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Abreviaturas

ACTH Adrenocorticotropic hormone (hormona estimulante de la corteza suprarrenal)
AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (acido alfa-amino-3-hidroxi-5-
metil-4-isoxazol-propionico)

ANOVA Analisis de la varianza

BAT Tejido adiposo marrén

BLA Nucleo basolateral de la amigdala

BSA Bovine serum albumin (seroalbiimina bovina)
CA Cornu Ammonis, asta de Amon

CaMKII Calmodulina quinasa dependiente de Ca2" de tipo 2
CaMKIV Calmodulina quinasa dependiente de Ca2" de tipo 4

CAP Potencial de accion compuesto

CB Cerebelo

Cols. Colaboradores

cpm Cuentas por minuto

CREB Elemento de respuesta a AMP-ciclico

CRH Corticotropin-releasing hormone (hormona liberadora de corticotropina)
CTX Corteza cerebral

D1, D2, D3 Desyodasastipo1,2y3
Dio2" Ratones deficientes para desyodasa 2

Dio2” + HT Ratones deficientes para desyodasa 2 con tratamiento de hormonas tiroideas

DOC Sodium deoxycholate (deoxicolato soédico)

DTT Dithiothreitol (ditiotreitol)

EC Estimulo condicionado

EDTA Ethylenediaminetetraacetic acid (acido etilendiamino-tetracético)
ELISA Ensayo en fase s6lida por inmunoabsorcion ligado a enzimas
E-LTP Early long term potentiation (potenciacion a largo plazo temprana)
ENC Estimulo no condicionado

ERK1/2 Quinasa regulada por sefal extracelular 1/2

EST Nucleo estriado

fEPSP Field excitatory post-synaptic potentials (potencial excitador postsinaptico poblacional)
GD Giro dentado

GR Receptores de glucocorticoides

GSK3 Glucégeno sintasa quinasa 3

GTT Test de tolerancia a la glucosa

HEPES N-2-Hydroxyethylpiperazine-N'-2-ethanesulfonic acid (acido N-2-
hidroxietilpiperazina-N’-2etanosulfonico)

HFS High Frecuency Stimulation (estimulacion de alta frecuencia)
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Abreviaturas

HHA
HHT
HPC
HT
Lp.
ITT
KRB
LA
LAT

LCR
LFS
L-LTP
LTD
LTP
MAPK
MCT
MLG
MMI
MR
NMDA
OATP
P15
PCR
PDK1
PEATC
PI3K
PKA
PKB o Akt
PTU
Ql

RIA
rT3

SDS
SMA

SN
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Eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

Eje hipotadlamo-hipofisis-tiroides

Formacion hipocampal

Hormonas tiroideas

Intraperitoneal

Test de tolerancia a la insulina

Krebs-Ringer-Bicarbonato

Nucleo lateral de la amigdala

Heterodimeric amino acid transporters (transportadores heterodiméricos de
aminoacidos)

Liquido cerebroespinal o cefalorraquideo

Impulsos de baja frecuencia

Late long term potentiation (potenciacion a largo plazo tardia)

Long term depresion (depresion a largo plazo)

Long term potentiation (potenciacion a largo plazo)
Mitogen-activated protein kinase (proteinas quinasas activadas por mitégeno)
Monocarboxylate transporters (transportadores de monocarboxilatos)
Modelo lineal general

2-mercapto-1- methylimidazole (2-mercapto-1-metil imidazol)
Receptores de mineralocorticoides

N-Methyl-D-aspartate (acido N-metil-D-aspartico)

Organic Anion Transporter Polypeptide (transportadores de aniones organicos)
Dia postnatal 15 (P15, P30...)

Polymerase chain reaction (reaccion en cadena de la polimerasa)
Proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos-1

Potenciales evocados auditivos de tronco cerebral

Fosfotidilinositol 3 quinasa

Proteina quinasa A

Proteina quinasa B

6-Propyl-2-thiouracil (6-propil-2-tiouracil)

Cuadrante numero 1

Radioinmunoanalisis

3, 3’, 5’-triyodotironina o T3 reversa

Retinoid X receptor (receptor del acido 9-cis-retinoico)

Sodium dodecyl sulphate (dodecilsulfato sddico)

Eje simpatico-médulo-adrenal

Sistema nervioso



Abreviaturas

SNC
T2
T3
T4
TBS
TCA
TR
TRE
TRH
TSH
wt
75G
ZSV

Sistema nervioso central

3, 3’-diyodotironina

3,5, 3’ triyodo-L-tironina

3,5,3, 5 tetrayodo-L-tironina o tiroxina

Theta Burst Stimulation (estimulacion theta-burst)

Trichloroacetic acid (acido tricloroacético)

Thyroid hormone receptor (receptor de hormonas tiroideas)
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Resumen

Las hormonas tiroideas (HT), T4 y T3, son indispensables para un correcto desarrollo y
funcionamiento del sistema nervioso central (SNC). La desyodasa tipo 2 (D2) es la enzima
responsable de la generacion local de T3 (forma activa a nivel transcripcional) por desyodacion de
T4. La D2 se expresa en la hipofisis, tejido adiposo marrén, miisculo esquelético y en el SNC. En el
cerebro adulto la D2 se expresa principalmente en astrocitos y tanicitos. Se ha propuesto un modelo
de cooperacion paracrina entre los astrocitos y las neuronas. En este modelo los astrocitos de la
barrera hematoencefalica captarian la T4 de la sangre y la desyodarian a T3 por la accion de la D2. La
T3 liberada al espacio extracelular seria captada por las neuronas en las que regularia la transcripcion
de genes sensibles a T3.

