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Il. Resumen

Las hormonas tiroideas (THS) son esenciales para el crecimiento y desarrollo del
sistema nervioso central (CNS) en vertebrados. Diversos estudios muestran que los genes
asociados a la funcion tiroidea son autoregulados a la alta o a la baja por T3 en diversos
tejidos. En nuestro grupo de investigacion previamente se describié que tanto T3 como 3,5-
diiodotironina (T2) son hormonas bioactivas y que esta Ultima es capaz de regular in vivo la
expresion de genes asociados a la funcion tiroidea en higado y diversas regiones del CNS

(talamo y cerebelo) utilizando tilapias (Oreochromis niloticus) machos, juveniles.

En teléosteos, el cerebelo contiene nichos o dominios progenitores de células
neurales y gliales que permanecen funcionales a lo largo de la vida del organismo.
Actualmente no hay estudios que demuestren el efecto de T2 en esta importante estructura
del CNS. En la presente tesis se ahonda en la funcion bioactiva de T2 y T3 en el cerebelo de
tilapia analizando in situ la expresion de genes involucrados en la sefializacion de THs a
nivel de 1) transportadores de THs (mct8, oatplcl), 2) desyodasas (dio2, dio3) y 3)
receptores nucleares (thraa, I-thrbl) utilizando cultivos organotipicos de cerebelo y las
técnicas de FISH y RT-gPCR. Encontramos que con la excepcion de thraa, cuya expresion
se localiza en la lamina de las células de Purkinje, todos los transcritos se expresan
principalmente en la crista cerebelar. Otros sitios de expresion fueron la lamina molecular, la
gris central y la lamina molecular del cuerpo cerebelar. Ademas, se analizaron los efectos de
T2 y T3 en la regulacion de la expresion del mRNA en los 6 genes de interés. Encontramos
que el tratamiento con T2 reguld a la baja la expresion de todos los genes analizados, menos
el de dio3, siendo mct8 el mas responsivo a esta hormona. El tratamiento con T3 regul6 a la
baja la expresion de mct8, thraa y dio2, pero no ejercié efectos sobre la expresion de
oatplcl, I-thrbl y dio3.

En conjunto, los resultados demuestran que en el cerebelo de la tilapia juvenil ambas
hormonas, T2 y T3 son capaces de modular la expresién de genes TH-dependientes que son
clave para la funcion tiroidea, sugiriendo un rol fisiologico dentro del CNS.



Il. Abstract

Thyroid hormones (THs) are essential for the growth and development of the central
nervous system (CNS) in vertebrates. Several studies show that the genes associated with
thyroid function are self-regulated up or down by T3 in various tissues. Our research group it
was previously described that both T3 and 3,5-diiodothyronine (T2) are bioactive hormones
and that the latter is capable of regulating the expression of genes associated with thyroid
function in the liver and some regions of the CNS (thalamus and cerebellum) using juvenile

male tilapia (Oreochromis niloticus).

In teleost, the cerebellum contains niches or neural progenitor domains of neural and
glial cells that remaind functional throughout the life of the organism. Currently there are not
studies that demostrate the effect of T2 on this important structure of the CNS. This thesis
delves into the bioactive function of T2 and T3 in the tilapia cerebellum, analyzing in situ the
expression of genes involved in THs signaling at the level of 1) THs transporters (mct8,
oatplcl), 2) deiodinases (dio2, dio3) and 3) nuclear receptors (thraa, |-thrb) using the
organotypic cultures of cerebellum, FISH and RT-gPCR techniques. We found that with the
exception of thraa, whose expression is localized in the lamina of Purkinje cells, all transcripts
are expressed mainly in the crysta cerebellar. Other sites of expression were the molecular
lamina, the central gray, and the molecular lamina of the cerebellar body. Furthermore, the
effects of T2 and T3 on the regulation of MRNA expression in the 6 genes of interest were
analized. We found that treatment with T2 down-regulated the expression of all genes
analyzed, except for dio3, with mct8 being the most responsive to this hormone. Treatment
with T3 down-regulated the expression of mct8, thraa and dio2, but had no affect on the
expression of oatplcl, |-thrb and dio3.

Taken together, the results show that in the cerebellum of juvenile tilapia, both hormones, T2
and T3, are capable of modulating the expression of TH-dependent genes that are key to

thiroid function, suggesting a physiological role into the CNS.



1. Introduccioén

Las hormonas tiroideas (THs) son esenciales para el desarrollo del sistema nervioso
central (CNS) en etapas tempranas de la ontogenia de todos los vertebrados (Bernal et al.,
2015; Darras et al., 2015; Préau et al., 2015), asi como para la funcién del organismo en
etapas juveniles y adultas.

Se reconoce que los mecanismos de accion de las THs son principalmente
genomicos. Para que estos mecanismos ocurran, se requiere de un camino relativamente
complejo que inicia con la sintesis y secrecién de las THs en la glandula tiroides y su
posterior secrecion y transporte sistémico a los érganos blanco. Una vez ahi, deben ocurrir al
menos tres eventos funcionales de gran importancia: 1) la facilitacion del movimiento
transmembranal de THs, mediado por transportadores especificos; 2) la activacion e
inactivaciéon especifica de la prohormona tiroxina (T4) para producir a la 3,5,3'-triyodotironina
(T3), TH bioactiva o la 3,3",5'-triyodotironina (rT3), una TH inactiva, y 3) la uniéon de la T3 a
los receptores nucleares de hormonas tiroideas (Refetoff & Dumitrescu, 2007). De esta
forma, las THs desencadenan una serie de eventos moleculares que conllevan a la
regulacion de genes involucrados, entre otros procesos, al correcto desarrollo y

funcionamiento del CNS.

Dentro del CNS, el cerebelo es una estructura de reciente adquisicion evolutiva que
inicié en los vertebrados y que fue diversificando su estructura morfolégica y funcional. En
teléosteos es una estructura monofoliada, pero en otros vertebrados puede ser una
estructura aplanada o multifoliada. No obstante, la citoarquitectura del cerebelo esta
altamente conservada en todas las especies (Hibi et al., 2017). Se sabe que tal estructura
esta asociada al desarrollo de funciones complejas a nivel motor, sensorial, cognitivo y
propioceptivo (Ito et al., 2007; Rodriguez et al., 2005; Zada et al., 2014). En este contexto,
las THs son fundamentales principalmente durante el desarrollo embrionario de esta
estructura, participando en procesos como la neurogénesis, diferenciacion laminar,
arborizacion neuronal y mielinizacion (Zada, et al., 2014; Kapoor et al. 2015). De manera
interesante, el papel que juegan las THs en estos procesos bioldégicos estan muy

conservados en todos los vertebrados; sin embargo, cada especie tiene sus propias



caracteristicas fisiolégicas que dependen de las ventanas de sensibilidad a las THs durante
su ontogenia (Darras et al., 2015). Dado que las THs son reguladores neuroendocrinos, el
desbalance en su concentracion, o en cualquiera de los elementos que conforman su
mecanismo de accion, pueden participar en el desarrollo de neuropatias como la esclerosis
multiple, sindromes como el Allan Herndon-Dudley, el desorden del espectro autista, entre

otros, que limitan la correcta funcion cognitiva y/o la coordinacion motora (Zada et al., 2017).

Estudios recientes en nuestro y otros grupos de trabajo han descrito que en
teléosteos y mamiferos, la 3,5-T2 (T2) es una forma bioactiva que al igual que la T3
(reconocida como bioactiva), es capaz de inducir la expresion de genes tironino-
dependientes (Olvera et al., 2017; Lietzow et al., 2016). Los efectos de la T2 estdn mediados
por una isoforma larga del receptor de THs (TRs), el Thrb, al menos en teledsteos (Mendoza
et al., 2013). Ademas, recientemente se ha reportado que T3 y T2, son capaces de reclutar
diferentes combinaciones de co-reguladores TR-especificos al complejo transcripcional, o
gue sugiere que la T2 funciona como un ligando alterno de TRs (Hernandez-Puga et al.,
2017) y que ambas THs pudieran participar en vias de sefializacion distintas en el CNS
(Olvera et al., 2017).

En este contexto, el presente trabajo pretende dar un panorama morfofuncional de la
expresion de genes involucrados en la funcion tiroidea y dilucidar si son genes TH-

dependientes a nivel del CNS especificamente en el cerebelo.



2.- Antecedentes

2.1 Hormonas Tiroideas

Las THs o yodotironinas son mensajeros quimicos del sistema endocrino derivados de
residuos de tirosina que presentan una estructura bifendlica, donde el anillo interno conserva
los grupos amino y carboxilo (cadena [3-alanina) y el anillo externo se une al interno mediante
un enlace tipo éter (Mondal et al., 2016). Los &tomos de yodo pueden situarse en el carbono
3, 5 del anillo interno y 3’, 5’ del anillo externo del nucleo de la tironina y la localizacion
especifica de los atomos de yodo genera la estructura molecular de las diferentes THs Tabla
1.

Tabla 1. Estructura general de yodoaminoacidos y principales miembros de la familia de las
yodotironinas.

Nucleo de la tironina:

N N
5 NH:
HO o— —CHz—CliH—COOH
3
| I/
Nombre comun Simbolo Sitio Nombre sistematico
R; Rs Rs Rs
Tiroxina T4 | | | | 3,3',5,5' — Tetra-yodo-L-tironina

Triyodotironina T3 | | | H 3,35 — Tri-yodo-L-tironina
Triyodotironina reversa T3 | | H | 3,3',5' — Tri-yodo-L-tironina

3,5 — Tironina 35-T2 | H | H 3,5 — Di-yodo-L-tironina

3,3 —Tironina 3,3-T2 | | H 3,3’ — Di-yodo-L-tironina

35" — Tironina 3,5-T2 H | H | 3,5’ — Di-yodo-L-tironina

Conformada por dos anillos, el anillo interno (IR) en amarillo y el anillo externo’ (OR) en azul,
R es el elemento sustiyuente localizado en la posicion 3 y 5 del anillo interno y externo’,
donde el elemento yodo (I) puede ser sustituido por un hidrégeno (H).



2.1.1 Sintesis y Secrecion

La sintesis, almacenamiento y secrecién de las THs son reguladas por el eje
hipotalamo-hipofisis-tiroides (HHT). El hipotalamo es una estructura que forma parte del CNS
localizada en el diencéfalo, siendo una estructura de integracion que entre otras funciones,
estimula la activacién del eje HHT, mediante el sistema porta-hipofisiario utilizando a la
hormona liberadora de tirotropina (TRH) a la adenohipdfisis, estimulando a las células
tirotropas para la secrecién de tirotropina u hormona estimulante de la tiroides (TSH), al
torrente sanguineo. La TSH al llegar a la glandula tiroides, activa la sintesis y secrecion de
dos THs, la 3,5,3',5-tetrayodotironina, también llamada tiroxina T4 que funciona como
prohormona de la hormona bioactiva 3,5,3’-triyodotironina o T3. El resto de las yodotironinas
tanto circulantes como intracelulares no se producen en la glandula tiroides, sino que se
forman en el érgano blanco por la accion de un grupo de selenoenzimas llamadas
desyodasas de yodotironinas (Ds) (Mondal et al., 2016; Frohlich & Wahl, 2018) (ver Ll

“Activacion e Inactivacion de las THs a nivel celular”).

La biosintesis de la tiroxina comprende una serie de eventos que ocurren en los
foliculos tiroideos, los cuales son considerados la unidad funcional de la glandula tiroides.
Estos foliculos estan formados por una monocapa de células foliculares llamadas tirocitos,
los cuales estan organizados en una estructura tridimensional que forma un ovoide y el
interior de éste, contiene una sustancia llamada coloide donde se encuentra la tiroglobulina
(TG) (Carvalho & Dupuy, 2017). El exterior del foliculo esta delimitado por la membrana
plasmatica basolateral de los tirocitos y estd en contacto con una gran red de capilares
sanguineos. En esa region, el yodo (I-) es capturado activamente por el cotransportador
simporte sodio/yodo (NIS) que se localiza en la membrana basal del tirocito. Este yodo se
transporta hacia la membrana apical y es transportado mediante un transportador de CI-
llamado pendrina al coloide, en donde ocurre la oxidacién del yodo y la yodacién de los

residuos tirosilo de la TG por medio de la peroxidasa tiroidea (TPO).

La TG yodada es almacenada en el coloide y posteriormente internalizada al tirocito
por endocitosis, formando vacuolas de digestion en donde la TG se hidroliza por la accién de

proteasas para liberar ala T4 y a la T3 que se excretan al sistema circulatorio, mientras que



los residuos yodados se reciclan en el tirocito (Mondal et al., 2016). Todo el proceso de la
biosintesis y secrecién de las THs, esta regulado por la TSH. En conjunto todos los
componentes del eje HHT se regulan a través de la retroalimentacion negativa por las THs

circulantes (Vergauwen et al., 2018).

2.1.2 Transporte transmembranal

En los afios previos a 1978, se creia que las THs pasaban a través de la membrana
celular por un proceso de difusion pasiva debido a la naturaleza lipofilica de estas hormonas
(Bernal 2015). Actualmente se reconoce que las THs requieren de proteinas
transmembranales transportadoras (THTT) que mediante un proceso activo (saturable,
dependiente de energia, y estéreo-especifico) se facilita la entrada de estas hormonas, ya
sea al torrente sanguineo o del torrente sanguineo/liquido-cefaloraquideo o a sus células
blanco (Solis et al., 2011; Schweizer & Bayer, 2014).

2.1.3 Transporte sistémico

Una vez en circulacion, las THs son transportadas a su érgano blanco por las
proteinas de distribucion especifica unidas a THs (THDPs): albumina, transtiretina (TTR) y la
globulina que se une a la tiroxina (TBG), ésta Ultima es capaz de unir al 99.97% de T4 y
99.70% de T3 en sangre (McLean et al. 2017). Cada una de estas THDPs presenta
caracteristicas intrinsecas particulares, son sintetizadas en diferentes sitios y tienen una

diferente afinidad por las THs como se muestra en la siguiente Tabla 2.

Tabla 2. Caracteristicas generales de las proteinas de distribucién especifica unidas a THs
(THDPs).

