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RESUMEN

Los estudios realizados en nuestro laboratorio han demostrado que en
algunos teledsteos, la 3,5-diyodotironina (T2) es tan bioactiva como la
triyodotironina (T3) en la regulacion de la transcripcion de genes T3-dependientes
y que sus efectos son en parte mediados por una isoforma del receptor de
hormonas tiroideas 1 (TRB1) que contiene un inserto de 9 aminoacidos en su
dominio de union al ligando [TRB1 largo (L-TRB1)], mientras que T3 se une
preferentemente a la isoforma corta de TRB1 (S-TRB1) que carece de este inserto.
Estos resultados sugieren que T2 es una hormona tiroidea que puede desempefiar
un papel fisiolégico importante en peces. Para entender mejor la relevancia
funcional de la bioactividad de T2 y su mecanismo de accién, se utilizaron dos
enfoques: in vivo y ex vivo (cultivos organotipicos de higado) y analizamos si T3 y
T2 regulan diferencialmente a S-TRB1 y L-TRB1 durante una demanda fisiologica
como el crecimiento. In vivo, el tratamiento con T3 y T2 induce el aumento de peso
corporal en tilapia. La expresion de los mMRNAs de D2 e IGF-1 disminuyo y
aumento, respectivamente, por el tratamiento con T3 y T2. Interesantemente, las
isoformas de TRB1 fueron reguladas de manera diferente, L-TRB1 fue regulada
especificamente por T2 y S-TRB1 por T3, tanto in vivo como ex vivo. Para
profundizar en el mecanismo de accién de las respuestas observadas, se utilizo el
antagonista de TRs 1-850, el cual bloqueé eficientemente la expresién de genes
dependientes de T3. Sin embargo, tanto T3 como T2 invirtieron los efectos de 1-
850, pero sélo en la expresion de S-TRB1 y L-TRB1, respectivamente. El hecho de
gue las isoformas de TR[1 de teledsteos sean diferencialmente reguladas por T3
y T2 sugiere que otro grupo de genes pudiera ser modulado de manera diferente
por cada yodotironina en un contexto fisiologico especifico. En conjunto, nuestros
resultados apoyan la nocion de que T3 y T2 participan en el proceso de

crecimiento de tilapia a través de una via de sefializacion diferente.



ABSTRACT

Studies in our laboratory have shown that in some teleosts, 3,5-
diiodothyronine (T2) is as bioactive as triiodothyronine (T3) in regulating the
transcription of T3-dependent genes and that its effects are in part mediated by a
thyroid hormone receptor B1 (TRB1) isoform that contains a 9-amino acid insert in
its ligand-binding domain [long TRB1 (L-TRB1)], whereas T3 binds preferentially to
the short TRB1 (S-TRPB1) isoform that lacks this insert. These results suggest that
T2 is a bioactive thyroid hormone that could play an important physiological role in
fish. To further understand the functional relevance of T2 bioactivity and its
mechanism of action, we used in vivo and ex vivo (organotypic liver cultures)
approaches and analyzed whether T3 and T2 differentially regulate S-TRB1 and L-
TRPB1 during a physiological demand such as growth. In vivo, T3 and T2 treatments
induced body weight gain in tilapia. The expression of D2 and IGF-1 mRNAs were
decreased and increased respectively by T3 and T2 treatment. Interesting the
TRB1 isoforms were regulated differently, L-TRB1 was specifically regulated by T2
and S-TRB1 by T3 in vivo as well as ex vivo. To further analyze the action
mechanism in the observed responses, we used the TR antagonist 1-850, which
effectively blocked thyroid hormone-dependent gene expression; however, T3 or
T2 reversed 1-850 effects only on S-TRB1 or L-TRB1 expression, respectively. The
fact that teleost TRB1 isoforms are differentially regulated by T3 and T2 suggests
that other set of genes may be modulated differently by each iodothyronine in a
specific physiological context. Together, our results support the notion T3 and T2

participate in tilapia growth through a different signaling pathway.



1. INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas (THs) son mensajeros endocrinos yodados que
juegan un papel determinante en los procesos de crecimiento y desarrollo en
practicamente todos los vertebrados. La tiroxina es el principal producto de
secrecion de la glandula tiroides; sin embargo, la principal hormona tiroidea
bioactiva es la triyodotironina, la cual se une con alta afinidad y especificidad a los
receptores nucleares de hormonas tiroideas (TRs), y por lo tanto se ha
considerado como la responsable de la mayoria de los efectos biologicos de las
THs. Los TRs modulan positiva 6 negativamente la expresion de los genes T3-
responsivos, segun el gen, el tejido y la etapa del desarrollo del organismo y son
en gran parte responsables de la pleiotropia funcional de las hormonas tiroideas
(Ferreira Azevedo et al. 2008; Orozco y Valverde-R 2005; Mufioz y Bernal 1997,
Fondell 2013).

Recientemente se ha planteado que algunos ligandos alternativos pueden
ejercer funciones especificas a través de receptores nucleares; en este contexto,
en nuestro grupo de trabajo se ha propuesto que la 3,5-diyodotironina (3,5-T2 o
T2) una yodotironina generada de la desyodacion de la T3, es una hormona
tiroidea bioactiva que podria actuar como un ligando de los TR, al menos en
teledsteos. En efecto, estudios recientes realizados en nuestro laboratorio han
demostrado que en algunas especies de peces, T2 es tan bioactiva como T3 y que
sus efectos son en parte mediados por una isoforma de TRB1 que contiene un
inserto de 9 aminoé&cidos en su dominio de unién a ligando [TRB1 largo (L-TRB1)],
mientras que la T3 se une preferentemente a la isoforma corta de TRB1 (S-TRB1)
gue carece de este inserto (Mendoza et al. 2013). Estos hallazgos sugieren la
presencia de dos vias de sefializacion de THs mediadas por el TRB1 corto ligado a
T3y el TRB1 largo ligado a T2.

En la presente tesis hemos extendido estos estudios analizando la

regulacion de estas dos vias de sefializacion; para ello utilizamos el paradigma del



crecimiento. Se trata de una demanda fisioldgica en la cual se ha postulado que
las THs forman parte de la red enddcrina que la regula. Este proceso es muy
complejo y esta determinado por la interaccion entre factores exdgenos o
epigenéticos y factores endégenos como las respuestas adaptativas del sistema
neuroendocrino del organismo. Por lo tanto y con la finalidad de entender mejor la
relevancia funcional de T2 y su mecanismo de accion hemos utilizado dos
enfoques experimentales: in vivo y ex vivo (cultivos organotipicos de higado de
tilapia) y analizamos si T3 y T2 diferencialmente regulan al S-TRB1 y al L-TRB1

durante una demanda fisiolégica como el crecimiento.

2. ANTECEDENTES

2.1. Crecimiento en peces

El crecimiento es un proceso biologico complejo y multifactorial que esta
determinado principalmente por factores internos (genéticos y endocrinos) y por
factores externos o ambientales de naturaleza bidtica y abiética. En los peces y de
manera general en vertebrados, el crecimiento del individuo refleja el balance
entre dos procesos opuestos: catabolismo y anabolismo, y esta influido por
diferentes factores y sefiales externas que incluyen, entre otras, la disponibilidad
de alimento, el fotoperiodo, el ciclo estacional y la temperatura. En el caso de los
peces, se considera que la temperatura y el fotoperiodo son probablemente los

factores extrinsecos mas importantes que afectan su crecimiento y desarrollo.