El objetivo de esta tesis ha sido obtener un mayor conocimiento del papel de la D2 como
moduladora de la generacion y disponibilidad de T3. Para ello, estudiamos diversos aspectos del
fenotipo de ratones deficientes para la D2, especialmente los relacionados con fenotipos neurologicos
en el adulto. Al comienzo de esta tesis no se habia descrito ningun fenotipo caracteristico relacionado
con el SNC en estos animales, posiblemente por la existencia de mecanismos compensatorios en
estadios juveniles. Nuestros resultados muestran que en condiciones de deficiencia de D2, atin con
niveles plasmaticos eutiroideos de T3 y elevados de T4, diversas regiones cerebrales tienen niveles
disminuidos de T3. Esto indica que en el cerebro adulto existe una fina regulaciéon de los niveles de
HT muy posiblemente dependiente de la necesidad de T3 y de la actividad de D2 en cada region
cerebral. Numerosos estudios apuntan a la formacion hipocampal como una de las regiones cerebrales
con mayor dependencia de niveles eutiroideos de HT para su correcto funcionamiento. A pesar de
ello, la disminucion de T3 y T4 cuantificada en los animales deficientes para D2 en esta region no
fue suficiente para producir alteraciones en distintos procesos de plasticidad cerebral dependientes del
hipocampo habitualmente alterados en hipotiroidismo. Sin embargo, la deficiencia de D2 si que altera
el procesamiento de la memoria de miedo dependiente de la amigdala potenciandola, retrasando su
extincion y aumentando considerablemente la recuperacion espontanea de esta memoria emocional.
El mecanismo de esta potenciacion no esta relacionado con un aumento en los niveles de
corticosterona plasmaticos en respuesta al estimulo aversivo como sucede en el hipotiroidismo.
Ademas, la deficiencia de D2 provoca alteraciones que se agravan con la edad en el patron locomotor
de los animales y también una disminucion del tono muscular, lo que indicaria un importante papel de
la D2 en el funcionamiento del musculo. Por ultimo, la deficiencia de D2 produce anomalias en el
metabolismo de la glucosa asociadas a una mayor tolerancia a la glucosa y mayor sensibilidad a la

insulina en tejidos periféricos.

Clinicamente se han identificado distintas variantes de polimorfismos de la D2 asociadas a la
predisposicion a desarrollar distintas patologias. Estos hallazgos clinicos y los resultados obtenidos en
esta tesis indican la importancia de seguir profundizando en el papel de la D2 en el adulto como
enzima clave en la generacion local de la T3 necesaria para el correcto funcionamiento del SNC y de

distintos tejidos, como por ejemplo el musculo.
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Summary

Thyroid hormones (TH), T3 and T4, are essential for the correct development and function of the
central nervous system (CNS). The type 2 deiodinase (D2) is an enzyme that generates T3 (active
hormone at transcriptional level) for local use by the deiodination of T4. D2 is expressed at the
pituitary gland, brown adipose tissue, skeletal muscle and the CNS. In the adult brain D2 is mainly
expressed at astrocytes and tanycytes. There is a model that proposes a paracrine cooperation system
between astrocytes and neurons. In this model, the astrocytes of the blood brain barrier would uptake
T4 and would catalyse the deiodination to T3 by D2 activity. The T3 liberated to the extracellular
domain would be taken up by neurons in which it would regulate the transcription of T3 dependent

genes.

The aim of this thesis has been to gain a broader knowledge of the role of D2 in modulating the
generation and availability of T3. To achieve this, we studied different aspects of the phenotype of D2
deficient mice, especially those ones related to neurological phenotypes in the adult. Until the start of
this thesis no characteristic phenotype related with the CNS had been reported in these animals,
possibly due to existence of compensatory mechanisms in early stages. Our results evidence that in
D2 deficiency conditions, even with euthryroid levels of T3 and high levels of T4, several brain
regions show decreased levels of T3. This shows that in the adult brain there is an acute regulation of
the levels of TH, which is most probably dependent on the necessity of T3 and D2 activity in each
brain region. Several studies point out the hippocampal formation as one of the most TH-dependent
brain regions to ensure its correct function. Despite this, the monitored decrease in T3 and T4 levels
in D2 deficient animals in this region was not enough to induce alterations in different hippocampal-
dependent cerebral plasticity processes which are usually altered in hypothyroidism. However, D2
deficiency did alter the processing of amygdala-dependent fear memory, by potentiating it, delaying
its extinction and considerable enhancing the spontaneous recovery of this emotional memory. The
mechanism underlying this potentiation is not related to an increase on the plasma levels of
corticosterone in response to the aversive stimulus as it happens in hypothyroidism. Moreover, D2
deficiency causes alterations that worsen with increasing age in the animal’s locomotion pattern as
well as it causes a decrease in muscle tone evidencing the important role of D2 in muscle function.
Finally, D2 deficiency also causes abnormalities in the glucose metabolism, which are associated

with increased glucose tolerance and insulin sensitivity in peripheral tissues.

Clinically, several D2 polymorphic variants that are associated to the predisposition to develop
different pathologies have been identified. These clinical findings, along with the results obtained in
this thesis, strongly indicate how important it is to continue researching to further define the role of
D2 in the adult as a key enzyme for local generation of T3 for the correct function of the CNS and

other tissues as, for example, the muscle.
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1. LAS HORMONAS TIROIDEAS

Las hormonas tiroideas (HT), 3, 5, 3°, 5’ tetrayodo-L-tironina (T4) y 3, 5, 3’ triyodo-L-tironina
(T3) son esenciales en los vertebrados tanto por su papel durante el desarrollo del feto como por su
implicacion en la regulacion del metabolismo de carbohidratos, lipidos, proteinas y del balance
electrolitico. Esta bien establecido que son necesarios niveles eutiroideos de HT para el correcto
funcionamiento de los numerosos tejidos diana de las mismas como son el higado, corazoén, tejido
adiposo, musculo y en especial el sistema nervioso central (SNC). La deficiencia de HT durante el
desarrollo produce grave retraso mental, alteraciones neurolégicas, retraso del crecimiento, asi como
sintomas endocrinos y signos de hipotiroidismo, siendo las alteraciones relativas al sistema nervioso
(SN) irreversibles. La deficiencia de HT en el adulto puede ocasionar, ademas de manifestaciones
metabolicas, trastornos de cardcter neurologico o psiquiatrico y alteraciones en la conducta que en

muchos casos son reversibles con un adecuado tratamiento de reemplazo hormonal.