Afinidad M* TH unida Tamafio Vida %

THDPs Sitio de Sintesis
T4 T3 % kDa dias
Albumina ! 7x10°® 1x10° 10% 68 15 Higado
Higado, Plexo coroideo
placenta, saco viceral, intestino, pancreas
TTR P 7x10’ 1x10’ 15% 60 2 o . . .
epitelio pigmentado retinal y ciliar, meninges y
neuronas.
TBG 1 1x10% 5x10° 75% 54 5 Higado

Afinidad baja (1), media (1) o alta (). El porcentaje de TH unida en sangre ha sido mostrado
en algunos vertebrados incluyendo peces, anfibios, reptiles, aves y mamiferos (McLean et
al., 2017).



Las THs son acarreadas y distribuidas por las THDPs para llegar a sus érganos
blanco, incluido el cerebro, en cuyo caso las THs entran via directa por la barrera
hematoencefélica (BBB por sus siglas en inglés Blood Brain Barrier) o via indirecta a través
de la barrera sangure-liquido cefalorraquideo (B-CSF-B, por sus siglas en inglés blood-CSF-

barrier). La unica THDPs encontrada en el cerebro es la TTR (Tabla 2).

2.1.4 Transporte en sistema nervioso central

Una vez que las THs se encuentran en el cerebro, su ingreso a las diferentes células
del CNS es facilitada a través de transportadores transmembranales de THs (THTT). Existen
diversas proteinas con la capacidad de transportar THs, entre los que se encuentran a la
familia de los transportadores de monocarboxilato (MCT, por sus siglas en inglés de
monocarboxylate transporter), la familia del polipéptido transportador de aniones organicos
(OATP, por sus siglas en inglés de organic anion-transporting polypeptide), la familia de los
transportadores de aminoécidos tipo L (LAT por sus siglas en inglés de L-type amino acid
transporter) y la familia del polipéptido co-transportador de Na+ (NTCP, por sus siglas en
inglés de Na+t/taurocholate cotransporting polypeptide). La expresion y la selectividad
transportadora de los miembros de una y otra familia difieren significativamente, siendo
ademas tejido-especifica (Friesema et al., 2005) lo que nos centra a estudiar solo la familia
MCT, OATP y LAT debido a que son los Unicos que se expresan en el CNS de diferentes

especies.
Familia OATPC

La gran familia de transportadores OATP comprende mas de 80 miembros en al
menos 13 especies diferentes (Hagenbuch 2007). Son proteinas de entre 652 - 848
aminoacidos, y estan constituidos por 12 dominios transmembranales. Basandose en la
identidad de su secuencia de aminoéacidos, éstos pueden ser clasificados en familias (1-6) y
subfamilias (A-D). Son varios los miembros de esta familia que ademas de sus sustratos
pueden transportar THs (OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP1C1, OATP3Al, OATP4AL,
OATP5A1); sin embargo, solo la familia 1C presenta una alta afinidad por transportar a estas

hormonas (Tabla 3).
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OATP1C1 es una proteina de 712 aminoacidos, codificada en el gen SLCO1C1 que
presenta 12 dominios transmembranales y fue inicialmente detectada en las células de
Leydig en el testiculo. Posteriormente este transportador se encontré localizado en las
células endoteliales de la BBB y el plexo coroideo en mamiferos. Comparado con otros
integrantes de la familia OATP, es el Unico con alta afinidad a TH (Tabla 3) (Hagenbuch
2007).

Familia MCT

La familia de proteinas transportadoras MCT incluye al menos 14 miembros, de los
cuales a la mayoria se les denomina transportadores “huérfanos”, al no conocerse
informacion acerca de sus ligandos especificos (Visser et al., 2011). Los transportadores
MCT 1-14, participan en el flujo de sustratos energéticos (lactato, piruvato, cuerpos
cetdnicos) en diferentes tejidos. Exceptuando a MCT8 y MCT10, la funcién de las proteinas
restantes aln no se conoce con certeza. Inicialmente MCT10 se identificO como un
transportador de aminoacidos, facilitando el ingreso y egreso celular de aminoacidos
aromaticos como triptéfano, fenilalanina, tirosina y 3,4-dihidroxifenilalanina o DOPA, la
selectividad que presenta a THs es mayor para T3 que para T4. La distribucion de MCT10 es
amplia e incluye principalmente el intestino, rifién, higado, musculo esquelético, corazén y

placenta.

MCT8 es una proteina codificada por el gen SLC16A2 conformada por 613
aminoacidos que presenta 12 dominios transmembranales, transporta bidireccionalmente
yodotironinas a través de la membrana plasmatica. MCT8, ha sido denominado un
transportador especifico de THs ya que presenta una selectividad T3 > T4 > rT3 ~ T2 en un
intervalo de concentraciéon micromolar (Visser et al., 2008). Al medir el porcentaje de
inhibicién por competencia de MCT8 utilizando [**1] T3, se mostré una preferencia por THs
distinta: T3 > 3,3-T2 > rT3 >T4 > 3,5-T2 (Kinne et al, 2010). Los autores concluyeron que
MCTS8 requiere de un atomo de yodo en la tercera posicion de ambos anillos aromaticos para
activar el transporte y mostraron que con la mutacion en Arg 445 (hélice 8) o Asp 498 (hélice
10) por Ala, elimina la actividad transportadora de T3. El MCT8 no transporta lactato y otros

sustratos energeéticos, y a diferencia de MCT10, tampoco transporta aminoacidos.
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La expresion tisular de MCT8 es mas amplia, incluyendo diversas regiones del CNS
como la corteza, el hipocampo, el hipotdlamo, el estriado, la hipdfisis, asi como en rifidn,
corazon, suprarrenal y tiroides (Solis et al. 2011, Visser et al., 2011). El mRNA de MCT8 se
expresa predominantemente en el plexo coroideo de los ventriculos y en las regiones

neocorticales y alocorticales.

Familia LAT

En la familia de transportadores de aminoacidos, hay dos sistemas, el sistema T que
transporta preferencialmente triptofano y el sistema L que transporta preferencialmente
leucina. Dos diferentes sistemas de transporte tipo L fueron identificados en astrocitos (L1 y
L2), pero solo el sistema L1 mostr6 alta afinidad a T3. LAT1 fue inicialmente implicado en la
entrada de THs dentro de astrocitos de rata. En estudios usando diferentes lineas celulares
de mamiferos, LAT1 mostré afinidad a T4 > rT3 > T3 (Taylor & Ritchie, 2007). Este
transportador se expresa en placenta, capilares, tejido adiposo y cerebro. Si bien se ha
mostrado que diversas mutaciones en MCT8 pueden generar alteraciones graves en
humanos, como el sindrome AllanAllan-Herdon-Dudley (AHDS) (Schwartz & Stevenson,
2007), en investigaciones que emplean modelos murinos no se han encontrado alteraciones
similares puesto que se ha observado que tales mutaciones promueven la participacion del
transportador de LAT1 como método de compensancion, de modo que se evita las

alteraciones de los mecanismos de transporte de las THs (Heuer, 2007).

Asi, la participacion de estos THTTs a nivel del CNS sigue siendo un tema relevante
pero aun poco comprendido; cada transportador presenta una afinidad y preferencia por THs
especifica, como se menciona en la Tabla 3. Ademas, y aun cuando se ha observado la
expresion de algunos de estos THTTs en tipos celulares especificos dentro del CNS (Figura
1), la comprension cabal del ingreso y egreso celular de las THs no ha sido del todo
esclarecido, por lo que los estudios en modelos vertebrados ayudan a establecer y dilucidar
el mecanismo de transporte de las THs y el efecto en caso de deficiencia de algun

componente de este mecanismo.
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Tabla 3. Transportadores de las hormonas tiroideas presentes en el CNS y su Km.

THTT T4 Kn T3 Kn rT3 Knm . L .
Sitio de expresion Referencia
[uM] [uM] [M]
0.0904 3 ] ] (Hagenbuch, 2007
OATP1C1 -- 0.1277  Células endoteliales, plexo coroideo. ]
0.18 Sugiyama, 2004)
] o (Kinne et al., 2010;
Corteza, hipocampo, hipotalamo,
) ) i ) Heuer, 2007;
MCT8 4.7 4.0 2.2 paraventricular, estriado, células ependimales
. o Friesema et al.,
del 3er ventriculo, hipdfisis.
2005)
(Taylor & Ritchie,
100-600 0.8-2 -- . .
LAT1 Cerebro, capilares. 2007; Friesema et
7.9 0.8 12.5
al., 2001)

THTT= transportadores de hormonas tiroideas, Km (constante de Michaelis).

En los vertebrados estudiados, con la excepcion del raton, el transporte de THs en el
CNS se ajusta a un modelo donde T4 y T3 atraviesan la BBB y las células endoteliales por
medio de los transportadores OATP1C1l y MCT8 vy, posiblemente un transportador
desconocido aun (Vancamp & Darras, 2017). Dentro de los astrocitos, la T4 es metabolizada
por la D2 para generar T3 (ver seccion LIl “Activacion e inactivacion de las THs”) y ésta es
captada por células precursoras de oligodendrocitos (OPCs), neuronas, oligodendrocitos y

células precursoras neuronales (NPCs) por medio del transportador MCTS8.

Una vez que la T3 esta dentro de las neuronas, ésta puede activar mediante
mecanismos gendmicos la transcripcion de genes necesarios para promover procesos como
neurogénesis, oligodendrogénesis, mielogénesis, crecimiento axonal y sinaptogénesis, entre
otros, 0 ser metabolizada por D3 para transformarla a 3,3'-T2 una forma inactiva. En humano

y el pez, no se ha reportado la expresion de LAT1 (Figura 1).

En teléosteos, el proceso general del transporte de THs mediada por los THTTSs,
implica al menos los siguientes pasos: 1) la T4 (y una cantidad menor de T3) se transporta a
través de la barrera hematoencefalica a través de OATP1C1 y MCT8; 2) la T4 es incorporada
por los astrocitos por un transportador aun desconocido; 3) en los astrocitos, D2 convierte T4

en T3; 4) la T3 biolégicamente activa es liberada de los astrocitos por otro transportador no
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identificado; 5) el MCT8 facilita la captacion neuronal de T3; 6) la T3 ejerce su accion

gendmica uniéndose a su receptor nuclear (ver seccién I.IV “Mecanismo de accion”).

A Humano

B Ratén

opPC
Célula Astrocito Célula
Endotelial Endotelial

Dligodendrogénesis

PC
J Dilig odendre génesis

Olig ode ndro clto Oilig odendro dio

| Midogenesis Heurog enesis

-
-

Crecimiento axonal
Crecimiento axonal

MNeurona Sinaptogenesis Neurona Sinaplogénesis . MCTS
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@ Lan1
C Pollo D Pezcebra (1 No definido
oPC oPC
Célula Astrocito Célula Astrocito @]
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. Ol odendro genesis J Dliig ode ndiro génesis
Dilig ode ndire clbo: Dlgo-de‘l|dmd1o
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Sinaptogenesis Snaptogenesis

Figura 1 Esquemas representativos de la expresion de los THTTs en el CNS en diferentes
vertebrados A) Homo sapiens, B) Mus musculus, C) Gallus gallus y D) Danio rerio.
(Modificada de Vancamp & Darras, 2017)

2.1.5 Alteracion de los THTTs y su Efecto en el CNS

La importancia biolégica por la alteracién en la expresion de alguno de estos THTTs,
se vinculan principalmente a alteraciones en el desarrollo cerebral. Mutaciones en el gen
MCT8 pueden generar el sindrome de retraso psicomotor ligado al cromosoma X, descrito en
1944 como el sindrome Allan-Herdon-Dudley (AHDS) (Schwartz & Stevenson, 2007), que
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genera niveles circulantes de THs muy peculiares, T3 alta, T4 baja y TSH normal (Friesema
et al., 2005; Visser et al., 2008). De esta forma se logré describir la existencia de una estricta
regulacion espacio-temporal de la TH durante el desarrollo del cerebro, la cual esta
controlada localmente por wunidades funcionales de astrocitos y neuronas. Las
concentraciones de THs locales demasiado bajas o altas pueden conducir a una sefalizacion
anormal de estos mensajeros enddcrinos y eventualmente resultar en un desarrollo cerebral

anormal.

Asi, mientras que es bien sabido que mutaciones en MCT8 generan alteraciones
graves en humanos, éstas no se replican en modelos murinos (Refetoff & Dumitrescu, 2007).
El ratdn es el vertebrado que muestra una mayor diversidad de THTTs en los diferentes tipos
celulares que se encuentran en el CNS (Figura 1), explicando la falta de un fenotipo
neurolégico manifiesto en ratones knock-out para este transportador. Sin embargo, en
ratones doble knock-out para MCT8 y OATP1C1, el transporte de THs si se ve gravemente
afectado, lo que implica que en esta especie el transporte de THs en el CNS depende mas
de otros transportadores como OATP1C1. También se ha propuesto que LAT1 puede actuar
de forma emergente en roedores, regulando el paso de T4 y T3, evitando alteraciones en la
homeostasis de las THs. En el modelo del pez cebra knock-out para Mct8, se encontraron
alteraciones en el desarrollo endocrinoldgico y neurolégico similar a los pacientes AHDS
(Zada et al.,, 2017) mostrando que los peces son un modelo viable para el estudio de las
alteraciones genéticas que afectan a los THTTs de forma similar a los humanos. Estos peces
deficientes del transportador Mct8 mediante técnicas de marcaje, trazado y optogenética,
mostraron efectos adversos en el CNS, principalmente la disminucién en: la densidad
sinaptica, en la arborizacién neuronal, en la mielinizacién y en la actividad neuronal (Jung et
al., 2010; Vatine et al., 2013; Zada et al., 2017).

2.1.6 Activacion e Inactivacion de las THs a nivel celular

Como ya se menciond, la glandula tiroides sintetiza y secreta principalmente T4, la
cual se considera una pro-hormona ya que es activada o inactivada a través de un proceso
enzimatico finamente regulado y que ocurre en practicamente todas las células del

organismo, denominado desyodacion. De esta manera, la desyodacion del anillo externo de
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la T4 resulta en la formacién de T3, la cual presenta mayor afinidad que la T4 por los
receptores de hormonas tiroideas, y por lo tanto se ha considerado como la responsable de

la mayoria de los efectos bioldgicos de las THs (Revisado en: Gereben et al., 2008).