Aln cuando en la regulacion del crecimiento en peces participan diversos
factores y/o estimulos externos, estos son procesados por el sistema nervioso
central e integrados por el sistema endocrino. Asi, el crecimiento esta bajo el
control endocrino que involucra la accion directa o indirecta de varias hormonas;
entre las mas importantes se encuentran la hormona de crecimiento (GH), la
insulina, los factores de crecimiento insulinoides (IGFs) y las hormonas tiroideas
(THs) (MacKenzie et al. 1998; Pérez-Sanchez y Le Bail, 1999; Mommsen, 2001).
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Cada una de estas hormonas son indispensables para el aumento en el tamafio y

numero celular.

2.2. Las Hormonas Tiroideas.

Las THs son una familia de mensajeros endocrinos que se distinguen por
contener atomos de yodo en su molécula. Las THs participan en distintos
procesos bioldgicos para mantener un estado general de bienestar actuando -de
manera directa 0 en cooperacion con otras hormonas- en practicamente todos los

tejidos del organismo de los vertebrados.

2.2.1. Efectos.

Las acciones de las THs abarcan una amplia gama de funciones que incluyen
el crecimiento y la diferenciacion, el metabolismo energético, la reproduccion y
particularmente el desarrollo y maduracion del sistema nervioso central (SNC).
Ademas, participan en funciones adaptativas especie-especificas como son la
migracion y la osmorregulacion en peces; la metamorfosis en anfibios; la muda de
piel en los reptiles; la conducta migratoria en las aves y el balance metabdlico, el
consumo de oxigeno y la calorigénesis en aves y mamiferos (revisado en: Orozco
et al. 2012; Solis-S et al. 2011).

Las THs son sintetizadas y secretadas a la circulacion por la glandula tiroides.
La tiroxina o T4 es el principal producto de secrecién de ésta glandula, sin
embargo, la triyodotironina o T3 es la hormona a la que se le atribuyen la mayoria
de los efectos biolégicos de las THs debido a que es hasta 100 veces mas afin a
los TRs que la T4. Los TRs modulan la expresion de los genes T3-responsivos en
ambos sentidos, positiva 6 negativamente, segun el gen blanco, el tejido y la etapa
del desarrollo del organismo, ademas de ser responsables de la pleiotropia
funcional de las THs (Ferreira Azevedo et al. 2008; Orozco y Valverde-R, 2005;
Mufioz y Bernal, 1997; Fondell, 2013).



Especificamente en peces, las THs participan en diferentes aspectos de su
fisiologia, como son la maduracién sexual, la osmoregulacion y la conducta
migratoria. También se ha documentado su papel crucial en el desarrollo
temprano, el metabolismo, el crecimiento soméatico, la pigmentacion de la piel,
entre otros (Dickhoff et al. 1978; Janz, 2000; Power et al. 2001; Orozco y Valverde,
2005; Raine, 2011; Yamano, 2005).

De los efectos de THs mejor documentados en peces son los asociados a
procesos de metamorfosis. Durante su desarrollo, los peces planos sufren una
transformaciéon metamorfica durante el desarrollo que es regulada directamente
por las THs. Estos peces se transforman de una simetria bilateral a una asimetria
benténica. Cambios importantes a nivel conductual, fisiolégico y morfoldgico tienen
lugar en estos peces durante la metamorfosis y este proceso puede ser
estimulado con el tratamiento exdgeno de TH, o inhibido con la adiciébn de
goitrogenos, farmacos que inhiben la produccion enddgena de estas hormonas
(Miwa y Inui, 1987; Power et al. 2001).

Las THs también pueden desempefiar un papel en otras etapas del desarrollo
de peces que no sufren una metamorfosis tan evidente, pero que implican
cambios sustanciales en su morfologia, comportamiento, y fisiologia (Hoar, 1988;
Lam, 1994; Leatherland, 1994; Power et al. 2001.; Campinho et al. 2007). Estos
incluyen la transicion de la etapa embrionaria a la etapa larval en donde dichas
larvas se alimentan exclusivamente de las reservas del saco vitelino que contiene
THs de origen materno; la transicion a la etapa juvenil, asi como la esmoltificacion.
Esta Ultima ocurre primordialmente en salmoénidos y comprende una serie
compleja de cambios bioquimicos, morfoldgicos y conductuales que preadaptan al
individuo para la fase marina de su ciclo de vida. Asi, se ha descrito que las THs
parecen facilitar la adaptacion del pez al medio ambiente marino, y en especies
migratorias favorecen la preferencia por este medio (Bjornsson et al. 2012; Norris,

1985). En consecuencia, la alteracion en la sintesis y/o la secrecion de las THs en



cualquier etapa del desarrollo de larvas y juveniles tiene importantes
consecuencias en su viabilidad (Power et al. 2001).

2.2.2. Efectos sobre el crecimiento.

En todos los vertebrados, las hormonas tiroideas son esenciales para el
crecimiento. El hipotiroidismo resulta en un importante retardo en dicho proceso
tanto en especies endotérmicas como el humano (Snyder, 2000), la rata (Evans et
al. 1966; Soukup et al. 2001), y la zarigleya (Buaboocha y Gemmell, 1996), asi
como en especies ectotérmicas como la lagartija (Gerwien y John-Alder, 1992), la
tortuga (Denver y Licht, 1991) y algunas especies de peces (Matty, 1985).

Para el caso especifico de peces, se ha observado que el tratamiento por
inmersion con THs acelera, en algunas especies, el crecimiento corporal asi como
la diferenciacion de aletas presentando un efecto positivo en la supervivencia
(Revisado en: Power et al. 2001). En contraste la disrupcién del eje tiroideo en
peces planos detiene la metamorfosis, asi como reduce el desarrollo y la tasa de
crecimiento en otras especies como el pez cebra (Brown, 1997; Gavlik et al. 2002;
Inui y Miwa, 1985; Liu y Chan, 2002; Schreiber y Specker, 1998; Trijuno et al.
2002).

El retardo en el crecimiento tanto en peces como en mamiferos puede ser el
resultado de la reduccion en la expresion de la GH (Snyder, 2000), esto debido a
la accion regulatoria a nivel genémico de las THs sobre la GH, ya que el gen que
codifica para esta hormona presenta un elemento responsivo a THs (TRE) en su
promotor (Koenig et al. 1987; Lavin et al. 1988; Norman et al. 1989; Sap et al.
1990). Ademas, las hormonas tiroideas tienen efectos sobre el factor de IGF-1,
que es el mediador de algunos de los efectos anabdlicos y mitogénicos de la GH.
De este modo, el estado tiroideo modula la concentracion tanto de GH como del
IGF-1, asi como su bioactividad y la concentracion de las proteinas
transportadoras (Biga y Meyer, 2009; Miell et al. 1993; Schmid et al. 2003).