1.1 Sintesis, secrecion y transporte de las hormonas tiroideas

Las HT son hormonas yodadas que se sintetizan en la glandula tiroides (Figura 1). La glandula
tiroides se localiza en la porcion media del cuello, a ambos lados de la traquea, y esta compuesta por
foliculos. Estos foliculos estan constituidos por las células epiteliales foliculares o tirocitos que se
sitian en monocapa alrededor de una cavidad central rellena de coloide. El yodo es un micronutriente
muy escaso pero los tirocitos son capaces de concentrarlo en su interior y sintetizar los precursores de

las HT que se almacenan en el coloide.

En condiciones fisiologicas normales y de aporte suficiente de yodo, el tiroides secreta un 70 %
de T4 y un 20 % de T3, la forma nuclearmente activa por tener mayor afinidad por sus receptores

nucleares.

La sintesis y secrecion de las HT esta finamente regulada por el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides
(HHT). En el nticleo paraventricular del hipotalamo se sintetiza la hormona liberadora de tirotropina
(TRH) que induce la secrecion de la hormona estimuladora del tiroides (TSH o tirotropina) en la
hipofisis anterior. La TSH se une a su receptor de membrana en los tirocitos y estimula la sintesis y
secrecion de las HT. El eje HHT esta regulado por un mecanismo de retroalimentacion negativa que
contribuye a la homeostasis hormonal en el que las HT actian directamente sobre el hipotdlamo y la

hipofisis inhibiendo la sintesis y secrecion de TRH y TSH respectivamente.
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3,5,3",5-tetrayodotironina (T4) 3,3,5triyedotironina (rT3)
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Figura 1. Estructura y metabolismo de las hormonas tiroideas. Las HT estan constituidas por dos anillos
bencénicos unidos por un puente de oxigeno. Los atomos de yodo se encuentran en numero maximo de cuatro en
las posiciones 3, 5, 3" y 5" y su numero y posicion son criticos para definir la actividad biologica de las HT y sus
metabolitos.

Las HT son lipofilicas y poco solubles en agua, por lo que en la sangre el 95 % de las mismas
circulan unidas a distintas proteinas plasmaticas: la globulina de uniéon a HT, la transtiretina y la
albumina, principalmente. Existe una pequefia porcion de T4 y T3 que circulan libres. Estas HT libres
son las que tienen la capacidad de unirse a receptores especificos en las células para llevar a cabo sus
acciones biologicas. Actualmente esta demostrado que en los distintos tejidos las HT se transportan al
interior celular a través de varios transportadores: los transportadores de aniones organicos (OATP),
los transportadores heterodiméricos de aminoacidos (LAT) y los transportadores de monocarboxilatos
(MCT; (62, 99). En el cerebro del raton, las HT se transportan por MCT8, MCT10, OATP2,
OATP14, LATI1 y LAT2, que se expresan en la barrera hematoencefalica, en los plexos coroideos, en

las neuronas y en los distintos tipos celulares del SNC (39, 95, 99).

1.1.1 Metabolismo de las hormonas tiroideas

Las HT son metabolizadas en los tejidos periféricos por varias rutas metabolicas siendo la
desyodacion progresiva la via mas importante. Las principales reacciones de desyodacion son: la
activacion de la T4 a T3 por pérdida de un atomo de yodo en la posicion 5° del anillo externo y la
inactivacion de T4 y T3 por perdida de un atomo de yodo del anillo interno, generando 3,3°,5°-

triyodotironina (T3 reversa o rT3) y 3,3’-diyodotironina (T2), respectivamente (105).
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La desyodasa tipo 1 (D1) y la desyodasa tipo 2 (D2) eliminan el yodo en la posicion 5° del anillo
externo de la T4, dando lugar a T3 que es la forma activa a nivel nuclear. La cinética de ambas
enzimas indica una mayor aportacion de la D2 en el paso de T4 a T3 debido a que su eficiencia
catalitica es 700 veces mayor que la de la D1 (122). La D1 se localiza principalmente en 6rganos que
permiten un rapido intercambio de las HT con el plasma (higado, piel, tiroides y rifion) y su actividad
contribuye a los niveles plasmaticos de T3. En cambio la D2 se expresa en tejidos de intercambio
lento en los que las concentraciones intracelulares de T3 son criticas [SN, hipofisis, tejido adiposo
marrén (BAT) y musculo esquelético] y su funcién es la generacion local de T3 en estos tejidos.
Estudios en humanos indican que la D2 contribuye de una manera importante a los niveles de T3
circulantes (122), aunque este papel de la D2 es controvertido pues varia entre especies. Por lo tanto,
se considera que la D1 y la D2 desempefian un importante papel en el mantenimiento de las
concentraciones de T3. Se ha postulado que la D2 actuaria de forma especifica para cada region

cerebral seglin sean las necesidades de HT (77, 87).

La desyodasa tipo 3 (D3) inactiva la T4 y la T3 por desyodacion en posicion 5, dando lugar a rT3
y T2 respectivamente. Esta enzima se expresa en niveles bajos en todos los tejidos, pero su expresion
es mas elevada en el SNC, la piel, la placenta y el ttero gestante. La D3 contribuye a la homeostasis
hormonal, protegiendo a los tejidos del exceso de HT. En el encéfalo se expresa en neuronas, donde
parece controlar la concentracion y el tiempo de accion de la T3. Su expresion es maxima durante el

periodo perinatal (102) y esta relacionada con la diferenciacion sexual del cerebro (65).