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 su sitio activo. Se conocen 3 isotipos enzimaticos
D1, D2 y D3 que comparten similitudes estructurales; todas ellas son homodimeros que
conforman proteinas integrales de membrana de entre 29 y 33 kDa, y sus genes presentan
una alta homologia, especialmente en la secuencia que corresponde al sitio activo (Bianco et
al., 2002; Gereben et al., 2008; Orozco & Valverde, 2005).

Los tres isotipos son proteinas integrales de membrana cuya ubicacion subcelular (D1
y D3 en membrana plasmatica, D2 en reticulo endoplasmico), les permite regular de manera
precisa la biodisponibilidad intracelular de yodotironinas activas e inactivas (Gereben et al.,
2008), sin embargo, difieren en sus caracteristicas bioquimicas (Figura 2) y en su
distribucion 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 6rganos con un gasto energético elevado
como el higado, el rifidn y la propia glandula tiroides. La D2 Unicamente desyoda el anillo
externo (3’, 5’) de la yodotironina, es decir, es una enzima que exclusivamente activa a la T4,
produciendo T3. 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
(3, 5) de la yodotironina, es decir, a la T4 la convierte en rT3,y ala T3 en 3,3-T2. La D3 se
expresa principalmente en piel, placenta y en periodos criticos del desarrollo (Bianco et al.,
2002; Zevenbergen et al., 2015).
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Figura 2. Esquema del metabolismo de las THs. En el esquema se indica el metabolismo
mediado por las desyodasas D1, D2 y D3, para la formacion de las THs. La T4 puede ser
desiodada en su OR por D1 o D2, para formar a T3, o desiodada en IR por D1 o D3 para
formar la TH inactiva rT3, (Modificada de Gereben et al., 2008).

La desyodacion juega un papel crucial pues a través de este mecanismo se regula el
estado tiroideo intracelular. Es importante resaltar que de las tres enzimas, la D2 y la D3
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 que la D2
favorece la generacion de T3, subsecuentemente esta hormona ingresa al ndcleo en donde
se une a los TRs. Estas dos enzimas estan finamente reguladas por el estado tiroideo, por lo
tanto, cambios discretos en las concentraciones intracelulares de THs modifican tanto la
actividad de las proteinas como la expresion de sus mMRNAs (Gereben et al., 2008). Por otro
lado, la desyodacion secuencial del anillo externo de la T3 da lugar a la 3,5-T2 (T2), TH que
también ha mostrado ser bioactiva (Moreno et al., 2017; Garcia et al., 2007; Mendoza et al.,
2013) y que es, como se describird mas adelante, una molécula central de estudio en la

presente tesis.
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2.1.7 Mecanismos de acciéon genémico

Como se menciono anteriormente, las THs regulan la expresion de genes en todos los
vertebrados a través de la union a los receptores de hormonas tiroideas (TRs), que forman
parte de la superfamilia de los receptores nucleares. Los TRs son unas proteinas de 400-500
aminoécidos que se encuentra formando heterodimeros con el receptor a acido retinoico
(RXRs) y que funcionan como factores de transcripcion dependientes del ligando. Los TRs se
localizan en el nlcleo celular y presentan una organizacion estructural altamente conservada.
La estructura base de los receptores nucleares consiste en seis dominios homologos
designados de la A a la F, partiendo del N-terminal al C-terminal de la proteina. EI dominio N-
terminal (NTD, dominio-A/B) presenta una estructura muy variada y contiene un dominio de
transactivacion constitutiva independiente de ligando, conocido como funcién de activacion 1
(AF1); el dominio de unién al DNA (DBD, dominio-C), el cual es altamente conservado; la
region bisagra (dominio-D) la cual confiere flexibilidad espacial a los receptores y une al DBD
con la segunda region mas conservada entre los receptores nucleares que es el dominio de
unién al ligando (LBD, dominio-E). EI LBD contiene la funciéon de activacion 2 (AF2)

dependiente de ligando (Aagaard et al., 2011).

El heterodimero RXR-TR, regula la transcripcién génica a través del reconocimiento y
union a una secuencia especifica de DNA conocida como region promotora o TRE (T3-
responsive element). Esta union TR-TRE es el primer ensamble necesario para la regulacion
positiva 0 negativa de la transcripcion génica. En el modelo clasico, en ausencia de ligando
se reclutan proteinas correpresoras que compactan la hebra de cromatina que impiden la
union de la maquinaria de transcripcion al DNA. Una vez que la TH se une a su receptor, este
sufre un cambio de conformacion causando el desplazamiento de los correpresores, lo que
permite la unién de coactivadores, promoviendo la remodelacién de la cromatina hacia un
estado laxo que facilita la union de la maquinaria de transcripcion, culminando en la sintesis

de proteina de novo (Grgntved et al., 2015).

Actualmente se conocen dos genes independientes que codifican para los TRs en
vertebrados THRA y THRB, cuya transcripcion resulta en diferentes isoformas a y (3. El gen
THRA expresa dos isoformas principales: TRal y TRo2, las cuales difieren en la region
carboxilo-terminal. Al contener un fragmento de aminoacidos adicional en el LBD, el TRa2 es
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incapaz de unir T3, razon por la cual ejerce una funcién de dominante negativo al ocupar los
elementos de respuesta en el promotor del gen blanco y asi bloquear la transcripcién. El gen
TRHB también expresa dos isoformas principales, TRB1 y TRB2, las cuales difieren entre si
en la region amino-terminal pero ambas isoformas son capaces de unir THs (Vella &
Hollenberg, 2017). Estas isoformas presentan una distribucion tejido-especifica, siendo TR31
principalmente expresada en rifidn, higado, cerebro y corazén, mientras que TRp2 en

hipotalamo, hipdfisis y en CNS en etapas tempranas del desarrollo (Grgntved et al., 2015).

En teledsteos se encuentra ademas una copia extra del gen THRA (thraa)
denominada thrab, mientras que solo se encuentra una para THRB (thrb); en términos
generales, la estructura molecular de los distintos TRs se conserva en las diferentes
especies de teléosteos (Holzer et al., 2017; Orozco et al., 2017). Hasta el momento se
reconoce que en estos vertebrados el gen thraa expresa tres isoformas principales: tra-t, s-
tral y I-tral, mientras que el gen thrab Unicamente expresa al trab (Marelli et al., 2017). Las
isoformas del gen thrb han sido las mas estudiadas a nivel funcional en teléosteos. Se han
descrito al menos tres isoformas distintas s-trb1 (isoforma corta), I-trb1 (isoforma larga) y I-
trb1l+ (isoforma super larga) . La difierencia entre estas isoformas es la presencia (/-trb1, I-
thrb1+) o no (s-trb1) de un inserto de 9 aminoéacidos (I-thrb1) y 29 aminoéacidos (I-thrb1l+) en
el dominio de union a ligando (Lazcano et al., 2019). Los ensayos iniciales para investigar la
funcionalidad de estas dos isoformas demostraron que la isoforma larga tiene la misma
afinidad hacia la T3 que la corta. Ademas, su expresion es tejido-especifica (Mendoza et al.,
2013).

3,5-T2 como ligando bioactivo

Hasta hace poco a la 3,5-diyodotironina (T2) se le consideraba una hormona inactiva a
nivel nuclear, esto debido a su baja afinidad por los TRs en mamiferos. Ahora se reconoce
gue esta molécula tiene efectos a nivel génico en teléosteos (Mendoza et al., 2013;
Navarrete-Ramirez et al., 2013; Hernandez-Puga et al., 2017; Olvera et al., 2017), diversos
trabajos en este laboratorio han mostrado que T2 tiene efectos en el crecimiento, en la

regulacion de la expresion de TRs especificos, en el reclutamiento de co-reguladores
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especificos, ademas de la regulacion especifica de genes a nivel del CNS. Adicionalmente,
se ha reportado que T2 en modelo murino regula la expresion de genes sensibles a TH e

incluso en el humano (Lietzow et al., 2016; Bernal 2017).

Trabajos generados en nuestro grupo de investigacion, ha mostrado que en la tilapia:
1) ambas hormonas, T3 y T2 al administrarse de forma exdégena en un modelo de
hiportiroidismo, con capaces de reestablecer a niveles fisiologicos la expresion de varios
genes regulados clasicamente por THs (Garcia et al., 2007); 2) la T2 al igual que la T3
estimulan el crecimiento y regulan diferencialmente la expresion de isoformas I-trbl y s-trb1l,
respectivamente, sugiriendo que los efectos de ambas tironinas podrian estar mediados por
las diferentes isoformas del receptor TR1 (Navarrete-Ramirez et al., 2013); 3) la T2 se une y
transactiva Unicamente al I-trb1l, mientras que T3 se une preferencialmente al s-trbl, 4) la
unién de T2 y T3 con sus respectivos receptores crea un cambio conformacional especifico
en el receptor, permitiendo la interaccion con poblaciones de co-reguladores diferentes
(Jabl-L-TRB1-T2) (Hernandez-Puga et al., 2017) y 5) la T2 al igual que la T3, puede

desencadenar la regulacion especifica de genes a nivel del CNS (Olvera et al., 2017).

En conjunto, estos estudios sugieren que la T2 funciona como un ligando alternativo al
menos del I-trbl y que el binomio I-trbl + T2 genera complejos funcionales especificos,
teniendo al final un impacto plastico en la regulacion de la expresion genética y en los
diversos efectos tejido-especificos de las THs. Estos hallazgos permiten explicar, al menos
en parte, la pleyotropia funcional de las THs.

Las Hormonas Tiroideas y el Desarrollo del CNS

Las THs son de crucial importancia en multiples acciones fisiol6gicas en todos los
vertebrados, desde peces hasta los humanos (Vancamp & Darras, 2017). Es de vital
trascendencia la accion de las THs durante periodos criticos del desarrollo. De hecho, el
hipotiroidismo congénito o neonatal puede inducir consecuencias adversas como retardo en
el crecimiento somatico y en el sistema nervioso (Zupanc et al., 2012; Zhang et al., 2015;
2016), afectando procesos como la diferenciacion y migracion celular, la neurogénesis y la
mielinizacion axonal, entre muchos otros (Koibuchi & Chin, 2000; Zada et al., 2014; Zhang et
al., 2015; Delbaere et al., 2017).
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En el caso de la mielinizacién, las THs son indispensables para la diferenciacion
terminal de las células precursoras de oligodendrocitos (OPCs) a oligodendrocitos
mielinizantes. De hecho, la ausencia de T3 induce el arresto del ciclo celular e inhibe la
transcripcion de genes pro-diferenciacion (Lee & Petratos, 2016). Diversos estudios también
han mostrado que se requiere de una fina modulacion de THs para el desarrollo y
mantenimiento de la citoarquitectura mielinica (Zhang et al., 2015; Anderson 2008). El hecho
de que la desregulacion de la mielinizacibn en el desarrollo del organismo puede
desencadenar patologias como la esclerosis multiple (Moscarello et al., 1994), ha favorecido
el estudio del uso de THs en tratamientos terapéuticos para los tratamientos de ésta y de
otras afecciones debidas a desregulaciones intrinsecas en los niveles de estas hormonas
(Fréhlich & Wahl, 2018).

2.2 El cerebelo en peces

2.2.1 Morfologia cerebelar

El cerebelo es una region del CNS que surgid en los vertebrados, y participa en
funciones de coordinacion motora y aprendizaje motor, ademas de participar en el
procesamiento cognitivo y funciones emocionales (Ito et al., 2007) o propioceptivas en peces
(Rodriguez et al., 2005).

La estructura basica del cerebelo es altamente conservada en los vertebrados y
durante la evolucion, este adquirid diversidad en su morfologia (Figura 3), observandose
como una estructura pequefa en ciclostomados; una doble estructura doblada en tiburones;
estructuras monofoliadas en teléosteos; estructuras planas en ranas; estructuras curveadas

en lagartijas, o estructuras multifoliadas en aves y mamiferos (Hibi et al., 2017).

En la mayoria de los teléosteos, el cerebelo estd conformado por la vélvula (Va), el
cuerpo cerebelar (CCe) que es una estructura monofoliada con una citoarquitectura trilaminar
constituida por la lamina molecular (ML), la lamina de las células de Purkinje (PCL) y la
lamina de las células granulares (GCL), y finalmente por la auricula que consta del I6bulo

caudalis (LCa) y la eminencia granularis (EG).
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Figura 3. Diversidad morfoldgica del cerebelo en diferentes especies. En recuadros se
marcan los cambios en la estructura del cerebelo durante la evolucién de los vertebrados. Se
observan en los cortes coronales la localizacion de las ldminas cerebelares: lamina molecular
(ML), lamina cerebelar de células de Purkinje (PCL) y lamina cerebelar de células granulares
(GCL). Se marca con un circulo rojo el cerebelo de teléosteos, modificada de Hibi et al.,
2017. DCNs = nucleos cerebelosos profundos, Ecs = células euridendroides, ELL = linea
lateral electrosensorial.

2.2.2 Tipos neuronales

Existen diferentes tipos de neuronas en el cerebelo de los peces que pueden ser
organizadas en dos grandes grupos, de acuerdo con su funcidn como neurona excitatoria o
inhibitoria (Hibi et al., 2017; Takeuchi et al., 2015). Las neuronas excitatorias son
glutamatérgicas y dentro de este grupo se encuentran las células granulares (GC) y las
células euridendroides (EC). Las neuronas inhibitorias utilizan el acido gama-aminobutirico
(GABA) y/o la glicina como neurotransmisor y este grupo incluye a las células de Purkinje

(PC) y las interneuronas como las células de Golgi (Go) y las células estrelladas (SC). Todas
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estas células se encuentran en una disposicion especifica dentro de las tres laminas que

conforman al cerebelo de los teléosteos ML, PCL y GCL, como se muestra en la Figura 4.