2.3. Mecanismo de accion de las THs

2.3.1. Metabolismo de THs

Como ya se menciong, la glandula tiroides sintetiza y secreta principalmente
T4, la cual se considera una prohormona ya que es activada o inactivada a traves
de un proceso enziméatico finamente regulado y que ocurre en practicamente todas
las células del organismo, denominado desyodacion. De esta manera, la
desyodacion del anillo externo de la T4 resulta en la formacion de T3, la cual
presenta mayor afinidad que la T4 a los receptores de hormonas tiroideas, y por lo
tanto se ha considerado como responsable de la mayoria de los efectos bioldgicos
de las THs.

La desyodacion de las yodotironinas esta catalizada por una familia de seleno-
proteinas denominadas genéricamente desyodasas (Ds). Estas enzimas contienen
el aminoacido modificado selenio-cisteina en el sitio activo. Se conocen 3 isotipos
enzimaticos que difieren en sus caracteristicas bioquimicas y en su distribucién
tisular. Asi, la D1 es una enzima que desyoda a la T4 en ambos anillos, externo e
interno, formando, T3 o rT3, es decir, la D1 es capaz tanto de activar como de
inactivar a la T4. Esta enzima se expresa principalmente en érganos que reciben
un gasto cardiaco elevado como el higado, el rifidn y la propia glandula tiroides. La
D2 unicamente desyoda el anillo externo de la yodotironina, es decir, es una
enzima que exclusivamente activa a la T4. Su expresion basal es muy baja y
ocurre principalmente en el sistema nervioso central y la hipofisis. La D3 es una
enzima que Unicamente desyoda el anillo interno de la yodotironina, es decir, a la
T4 la convierte en rT3, y a la T3 en 3,3-T2. La D3 se expresa principalmente en
sistema nervioso central, piel y placenta (Bianco y Larsen, 2005; Gereben et al.
2008; Hulbert, 2000).

La desyodacion juega un papel crucial pues a través de ella se regula el estado

tiroideo intracelular. Es importante resaltar que de las tres enzimas, la D2 y la D3
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tienen un mayor impacto funcional. La D3 inactiva a la T4 y a la T3, por lo que se
le ha atribuido una funcion protectora ante un exceso de hormona activa, mientras
gue la D2 es una enzima de autoconsumo, ya que la T3 resultante de la reaccién
de desyodacion ingresa al nucleo en donde se une a los TRs. Estas dos enzimas
estan finamente reguladas por el estado tiroideo, por lo tanto, discretos cambios
en las concentraciones intracelulares de THs modifican tanto la actividad de las

proteinas como la expresion de sus mMRNAs (Revisado en: Gereben et al. 2008).

Por otro lado, la desyodaciéon secuencial del anillo externo de la T3 da lugar a
la 3,5-T2 (T2), TH a la que también se le ha descrito bioactividad y que es, como
se describira mas adelante, la molécula central de estudio en la presente tesis
(Figura 1), (Horst et al. 1989; Moreno et al. 1998, 2002; Goglia, 2005; Garcia-G et
al. 2004, 2007; Mendoza et al. 2013).
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Figura 1. Hormonas Tiroideas Bioactivas . Se muestra la desyodacion secuencial de la
prohormona T4, catalizada por la desyodasa tipo 2 (D2) y la generacién de las THs bioactivas: T3y
T2.
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2.3.2. Los Receptores de Hormonas Tiroideas.

Los efectos de las THs estdn mediados principalmente a través de
receptores especificos que forman parte de la familia de receptores nucleares
(NRs). En el genoma humano se han identificado 48 miembros de esta familia que
incluye, entre otros, a los receptores de hormonas tiroideas (TRs), de esteroides
(PR, AR, ER, etc.), de vitamina D (VDR), de retinoides (RXR, RAR) y los de
proliferadores activados por peroxisomas (PPAR). Entre las caracteristicas de los
NRs esta la de regular la transcripcion génica a través de su reconocimiento y
uniodn a una secuencia especifica del DNA localizada en la region promotora de los
genes blanco y que en el caso especifico de las THs, se denomina TRE por sus
siglas en inglés “T3-responsive element”. La secuencia idealizada o consenso de
un TRE es el hexamero (G/A)GGT(C/G)A, el cual representa un medio sitio al que
se puede unir un TR, sin embargo, el arreglo mas comdn de los TRE es de dos
medios sitios los cuales pueden variar en su orientacion y espaciamiento. Se han
descrito al menos tres arreglos distintos de TRE: el palindrémico (PAL), el repetido
directo 4 (DR4) y el palindromico invertido (IP). Dichos medios sitios son ocupados
por los receptores ya sea formando mondémeros, homodimeros o incluso como
heterodimeros preferentemente con el RXR. El heterodimero TR-RXR es mas
estable, confiere especificidad y selectividad de union al TRE, ademéas de
favorecer el reclutamiento de una combinacién distinta y/o especifica de
correguladores para inducir la transcripciéon dependiente de T3 (Takeshita et al.
1998; Li et al. 2002; Castillo et al. 2004; Cheng et al. 2010).

Como el resto de los NRs, los TRs presentan una estructura caracteristica en
la que se han identificado distintos dominios funcionales (Figura 2). Estos
comprenden un dominio amino-terminal (NT) necesario para la union de proteinas
correguladoras y la induccion de transactivacion independiente del ligando (L); un
dominio de union al DNA (DBD) que contiene dos dedos de zinc esenciales para
su unién con TRE (Helsen et al. 2012); una region bisagra (H) que contiene la
sefial de localizacién nuclear del receptor y que participa en la dimerizacion del
mismo, y un dominio carboxilo-terminal que une al ligando (LBD) y al cual también
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se asocian proteinas correguladoras y que es necesario para la dimerizacion del
receptor. Ademas, se han descrito dos regiones reguladoras denominadas
“funcién de activacion” 1 y 2 (AF1 y AF2, por sus siglas en inglés). La AF1 se
localiza en el dominio NT y participa en la regulacion intrinseca del TR a través de
modificaciones post-traduccionales, mientras que la AF2 forma parte del LBD y
regula la transactivacion ligando-dependiente del TR (Revisado por Oetting y Yen,
2007; Solis-S et al. 2011).

AF-1 AF-2
Independients de! ligando Dependiente del ligando

=~ [ B |

DED

[

N-termi

Dimerizacion

Secuencia de localizacion nuclear
Sitios de interaccidn con correpresores
Sitios de interaccion con coactivadores

Figura 2. Estructura General de los TR y la Funcién Principal de sus Dominios. Se indican las
regiones involucradas en las diferentes funciones del receptor. Abreviaturas, por sus siglas en
inglés: AF: Activating Function; DBD, DNA-Binding Domain; LBD, Ligand-Binding Domain.
(Modificado de: Solis-S et al. 2011).