1.1.1.1 Desyodasa tipo 2

En el cerebro de rata en estadio postnatales juveniles y en el adulto, el 80 % de la T3 resulta de la
conversion in situ de T4 a T3 por accion de la D2 (46, 182). La D2 parece ser la principal enzima
implicada en este proceso dado que la D1 tiene una baja actividad en cerebro (500 veces menos) en
comparacion con otros tejidos como el higado y el rifidon (13). En el interior celular la D2 se localiza

en el reticulo endoplasmatico, lo que puede favorecer el aporte de T3 al nucleo (77).

La activad de la D2 se detecta por primera vez en el cerebro de rata al final de su periodo fetal y
aumenta considerablemente hasta una actividad maxima alrededor del dia postnatal 15 o 20 (P15,
P20) que posteriormente decae hasta alcanzar los niveles del adulto (13, 170). La actividad de la D2
es muy sensible a los niveles de HT, regulandose de forma inversamente proporcional a las
concentraciones de HT. Cuando los niveles de T4 son bajos se produce un aumento de la actividad de
la D2 y en menor medida de su expresion, ayudando asi a mantener la homeostasis cerebral de T3

(13, 147).
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En los mamiferos, en el momento del nacimiento se produce una disminucion de la actividad de
la D3 que junto con el aumento de la actividad de la D2 resulta en un rapido aumento de la
produccion de T3 (13). Esto es el desencadenante de un aumento de la concentracion intracelular de
T3, permitiendo asi la union de la T3 a los receptores nucleares especificos y la modulacion de la
expresion de genes influyendo en procesos de diferenciacion celular (34, 72, 96, 121, 143, 158, 171).

Actualmente estd demostrado que la D2 tiene importantes funciones en el desarrollo del SN (15,
65, 87), en la diferenciacion coclear (34, 143), en la regulacion del eje HHT (51, 180), en la
modulacion de la termogénesis en el tejido adiposo marrdn (52, 56, 98), en el funcionamiento y en la
regeneracion del misculo (58, 128) y en la formacion dsea (12, 180, 199). Estudios mas recientes han
identificado nuevas funciones de la D2 en el corazén (193), en el musculo esquelético (85, 106) y en

la hipo6fisis en respuesta a drogas especificas (166).

En el cerebro adulto la D2 se expresa principalmente en astrocitos y tanicitos (88), tanto en el
soma como en sus prolongaciones. Los astrocitos forman parte de la barrera hematoencefalica y
poseen prolongaciones que rodean los vasos sanguineos y contactan con las neuronas. Los tanicitos
son células gliales especializadas que tapizan la pared del tercio inferior del tercer ventriculo. El
cuerpo celular de los tanicitos se encuentra en contacto con el liquido cerebroespinal o
cefalorraquideo (LCR) y emite prolongaciones que se extienden hasta la eminencia media,
terminando con frecuencia en capilares sanguineos. Debido al patron de expresion de la D2 se ha
propuesto un modelo de cooperacion paracrina o acoplamiento celular entre los astrocitos y las

neuronas y oligodendrocitos (88); Figura 2).

) Capilar

r . _ Figura 2. Modelo paracrino de sefializacion
: [ de HT en el cerebro. En la barrera
hematoencefalica los astrocitos captarian la T4
circulante y la desyodarian a T3 por accion de
la D2. La T3 seria liberada desde el astrocito
hasta las neuronas donde entraria gracias a los
transportadores especificos de HT como MCTS.
En el interior de las neuronas la T3 se une a
receptores nucleares especificos modulando asi
la transcripcion génica. La T3 y la T4 pueden
ser inactivadas por acciéon de la D3 en las
neuronas.

Astrocito
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Estudios recientes realizados en ratones deficientes para D2 (Dio2”") han corroborado la
importancia del aporte intracerebral de T3 por accién de la D2. En ratones Dio2”" a dia P15 se ha
descrito una disminucion de entre un 25 y un 50 % en los niveles de T3 en diversas regiones
cerebrales (75), siendo similar a la observada en ratones hipotiroideos de la misma edad tratados con
la droga antitiroidea 2-mercapto-1-metil imidazol (MMI). Esta disminucion de la concentracion de T3
en los ratones Dio2” no es consecuencia de un aumento en la degradacién de T3 porque la actividad
de la D3 no se encuentra alterada (75). En corteza cerebral la disminucion de los niveles de T3 tiene
como consecuencia la alteracion de la expresion de genes diana de las HT (74, 75, 141). A pesar de lo

anterior, a dia de hoy no se ha descrito ningtn dafio neurolégico en los ratones Dio2” (74).

El musculo es otro tejido diana de las HT ya que se requieren niveles eutiroideos de HT para su
correcto funcionamiento y regeneracion. En pacientes hipotiroideos e hipertiroideos son frecuentes
alteraciones funcionales en el musculo. Existen una gran cantidad de genes implicados en la funcién
fisiologica del musculo asi como en procesos metabdlicos en este tejido que son regulados tanto

positiva como negativamente por T3 (183, 191).

En el musculo se ha determinado tanto expresion como actividad de D2. El musculo esta formado
por 2 tipos de fibras musculares, las fibras de tipo I, denominadas rojas o de contraccion lenta y las
fibras de tipo II, denominadas blancas o de contraccion rapida. Mientras que las fibras de tipo |
predominan en los musculos posturales (musculos del tronco) cuya actividad es continua, las fibras
de tipo II predominan en los musculos relacionados con el movimiento (musculos de las
extremidades) que necesitan contraerse con mayor rapidez. En ratones adultos se ha descrito una
actividad 5 veces superior de D2 en las fibras de tipo I en comparacion con las fibras de tipo II. En
condiciones de hipotiroidismo, en las fibras de tipo I se induce un aumento en la actividad de D2 de 3

veces sin que se detecten cambios en los niveles del ARNm (128).