De forma interesante, solo los teléosteos y los peces de aletas radiadas presentan
neuronas de proyeccion llamadas células euridendroides (EC) que reciben axones de las PC
(Figura 4). Las EC envian proyecciones a las neuronas del tegmento (nucleo rojo), similar a
la funcién de las células nucleo cerebelar profundo (DCN) en otras especies, por lo que se
les ha denominado como funcionalmente equivalentes. Sin embargo, las EC reciben axones
de las GCs y envia proyecciones fuera del cerebelo; es por esta razén que se marcé una
diferencia entre los circuitos neurales que involucran a las neuronas de proyeccion
cerebelosa entre peces y otros vertebrados (Figura 4). Aunque no se conoce la historia
evolutiva de esta diversidad celular, se ha especulado que tiene repercusiéon en el desarrollo

estructural y en la funcion motora (Bae et al., 2009).
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Figura 4. Esquema representativo de los tipos celulares, sus conexiones y la localizacion
espacial dentro del cerebelo. En modelo de a) peces y b) mamiferos. ML=lamina molecular,
PCL=lamina de células de Pukinje, GCL=lamina de células granulares, MF=fibras musgosas,
CF= fibras trepadoras, St = célula estrellada, PC= célula de Purkinje, EC=células
euridendroides, GC= células granulares, Go= células de Golgi, Ba= células de canasta,
Ca=célula a, Lu= célula Lugaro, UBC=células unipolares, DCN =nucleo cerebelar profundo
(Modificada de Hibi et al., 2017).
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2.2.3 Circuitos cerebelares en teléosteos

La estructura del circuito neural en el cerebelo que participa en funciones motoras y de
coordinacion, estd muy conservado en los vertebrados; sin embargo, algunas estructuras
cerebelares y tipos neurales son especificas para cada especie. Todas estas células se
encuentran en una disposicion especifica dentro de las tres laminas que conforman al

cerebelo de los teléosteos ML, PCL y GCL (Figura 5).

El circuito en teleésteos se puede describir de la siguiente forma: las neuronas
cerebelares glutamatérgicas reciben aferencias de nucleos precerebelares o sitios
extracerebelares. Estos axones aferentes son clasificados en dos grupos: 1) Aferentes de
ndcleos precerebrales, pretectal, sensoriales, octavolateral, éptico accesorio y la médula
espinal (Bae et al., 2009; Biechl et al., 2016), llamadas fibras musgosas que hacen contacto
con células GCs y Go y 2) Aferentes de la oliva inferior (I0) en el cerebro medio posterior,
llamadas fibras trepadoras que inervan a las CPs (Figura 5).

Circuitos cerebelares en teleosteos

Integracion para
salida por ECs
Entrada
por fibras
trepadoras
Entrada
por fibras
musgosas
Aferencias
—
Eferencias » CF

’_—J

Figura 5. Esquema general de los circuitos de entrada, integracion y salida de informacion en
el cerebelo. (Modificada de Hibi et al., 2017)
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Las GCs pueden hacer contacto con las Go y PCs mediante las fibras paralelas como
otro punto de regulacion o integracion de informacién y las SCs son interneuronas que
participan en la regulacion de la informacion de las PCs. La actividad neural de las fibras
trepadoras suprime la transmision sinaptica de los axones de las GCs por un mecanismo
llamado inhibicion a largo plazo (LTD), que es importante para la integracion de informacion
motora. Las ECs recibiben informacién de las demas neuronas para enviar eferencias a otras
regiones del cerebro como el talamo ventral, el pretectum, el nucleo ruber y el ndcleo

oculomotor (Biechl et al., 2016; Imura et al., 2017).

2.2.4 Neurogénesis en adultos

Como resultado de distintos analisis comparativos, ahora se sabe que la generacién
continua de nuevas neuronas y células gliales en el cerebro adulto es una caracteristica
primitiva de todos los vertebrados; sin embargo durante el transcurso de la evolucion, tanto el
potencial neurogénico en estructuras cerebrales que forman parte de la via motora, como la
neurogénesis de células sensoriales se redujo o se perdié paralela y gradualmente. En
teléosteos se encuentran aun varias zonas proliferativas concentradas en el telencéfalo, el
diencéfalo, el mesencéfalo y el cerebelo. Todas estas areas son de suma importancia para
mantener la neurogénesis, diferenciacién celular y mielinizacion, aun en estadios adultos
(Zupanc et al., 1996; Teles et al., 2012a; Hibi et al., 2017). En tilapia, se describié que dentro
de las zonas de proliferacién cerebelar (el cuerpo cerebelar y la valvula cerebelar) (Teles et
al., 2012; Kaslin et al., 2013), las células nacen en la lamina molecular y migran a la lamina
de células granulares (Hibi et al., 2017) (Figura 6). Se piensa que el mantenimiento de estas
zonas proliferativas a lo largo de la vida del pez, es debida a la constante demanda para la
generacion de nuevas neuronas involucradas en el control de elementos motores y el

procesamiento de informacién sensorial (Teles et al., 2012a).

En teléosteos, las neuronas del cerebelo son generadas a partir de dos dominios
progenitores neurales: el labio rombico superior (URL) y la zona ventricular cerebelar (VZ)
(Kaslin et al., 2013) (Figura 6). El URL esta localizado en la parte dorso-caudal del primordio
cerebelar y los progenitores neurales en esta zona expresan el gen proneural atohl (tipo a, b

y ¢) que da origen a las neuronas exitatorias glutamatérgicas (Biechl et al., 2016). El VZ se
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localiza en la raiz dorsal del cuarto ventriculo y ventral al URL y los progenitores neurales en
esta zona expresan los genes ptfla y olig2. pftla origina las neuronas inhibitorias
GABAérgicas y las células gliales, mientras que la expresion de olig2 promueve el origen de
las células euridendroides CE, que son células de naturaleza exitatoria glutamatérgica (Tabla
4).

En muchos mamiferos la generacion neuronal en EGL se mantiene en el periodo post-
natal, pero se pierde en la pubertad (Sanchez-Villagra & Sultan, 2002). En el cerebelo del
pez cebra, las GCs son continuamente generadas por la expresién del progenitor neural
atohl durante la vida del individuo en el ML y migran hacia la GCL (Zupanc, 2006; Biechl et
al.,, 2016), mientras que el gen ptfla promueve la generacion de ceélulas gliales e
interneuronas GABAEérgicas generadas en el VZ, pareciera tener una ventana de mayor
expresion durante los estadios larvales (1 mes post-fertilizacidén), pues se ha reportado una

menor expresion en estadios adultos (Kaslin et al., 2013).

Larva 5dpf

Figura 6. Neurogénesis en el cerebelo de peces. Esquema de cortes sagitales de cerebelo
del pez cebra en estadio larval de 5dpf y en estadio adulto. Se encuentran localizadas las
zonas de proliferacién celular URL y VZ, con la expresion de genes proneurales, atohl en
azul, olig2 en amarillo y pftla en rosa y sefala la localizacion de las principales células que
conforman al cerebelo PCL, ECs y GCs. ML= Lamina molecular. (Modificada de Hibi et al.,
2017).
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Tabla 4. Tipos celulares localizadas en el cerebelo y sus caracteristicas.

Células

Zona de
origen

gen
Tipo

Aferencias

Funcion

GCs
UBCs

URL

atoh 1

Glutamatérgica
exitatoria

Fibras musgosas

Integra informacion
de aferencias
extracerebelares

PCs
Goy SCs

VZ

pftla

Gabaérgicas
inhibitoria

Fibras trepadoras
Integra la

informacion de las
CG

ECs

VZ

olig2

Glutamatérgicas
exitatoria

Axones de PC

Integra la
informacioén de las
CPy envia
eferencias al
cerebro
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3. Planteamiento del problema

El cerebelo de los teléosteos presenta nichos de células progenitoras que no estan
presentes en el cerebelo de los mamiferos y estos permanecen funcionales a lo largo de la
vida del organismo. Estudios en distintos modelos vertebrados han demostrado que la T3 es
fundamental para que los procesos de migracion, diferenciacion y mielinizacién neuronal se
desarrollen correctamente en los nichos del CNS. Por otro lado, en el laboratorio se ha
demostrado que la T2 es una hormona bioactiva al menos en el higado, capaz de unirse y
activar isoformas especificas de receptores de hormonas tiroideas y de regular genes de

manera distinta a la T3; sin embargo, no existe informacion al respecto en el CNS.

En esta tesis se estudio la participacion de las vias de sefializacion mediadas por T2 y
T3 en el cerebelo de tilapia juvenil y se describié si estas regulan los genes asociados a la
funcion tiroidea (su transporte, metabolismo y mecanismo de accidn). Estos estudios
permiten sentar las bases para analizar con mayor profundidad procesos de neurogénesis y

mielinizacion mediados por hormonas tiroideas.

Ademas, los hallazgos de esta tesis permiten profundizar en el conocimiento basico
gue apoya la idea de que en los sistemas tiroideos se genera mas de una hormona activa
que ejerce sus efectos a través de una via de sefializacion distinta y que regula una
poblacién de genes particular y tejido especifico. Esta posibilidad permitiria en parte explicar

los efectos pleyotrépicos de las THs.
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4. Hipétesis y Objetivos

Hipoétesis
La variacion en la disponibilidad de hormonas bioactivas como T2 y T3 en el cerebelo, regula

de forma diferencial a uno o varios efectores de la actividad fisiol6gica de las THs en el CNS.

Objetivo general
Determinar la distribucion y patron de expresion de los elementos que participan en la
sefalizacion tiroidea tales como transportadores, desyodasas y receptores nucleares en el

cerebelo de tilapia y analizar si estos elementos son regulados por T2 y T3.

Objetivos especificos:

i. Determinar la localizacion de la expresion de los elementos involucrados en la funcion

tiroidea dentro de la anatomia cerebelar.

ii. Evaluar sila T2 y/o la T3 regulan la expresion de genes asociados a la funcion tiroidea en

el cerebelo.
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5. Materiales y Métodos

5.1 Material biolégico

Se utilizaron tilapias (Oreochromis niloticus) machos, juveniles de ~4—6 g (16 semanas
post-eclosion). Todas las tilapias utilizadas en este proyecto fueron donadas por la Unidad de
Cuarentena de Tilapia y Pezgato de la Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo,
México. Los peces se mantuvieron en el bioterio del instituto, en tanques de 10 L de agua,
con aireacion controlada, temperatura de 25 °C y un fotoperiodo de 12:12 h. La alimentacion
de los peces se realizO una vez al dia con una dieta comercial de (Sera Marin, Sera,
Germany). Todos los animales de experimentacién fueron tratados de acuerdo con los
protocolos, procedimientos de uso y eutanasia animal revisados y aprobados por el comité

de bioética del Instituto de Neurobiologia.

5.2 Cultivos Organotipicos de Cerebelo

Los cultivos se realizaron conforme al protocolo previamente descrito para el higado
de tilapia (Navarrete-Ramirez et al., 2013), con las siguientes modificaciones: se disectaron
cerebelos intactos de las tilapias no tratadas, puestos en un medio estabilizador 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) por 20 min.
Posteriormente los cerebelos fueron colocados en grupos de cuatro en insertos de
membrana semiporosa (Millipore, Herts, UK. Tamafo de poro 0.4 pm) y estos en platos de
cultivo de seis pozos con 2 ml de medio de cultivo con 50 % de MEM, 10 mM HEPES y 35 %
de HBSS suplementado con 10 % de suero de caballo, 8 mM de glucosa y 5 % de penicilina-
streptomicina (Gibco). Se separaron en grupos experimentales, utilizandose tres insertos con
4 cerebelos cada uno por grupo.

Los tejidos se mantuvieron en una incubadora a 18-20 °C con 5 % de CO, por 48 h
para estabilizarlos y verificar su viabilidad. Posterior a esto, el medio de cultivo fue sustituido
por medio de cultivo suplementado con vehiculo NaOH (0.01 N) para el grupo controly T2 o

T3 en diferentes concentraciones (0.1, 1, 10, y 100 nM) previamente solubilizadas en
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vehiculo para cada grupo experimental; todos los tejidos fueron incubados por 24 h. Posterior

al tratamiento se procedio a congelar los tejidos para la RT-qPCR o FISH.

5.3 Extraccion de RNA

El RNA total fue extraido utilizando el método de TRIzol (Invitrogen), utilizando ~ 50
mg de tejido por grupo. La pureza e integridad del RNA total fue revisada con un gel de
agarosa (1 %) y la concentracion de RNA fue medida con un espectrofotometro Nano-Drop
ND-1000 UV-Visa a 260 nm (Nano Drop Technologies).

5.4 RT-qPCR

Se obtuvo el DNA complementario (cDNA) por transcripcién reversa (RT) utilizando 2
Mg del RNA total, la enzima transcriptasa reversa (Gibco, BRL) y un oligo (dT) para todos los
grupos experimentales. En el caso del mRNA de la D2 y debido a que este transcrito
contiene mas de 3 Kb de extension en su region 3’ no traducida, se utilizé un oligonucledétido
anti-sentido especifico complementario a una region del extremo 3' cercana al codon de
término del mMRNA de la secuencia de esta desyodasa (TTCAGAGCTCATCTACTATCGT).

El PCR en tiempo real para cada grupo se realizé por duplicado utilizando dos genes
de referencia: B-Actina y la enzima conjugada a ubiquitina E2Z (UBCE). Se midio la
expresion de genes que participan en el transporte de la TH [mct8, oatplcl], en la
activacion/inactivacion de la TH [dio2, dio3], y en la sefalizacion transcripcional [l-thrbl,
thraa] utilizando una curva de concentracion previamente estandarizada para cada gen. Para
todos los genes se utiliz6 1 yL de cDNA, 6 pL del reactivo SYBR Green Real-Time PCR
Master Mix y 500 nM de los oligonucledtidos especificos sentido y antisentido (Tabla 5), en
un volumen final de 12 uL. El protocolo usado para todos los genes fue 10" a 95 °C, 10" a 60
°C, 10" a 72 °C por 40 ciclos. La deteccion y andlisis de datos se realizd con un aparato Step
One Real-Time PCR System (Applied Biosystems®) y el software del equipo, segun las

instrucciones del fabricante.

El andlisis incluyé una curva de disociacion para descartar la formacién de productos

inespecificos. Los resultados se normalizaron con respecto a la curva estandarizada de los
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dos genes de referencia y se graficé expresando el nimero de moléculas por pg de RNA

total.