Los TRs estan codificados por dos genes distintos, el THRA y el THRB,
cuya trascripcion resulta en 4 diferentes mMRNAs para cada gen. Sin embargo, la
traduccion de estos mensajeros resulta principalmente en 4 receptores
funcionales: TRal, TRa2, TRB1 y TRP2. Estos receptores presentan una
distribucion tejido-especifica: la expresion de TRal y TRB1 es ubicua, mientras
gue el TRB2 se expresa principalmente en la hipofisis, en las neuronas
hipotalamicas productoras de TRH, en el oido interno en desarrollo y en la retina.
Por ultimo, el TRa2 es un receptor que no une T3 por lo que se considera un
aporeceptor que se expresa principalmente durante el desarrollo del sistema
nervioso central (Yen, 2001; Oetting y Yen, 2007).
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2.3.3. Mecanismo de Accién de los TR

Los TRs pueden regular la transcripcion génica al estar unidos al TRE en
presencia o no de T3. Asi, uno de los mecanismos de accion de las THs involucra
la regulacién positiva de la trascripcion basal activada por el complejo TR-T3, la
cual es reprimida cuando el TR no estd unido a la hormona. En otros casos, la
union de la T3 a su receptor puede reprimir la transcripcion génica. A la fecha, los
mecanismos de regulacion transcripcional por THs mejor analizados son aquellos
en los que estas hormonas regulan positivamente al gen blanco. Numerosos
estudios han mostrado que en la ausencia de THSs, los TRs se unen a los TRE y
reprimen la transcripcion basal de los genes regulados positivamente por las THs.
Esta represion basal esta mediada por proteinas correpresoras que interactdan
con los TRs, como NCoR (del inglés: nuclear receptor corepressor) y SMRT (del
inglés: silencing mediator for RAR and TR), las cuales interactian
preferencialmente con TRs no ligados. EI NT de ambos NCoR y SMRT reclutan
una variedad de complejos de desacetilasas de histonas (HDAC) lo que resulta en
la hipoacetilacion de las histonas locales y una cromatina con estructura represora
de la transcripcion (Fondell, 2013). Al unir a T3, el motivo helicoidal conservado (a-
hélice 12) localizado en el dominio AF2 C-terminal sufre un cambio conformacional
significativo, lo cual desencadena una serie de procesos que incluyen la liberacién
de los correpresores y el reclutamiento de coactivadores y otras proteinas. De
manera muy general, por lo menos dos complejos proteinicos principales estan
asociados a la transcripcion dependiente de ligando en los TRs: los coactivadores
primarios, los cuales interactian directamente con el TR y remodelan la estructura
de la cromatina a través de distintas modificaciones post-traduccionales i.e.,
acetilacion, metilacion, ubiquitinacion, etc.; los coactivadores secundarios que
forman puentes funcionales entre el TR y el complejo estable de la RNA
polimerasa Il para asi regular la transcripcion del gen TH-dependiente. Los
mecanismos precisos involucrados en la regulacion de la expresion de los genes
blanco de TH adn no han sido totalmente elucidados (Figura 3) (Revisado en:
Cheng et al. 2010; Solis-S et al. 2011).
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Figura 3. Modelo de Represién y Activacion Transcri pcional de los Receptores a Hormonas

Tiroideas en la Ausencia o Presencia de T3.  Detalles en el texto. Abreviaturas, por sus siglas en
inglés: HDAC, histone deacetylase; HAC, histone acetylase; RXR, retinoid X receptor;, TR, thyroid
hormone receptor; TRE, thyroid hormone responsive element. (Modificado de: Solis-S et al. 2011).

Se ha postulado que la pluralidad o pleiotropia funcional de la T3 podria estar
regulada por isoformas especificas de los TR. Asi, estudios de mutagénesis
dirigida en ratones han mostrado que mientras el TRal regula procesos asociados
a la termogénesis y al metabolismo de grasas, el TRB1 es el mediador principal de
las acciones relacionadas a la diferenciacion celular, el desarrollo y la homeostasis
metabdlica. En el humano, mutaciones puntuales en la region codificante del LBD
del gen THRB generan una enfermedad genética denominada ‘“resistencia a
hormonas tiroideas” (RTH); en la cual los pacientes presentan niveles circulantes
elevados de T3y un fenotipo de estatura y peso bajos, entre otras caracteristicas.
Los TRB1 mutados de los pacientes con RTH no unen T3 ni presentan actividad
de transactivacion (Cheng et al. 2010). Estos datos sugieren que cada isoforma de
TR y/o la combinacion en la que se expresan en los distintos tejidos, podrian
desempefiar un papel importante en la diversidad de procesos finamente

regulados por las THs. En este contexto, existe evidencia que indica que la
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selectividad funcional de las isoformas de TRa y B podria ser dependiente de su
asociacion con correguladores especificos. Hasta la fecha se han identificado méas
de 350 correguladores, algunos de los cuales se sabe interaccionan con los TRs e
incrementan la transcripcion dependiente de T3, sin embargo, se desconoce su
funcion dentro de los complejos transcripcionales (Cheng et al. 2010; Solis-S et al.
2011; NURSA).

2.3.4. Regulacion de los TR

La regulacion de los genes que codifican para los TRs esta dada por
multiples factores que modulan la expresion de cada isoforma. Sin embargo, el
principal modulador de su expresion es el propio ligando. Durante la ontogenia de
distintos vertebrados se ha observado un incremento de T4 y/o T3 circulante
acompafnado paralelamente con un aumento en la expresion de los TRs. Como se
menciono antes, el desarrollo de los vertebrados esta estrechamente relacionado
con la presencia de las THs y su deplecion farmacologica [metimazol (MMI)]
impacta la expresion de los TRs, afectando el funcionamiento normal del

organismo tanto en la ontogenia como en la vida adulta.

Estudios en peces muestran que el tratamiento con dosis suprafisiologicas
de THs reprimen la expresion de los TR mientras que el hipotiroidismo
farmacologico (MMI) aumenta su expresion y el co-tratamiento con MMI+THs
previene el efecto del hipotiroidismo farmacolégico inducido por el goitrogeno.
(Galay-Burgos et al. 2008; Das et al. 2010; Williams, 2008; Garcia-G et al. 2007,
Kawakami et al. 2008). En humanos se han caracterizado elementos de respuesta
a hormonas tiroideas en el gen THRB lo cual explica el efecto del ligando sobre la

expresion del receptor (Sakurai et al. 1992).

En procesos fisiologicos mas complicados como la metamorfosis en anfibios

y peces planos, la expresion de TRB aumenta cuando los niveles de hormonas
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tiroideas aumentan, siendo auto-regulado a través de un asa positiva que asegura
la coordinacion entre el aumento de las hormonas tiroideas y la sensibilidad de los
tejidos blanco. El aumento en la expresion de TR es, por lo tanto, el marcador
mas obvio del inicio de la metamorfosis (Baker y Tata, 1990; Machuca et al. 1995;
Shi et al. 1992)

En ese sentido, se ha observado que el tratamiento con THs exdgenas
puede inducir un aumento precoz en la expresion del TR y, por lo tanto, el inicio
de la metamorfosis en la mayoria de los tejidos de especies en etapas pre-
metamorficas (Tata, 1997; Shi, 1996).

3. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Es bien sabido que las THs ejercen efectos pleiotrépicos, y con la finalidad de
explicar sus diversos efectos, el interés en la identificacion de otras posibles
yodotironinas bioactivas ha crecido. En consecuencia, estudios de varios
laboratorios han sugerido que entre las diyodotironinas, solo la 3,5-diyodotironina
(3,5-T2 0 T2), un metabolito enddgeno y de origen natural de la desyodacion del

anillo externo de T3, es una molécula bioactiva (Revisado en: Goglia, 2005).