El hipotiroidismo también se asocia con un retraso en la formaciéon 6sea y en el crecimiento
corporal. Actualmente estan emergiendo nuevos estudios que demuestran la implicacion de la D2 en
el desarrollo del esqueleto asi como en la formacion y mineralizacion del hueso en el adulto. Ratones
adultos deficientes para la D2 (Dio2”") de entre 3 y 4 meses de edad muestran fragilidad dsea asociada

a fracturas por una reduccion de la formacion 6sea del 50 % y un aumento en la mineralizacion (12).

En humanos se han descrito distintas variantes de polimorfismos de la D2 asociados a distintas
patologias. Los polimorfismos de la D2 rs225012 y rs225010 se han asociado con un mayor riesgo a
padecer retraso mental en regiones con deficiencia de yodo (90). El polimorfismo de la D2 rs225014
esta asociado a osteoartritis (135), mientras que el polimorfismo Thr92Ala ha sido asociado con
disfunciones en el eje HHT (33, 154), alteraciones de osificacion (92), alteraciones en la respuesta al
reemplazo de HT (8, 93, 152, 187), asi como una relacion no muy consistente con la hipertension (89,

188), la resistencia a la insulina y el sindrome metabolico (35, 36, 61, 67, 84, 89, 133, 134, 155, 188).
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1.1.1.1.1 D2 y metabolismo de la glucosa

Como se indica arriba, el polimorfismo Thr92Ala de la D2 se ha asociado en algunos estudios
con resistencia a la insulina y con el sindrome metabdlico. En la resistencia a la insulina se produce
una alteracion en la respuesta tisular a la accion de la insulina con el resultado de una menor

captacion de glucosa por los tejidos.

La insulina actia aumentando la captacion de glucosa en musculo y en grasa, e inhibe la
produccion de glucosa en el higado, de esta manera la insulina actfia como primer regulador de los
niveles de glucosa circulantes. Ademas, la insulina estimula el crecimiento y la diferenciacion celular
y permite el almacenamiento de sustratos energéticos en grasa, higado y musculo por la estimulacion
de la lipogénesis, la sintesis de glucdgeno y de proteinas y por la inhibicion de la lipdlisis y la

glucogendlisis (174).

Para el cerebro, la glucosa es el principal sustrato energético, y es utilizado continuamente para
una correcta actividad neuronal (130). Debido a lo anterior, las neuronas han desarrollado
mecanismos de eficiencia energética (108) asi como mecanismos especificos de captacion de glucosa

(131) para permitir un suministro adecuado en circunstancias de bajos niveles de glucosa en sangre.

Los receptores de insulina estan presentes en todos los tejidos de los vertebrados, incluido el
cerebro, y estan relacionados con la via de sefializacion que engloba la proteina quinasa B (PKB,
también conocida como Akt) y la glucogeno sintasa quinasa 3 (GSK3). En los tejidos que responden
a la estimulacion por insulina, ésta induce la activacion de Akt y a su vez la inactivacion de GSK3, en
ambos casos incrementado su fosforilacion (47). La activacion de Akt se produce por fosforilacion
tanto de la treonina 308 (p-Thr308-Akt) como de la serina 473 (p-Serd73-Akt). La fosforilacion en el
residuo 308 se lleva a cabo por la proteina quinasa dependiente de fosfoinositidos-1 (PDK1) y la del
residuo 473 por una proteina quinasa no identificada, usualmente denominada PDK2 (110). Tejidos
periféricos como el musculo de pacientes con diabetes y pacientes con resistencia a la insulina

presentan desfosforilacion de Akt y GSK3 (174, 196).
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1.2 Mecanismos de accion de las hormonas tiroideas

1.2.1 Modulacion de la expresion génica

La funcién principal de las HT es la modulacion de la expresion génica por la union de T3 a sus
receptores nucleares especificos (TRs). En el interior de las células diana la T3 se concentra en el

nucleo y tiene una afinidad por la union a los TRs 10 veces mayor que la T4 (184).

Los TRs son factores de transcripcion modulados por ligando que pertenecen a la superfamilia de
receptores nucleares. Existen diferentes isoformas de TRs codificadas por dos genes distintos en
ratones: Thra 'y Thrb. De todas ellas, las denominadas TRal, TRB1, TRB2 y TRB3 son las isoformas a
las que se puede unir la T3 intracelular para regular distintos procesos bioldgicos mediante el control

transcripcional de los genes sensibles a T3 (48).

Los TRs se unen a secuencias especificas del ADN denominadas elementos de respuesta a
hormona tiroidea (TREs) en los genes diana. Estas secuencias consisten en repeticiones de un
hexamero consenso AGGTCA, dispuestas de forma palindromica (Pal), palindromica invertida (IP) o
repeticiones directas (DR; (59). La unién de los TRs al TRE tiene lugar, principalmente, formando
heterodimeros con el receptor del acido 9 cis-retinoico (RXR; Figura 3), aunque también pueden

homodimerizar (111).