Tabla 5. Caracteristicas de los oligonucleétidos utilizados para la qPCR.

Amplicon

Nombre abr Referencia Oligo F/R en 5’-3’ Valor R
bp
Receptor de hormonas tiroideas thraa AF302 GCA GGACTC TAACCCATC A 96 0.97820
alfa GTCATG CTC TTC ACC GAA CA
248.1
Receptor de hormonas tiroideas  /-thrbl NM_001311334.1 GTG AAG GAA GCT AAG CCT GA 172 0.95870
beta, isoforma larga CAC AAG GCA GCT CAC AGAAC
Desyodasa tipo II dio2 XM_005477716.2 GAAACT TGG CTG TGA GGC 240 0.95450
TCATCAATG TAC ACT AAC AGG
Desyodasa tipo Il dio3 NM_001279439.2 GCATCG CTG TTT GGAAGA CAG 125 0.93650
TCT CAAAGT AGG CTC CGT ACG
Polipéptido transportador de oatplcl XM_005451774.2 GAC CACTGC TGG TTGTCAG 202 0.93890
aniénes organicos tipo 1cl GTG TGATGG AGC TCT TCATG
Transportador monocarboxilado mct8 XM_005467565.2 GCTAAC GTT CAAGCC TCT GC 180 0.98920
tipo 8 ACT CGG TAT GTG ACG ATG TG
Actina citoplasmatica 2 Actb XM_003455949 ACTTCG AGC AGG AGATGG 170 0.98970
GGT GGT TTC GTG GAT TCC
Enzima conjugada a ubiquitina ube2z XM_003460024 CTC TCAAAT CAATGC CACTTC C 130 0.99360

CCCTGG TGGAGG TTCCTT GT
E27Z

5.5 Tincion de Nissl

Se utilizaron los cerebelos intactos previamente fijados en PFA (4 %), criopreservados
en sacarosa (30 %) mantenidos a 4° C, y posteriormente embebidos en parafina (realizado
en la unidad de histologia). Con los bloques de parafina se obtuvieron cortes sagitales de 10
pm que fueron tefidos mediante un tren de rehidratacion gradual con xileno y etanol (100 %,
96 %, 80 % and 70 %) por 5 min y puestos en solucidén de violeta de cresilo (0.5 %) por 30
seg, lavados en agua destilada y deshidratados con el tren inverso de etanol y xileno por 5
min para finalmente aplicar medio de montaje entellan y ponerles el cubreobjetos para su

posterior revision histologica.
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5.6 Hibridacién in-situ Fluorescente (FISH)

Posterior a la aplicacién de los tratamientos, los cerebelos fueron congelados en
isopentano y embebidos en OCT (previamente descrito). Utilizando un criostato (Leica-
CM1850) para obtener cortes sagitales de 30 um y ser montados en portaobjetos SuperFrost
Plus (VWR). Los cortes obtenidos fueron utilizados para delimitar estructuras histolégicas y
para la obtencion de imagenes que permitieron la visualizacion de la expresion de los genes

de interés por FISH.
5.6.1 Sintesis de las sondas de mRNA

Se sintetiz6 toda la region codificante de los genes thraa, dio2 y dio3, asi como 1 Kb
de la region que codifica I-thrb1, oatplcl y mct8 usando oligonucleotidos especificos para su
amplificacion (Tabla 6). Los fragmentos amplificados fueron insertados dentro de un vector
pPCR 4-TOPO (Invitrogen) y se linearizaron usando enzimas de corte para los sitios T3y T7,
posteriormente se marcaron con el DIG RNA labelling kit (ROCHE).

La determinacion de una sefial positiva y negativa depende del sentido en que se
encuentre la sonda, ya que el marco de lectura del mRNA es siempre 5’ --> 3, por ello, la
sonda “sentido” (5’--> 3’) es el control negativo, ya que corresponde a la secuencia en la
misma direccion de lectura del mRNA correspondiente, mientras que la sonda “anti-sentido”
(3--> 5’) es el experimental positivo, ya que al ser la secuencia complementara al mMRNA de

interés, hibridara con éste, generando el marcaje.

Tabla 6. Caracteristicas de las sondas.

5 Posicién 5’-3’en el Enzimas para la linearizacion
Tamario de fragmento (bp) . X X )
transcrito antisentido/sentido
mct8 1131 307 - 1438 Not | — Spe |
oatplcl 1207 1468 - 2675 Not | — Spe |
dio2 738 17 - 755 Not | —Pme |
dio3 801 129 - 930 Not | — Spe |
I-thrb1 1161 1-1161 Not | —Pme |
thraa 1133 58 -1191 Not | — Spe |
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5.6.2 Hibridacion

Las laminillas con el tejido cerebelar fueron hibridadas de acuerdo al protocolo
descrito previamente por (Carasatorre et al.,, 2015), utilizando un Anti-DIG-POD (1:800)
(ROCHE) diluido en TSA. Utilizamos Tyramide-Cy3 (TSA-Cy3; 1.75) para revelar la
fluorescencia y finalmente para contrastar, utilizamos una tincion rapida con DAPI (1:400 en
TBS) (ROCHE). Montamos las laminillas con medio 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO

33-LV; Sigma-Aldrich) para optimizar la visualizacion del fluoréforo.
5.7 Imagenes de fluorescencia

La observacién y adquisicién de imagenes se realizé utilizando un microscopio Imager
Zl (ZEISS), con camara acoplada AxioCam MRm (ZEISS-60N-C). Las imagenes fueron
obtenidas en un formato de mosaico 2D de 12 x 14 imagenes, guardadas en formato .jpg en
AxioVision LE 4.8.1 software 2009. El ajuste de las imagenes se realiz6 con el programa
Inkscape (Vector Graphics Editor).

5.8 Imagenes en confocal

La fluorescencia de Cy3 (AB-514; EM-570) fue detectada usando un microscopio
confocal Carl Zeiss — LSM 780 y el software ZEN. Utilizamos para la deteccién de DAPI un
laser Coherent-XR multiphoton a 350 nm. Las imagenes 3D fueron obtenidas en forma Tile
Scan de 10 a 18 ym en un eje Z (1.58 pixeles), con una resolucién de imagen de 1024 x
1024 pixeles. El procesamiento y analisis de las imagenes se realiz6 mediante el paquete de
Fiji (version: 2.0.0-rc-66/1.52b; http://imagej.net/contributors) Image J.

5.9 Analisis mediante Fluorescencia total

La intensidad de la fluorescencia total fue calculada con la siguiente formula: (Int.den.
del canal rojo o azul) — (el &rea total * promedio del fondo). Los valores de la densidad
integrada se obtuvieron usando las herramientas de Fiji calculando por separado cada canal
[red (TSA-Cy3) y azul (DAPI)]. El total de fluorescencia fue obtenida como el porcentaje de
TSA- Cy3 con respecto a DAPI.
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5.10 Analisis estadisticos

Los resultados fueron graficados y analizados con el software GraphPad Prism 7
usando un test no-parameétrico Kruskal-Wallis acoplado a un test post-hoc Dunn’s (control vs
tratamiento). Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas con un valor
p < 0.05.
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6. Resultados

6.1 Histologia

Inicialmente realizamos cortes tanto coronales como sagitales de 30 um a los cuales
aplicamos la tincion basica de Nissl. Esta tincion se utiliza para tefiir estructuras celulares
(nucleo y citoplasma) y con ello lograr delimitar las estructuras que conforman al cerebelo.
Usamos el Atlas de Oreochromis mossambicus (Simdes et al., 2012) para localizar, delimitar

y nombrar dichas estructuras Figura 7.

CCe gra

Figura 7. Histologia del cerebelo de la tilapia juvenil. a) Esquema de una vista lateral del
cerebro (modificada de Simdes et al., 2012), marcando el corte coronal (verde) y sagital
(rosa); b) corte coronal y c) corte sagital, ambos de 30 pum con tincion de Nissl delimitando
con linea punteada cada estructura (CCe gra: lamina granular del cuerpo cerebelar; PLC:
lamina de las células de Purkinje; CCe mol: lamina molecular del cuerpo cerebelar; mol:
lamina molecular; CC: cresta cerebelar; GC: gris central; MO: médula oblongada; TeO:
téctum optico).

De esta forma, determinamos que los cortes sagitales nos permitian visualizar un
mayor numero de estructuras en un solo corte y asi una mejor comprension visual de la

misma estructura.
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6.2 Patron de expresion cerebelar de los genes involucrados en la funcidn tiroidea en

respuesta a distintas concentraciones de T2y T3

Como se indicO6 en la seccion “experimentos ex-vivo”, se utilizaron cultivos
organotipicos de cerebelo a los que se les aplicé vehiculo NaOH (0.01 N) (grupo control) o
T2 o T3 en diferentes concentraciones (0.1, 1, 10, y 100 nM) (grupos experimentales). Todos
los tejidos fueron incubados por 24 h a 18° C. Posterior al tratamiento se procedié a extraer
el RNA total para cuantificar la expresion de los genes de interés mediante la técnica de la
RT-gPCR (Figura 8).
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c) I-thrb1 thraa
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Figura 8. Patron de expresion cerebelar de los genes involucrados en la funcién
tiroidea en respuesta a destintas concentraciones de T2 y T3. Cultivos de cerebelos de
tilapia (se utilizaron 4 cerebelos por grupo y 3 grupos de cerebelos por cada tratamiento). Se
muestra el grupo control (rojo) y los grupos tratados con [0.1, 1, 10 0 100 nM de T2 (azul) o
T3 (café)]. Se muestran los promedios con error estandar de los resultados de la RT-gPCR,
normalizados con dos genes de referencia: ubce en cuadros y Actb en circulos. a) muestra el
grupo de transportadores, mct8 y oatplcl; b) muestra el grupo de desyodasas dio2 y dio3; c)
muestra el grupo de los receptores de hormonas tiroideas I-thrbl y thraa. Comparando al
grupo ctl con cada grupo experimental, los grupos que fueron significativamente diferentes se
marcan con un * = p<0.05.

Los resultados obtenidos muestran que con la administracion de [0.1, 1, 10 0 100 nM ]
de T2 y de T3, la expresion del mMRNA es regulada a la baja para casi todos los genes de
interés. Para los transportadores de THs, mct8 es regulado a la baja con todas las
concentraciones usadas de T2 y T3, el oatplcl es regulado a la baja solo a altas
concentraciones (10 y 100 nM) de T2, y no es responsivo a T3. Los resultados de las
desiodasas muestran que dio2 fue regulado a la baja por altas concentraciones ( 10 y 100
nM) de T2 y (100 nM) de T3, mientras que dio3 no es responsivo a T2 ni a T3. Para los
receptores de THSs, I-thrbl muestra una respuesta dual a T2, a concentraciones de 0.1y 1 nM
es regulado a la baja, pero a 10 y 100 nM es regulado a la alta, mientras que no es
responsivo a T3. Los receptores a THSs, thraa fue regulado a la baja por 10y 100 Nm de T2 y
a todas las concentraciones de T3.

Apartir de estos resultados, se determind que 10 nM es la concentracién donde la
mayoria de los genes muestra una respuesta ante la administracion de ambas hormonas. Y

se utilizo esta concentracion para los experimentos de FISH.
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6.3 Localizacion de la expresion cerebelar de los genes involucrados en la funcion
tiroidea

Para dilucidar la expresion y localizacion del mRNA de los genes de interés que
corresponden a transportadores (mct8, oatplcl), desyodasas (dio2, dio3) y receptores de
hormonas tiroideas (thraa, I-thrbl), utilizamos la técnica de Hibridacion fluorescente in-situ
(FISH, por sus siglas en inglés), en cortes sagitales de 30 um de cerebelos del grupo control
en donde probamos la sonda sentido (negativo) y anti-sentido (positivo) para cada gen
(Figura 9).

Transportadores Desiodasas Receptores a THs
mct8 oatplcl dio2 dio3 I-thrb1 thraa

antisentido

® mct8

@ |-thrbl
eoatplcl i thraa

localizacion

Figura 9. Determinacion de la especificidad de las sondas para FISH. Se muestran los
ensayos con FISH, utilizando las sondas sentido (negativo) y anti-sentido (positivo) para cada
gen. Se observa la expresion de mRNA (rojo) y de los ndcleos celulares marcados con DAPI
(azul). Imagenes en mosaico 2D de 12 x 14 imagenes.
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La obtencion de estas imagenes en forma de mosaico nos facilité visualizar el corte en
su totalidad para localizar panoramicamente la zona de expresion de los diferentes genes. En
todos los casos, nuestro control negativo solo mostré sefial de fondo y para facilitar la
comprension de la localizacion o co-localizacion de la expresion del mRNA de grupos de
genes con funcion de transportadores, desyodasas y receptores, se generd un esquema de

localizacion cerebelar (Figura 9).

Para dar una mejor resolucion del marcaje por FISH y poder realizar una
cuantificacion de la fluorescencia, se obtuvieron imagenes de microscopia confocal, con las
cuales se pudo resolver que el marcaje del mRNA de todos los genes se dio a nivel
citoplasmatico ya que no identificamos co-localizacion con el DAPI como se muestra en la
Figura 10. Utilizando estas imagenes se pudo definir la abundancia de la expresion del
MRNA por gen en cada estructura cerebelar como se muestra en la Tabla 7, dicha tabla se
generd después de cuantificar con imageJ las células marcadas en las imagenes de

fluorescencia en mosaico.

Tabla 7. Abundancia del mRNA de los genes de interés en cada estructura del cerebelo de la
tilapia.

Estructura Ab mct8 oatplcl dio2 dio3 | -thrbl thraa
crista cerebelar CcC +++ +++ ++ ++ ++ -
lamina molecular mol ++ ++ ++ ++ - -
lamina de las células de Purkinje PLC - - - - - +++
gris central GC ++ - +++ - 4+ _
lamina molecular del cuerpo cerebelar CCe mol - - + - + -

lamina granular del cuerpo cerebelar CCe gra - - - - - -
médula oblongata MO - - - ++ - -

[(+) baja, (++) media, (+++) alta, (-) ausencia], Ab = abreviatura.
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a) Localizacion b) Imagen c) Aumento

Figura 10. Localizacion de la expresiéon del mRNA de los genes involucrados en la
funcién tiroidea por FISH. Cortes sagitales de cerebelo de tilapia que muestran a) la
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expresion del mMRNA de los genes de interés usando el fluoréforo Cy3 (rojo), los ndcleos
celulares fueron tefiidos con DAPI (azul), b) imagenes en aumento de la seccion sefalada y
c) localizacién en fotomicrografias, marcando con estrellas el sitio de expresion del mMRNA de
cada gen.