Aunque la conversion de T3 a T2 no ha sido experimentalmente demostrada
en vertebrados, la via mas plausible para la formacion de T2 es la desyodacion del
anillo externo de la T3. Todavia no se conoce que enzima cataliza esta
conversién, sin embargo, un candidato probable es la (D2). Como se menciond
anteriomente, ésta desyodasa cataliza la remocion de un atomo de yodo del anillo
externo de la T4 para generar la T3 bioactiva y por lo tanto, determina la

disponibilidad de esta a nivel celular (revisado por Arrojo et al. 2013).
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Interesantemente, tanto T3 como T2 regulan la actividad y la expresion del
MRNA de la D2 en el killifish (Garcia-G et al. 2004) y la tilapia (Mendoza et al.
2013). ElI hecho de que la D2, enzima que cataliza su formacion esté
estrechamente regulada por el producto de la reaccion (T2) apoya la idea de que
la produccion de T2 es regulada especificamente y por lo tanto, fisiolégicamente

relevante.

3.1. Bioactividad de T2

3.1.1. Efectos no gendmicos

En cuanto a la bioactividad de T2, han surgido dos corrientes diferentes de
conocimiento. EI mas estudiado es respecto a sus efectos no-genomicos. En la
mayoria de estos estudios, los modelos son mamiferos (revisado en: Goglia, 2005;
Moreno et al. 2008) y unos pocos en las aves (Incerpi et al. 2002.; Scapin et al.
2009.; Sechman et al. 2011), y han proporcionado evidencia sdlida de que los
efectos de T2 sobre la tasa de respiracion mitocondrial y el metabolismo de los
lipidos son independientes de la sintesis de proteinas y estd mediada a través de

mecanismos que no involucran receptores nucleares.

En este sentido, existen resultados en donde se mostré que la T2, al igual que
T3 estimulaba el consumo de oxigeno en el higado hipotiroideo (Horst et al. 1989).
La potencia entre las dos yodotironinas era similar (1 pM), sin embargo, el efecto
observado con T2 ocurria mas temprano que el producido por la T3. Otros
estudios complementarios mostraron que: i) la T3 y la T2, tienen un efecto sobre el
metabolismo energético; ii) que el efecto observado con T2 es mas temprano; v iii)
gue el efecto de T2 no requiere de transcripcion de novo. Estos dos ultimos puntos
fueron interpretados como que el mecanismo de accion de la T2 era extra-nuclear
(Moreno et al. 1998; 2002; Goglia, 2005).
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3.1.2. Efectos gendémicos

Ademés de sus acciones sobre el metabolismo energético, existe evidencia
experimental que ha demostrado de manera inequivoca que T2 regula la
expresion del mMRNA de diversos genes TH-dependientes en modelos de rata o
sistemas in vitro de mamiferos, que incluyen: la enzima malica (Lombardi et al.
2000), la GH y TSH (Moreno et al. 1998), la proteina que une IGF tipo 4 (Demori et
al. 2004), y el TRB2 (Ball et al. 1997). Sin embargo, en la mayoria de estos
estudios, la T2 se utilizé en dosis hasta 100 veces mayores que las utilizadas para
T3. Otros estudios muestran que la T2 tuvo efecto en la transcripcion de HSD3B,
PPARy, PPARDY y la subunidad 8 de la ATP-sintasa FoF1 (Sechman et al. 2011,
Mangiullo et al. 2010), resultados que sugieren que T2 tiene un mecanismo de

accion genémico.

Estudios en tele6steos también demostraron que, al igual que la T3, la T2
regula la expresion de genes T3-dependientes. Asi, el tratamiento con dosis
suprafisioldgicas y equimolares de T3 o T2 aumenta o disminuye la expresion de
genes regulados positiva (i.e., GH e IGF1), o negativamente (i.e., D2 y TRB1) por
THs, respectivamente (Garcia-G et al. 2004; Mendoza et al. 2013).
Subsecuentemente se observé el efecto de estas hormonas bloqueando su
sintesis (metimazol: MMI) y reemplazando a los organismos con dosis fisiologicas
de T3 o T2. En todos los casos, ambas THs rescatan la expresion eutiroidea de
los genes T3-dependientes estudiados (Garcia-G et al. 2007; Mendoza et al.
2013).

Las acciones genomicas de la T2, sin embargo, siempre fueron cuestionadas
ya que se habia observado que esta TH se une con baja afinidad a los TR, tanto
en mamiferos (Leeson et al. 1988) como en teledsteos (Darling et al. 1982). Es
importante considerar que estos estudios se realizaron hace alrededor de tres
décadas y usando principalmente extractos de proteinas nucleares hepaticas.

Interesantemente, estudios recientes en nuestro grupo de trabajo, han revelado
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gue tanto T2 como T3 tienen igual afinidad por una isoforma del receptor TRB1

especifica de teledsteos (Mendoza et al. 2013).

3.1.3. Mecanismos de accién gendmicos

La nocion de que una isoforma diferente de TRB1 media los efectos de T2
se ha desarrollado a partir de estudios, en nuestro grupo de trabajo, en los que
tratamientos con T3 o T2 favorecen la formacion de diferentes complejos
transcripcionales in vivo (Garcia-G et al. 2007). Empleando extractos de las
proteinas nucleares hepaticas en ensayos de retardo de la movilidad
electroforética (EMSAs), encontramos que las proteinas nucleares de peces
eutiroideos (no tratados) forman dos complejos especificos de proteinas cuando
se incuban con TREs (Figura 4A ). Estos complejos practicamente desaparecen
en el grupo hipotiroideo (tratados con MMI), sugiriendo que las THs son
necesarias para que el TR forme complejos transcripcionales con el TRE. De
manera interesante, en los animales hipotiroideos reemplazados con T3
predomina el complejo de menor peso, mientras que en aquellos reemplazados

con T2 el complejo de mayor peso es el predominante (Garcia-G et al. 2007).

La formaciéon de complejos TRE-TR-T3/T2 de diferente peso podia sugerir
gue cada TH se podria estar uniendo de manera especifica ya sea a un receptor
distinto; o bien, a una isoforma del mismo receptor, lo que a su vez promoveria el
reclutamiento de un complejo distinto de correguladores. Asi, en un primer
acercamiento, decidimos clonar y caracterizar a los receptores clasicos de THs en
el Kkillifish y la tilapia para posteriormente comparar su capacidad de
transactivacion en presencia de T2 o T3. La caracterizacion revel6 dos isoformas
de mRNA que codifican para el TRB1 en el higado. Estas isoformas presentan
diferencias singulares al compararlas con el TRB1 humano: i) la region N-terminal
de ambas isoformas es mas corta (75 aminoacidos menos); y ii) una de ellas
contiene nueve aminoacidos insertados justo al inicio del dominio de unién al