Los TRs muestran diferente actividad en funcidon de la presencia o ausencia de ligando. El
mecanismo general del modo de accidon de estos receptores se basa en que en ausencia de ligando, el
heterodimero (RXR-TR) unido al ADN (TRE) interacciona con un conjunto de co-represores y
complejos con actividad desacetilasa de histonas, dando lugar a una compactacion de la cromatina
que inhibe la transcripcion del gen diana (86, 178). La unién de T3 a su receptor, desencadena en ¢él
un cambio conformacional que permite el desplazamiento de los co-represores y la unién de co-
activadores que incluyen actividad acetilasa de histonas, dando lugar a la activacion de Ia
transcripcion (81, 117). Este mecanismo de accidon general de la regulacion de la expresion génica por
T3 es la denominada regulacidon positiva. Sin embargo, existen también casos de regulacion negativa
cuyo mecanismo es todavia poco conocido. En la regulacion negativa, el TR en ausencia de ligando
permite la transcripcion basal del gen, mientras que la union de T3 al TR induce la represion génica
(192). Actualmente no han sido identificadas secuencias consenso ni requerimientos estructurales

comunes para los TREs negativos.
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Figura 3. Modelo del mecanismo de accion general de la modulacién de la expresion génica por T3. Los
receptores de HT (TRs) se unen a los elementos de respuesta (TREs) heterodimerizando con el receptor de
retinoides (RXR). En ausencia de hormona, el heterodimero TR-RXR se asocia con un complejo co-represor, lo
que conduce a la desacetilacion y compactacion de la cromatina y a la represion de la transcripcion. La union de
T3 al TR produce un cambio conformacional que induce la liberacién de los co-represores y la uniéon de un
complejo de co-activadores. Este complejo tiene capacidad acetilasa de histonas, lo que desestabiliza la cromatina
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y la hace mas accesible. Ademas atrae y estabiliza a la ARN polimerasa II.

1.2.2 Mecanismos de accion extranucleares de las hormonas tiroideas

Las acciones nucleares de las HT tienen un tiempo de latencia largo (de horas a dias). Sin
embargo, se han descrito acciones mediadas por las HT que ocurren en un periodo de tiempo muy

corto (pocos minutos; (202). Estas son las respuestas rapidas extranucleares, que son menos

conocidas.

Estas acciones extranucleares pueden estar mediadas por receptores de membrana como la
integrina aV B3, por isoformas de TRs citoplasmaticas y posiblemente también por receptores de
membrana acoplados a proteinas G, sefializando a través de segundos mensajeros intracelulares. Se ha
propuesto que las acciones extranucleares de la T4 y la T3 influyen sobre la transcripcion génica de
una manera indirecta a través de las cascadas de las proteinas quinasas activadas por mitogeno

(MAPK), de STATs y PI3K, fosforilandose moléculas diana como los TRs y otros factores de

transcripcion (16, 48, 54).
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A nivel mitocondrial, las HT ejercen acciones indirectas regulando la transcripcion de genes
nucleares cuyos productos modulan la expresion de genes mitocondriales. Del mismo modo también
se han descrito acciones directas sobre la expresion del genoma mitocondrial y la fosforilacion
oxidativa. Muchas de estas acciones estan mediadas por formas truncadas de los TRs nucleares que
modulan la expresion del genoma mitocondrial actuando como factores de transcripcion dependientes

de ligando (200).

1.3 Acciones de las hormonas tiroideas en el sistema nervioso central: hipotiroidismo

Las acciones de las HT en el SN son aun mas complejas que en otros organos debido a la
heterogeneidad regional y celular de este tejido. Clinica y experimentalmente se ha demostrado que la
falta de HT durante el desarrollo causa anomalias estructurales y alteraciones neuroldgicas graves e
irreversibles. Las HT también son necesarias en la fase adulta para el mantenimiento de la actividad y

funcionalidad del SN, aunque sus acciones bioldgicas en el periodo adulto han sido menos estudiadas.

El hipotiroidismo esta caracterizado por niveles insuficientes de T3 y T4 en sangre, y en el caso

del hipotiroidismo primario por la elevacion de la TSH plasmatica.

1.3.1 El hipotiroidismo durante el desarrollo del sistema nervioso central

El papel fisiologico de las HT durante el periodo embrionario consiste en asegurar la
coordinacion temporal de diferentes eventos del desarrollo, modulando la expresion y actividad de

proteinas especificas e influyendo en la diferenciacion celular.

Estudios experimentales en los que se analizaba el efecto del hipotiroidismo durante el desarrollo
han establecido que en la rata el periodo critico para la deficiencia de las HT en el SN es el desarrollo
embrionario tardio y el postnatal temprano (17). La deficiencia de HT durante periodos criticos del
desarrollo provoca alteraciones moleculares y anatomicas en el cerebro en desarrollo que inducen
anomalias neuroldgicas y neuropsicologicas irreversibles, como retraso mental, sordera y desoérdenes

neuromotores.

Las regiones mas afectadas por la deficiencia de HT durante el desarrollo son la neocorteza, los
ganglios basales, el cerebelo (CB), la formacion hipocampal (HPC) y el giro dentado (GD). Todas
estas regiones estan implicadas en procesos de aprendizaje y memoria, asi como en el control del

movimiento, lo que explicaria muchas de las alteraciones funcionales debidas al hipotiroidismo.
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1.3.2 El hipotiroidismo en el sistema nervioso adulto

Aunque las acciones de las HT en el SN adulto han sido menos estudiadas, en humanos también
se han descrito importantes disfunciones mentales y psicoldgicas asociadas al hipotiroidismo (27,
197). El hipotiroidismo adulto provoca alteraciones de la memoria, el aprendizaje y la concentracion,
astenia psicomotora, modificacion de los niveles de neurotransmisores y alteraciones del
comportamiento (demencia, confusion, psicosis y cambios de personalidad) y del estado de animo
(depresion, trastorno bipolar). En ocasiones tratamientos hormonales prolongados no son capaces de
recuperar por completo estas alteraciones, lo que indica que no se puede excluir un leve deterioro
persistente en los pacientes con hipotiroidismo adulto, aunque esto va a depender también del grado y

tiempo de duracién del hipotiroidismo (37, 57, 115, 162, 179).