6.4 Evaluacion de los efectos de las hormonas T2 y/o T3 sobre la expresién de
genes asociados a la funcion tiroidea en el cerebelo.

Para realizar esta evaluacion, se midio la expresion del mRNA de los genes de interés,
de forma cuantitativa por porcentaje de fluorescencia mediante la técnica de FISH y se
compardé con los resultados obtenidos previamente en nimero de moléculas por microgramo
total de mRNA usando la RT-gPCR (Figura 11), en ausencia y presencia de 10 nM de T2 o
10 nM de T3. Esta figura permite observar que ambas técnicas mostraron comportamientos
muy similares en cuanto a la regulacién de los genes de interés por la administracion de las
hormonas. Unicamente en el caso del receptor thraa en presencia de T2, no se observo la
misma tendencia por ambas técnicas; los resultados mediante FISH no muestran cambios,
mientras que los resultados por la RT-gPCR muestran una regulacion negativa de este gen
por T2. En el caso de los transportadores, mct8 es regulado a la baja por T3, pero solo
muestra una tendencia a disminuir su expresion en presencia de T2; oatplcl esta regulado a

la baja por T2 y no es regulado en presencia de T3.

Las desyodasas dio2 fue regulado a la baja por ambas hormonas; sorprendentemente
dio3 en cerebelo no muestra regulacion por ninguna de las dos hormonas. En cuanto a los
receptores a THSs, I|-thrbl fue regulado a la alta solo por T2 y con thraa encontramos
resultados discordantes, sin embargo, podemos decir que al menos por la RT-gPCR, este
gen esta regulado a la baja por T2 y ambas técnicas confirman que esta regulado a la baja
por T3. Estos datos se encuentran resumidos en la (Tabla 8). Resulta sorprendente que la
dio3 no esté regulada por estas hormonas en el cerebelo, y que hay genes regulados
especificamente por T2 como oatplcl y I-thrbl o de forma mas especifica por T3 como mct8

y thraa y finalmente genes regulados por ambas hormonas como dio2.
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Figura 11. Regulacién de la expresion génica mediada por T2 y T3 en el cerebelo de
tilapia. En experimentos ex-vivo se cuantifico el mRNA por la técnica de FISH y RT-gPCR.
Se agrup6 en a) transportadores de THs b) desyodasas y c) receptores de THs. Se muestran
en el panel izquierdo imagenes de microscopia confocal tomadas en zonas semejantes de
cortes sagitales en situacion control o tratados con 10 nM de T2 o T3. Observamos en azul la
tincion con DAPI y en rojo el marcaje del mRNA para cada gen. La barra de escala
representa 50 um. En el panel derecho se muestran las graficas de cuantificacion del mRNA
para cada gen por la técnica de FISH en porcentaje de fluorescencia y por la técnica de la
RT-gPCR en moléculas por ug de mRNA total. Para todas las graficas (* = p < 0.05).
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Tabla 8. Regulacion de la expresién de mRNA por T2 o T3.

FISH RT-qPCR

T2 T3 T2 T3
mct3 ! il o
oatplcl = y o=
dio2 ! } [
Dio3 = = = =
I-thrbl t = Y=
thraa = l oo

Se muestran los patrones de regulacion de cada gen, secundarios a la administracion de 10
nM de T2 o T3, medido por la técnica de FISH y RT-gPCR. Regulacion a la alta (1), a la baja
(1) o sin regulacion (=). Se marca en rojo los datos que no mostraron la misma tendencia por
ambas técnicas.
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7. Discusion

En el presente estudio mostramos los efectos de dos THs bioactivas en teléosteos, T3
y T2 sobre la localizacion y expresion del mRNA de los genes que participan en la funcién
tiroidea del cerebelo en las tilapias juveniles, entre los cuales estan los transportadores
oatplcl y mct8; las desyodasas dio2 y dio3, y los receptores de THs thraa y I-thrbl. Mientras
gue es bien conocido que el estado tiroideo es el regulador principal de todos los genes
mencionados (Muzzio et al., 2014), no existen a la fecha estudios en donde se relacione la
localizacion de todos estos mensajeros en el cerebelo, ni tampoco su regulacion por éstas

dos THs bioactivas.

La localizacion de la expresion de los genes, con la excepcion de thraa fue
predominantemente en la crista cerebelar, que se encuentra en la zona ventro-posterior del
cerebelo. Esta region en especifico tiene gran relevancia funcional ya que forma parte del
tracto cerebelo vestibular (Bae et al., 2009), siendo también, un sitio de irrigacion de la
vasculatura linfatica y un punto de paso sistémico de las hormonas al CNS a través de la
BBB (Bae et al., 2009; Okuda et al., 2012). Las diferencias observadas en la localizacion
especifica y los niveles de expresion de los genes analizados pueden reflejar un proceso
dindmico asociado con escenarios fisiologicos particulares, robusteciendo la idea de que
estos cumplen diferentes funciones en el CNS. En apoyo a los anterior, se sabe que en todos
los vertebrados estos TRs se expresan en diferentes ventanas de tiempo durante el
desarrollo del cerebro (Keijzer et al., 2007; Laudet, 2011; Delbaere et al., 2017).

La co-localizacion de mct8 y oatplcl con ambos isotipos de desyodasas y con el I-
thrbl, muestra una concordancia con la propuesta general de la integracion y la respuesta
fisiologica de las THs: transporte intracelular, metabolismo (activacion/inactivacion) y
regulacion de la expresion de genes TH-dependientes. Sin embargo en otros modelos de
vertebrados se ha reportado una localizacion diferencial de los elementos que participan en
la sefalizacion tiroidea. En el caso del pollo, MCT8 se localiza en las PCs y en nucleos
cerebelares, mientras que MCT10 en las GCs; LAT1 y D2 en los capilares y OATP1C1, LAT1

y D3 en el labio rombico del plexo coroideo (Delbaere et al., 2015). En raton se ha mostrado
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que la expresion de MCT8 y LAT2 se localiza principalmente en las PCs y en células
precursoras granulares, en la corteza cerebelar y en la lamina externa granular (EGL);
OATP1C1 en las células endoteliales de los capilares y en ologodendrocitos, MCT10 en
oligodendrocitos y LAT1 en las células granulares maduras y células endoteliales de los

capilares.

Observamos que la expresion de las desyodasas dio2 y dio3 en el cerebelo es amplia.
dio2 se localiz6 en estructuras anteriores como la gris central y la lamina molecular del
cuerpo cerebelar, y en estructuras caudales como la crista cerebelar donde co-localiza con
dio3. La expresion de dio3 se identificd en la lamina molecular y la médula espinal. Estos
resultados contrastan con la expresion de D2 y D3 en otros modelos. En cerebelo de rata y
utilizando la técnica de ISH, se reporto la expresion de D2 en astrocitos y tanicitos de la
lamina granular (Guadafio-Ferraz et al.,, 1997). Reportes en pollos muestran que D3 se
localiza en el plexo coroideo (Delbaere et al., 2015) y en murinos en células neuronales
(Koibuichi 2008).

Contrario a lo reportado en otros modelos de vertebrados, en tilapia encontramos que
la expresion cerebelar de I-thrbl y thraa no co-localizan. El thraa fue detectado Unicamente
en la PCL en donde se ubican las células euridentroides y células de Purkinje. Por la
citoarquitectura de las células podemos pensar que son ECs; sin embargo, falta dilucidar la
naturaleza quimica del tipo celular para conocer su posible papel efector dependiente del tipo
celular. En contraste, la expresion de I-thrbl, ademas de localizarse en la crista cerebelar
junto con todos los otros genes relacionados con la sefializacion tiroidea (mct8, oatplcl, dio2
and dio3), también se localiza en la gris central, sugiriendo una funcion tironino-dependiente

en la integracion de informacién en esta estructura cerebelar.

Datos en el pez cebra muestran una amplia distribucion de thraa y una localizacion
restringida de thrbl en ciertos nucleos cerebrales (Vancamp & Darras, 2017). Sin embargo,
en murinos, la expresion de THRa es mayor en estadios juveniles, mostrando que THRa se
encuentra muy expresada en estadios postnatales y va disminuyendo al llegar a estadios

adultos, contrario a THRB1 que tiene una baja expresion en estadios postnatales y va
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aumentando al llegar a estadios adultos (Faustino & Ortiga-Carvalho, 2014) . Ademas, se ha
reportado que Thra se expresa en procesos tempranos de la formacion de OPCs, mientras
que el Thrb se expresa de forma tardia y participa durante la maduracion y diferenciacion de
estos precursores (Lee & Petratos, 2016).

En modelos murinos se han reportado ambos tipos de receptores en las células de
Purkinje pero solo THRa ha mostrado ser crucial para la funcion de este tipo celular,
participando en procesos celulares activados por T3 como son la diferenciacion celular y el
crecimiento dendritico (Heuer & Mason 2003), mientras que en ratones THRa -/-
hipotiroideos reemplazados con T3, la activacion de THR[(1 recupera la diferenciacion de las
PCs, pero no promueve la migracion o el crecimiento dendritico (Morte et al., 2002). Estos
datos muestran que la localizacién y nivel de expresion diferencial de los TRs, cumplen
funciones complementarias en el desarrollo, la mielinizacion y los procesos neurales del

cerebelo.

En cuanto a la cuantificacion de la expresion del mRNA de los genes ya mencionados,
observamos que los valores obtenidos por las técnicas de la qPCR y FISH muestran
patrones de expresion comparables, lo cual robustece la solidez de los datos obtenidos.
Observamos una mayor expresion de mct8 con respecto a la de oatplcl. Estos datos son
congruentes con el hecho de que Mct8 se expresa en una mayor diversidad de células
(neuronas, OIs,OPCs y células endoteliales), mientras que Oatplcl al menos en el pez, se
expresa solo en las células endoteliales (Vancamp & Darras, 2017). La regulacién negativa
de mct8 por la exposicion a ambas, T3 y T2 puede involucrar un mecanismo de
retroalimentacion negativo sensible al incremento de la hormona, muy parecido a lo
reportado en el CNS en otros vertebrados (Muzzio et al., 2014). De forma notable,
encontramos que oatplcl fue regulado solo por concentraciones suprafisioldgicas de T2,
sugiriendo que esta TH podria ser un sustrato para este transportador en peces; sin
embargo, datos concluyentes requeririan de determinar la afinidad de T2 por Oatplcl, dado
gue se ha descrito que la afinidad de las THs por los distintos transportadores varia segun la

especie (Bernal 2015). Cabe mencionar que los efectos de altas concentraciones de T2
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sobre la regulacion de la expresion de oatplcl también podrian ser secundarios a

mecanismos inespecificos o no genémicos desencadenados por el exceso de la TH.

Es bien sabido que son las mismas THs las principales reguladoras de la expresion de
las desyodasas y que esta regulacion se da tanto a nivel pre-, como post-transcripcional
(Orozco et al., 2012). Sin embrago, y contrario a lo previamente reportado en el higado
(Navarrete-Ramirez et al., 2013), observamos que la expresion de dio3 en el cerebelo no se
modificé con la exposicion a T3 o T2, reforzando la nocion de que la regulacion de estas
desyodasas es tejido especifica. La expresion de dio2 si fue regulada a la baja por ambas
THs, como se ha reportado en otros tejidos (Navarrete-Ramirez et al., 2013), demostrando

su crucial importancia en la regulacion de la biodisponibilidad celular de las THs.

En cuanto a la expresion de los TRs encontramos, como previamente se reporto en
nuestro laboratorio (Mendoza et al., 2013; Navarrete-Ramirez et al., 2013; Orozco et al.,
2012), que la expresién de I-thrbl esté regulado por T2 y no por T3. Esto ha dado la pauta
para proponer que T2 es un ligando alterno de este TR. Hemos propuesto que la
transactivacion de L-Thrbl mediada por T2 requiere del inserto de 9 aminoacidos que
presenta esta isoforma. El hecho de que T2 regule positivamente la expresion de I-thrbl en el
higado y el cerebelo fortalece la hipotesis de que existen vias de sefializacion alternas a las
mediadas por T3. Esta diversidad favoreceria la pleyotropia funcional de las THSs.