ligando, a la cual lamamos “isoforma larga”.
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Es importante mencionar que la presencia de la isoforma larga de TRB1 ya
se habia descrito en algunas especies de teledsteos (Yamano & Inui, 1995;
Marchard et al. 2001). La caracterizacion inicial de la isoforma TRB1 larga de
salmon mostré que se unia a los TREs candnicos y presentaba actividad de
transactivacion en presencia de T3 (Marchard et al. 2001). Sin embargo, su
actividad no se ensay0 con ninguna otra TH. En este contexto, se sabe que la
insercion de 9 amino acidos se encuentra localizada entre las hélices 2 y 3 del
LDB, lo que corresponde a la region que contiene los aminoacidos que interactdan
con el ligando en el TRB1 humano (Marchard et al. 2001). Esto nos llevo a
plantear que dicha insercion de nueve aminoacidos podria conferir al TRB1 largo
la capacidad de unir y activarse con un ligando distinto, la T2. Asi, inicialmente
analizamos si la T2 interactuaba especificamente con una isoforma del TRB1.
Para esto, realizamos una serie de experimentos in vitro que consistieron en la
expresion de ambas isoformas del TRB1 en células CV1 tratadas con T3 0 T2 y
evaluamos la formacion de complejos TRB1-TRE mediante EMSAs. En la Figura
4B y C se muestra que la presencia de T2 o T3 estabiliza a los complejos TRB1
largo-TRE o TRB1 corto-TRE, respectivamente. En conjunto, estos resultados
apoyan la nocion de que la T2 se une preferentemente a una isoforma del TR1

distinta (forma larga) a la que une T3 (forma corta).

Por lo tanto, un posible escenario seria que, in vivo, T3 entrara al nucleo de
la célula, y se uniera a una de las isoformas de TRB1, y asi reclutar a una familia
especifica de correguladores; alternativamente, T3 puede se desyodada a 3,5-T2,
la cual podria unirse a otra isoforma de TRB1 y por lo tanto, asociarse con un
conjunto diferente de proteinas correguladoras (Fig. 4D). El apoyo inicial a esta
hipotesis proviene de estudios que utilizan T3 o T2 como ligandos y los TRB1s
largo, corto y humano recombinantes, ya sea en ensayos de union competitiva o
co-transfectadas con un sistema reportero en ensayos de transactivacion.
Consistentemente, el TRB1 corto sélo se une a y se activa por T3. Sin embargo, el
TRPB1 largo se une preferentemente a y es mas sensible a la activacion por T2, lo
gue sugiere que, al menos en teledsteos, T2 es una TH fisiologicamente relevante.
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El TRB1 de humano también une T2, pero lo hace con una menor afinidad,
sugiriendo que la T2 es un agonista parcial de este receptor. Esto ayuda a explicar
los efectos gendmicos de T2 observados en algunos mamiferos y coloca a esta
hormona como una posible molécula con potencial en la aplicacion clinica. Cabe
destacar que estudios de estructura-funcion indican que tanto el NT como el LBD
son dominios importantes para la activacion del TRB1 largo y el de humano por T2
(Mendoza et al. 2013). Por lo tanto, cuando se une T2, los TRB1s largo y humano
adoptan una conformacion activa debido a la interaccion de su NT y LBD, lo que
permite la asociacion con un conjunto de co-activadores diferentes de los que
interactian con TRB1 unido a T3. Este mecanismo es una reminiscencia de la
situacion encontrada por otros receptores nucleares (Claessens et al. 2008), pero,

hasta donde sabemos, no se habia observado para TRs.
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Figura 4. (A) Ensayo de retraso de movilidad electroforética representativo de extractos nucleares
de higados de Fundulus heteroclitus tratados con MMI (4.5 mM) y remplazados con T3 6 T2 (30
nM). La sonda utilizada fue un oligonucleétido de la secuencia del TRE marcada con *P. (Garcia-G
et al. 2007). B y C: Interaccién de las isoformas “larga” y “corta” del TRB1 con el TRE. EMSA
representativo de TRB1 largo (B) 6 corto (C) expresados en células CV1 e incubado con T30 T2y
el TRE. D: Representacién esquematica del mecanismo de accién propuesto para la interaccion
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de T3 0 T2 con los TRB1 largo (L), corto (S) y humano (h). T3 activa a las tres isoformas de TR{B1
sin la participacion del dominio NT, mientras que la T2 activa al TRB1 humano y largo en una forma
NT-dependiente que incluye la posible interaccion de este dominio con el inserto de 9 aminoacidos
(Mendoza et al. 2013).

4.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

4.1. Justificacion

Estudios recientes realizados en nuestro laboratorio han demostrado que en
algunos teledsteos, la 3,5-T2 es tan bioactiva como la T3 y que sus efectos son en
parte mediados por una isoforma TRB1 que contiene un inserto de 9 aminoacidos
en su dominio de unién al ligando (TRB1 largo (L-TRB1)), mientras que la T3 se
une preferentemente a la isoforma corta de TRB1 (S-TRB1) isoforma que carece
de este inserto. Con el objetivo de tener una mayor comprension de la relevancia
funcional de T2 y su mecanismo de accion, en la presente tesis se han utilizado
dos enfoques: in vivo, analizamos si T3 y T2 regulan diferencialmente las
isoformas corta y larga de TRB1 durante una demanda fisiolégica como lo es el
crecimiento; y ex vivo (cultivos organotipicos de higado) se analizaron de cerca los
mecanismos de accion de los efectos observados por T3y T2 y si dichos efectos

fueron mediados por una isoforma distinta de TRB1.

4.2. Objetivo General

Analizar el efecto y la regulacion diferencial de las vias de sefializacion de la T3
y la 3,5-T2 durante el crecimiento en la tilapia (Oreochromis niloticus).

4.2.1. Objetivos especificos

* Analizar si T3 y T2 regulan diferencialmente las isoformas corta y larga de

TRB1 durante una demanda fisiolégica como lo es el crecimiento.
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» Estudiar de cerca si los efectos de T3 y T2 observados fueron mediados por
una isoforma distinta de TRB1, utilizando cultivos organotipicos de higado
de tilapia.

5.  MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefo experimental

5.1.1. In vivo

En la presente tesis se utilizaron juveniles de tilapia de aproximadamente 0.8 +
0.1 g de peso corporal. Los grupos experimentales se conformaron de la siguiente
manera: un grupo control (sin tratamiento), tres grupos tratados con 1 nM de T3, o
de T2 o del isbmero inactivo rT3 (previamente solubilizadas en 0.05 N de NaOH),
asi mismo se contd con un grupo control negativo, el cual fue tratado con 4.5 mM
de metimazol (MMI), un inhibidor de la sintesis de THs. Los tratamientos con las
diferentes THs y el MMI fueron incluidos en el agua de cultivo por ocho horas
(09:00-17:00n), tres veces por semana durante un mes. Las variables de
respuesta fueron: i) el crecimiento en términos de peso corporal; ii) la
concentracion de T3 intrahepatica; y iii) la expresion del mRNA de algunos genes
TH-dependientes: IGF-1, D2, TRB1 largo y corto.