2. LA FORMACION HIPOCAMPAL

2.1 Estructura de la formacion hipocampal

La HPC es una estructura limbica cortical que engloba el GD, el asta de Amoén (cornu Ammonis,
CA) o hipocampo propiamente dicho, el subiculo, el presubiculo, el parasubiculo y la corteza
entorrinal. La HPC esta implicada en muchos procesos mentales, en particular en la memoria y en el
aprendizaje. Presenta una gran plasticidad funcional y estructural y es una region diana de las HT

tanto durante el desarrollo como en el adulto (71, 83, 119, 120, 136, 137, 160, 161).

2.1.1. Anatomia del hipocampo en el raton adulto

La capa principal del hipocampo es la capa de células piramidales o CA. Esta capa agrupa los
somas de las neuronas piramidales excitatorias y esta formada por 4 regiones: CA3 y CAl son las
mas importantes, CA2 es mas pequea y se situa entre ellas y por ultimo CA4 esta incluida en la capa
polimorfica o hilio del GD. Estas regiones presentan diferencias en el tamafio celular y en el patron de
conectividad. Las neuronas de CA1 tienen somas mas pequefios y estin mas empaquetadas. En CAl
y CA2, las neuronas piramidales carecen de las espinas dendriticas tipicas de CA3 y de sus aferencias
musgosas. Los otros estratos son el lacunosum-moleculare (continuacion de la capa molecular de la
corteza entorrinal), el radiatum (en el que se encuentran las dendritas apicales de las neuronas

piramidales), el lucidum (solo presente en CA3), el oriens (que contiene los axones de las neuronas
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piramidales) y el alveo o alveus (en el que se retnen los axones de las neuronas piramidales hacia la

fimbria).

Las dendritas apicales de las neuronas piramidales de CA3 reciben las fibras musgosas y sus
axones proyectan por un lado al alveo y por otro a las dendritas apicales de CAl mediante las
colaterales de Schaffer. Los axones de CAl también se bifurcan y proyectan al alveo (hacia el
hipotalamo) y al subiculo. Las neuronas del subiculo proyectan la informacion de vuelta a la corteza

entorrinal.

En la capa piramidal y en el stratum oriens se encuentran la mayoria de las células en cesto y
candelabro. Estas células son interneuronas inhibitorias GABAérgicas que estan implicadas en la
modulacion de la actividad eferente en las neuronas piramidales. A diferencia de las capas de células
piramidales, las otras capas del hipocampo contienen un nimero pequefio de neuronas. Estas
neuronas tienen somas con diferentes morfologias y presentan distintos patrones de arborizacion

dendritica y axonal.

2.1.2. Anatomia del giro dentado en el raton adulto

La capa celular principal del GD es la capa de células granulares, cuya disposicion es en forma de
V tumbada. El GD presenta una estructura similar a lo largo de todos los niveles de la HPC. Las
células granulares se organizan en una lamina intermedia cuyas dendritas apicales se orientan hacia la
capa superficial (molecular) y sus axones hacia la capa mas profunda (hilio). La capa dorsal de las
células granulares localizadas entre CA3 y CAl se denomina capa suprapiramidal y la capa ventral
situada en la zona opuesta se denomina infrapiramidal. La region que se encuentra conectando las dos

capas se denomina cresta.

Las células granulares reciben aferencias de la corteza entorrinal o parahipocampal, que a su vez
perforan el surco del hipocampo y conectan con las dendritas apicales de la capa molecular. Los
axones de las células granulares abandonan el GD a través del hilio y de CA4 y se extienden hasta
CA3 atravesando el stratum lucidum. Estos axones estan altamente ramificados (fibras musgosas)
formando sinapsis complejas con las espinas especiales, largas y muy ramificadas de las células

piramidales de CA3.

En el borde interno de la capa granular también se localizan células en cesto, que son
interneuronas GABAérgicas inhibitorias. Estas células presentan un axon muy ramificado y

confinado a la capa granular y son capaces de inhibir simultdneamente un elevado numero de células
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granulares. En la capa molecular y en el hilio también se encuentran varios subtipos de interneuronas

GABA¢érgicas.

2.1.3 Conexiones de la formacion hipocampal

Las conexiones del hipocampo y el GD son principalmente unidireccionales y forman un bucle
cerrado que se origina en la corteza entorrinal (Figura 4). Existen tres vias de aferencia principal: la
primera es la via perforante en la que los axones de la corteza entorrinal contactan con las células
granulares del GD, con las piramidales de CA3 y también con neuronas piramidales de CAl y del
subiculo; la segunda via de entrada de informacion desde la corteza entorrinal es a través de la capa
molecular del subiculo, llegando a las dendritas apicales de CA3 y la tercera via de entrada son las
aferencias procedentes del septo, hipotalamo y tronco del encéfalo a través del fornix que contactan

con las dendritas basales de las neuronas piramidales de CA1.

En la corteza entorrinal se concentra la informacion aferente, procedente de las cortezas
asociativas, y la informacion que devuelve la HPC. Tanto el hipocampo como el GD reciben ademas
aferencias de la amigdala, tdlamo, septo, hipotidlamo y nucleos monoaminérgicos del tronco del

encéfalo a través de la corteza entorrinal.

CA1

EES _—

Figura 4. La formacion hipocampal y sus conexiones. A la izquierda, esquema de las diferentes regiones: giro
dentado (GD); hilio (Hi); CA1-CA3, regiones del hipocampo y subiculo (Sb). A la derecha, esquema de las
principales proyecciones de la formacion del hipocampo: via perforante (VP); fibras musgosas (FM); colaterales
de Schaffer (CS); via comisural asociativa (VCA) y corteza entorrinal (CE). Las flechas indican la
direccionalidad de las conexiones.
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2.2 Funciones de la formacion hipocampal