Mientras que la T3 claramente disminuye la expresiéon de thraa, este efecto no es tan
evidente con el tratamiento con T2, ya que observamos discrepancias en los resultados
obtenidos por las distintas técnicas. Se requieren mas estudios para dilucidar esta
discrepancia y definir si alguna de estas dos técnicas es mas sensible para medir el mMRNA.
De forma notable, la expresion basal de thraa en el cerebelo es significativamente mayor que
la de I-thrbl. Es plausible que la alta expresidn de thraa esta relacionada con su participacion
en procesos tempranos del desarrollo del CNS, como se ha descrito para otras especies (Lee
& Petratos, 2016); la clara modulacion por T3 ha sido descrita en modelos murinos donde T3
activa procesos de diferenciacion y arborizacién dendritica a través de su unién al THRa
(Heuer & Mason, 2003).
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Finalmente, el conocimiento de la localizacion de la expresion y de la regulacion de
estos genes es de crucial importancia ya que sienta las bases para estudios futuros
encaminados a comprender los mecanismos de accion de las THs en sus distintas funciones
dentro del CNS. En este contexto, se sabe que las THs participan en procesos de
neurogénesis, mielinizacién, migracion celular y establecimiento de las ldminas cerebelares
en vertebrados (Zada et al., 2016; Kaslin et al., 2013). La desregulacion de alguno de los
componentes del sistema tiroideo provoca dafios profundos en estos procesos que pueden
ser irreversibles. Para el correcto desarrollo y mantenimiento de estos procesos es

fundamental la participacion activa de todos los genes estudiados en esta tesis.
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8. Conclusiones

Nuestros resultados muestran que en el tejido cerebelar de tilapia en estadio juvenil, la
expresion de los genes que participan en la sefalizacion de las THs se localizan en
diferentes estructuras cerebelares y co-localizan en la crista cerebelar. Ademas, la
administracion de T3 o T2 regula la expresion de estos genes, sugiriendo que existe un
proceso dinamico en cuanto a los roles de T3 y T2 en el CNS, asociados a escenarios

fisiol6gicos particulares.
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: In contrast to mammalian adults, myelination in teleosts occurs throughout their lifespan and most

: of the progenitor cells are originated in the cerebellum. To understand the role that thyroid hormones

: (THs) play in juvenile cerebellar myelination in teleosts, we identified and localised the expression of

. genesinvolved inTH signalling (mct8, oatplcl, dio2, dio3, thraa and |-thrbl) and analysed the effects

: of the two bioactive THs, T2 and T3, upon their regulation, as well as upon some structural components
: of the myelination process. Ex vivo approaches using organotypic cerebellar cultures followed by FISH

: and qPCR showed gene-specific localisation and regulation of TH signalling genes in the cerebellar

: nuclei. In vivo approaches using methimazole (MMI)-treated juvenile tilapias replaced with low doses

: of T3 and T2 showed by immunofluorescence that myelin fibres in the cerebellum are more abundant

¢ inthe granular layer and that their visible size is reduced after MMI treatment but partially restored

: with TH replacement, suggesting that low doses of TH promote the re-myelination process in an

: altered condition. Together, our data support the idea that T2 and T3 promote myelination via different
. pathways and prompt T2 as a target for further analysis as a promising therapy for hypomyelination.

: Thyroid hormones (THs) are key endocrine messengers that exert their actions mainly by binding to their nuclear
: receptors (TRs) to regulate gene expression. To this end, three functional events need to occur: (1) TH transport
: to the target cell, mediated by two proteins, the organic anion transporter polypeptide type C1 (OATP1C1) and
the monocarboxylate transporter type 8 (MCT8)'~%; (2) the tissue-specific activation/inactivation of the pro-
¢ hormone thyroxine (T4) to either the bioactive 3,3’,5-triiodothyronine (T3) or the inactive r'T3 catalysed by
: deiodinases D2 and D3, respectively’; and (3) the binding of T3 to the TR to regulate transcription of target
genes’. Aside from T3, 3,5-diiodothyronine (T2), a by-product of T3 outer-ring deiodination, is another relevant
: transcriptional modulator®~. Indeed, T2 has been shown to bind to and activate at least both the human TR31
: and along isoform of a teleostean TRB1 (L-TRB1), which contains a 9 amino acid insert within the ligand binding
: domain that is primarily activated by T2%°.

: THs are crucial for myelination in all vertebrates'’. Development, establishment and maintenance of myelin
: cytoarchitecture require a tight modulation of TH, and slight defects in the processes could affect the entire sys-
: tem, leading to severe neuropathy''. In fact, THs and other thyroid axis components like TRH have been proposed
: as promising treatments for pathologies, such as multiple sclerosis, due to their effects upon remyelination'*"*.
: The cerebellum is a well-established centre of control and coordination of movements. THs are also key for mam-
: malian cerebellar development, where perinatal hypothyroidism severely affects oligodendrocyte (OL) differ-
. entiation and myelination, synaptic connections among cerebellar neurons and the density of afferent neuronal
: fibres'*!>. Myelination in more advanced stages of vertebrate ontogeny have been poorly explored, partly because
: the oligodendrocyte progenitor cells (OPCs) in adults are highly restricted to certain proliferative zones, like the
¢ subventricular zone (SVZ) and subgranular zone (SGZ)'¢, as well as the cerebellum. In contrast, teleosts exhibit
. several proliferative zones within the central nervous system (CNS) throughout their lifespan'” and the locali-
: sation of stem cell niches is conserved among different species, with most progenitor cells originating from the

¢ Instituto de Neurobiologia, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Querétaro, QC, Mexico.
: Y. Hernandez-Linares and A. Olvera contributed equally. Correspondence and requests for materials should be
: addressed to A.O. (email: aureao@unam.mx)

SCIENTIFICREPORTS | (2019) 9:7359 | https://doi.org/10.1038/s41598-019-43701-w 1



www.nature.com/scientificreports/

cerebellum'®"?. Teleost continuous neurogenesis is explained by the persistence of the radial glia beyond early
development®. In particular, during the juvenile stage, a window of action for TH agonists and antagonists has
been shown to compromise cerebellar physiological processes (connections, dendritic arborization, persistent
myelination, among others)'". Thus, the juvenile teleost cerebellum is an excellent model system to study TH
actions upon myelination processes in non-developing vertebrates™.

The mechanisms of TH regulation in the cerebellum remain unclear; however, we recently described two
different gene populations associated with myelination and development regulated either by T2 or T3 in juvenile
tilapia cerebellum, suggesting that these two hormones could elicit specific and non-redundant functions in this
tissue’. As an initial approach to understand the role that THs play in juvenile cerebellar myelination in teleosts,
in the present work we identified and localised the expression of genes involved in TH signalling and analysed the
effects of the two bioactive THs, T2 and T3, upon their regulation. In parallel, we explored the regulatory effect of
these hormones on some structural components of the myelination process.

Results

T3 and T2 regulate the expression of genes associated with thyroid function in the cerebellum.
To investigate if the three sets of genes involved in TH action (transporters, deiodinases and receptors) were
expressed in the teleost cerebellum, as well as their possible regulation by THs, organotypic cerebellum cultures
were exposed to different T2 and T3 concentrations, and RT-qPCR analysis was used to quantify gene expression.
Both TH transporters were expressed and down-regulated by THs (Supplementary Fig. S1a). However, while
mct8 expression was repressed in all TH concentrations tested, oatplcl down-regulation was significant at high
T2 concentrations. Surprisingly, dio3 expression was not regulated by any treatment, but dio2 was down-regu-
lated by both T2 and T3 (Supplementary Fig. S1b). As previously observed, I-thrb1 was only up-regulated by T2,
while thraa was down-regulate by both hormones (Supplementary Fig. S1c). With these results we identified that
the exposure of cerebellar organotypic cultures to 10 nM of either hormone elicited significant changes in the
regulation of the analysed genes.

Expression of genes associated with thyroid function are differentially localised in the cerebellum.
Slices of cerebella exposed to 10nM T2 and T3 were analysed by using the FISH technique to identify the expres-
sion of all three sets involved in TH action. Confocal images of sagittal sections allowed the identification of
cerebellar nuclei-specific expression of the different genes. Results are shown in Fig. 1 and Supplementary Fig. S2.
mct8 is expressed in the grey central and co-localises with oatplcl in the crista cerebellaris and molecular layer
(Fig. 1a,f). Both deiodinases (dio2 and dio3) are expressed in the crista cerebellaris; additionally, dio2 expression
was identified in the grey central and dio3 in the molecular layer and medulla oblongata (Fig. 1b,f). TR genes did
not co-localise; I-thrb1 was expressed in grey central, molecular layer and crista cerebellaris, whereas thraa was
abundantly expressed in the peripheral granular layer of the corpus cerebelli, where Purkinje cells are located
(Fig. 1¢,f). The analysis of the expression of the different genes after T3 or T2 treatments by FISH showed the
same regulatory pattern as observed in the analysis by RT-qPCR (Fig. 1¢). However, FISH allowed the observation
of TH regulatory response after an acute treatment.

T3 and T2 regulate the expression of genes related to myelination in the cerebellum. To assess
the involvement of T3 and T2 in cerebellar myelination, we went back to the in vivo model and treated juvenile
tilapias with MMI to partially block TH synthesis with or without co-administration of T2, T3 or a combination
of T2+ T3 in sub-physiological and equimolar doses (1nM) for 30 days. In contrast to the observations in cere-
bellar organotypic cultures (Supplementary Fig. S1), genes involved in TH signalling in the in vivo experiments
were not significantly altered after 1 nM of TH treatment for one month (Supplementary Fig. S3). However, the
expression of the genes olig2 and sox10, as well as mbp, p0 and plp1b, described as oligodendrocyte precursor
cells (OPCs) and mature oligodendrocyte markers, respectively”', was modulated in a TH-specific manner by T3
and T2 (Fig. 2). Cerebellar expression of plplb was up-regulated by T2 + T3; p0 was up-regulated after MMI and
MMI + T2, suggesting that only T3 restored control expression of this gene; T2 restored mbp expression when
compared to MMI-treated groups; sox10 expression was up-regulated by T3, and only T2 restored control expres-
sion of olig2 after MMI treatment.

Two genes that participate in the mammalian myelination process were previously identified in the tilapia
cerebellum transcriptome: tankyrase (tnks) and Glial CAM. These genes were differentially regulated by T2 and
T3, respectively®. As seen in Fig. 2, under the experimental conditions used for the present work, Glial CAM
expression was up-regulated after MMI treatment, and co-administration of T2, T3 or T2 + T3 restored mRNA
levels to those of non-treated controls. tnks expression, however, was up-regulated only in the hypothyroid group
co-treated with T2 4 T3.

Thyroid status alters the diameter of myelin fibres in the cerebellum. The tilapia cerebellum con-
sists of 3 major layers: the granular layer, the Purkinje cell layer and the molecular layer, resembling a single
folium of the convoluted mammalian cerebellum (Fig. 3a). As seen through two distinct myelin staining tech-
niques (Fig. 3b,c), and further confirmed by immunofluorescence (Fig. 3d), myelin fibres are more abundant in
the granular layer, where cell density is also higher. We measured myelin fibre diameters in the granular layer in
order to analyse myelination in response to thyroid status (Fig. 3e—j). Myelin fibre diameters were reduced after
one month of MMI treatment and partially restored with TH replacement, suggesting that TH treatment in low
doses promotes re-myelination in an altered condition (Fig. 3j; Supplementary Video S7).
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T2 (10 nM) T3 (10 nM) Quantification
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Figure 1. Fluorescent in situ hybridisation analysis. Ex vivo experiments for the quantification of mRNA
expression in confocal images of sagittal sections of cerebellum in control and treated groups show the
localisation of the probes for each gene. mRNA expression of the different genes was detected with Cy3 in red
and the signal of DAPI in blue. The scale bar represented 50 pm. (a) Transporters of THs, (b) deiodinases, (c)
receptors of THs (d) table showing the abundance [low (+), medium (++) or high (+++)] or absence (—) of
expression in each structure that conforms the cerebellum. e) Quantification of total fluorescence normalised
with DAPI. For all graphs * is p < 0.05 and (f). Photomicrographs of the same sections with Nissl staining
showing in pointed lines the definition of the different nuclei that comprise the tilapia cerebellum. The zone of
expression of each gene in the control groups is marked in colour stars.

Discussion

TH actions and effects during neurodevelopment are well known and conserved across different vertebrates;
however, little is known about their role in adult neurogenesis*. In teleosts, a substantial percentage of mitotic
cells within the proliferative zone are located in the cerebellum, and this proportion is maintained beyond early
development and throughout adult life'*'®. Indeed, a clear proliferative zone has been identified in the teleostean
cerebellum, preserving this structure the ability to generate and regenerate neurons and glial cells in juvenile and
adult stages'®'®. In the present study, we questioned the effects of the two bioactive THs, T3 and T2, on cerebellar
TH signalling, and their participation in juvenile myelination.

As far as we know, this work shows for the first time cerebellar mRNA expression as well as T3 and T2 reg-
ulation of TH transporters oatplcl and mct8; deiodinases dio2 and dio3, and TH receptors thraa and 1-thrb1,
supporting the involvement of these genes in cerebellar TH signalling. These genes showed a differential distri-
bution, and all except thraa were prominently expressed in the crista cerebellaris, probably because of its strategic
localisation as a transition nucleus between the medulla oblongata and corpus cerebelli, an important passageway
for neuronal afferences and vascular irrigation®'*32*,
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Figure 2. Cerebellar mRNA expression of mbp, p0, plp1b, olig2, sox10 tnks and Glial CAM. Tilapia were
exposed to 4.5 mM MMI with or without simultaneous addition of 1 nM T2, T3 or T2 4T3 for 30 days. Values
are means+/— S.E.M. Significance is indicated p < 0.05 with respect to control group.

Genes regulated by the acute exposure to T3 or T2 showed similar mRNA expression patterns with both gPCR
and FISH. Cerebellar mct8 was more highly expressed than oatp1cl; this can be explained by the broader MCT8
cell type distribution (neurons, oligodendrocytes, precursors and endothelial cells), as compared to OATPIC,
which is only observed in endothelial cells in fish?. The down-regulation exerted by THs on their transporters
may be due to a negative feedback when sensing an increase in circulating hormones. Notably, we found that
oatplcl was only regulated by T2, allowing the hypothesis that this hormone could be a possible substrate for
this transporter. Knock-down and knock-out models in mammals, birds and zebrafish have shown that mct8 and
oatplcl expression and protein location are essential for proper neuronal and glial differentiation and migration
to establish the cerebellar layers*®”. mct8 and oatplcl transporters were identified in the crista cerebellaris and
molecular nucleus located in the ventral-posterior cerebellar zone, and they are probably key for the systemic
arrival and transit of hormones to the CNS through the blood-brain-barrier. Indeed, cerebellar irrigation in tele-
osts depends on the central arteries passing through the ventral-posterior zone?"**.

The co-localisation of mct8 and oatplcl with both types of deiodinases agrees with the idea of the fine tuning
of the TH signalling pathway in which intracellular TH transport, followed by TH activation/inactivation, is
crucial for the balance of TH bioavailability. Contrary to previous reports on the liver, we showed that cerebellar
dio3 was not up-regulated by T2 or T3, indicating tissue-specific regulation within the CNS. dio2, however, was
down-regulated by T2 and T3, as reported for all other tissues’, showing its fundamental role as a bioactive TH
gatekeeper.