5.1.2. Ex vivo

La estandarizacion de los cultivos organotipicos de higado de juveniles de
tilapia se llevé acabo extrayendo el higado de un organismo e inmediatamente
después fue colocado en un medio de estabilizacion frio que contenia 50% de
HBSS [Hank’s Balanced Salt Solution (Gibco)], 50% de MEM [Minimum Eagle’s
Medium (Gibco)], 10 mM HEPES y 8 mM de glucosa (pH 7.2). Posteriormente el
tejido se corté a la mitad y se coloco longitudinalmente en un chopper (Mcllwain)
para hacer cortes de 400 micras de grosor y asi obtener aproximadamente 18

rebanadas por higado. Las rebanadas fueron colocadas en un inserto de
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membrana semiporosa (Millipore, Herts, UK) y mantenidas en una incubadora a
18° C y 5% de CO,. El medio de cultivo consistio en 50% de MEM, 10 mM
HEPES, y 35% HBSS suplementado con 10% de suero de caballo, 8 mM de

glucosa, y 5% penicilina-estreptomicina (Gibco).

Para cada experimento, y después de 48 horas de estabilizacion, el medio de
cultivo fue removido y reemplazado por nuevo medio que contenia los diferentes
tratamientos: T3 o T2 a diferentes concentraciones (0.1-100 nM) o diferentes
concentraciones (0.1-20 puM) del antagonista de TR 1-850 solo o co-administrado
con 100 nM de T3 o T2. Después de 24 horas de tratamiento se extrajo el RNA de
las rebanadas y se midié la expresion del mRNA de los genes IGF-1, D2, TRB1
largo y corto. Todos los experimentos se realizaron por duplicado, utilizando
aproximadamente 5 higados por tratamiento dando lugar a 6 rebanadas por

replica.

5.2 Extraccion de TH
La extraccion de T3 en el higado de los organismos experimentales se realizd
como previamente reportado (Garcia-G et al. 2004). Brevemente: se homogenizé el
tejido en 1:10 (w/v) de una solucién metanol:amonio (99:1). Los homogenados se
centrifugaron (12, 000 g por 10 minutos) y los sobrenadantes se colectaron y
desecaron en un concentrador al vacio. La muestra fue reconstituida en 50 ul de
buffer Tris-HCI (0.05M, pH 8.6).

5.3 RIAparaT3

El radioinmunoensayo se realiz6 como descrito anteriormente (Orozco et al.,
1992). Brevemente: el buffer utilizado fue Tris-HCI (0.05M, pH 8.6) y la mezcla de
incubacion incluyé: el anticuerpo (anti-T3 en una dilucién 1:8000) y la solucion
radioactiva (10 pg/100 pl de triyodotironina marcada con *#I); la curva estandar
(T3: de 7.8 a 1000 pg/dl) ademas incluyd suero libre de hormonas. La separacion
de la fraccion unida al anticuerpo y la fraccion libre se realiz6 con una solucion de

carbdn/dextran 0.5% centrifugando a 2500 rpm por 15 min a 4C.
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5.4 Cuantificacion de la expresion del mMRNA

Se realizé la extraccion del RNA total del higado de tilapia (TRIzol, Invitrogen)
y se obtuvo el DNA complementario (cDNA) a partir de 2 ug de RNA para todos
los grupos experimentales. Para este fin, se utilizé la enzima transcriptasa reversa
(M-MLV, Promega) y un oligo dT para todos los mRNAs excepto para el de la D2.
Para evitar la amplificacion de fragmentos inespecificos, y debido a que el mMRNA
de la D2 contiene mas de 4 Kb y numerosas regiones poli(A), en la reaccion de RT
se utiliz6 un oligonucleotido anti-sentido especifico para esta desyodasa
(CTCGTCGATGTAGACCAG).

La cuantificacion de los mMRNAs se llevé acabo mediante la técnica de PCR en
tiempo real, dichos PCRs se realizaron por duplicado usando B-actina como gen
endogeno de referencia en reacciones que contenian 1 pl de cDNA, 6 pl de
Maxima TM SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (Fermentas) y 500 nM de los

oligonucledtidos especificos para cada gen en un volumen final de 12 pl.

Un fragmento de 234 pb de B-actina de tilapia fue clonado con los
oligonucledtidos 5 GTGACATCAAGGAGAAGCT 3 (sentido) y &5
CGACGTCACACTTCATGAT 3’ (antisentido) y usado para construir una curva
estandar (10’-10° moléculas/pl). Los oligonucleédtidos utilizados en el PCR en
tiempo real (sentido: 5° ACTTCGAGCAGGAGATGG 3 y antisentido: 5
GGTGGTTTCGTGGATTCC 3") amplificaron un producto de 170 pb (3sa 95T, 7
s a 52T, 8 s a 72T por 45 ciclos). La deteccion y analisis de datos se realizé con
un aparato Light Cycler (Roche) segun las instrucciones del fabricante. La
concentracion de mRNA (moléculas/pl) obtenida mediante la comparacion con la
curva estandar fue normalizada con la concentracion de [-actina para cada
muestra experimental. Los resultados se expresaron como moléculas/pg de RNA
total.
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Se disefiaron un par de oligonucleotidos para cada cDNA cuantificado en el

presente trabajo (Tabla 1), los cuales generaron fragmentos de entre 130 y 250

pb, y se utilizaron en las reacciones de PCR en tiempo real.

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos y protocolos para el PCR en tiempo real.

Gen Fragmento | Oligonucleétido | Oligonucleotido Protocolo para el
(pb) sentido antisentido PCR tiempo real
IGF-1 217 AACCTT GGG |GTCTGTGGA |3s@95C;8s @
TGC TCTTGG | GAG CGAGGC |56TC; 9s @ 72C
CAT G TTT por 45 ciclos
L-TRB1 232 GTG AAG GAA | CACAAGGCA [3s@95T;10s
GCTAAGCCT |GCTCACAGA |@52C;10s@
GA AC 72T por 55 ciclos
S-TRB1 135 GCG GAAATT |GCAGCTCAC [2s@95C;8s @
CCTGCCTGA |AGAACATGG |52C;7s@ 72T
G GC por 45 ciclos
D2 249 GAAACTTGG |CTCGTCGAT [2s@95C;7s@
CTGTGAGGC |GTAGACCAG |(58T;10s@ 72
por 55 ciclos

5.5 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos en los diferentes experimentos fueron analizados

mediante un analisis de varianza (ANOVA) de una via, acoplada a una prueba

multiple de medias de Tukey (control vs tratamientos) con un nivel de significancia

del 95 % utilizando el programa GraphPad 5.

6. RESULTADOS

Los resultados de la presente tesis se publicaron en la siguiente referencia:

Navarrete-Ramirez P, Luna M, Valverde-R C, Orozco A (2014). 3,5-T2
participates in tilapia growth through a different isoform of thyroid

hormone receptor B1. J Mo/ Endocrinol, 52: 1-9
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7. DISCUSION

Estudios recientes en nuestro grupo de trabajo han demostrado que, en
teledsteos, la T2 modula la expresion de algunos genes tironino-dependientes con
la misma potencia que T3 (Garcia-G et al. 2004; 2007; Mendoza et al. 2013),
asimismo observamos que la bioactividad de T2 en peces estd mediada por la
isoforma larga de TRB1 (Mendoza et al. 2013). En conjunto, estos hallazgos
sugieren que la T2 podria jugar un rol importante en el funcionamiento y desarrollo
normal de teledsteos. En este contexto y con la finalidad de evaluar la importancia
fisioldégica de T2, en la presente tesis se analizo el efecto de esta hormona en el
proceso de crecimiento el cual es regulado por THs. Observamos que tanto T3
como T2 estimulan el crecimiento; sin embargo, dicho efecto es mediado por dos
vias de sefalizacion diferentes y a través de las dos isoformas de TRB1 en
teledsteos. Estos resultados son muy novedosos ya que los efectos de las THs en
el crecimiento se habian atribuido Unicamente a la T3 (Power et al. 2001) y ahora
sabemos que, al menos en teledsteos, la T2 también es bioactiva en dicho

proceso.

