sacarosa sobre
el tejido y pesar, 2) agregar 1:5 w/v de buffer de sacarosa y homogenizar el tejido con
ayuda de un pistilo; 3) filtrar el homogenado y 4) centrifugar a 250 g x 5" a 4°C y

remover el sobrenadante.

Para la extraccion a partir de cultivo celular: 1) raspar las células con PBS frio y
colocarlas en un tubo ependorff 1.5 mL; centrifugar por 5" a 250 g a 4°C y desechar el
sobrenadante. Para ambas extracciones se procedid de la siguiente manera: 2)
resuspender el pellet en 1:10 w/v de buffer de lisis celular, agitar (vortex) por 10" y dejar
reposar por 2°a 4°C 4) centrifugar por 5" a 250 g, a 4°C para la obtencion de nudcleos y
desechar el sobrenadante; 5) centrifugar por 10" a 11300 rpm a 4°C para eliminar
desechos celulares y remover el sobrenadante. La integridad de los nucleos se
determina mediante tincidbn con azul tripano; 6) resuspender el pellet en 20-200 pL de
buffer hipotonico e incubar en una plataforma angular con agitacion suave por 30" a
4°C; 7) centrifugar por 45" a 14000 rpm a 4°C y recuperar el sobrenadante que contiene
la proteina nuclear. La concentracion de proteinas se determina por el ensayo de
Bradford. Las alicuotas de las proteinas obtenidas se almacenan a -70°C hasta su

empleo.
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