Interestingly, present results showed that cerebellar expression of 1-thrb1 and thraa did not co-localise. thraa
expression was detected only in the periphery of the granular layer, where Purkinje and eurydendroid cells are
localised. These cell types project to the molecular layer and to different nuclei within and beyond the cerebellum®.
The possible functional role of thraa in this cerebellar layer has yet to be explored. In contrast, I-thrb1 expres-
sion was detected in the crista cerebellaris and grey central, co-localising with all other analysed thyroid
signalling-related genes (mct8, oatplcl, dio2 and dio3), suggesting a clear TH-dependent function in these cer-
ebellar structures. Present results contrast with those previously reported in zebrafish’, which showed a high
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Figure 3. Myelin distribution and composition in tilapia cerebella. (a,b) Coronal sections of cerebella (5 jum)
in Kluver-Barrera staining. (c) Coronal sections of cerebella (50 um) in black-gold staining. Bundles of myelin
fibres pass through the granular layer. (d,e) Confocal microscopy of 20 pm coronal sections of the cerebellum
of a control animal, immunostained to myelin basic protein (red) and counterstained with DAPI (blue).

Note that stained myelin proteins and fibres are more abundant in the granular layer. (f) Frontal view of the
reconstruction of 30 confocal sections showing the merge of red for myelin and blue for DAPI. (g) Frontal
view of 30 confocal sections for a 3D reconstruction showing only the red channel for myelin. (h) Lateral view
of a 3D reconstruction showing myelin fibres. (i) Zoom of myelin fibres in a frontal view. 3D reconstruction
and measurement of myelin fibre diameters were performed with Amira software. A total of 9 images (3D
reconstructions) within the granular layer from 3 different cerebella per group were analysed. (j) Myelin fibre
apparent diameters of tilapia exposed to 4.5 mM MMI with or without simultaneous addition of 1 nM T2, T3
or T2 + T3 for 30 days. Values are means -+/— S.E.M of ~700 single measurements per group. Significance is
indicated as p =0.001 compared to the control (a) or MMI-treated group (b) ared to the control (a) or MMI-
treated group (b).
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distribution of thraa and a restricted localisation of thrb to certain nuclei. The observed differences in the specific
localisation and levels of expression of the analysed genes could reflect a dynamic process associated with particu-
lar physiological scenarios. However, data in zebrafish and the results of this study showing differential localisa-
tion and TH regulation support the idea that thraa and thrb exert different roles in the CNS, possibly regulating
different biological functions. In this context, in mammals, TR has been associated with CNS development and
neurogenesis’®, whereas cerebellar TR3 has been involved in myelination through the regulation of Kriippel-like
factor 9 (KLF9) in differentiating oligodendrocytes'.

To further analyse the involvement of THs in the juvenile myelination process, TH synthesis was blocked by
means of along-term (1 month) intermittent exposure to MMI either alone or with alow (1 nM) TH replacement.
This MMI administration protocol has been shown to drop T3 intrahepatic concentrations to around 50%, as
compared with controls when administered alone’. Unexpectedly, no significant differences were detected in the
regulation of genes related to TH signalling in the tilapia cerebellum; however, the expression of this same set of
genes does respond to both MMI alone or co-administered with THs (data not shown), suggesting the instalment
of a compensatory mechanism. In contrast, modulation in the expression of OPCs and mature oligodendrocyte
markers was observed, suggesting that the possible discrete TH fluctuations resultant from the intermittent and
low dose administration protocol could influence the molecular dynamics of oligodendrocytes. In the rodent
cerebellum, the expression of early OPC Olig-1 or OPC PDGFaR markers is prominent in the perinatal period
and decreases gradually as development progresses (between 3 and 14 postnatal days, when the expression of
mbp, a mature oligodendrocyte marker, increases). This switch is maintained throughout adulthood, where neu-
rogenesis is restricted”’. In juvenile tilapia, however, we observed no clear switch between OPCs and mature
oligodendrocyte markers since both are expressed at similar levels. This can be explained by the high neurogenic
potential maintained throughout teleost lifespan, where the majority of adult-born cells are originated in the
cerebellum?®. The fact that the expression of OPCs and mature oligodendrocyte markers was modulated by THs
in juvenile cerebellum suggests that this endocrine signalling pathway is relevant for juvenile-adult myelination.
Another signalling pathway relevant for mammalian differentiating oligodendrocytes is the Wnt signalling path-
way, which under physiological conditions is repressed by TNKS for proper myelination®’. Furthermore, the glial
cell adhesion molecule, or Glial CAM, is a protein involved in oligodendrocyte myelination in mice*'. T2 and T3
could be modulating myelination through tnks and Glial CAM mRNA regulation as seen in PCR and transcrip-
tomic experiments. To explore this, we took advantage of the mild hypothyroid state resulting from the MMI
intermittent treatment’” and measured the apparent diameter of myelin fibres located in the granular layer of the
cerebellum by immunofluorescence. The decrease in TH availability resulted in a significant reduction of myelin
fibres (Fig. 3j). Interestingly, replacement with low doses of T3, T2 and T3 + T2 resulted in a significant recovery
of myelin fibre diameters, showing that T3 and T2 may regulate myelin formation in juvenile tilapia cerebellum.
Further studies using more potent visualization methodologies like electron microscopy will be useful to confirm
these data. Although it is not clear if OPCs constitutively differentiate into myelin forming cells in mammals®,
it has been shown that T3 improves the remyelination process in a juvenile demyelination rodent model, func-
tioning as a neuroprotective agent by reducing proliferating cells in the SVZ and promoting OPC maturation®*.
Furthermore, TH analogues have been tested as promoters of re-myelination in an effort to ameliorate the symp-
toms of the human CNS-localised hypothyroidism seen in Allan-Herndon-Dudley syndrome (AHDS). This dis-
order results from a mutation in the mct8 gene that inhibits T3 entrance to the brain, leading to demyelination
with severe psychomotor retardation. Some of the most promising TH analogues are diiodothyropropionic acid
(DITPA) and triiodothyroacetic acid (TRIAC). In this context, DITPA had an effect on the expression of brain
TH-signalling genes of mct8 knock-out mice only if treated prenatally*. Furthermore, human oligodendrocytes
treated with DITPA up-regulated the expression of genes related to oligodendrocyte differentiation and myeli-
nation, and oligodendrocyte co-culture with retinal ganglion axons promotes myelination after DIPTA treat-
ment’. In teleosts, the only model for hypomyelination is the mct8-/- zebrafish larvae, which resembles AHDS.
Hypomyelination was partially or totally rescued with a 3-day treatment of DITPA or TRIAC, respectively?’. The
fact that a T2 analogue had positive effects upon myelination suggests that T2 could also ameliorate myelination
in different vertebrates. In the present study, 1-thrb1 expression was up-regulated by T2 in the crista cerebellaris
(Fig. 1), a nucleus with transit of ascendant tracts to the granular layer, suggesting that T2 via its receptor could
participate as a signal in myelination regulation. Additionally, T2 action is independent of MCTS8, like TRIAC
and DIPTA®%, compounds that have demonstrated CNS myelination therapeutic potential in case of mutations or
total deletion of MCT8?. The fact that T2 down-regulates cerebellar mct8 mRNA could imply T2 participation in
other CNS processes. Altogether, these studies and our data support the idea that T2 and T3 promote myelination
via different pathways, and prompt T2 as a promising target to analyse for therapy on hypomyelination.

Materials and Methods

Biological samples. Male tilapia juveniles (Oreochromis niloticus) ~4-6 g (16 weeks post-hatching) were
kindly provided by the Quarantine Unit for Tilapia and Catfish at the Universidad Michoacana de San Nicolas
de Hidalgo, Mexico. Fish were kept in 10 L tanks with aerated freshwater at a temperature of 25°C on a 12:12h
photoperiod. Fish were fed once a day with a commercial diet (Sera Marin, Sera, Germany). All animal exper-
imentation was conducted in accordance with accepted standards of humane animal care, and protocols and
procedures regarding handling and euthanasia were reviewed and approved by the Animal Welfare Committee
of our Institute.

Ex vivo experimental design. We used an ex vivo tilapia cerebellar organotypic culture to analyse the
acute effect of TH treatment upon the regulation of genes participating in TH signalling and myelination. mnRNA
expression was measured by both qPCR and FISH. Cerebellar organotypic culture protocol was performed as pre-
viously described for tilapia liver’, with the following modifications: Intact cerebella from non-treated tilapia were
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dissected and placed into ice-cold stabilizing medium. For each treatment, four cerebella were placed onto inserts
of semi-porous membranes (pore size 0.4 um) in 6-well culture plates containing culture medium and maintained
in an incubator at 18 °C in 5% CO,. After 48 h of stabilisation, the culture medium was supplemented with vehicle
NaOH (0.01N) (control groups) or T3 or T2 at concentrations of (0.1, 1, 10, and 100 nM) previously solubilised
in vehicle (experimental groups), and tissues were incubated for 24 h. Experiments for gPCR were performed in
triplicate (n = 60 cerebella; 12 cerebella per each of 5 experimental groups) (Supplementary Fig. S1). For FISH
experiments, a total of 12 cerebella were analysed (n =4 cerebella/treatment), which included controls and two
treated groups (10nM of T2 and T3).

In vivo experimental design. To analyse the effect of T2 or T3 on myelination in vivo, tilapia groups were
treated with methimazole (MMI) (4.5mM) (Sigma), a TH synthesis inhibitor, with or without simultaneous
addition of 1 nM T2, T3, or T2 + T3 (Sigma) previously solubilised in (0.01 NaOH). Treatments were admin-
istered using an immersion protocol previously described and validated in our laboratory’. Briefly, MMI or
MMI + TH was added to the culture water in the corresponding tank at 09:00 h and replaced with fresh culture
water at 17:00 h. This drug administration protocol was repeated three times per week for 30 days. At the end of
the experiment, animals were euthanised and cerebella were dissected and quick frozen in TRIzol (Invitrogen)
at —80°C until RNA extraction. Using the MMI administration protocol, T3 intrahepatic concentrations show a
half reduction as compared to untreated tilapia. Treatment with 1 nM of T3 or T2 alone modifies the expression
of some TH-dependent genes, showing that the organism is able to sense the slight fluctuations in intra-tissular
TH concentrations’. Due to the intermittent nature of the protocol, treated fish were also exposed to discrete TH
fluctuations receiving a boost of THs 3 times per week. For RT-qPCR, 3 cerebella were pooled to obtain 3 samples
in each treatment. For immunofluorescence and histology analyses, the entire brains were fixed with paraform-
aldehyde (4%) for 3h and 3 cerebella were analysed for each treatment.

RNA extraction. Total RNA was extracted from tilapia cerebella collected from the in vivo experiments
and the organotypic cultures with TRIzol. RNA purity and integrity were assessed by (1%) agarose gels and
concentration was measured with a Nano-Drop ND-1000 UV-Vis spectrophotometer at 260 nm (Nano Drop
Technologies). For each treatment, ~50-70 mg of tissue was used for total RNA extraction. RNase-free DNAse I
(Invitrogen) was added to remove residual genomic DNA.

RT-qPCR. Quantification of the different gene transcripts was performed as previously described” Briefly,
mRNA was reverse transcribed (RT) from (2 pg) of total RNA using an oligo(dT) primer. Quantitative PCR was
carried out in duplicates using 3-Actin and ubiquity-conjugating enzyme E2Z (UBCE) as reference genes’’. PCR
protocols and oligonucleotides used for gene amplification are specified in Supplementary Table 154. In all cases,
gene-specific standard curves were used and in quantification and data analyses performed in a Step One instru-
ment according to the instructions from the manufacturer (Applied Biosystems®). The protocol for all genes was
10” at 95°C, 10” at 60 °C, 10” at 72 °C for 40 cycles. For each experimental sample, the mRNA concentration was
expressed as molecules per microgram of total mRNA used in the RT reaction (2 pug), obtained by comparison
with the standard curve and normalised to the concentration of each reference gene.

NISSL staining. Brains previously fixed in PFA (4%), cryopreserved in sucrose and paraffined, were sliced in
10 pum sagittal sections. Sections were gradually rehydrated with xylene and (100%, 96%, 80% and 70%) ethanol
for 5min each and dyed with (0.5%) Cresyl Violet solution for 30 sec, washed in distillate water and dehydrated
with reverse series of alcohol solutions and xylene for 10 min to finally apply Entellan mounting medium.

Fluorescent in situ hybridization (FISH). After treatments (see above), cerebella were frozen in
2-methylbutane (submerged in mix of dry ice/ethanol), and then embedded in Tissue-Tek O.C.T. Compound
(Sakura Finetek®). The samples were sliced in a cryostat (Leica-CM1850) to obtain sagittal sections of 30 pm and
mounted in SuperFrost® Plus (VWR) slides. Sagittal sections allow not only the location of gene expression at
the histological level but also the identification of tracts where they may have an action in the cerebellar system.

Synthesis of mRNA probes. The full coding region of TRal, D2 and D3, as well as a 1 kb fragment of the cod-
ing region of L-TR31, OATP1C1 and MCT8 were amplified using specific oligonucleotides (Supplementary
Table 2S5). Amplified fragments were inserted into a pCR®4-TOPO® vector (Invitrogen) and linearised using
Notl and Spel or Pmel restriction enzyme. All mRNA probes were labelled by in vitro transcription using
T3 (antisense) and T7 (sense) RNA polymerase with digoxigenin-UTP DIG RNA labelling kit (ROCHE).
Supplementary Fig. S6 shows sense and antisense controls.

Hybridisation. Tissue slices were treated as previously described by Carasatorre et al.’®. Anti-DIG-POD (1:800)
(ROCHE) diluted in TSA was added and the slices were incubated overnight at 4°C, washed in TBS and TTBS
and developed with Tyramide signal amplification-Cy3 (TSA-Cy3; 1:75) detection kit (Perkin-Elmer) in dark-
ness and incubated for 60 min, washed in TBS and TTBS, contrasting with DAPI (1:400 in TBS) (ROCHE), and
mounted with medium 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octane (DABCO 33-LV; Sigma- Aldrich).

Fluorescent images. Observations and image acquisition were performed in a microscope Imager ZI (ZEISS)
using AxioCam MRm (ZEISS- 60N-C). The images were obtained in 2D mosaics of 12 X 14 scan, saved in.jpg
format in AxioVision LE 4.8.1 software 2009, and were size adjusted, cropped, contrast enhanced, and annotated
in Inkscape (Vector Graphics Editor).
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