Algunos efectos biologicos de la T2 sobre el metabolismo energético en
peces ya se habian descrito por otros grupos de trabajo. Asi, en el pez dorado
Carassius auratus, 0.3 nM de T2 es suficiente para estimular la respiracion
mitocondrial después de 5 minutos de exposicion (Leary et al. 1996). Asimismo,
T2 regula la aclimatacion térmica en el pez cebra con una eficiencia similar ala de
T3 (Little et al. 2013). Sin embargo, estos efectos metabdlicos de la T2 no se
limitan a teledsteos. Estudios en los que se evallan los efectos de la T2 sobre el
metabolismo de lipidos han mostrado que dicha hormona es capaz de prevenir la
ganancia de peso cuando se administra a ratas (25 mg/100 g peso por 4
semanas) alimentadas con una dieta hipercaldrica. Interesantemente, en este
estudio no se observaron los efectos secundarios que se observan con T3 como
taquicardia o hiperplasia cardiaca (Lanni et al. 2005; De Lange et al. 2011; Moreno

et al. 2011), lo cual promueve a la T2 como un analogo de TH que pudiera
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presentar efectos tiromiméticos selectivos sin los efectos secundarios nocivos

observados con el tratamiento con T3.

Ademas de las acciones en el metabolismo energético, se sabe que la T2
modula la expresion de diversos genes que son regulados por THs (revisado en:
Goglia 2005; Mendoza et al. 2013). En este sentido, en la presente tesis se
obtuvieron resultados en donde, tanto in vivo como ex vivo, T3y T2 regulan en el
mismo sentido y con la misma potencia la expresion tanto de un gen regulado a la
alta (IGF-1) como uno regulado a la baja (D2). Interesantemente, los resultados en
cuanto a la regulacion de las isoformas del gen THRB por T3 y T2 fueron
diferentes ya que cada isoforma fue regulada de manera independiente y
especifica por cada una de estas THs y segun la manipulacién experimental. En
este contexto, el gen THRB se regula a la baja por el estado tiroideo, de tal suerte
que el tratamiento con THs provoca una disminucién en la expresion su mRNA y
un aumento cuando los niveles de THs son bajos (Samuels et al. 1977; Hayashi et
al. 1996; Sadow et al. 2003). Sin embargo, y en contraste con lo anterior, en el
experimento in vivo que tuvo la caracteristica de ser de largo plazo, y en donde se
trataron los grupos de tilapias juveniles con T3 o T2 (1 nM) durante 1 mes, la
expresion de las dos isoforrmas de TR aumentd después de la exposicion a su
respectivo ligando: TRB1 corto por T3 y TRB1 largo por T2. Estos resultados
difieren con otros reportados por nuestro laboratorio en los que un protocolo de
administracion aguda (100 nM de T3 o T2 por 1 dia) provoca la respuesta clasica
de disminucién en la expresion de las isoformas corta y larga de TRB1 por T3 y
T2, respectivamente (Mendoza et al. 2013). Estas diferencias en la expresion de
los TRB1 pueden deberse a los diferentes protocolos de administracion utilizados
en cada caso. Sin embargo, nuestra hipotesis es que el aumento en la expresion
de los receptores observado en el experimento a largo plazo, est4 asociado a
procesos de desarrollo, ya que el patrén de respuesta se asemeja al observado en
la metamorfosis de anfibios (Sachs et al. 2000; Tata, 2000) y peces planos
(Yamano y Miwa, 1998; Marchand et al. 2004; Galay-Burgos et al. 2008), en

donde, justo antes del inicio de la metamorfosis se presenta un aumento en las
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THs circulantes dando lugar a el incremento en la expresién del TRB1 lo que

desencadena el climax de dicho proceso.

Con la finalidad de corroborar que el mecanismo de accion de T2 es a través
de su union a la isoforma larga de TRB1, se estandarizé un sistema ex vivo de
cultivos organotipicos de tilapia. Dichos cultivos fueron tratados con un
antagonista de los TRs llamado 1-850. Este antagonista se une con una alta
afinidad tanto a TRa como al TR en sistemas in vitro de mamiferos bloqueando
también la accion de las THs en la expresion de genes tironino-dependientes en

lineas celulares (Schapira et al. 2003; Lee et al. 2012).

En general, un antagonista afecta la conformacién del NR blanco pudiendo
desestabilizar el reclutamiento de los correguladores y asi perturbar la
transcripcion de dicho gen (Schapira et al. 2003; Shah et al. 2008). El uso de
antagonistas de TRs ha sido estudiado en diversos modelos biol6gicos como el de
la metamorfosis de anfibios, en donde el tratamiento exdgeno con NH3, un potente
antagonista de TRs, interrumpe dicho proceso debido a su efecto sobre la
expresion de TRa y otros genes que son indispensables para que se lleve acabo
la metamorfosis (Shah et al. 2008; Terrien et al. 2011). Sin embargo, y en
contraste con lo anterior, este mismo antagonista no modificoO la expresion del
TRBA en Xenopus (Opitz et al. 2006). Este dltimo resultado es similar al que se
encontr0 en la presente tesis, ya que el tratamiento con las diferentes
concentraciones de 1-850, no tuvo efecto en la expresion de las dos isoformas de
TRB1; sin embargo si se observd un patron de respuesta interesante con los co-
tratamientos con T3 y T2. Asi, el efecto sobre cada isoforma fue ligando-
especifico, en donde T2 present6 efectos solo sobre la expresion del TRB1 largo,
lo cual apoya la nocién de que dicha isoforma media las acciones biologicas de
esta TH. En contraste, la isoforma corta de TRB1 solo fue regulada por T3. Juntos,
estos resultados demuestran que las vias de sefalizacion de T3 y T2 en

teledsteos son reguladas diferencialmente.
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El hecho de que las isoformas de TRB1 de teledsteos se regulen de manera
diferencial por T3 y T2 sugiere que existen otros genes que pudieran ser
modulados de manera diferente por cada yodotironina en una situacion fisiolégica
especifica. La identificacion de estos genes sera determinante para profundizar en
la comprension de las vias de sefializacion por T3 y/o T2.

8. CONCLUSIONES
Con los resultados del presente trabajo se puede concluir:

1) En teledsteos, la T2 es fisiologicamente bioactiva en el crecimiento.

1)} En dicho proceso, la T2 regula la expresion de algunos genes tironino-

dependientes con la misma potencia que T3.

) La expresion de la isoforma larga de TRB1 de teledsteos se regula de

manera especifica por su ligando, la T2.

IV)  Las vias de sefalizacion de T3 y T2 se regulan de manera diferencial.
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