2.2.1 Aprendizaje y memoria: Bases celulares y moleculares

Una de las cualidades mas importantes del SN es que puede modificar su estructura y su dinamica
como consecuencia de la experiencia. La plasticidad sinaptica es la capacidad de las neuronas para
modificar sus propiedades, asi como sus patrones de conexidén con otras neuronas. Existen varios
mecanismos que cooperan entre si para producir plasticidad sinaptica, entre ellos cabe destacar, por
un lado, los cambios en la cantidad de neurotransmisores que son liberados a la sinapsis y, por otro, el
modo en que las células responden a estos neurotransmisores (73). La sinapsis no puede ser
considerada como una estructura rigida sino que sufre variaciones como consecuencia de los
diferentes patrones de actividad cerebral. En muchas sinapsis una actividad repetitiva puede
desencadenar no solo alteraciones a corto plazo, sino que puede producir modificaciones duraderas e
incluso éstas pueden llegar a ser permanentes. El principal fendmeno asociado a estos cambios es la
potenciacion a largo plazo (LTP, del inglés Long Term Potentiation). La LTP se expresa como un
aumento persistente de la transmision sinaptica tras estimular una via aferente con pulsos de corriente
de alta frecuencia (HFS, del inglés High Frecuency Stimulation) produciendo una potenciacion de la
fuerza sinaptica que puede durar desde horas hasta dias (24). Actualmente esta aceptado que en el
hipocampo la LTP es so6lo una de las formas de plasticidad sinaptica duradera que existen en
diferentes circuitos neuronales del cerebro de los mamiferos. Se pueden diferenciar dos tipos de LTP,
una temprana (E-LTP, en inglés early-LTP) que se produce hasta las 3 horas de haberse aplicado la
HFS y una tardia (L-TTP, en inglés late-LTP) que es la que se produce a partir de las 3 horas desde la
HFS. La L-LTP es un fendémeno que depende de la activaciéon coordinada de receptores
glutamatérgicos y dopaminérgicos y que requiere de la sintesis de proteinas. La E-LTP, cuya
induccion depende unicamente de receptores acido N-metil-D-aspartico (NMDA), se diferencia de la

L-LTP por la ausencia de sintesis de proteinas y por el tiempo de duracion de la potenciacion.

Esta bien establecido que las proteinas quinasas son esenciales como intermediarios entre la
induccion y/o el mantenimiento de la LTP. La E-LTP principalmente depende de la fosforilacion de
la calmodulina quinasa dependiente de Ca®" de tipo 2 (CaMKII; (123), pero la L-LTP, como se refleja
anteriormente, requiere de nueva sintesis de proteinas a través de la activacion de factores de
transcripcion inducidos por quinasas, como la proteina de union al elemento de respuesta a AMP-
ciclico (CREB). Estas quinasas incluyen a la proteina quinasa A (PKA) (1), a la MAPK (28) y a la
calmodulina quinasa dependiente de Ca®* de tipo IV (CaMKIV; (23). La activacion neuronal tras la
HFS produce un aumento de Ca®" intracelular activandose la CaMKIV y la adenilato ciclasa que a su
vez activa la PKA, generandose la sefial de activacion de la ruta de las MAPKs (ERK1/2) que
fosforilaran CREB, factor de transcripcion esencial para la L-LTP (101). Se ha demostrado que el
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hipotiroidismo adulto reduce los niveles de LTP asi como los niveles de las proteinas CREB y

ERK1/2 en la region CA1 del hipocampo y en el GD (71, 80).

Se ha encontrado que la mayoria de las sinapsis que exhiben LTP también muestran depresion
duradera (LTD, de sus siglas en inglés, Long Term Depression). Este otro fendmeno causa una
disminucion en la fuerza sinaptica tras la estimulacion repetida con impulsos de baja frecuencia (LFS,
del ingés Low Frecuency Stimulation). La LTD es un fenémeno postsinaptico, pues se debe a
cambios de densidad, de localizacion y de propiedades cinéticas del canal acido alfa-amino-3-hidroxi-
5-metil-4-isoxazol-propiénico (AMPA) por el nivel de fosforilacion del receptor. Esta forma de
plasticidad es dependiente de los receptores NMDA, de receptores de glutamato metabotropicos y se
induce con una mayor facilidad en etapas juveniles (9, 63, 104, 114). Se ha demostrado que el

hipotiroidismo adulto facilita y potencia la LTD en la region CA1 del hipocampo (3).

2.2.2 Implicaciones de las hormonas tiroideas en la plasticidad del hipocampo

El hipotiroidismo, tanto durante el desarrollo (167, 168) como en el adulto (37, 57, 115, 162,
179), produce un gran rango de alteraciones relacionadas con la funcionalidad de la formacion HPC

entre las que se incluyen alteraciones en el aprendizaje y la memoria.

El tratamiento de reemplazo con T4 mejora la memoria en los pacientes con hipotiroidismo
subclinico (100, 138, 150). Sin embargo, otros estudios clinicos presentan resultados mas variables y
cuestionan si la terapia de reemplazo hormonal restaura completamente el dafio producido en el

aprendizaje y la memoria por el hipotiroidismo (37, 115, 132, 175).

En ratas adultas tiroidectomizadas se ha descrito un dafio grave tanto en el aprendizaje como en la
memoria a corto y largo plazo (4, 5, 71, 78, 80). Estudios en ratas tiroidectomizadas han demostrado
un incorrecto aprendizaje espacial (medido con la prueba del laberinto acuatico de brazos radiales de
Morris), una reduccion de los niveles de LTP asi como de los niveles de las proteinas (medidas por
western blot) CREB y ERK1/2 en la region CAl del hipocampo y una recuperacion de todas estas
alteraciones con un tratamiento con T4 (5, 80). Por ultimo en un estudio reciente en ratas
tiroidectomizadas adultas despiertas se ha descrito una deficiencia en el reforzamiento sinaptico
durante el aprendizaje asociativo en la sinapsis via perforante-GD, asi como una incorrecta induccion

de la LTP. Ninguna de estas alteraciones se recuperd con un tratamiento prolongado con HT (71).

La generacion de nuevas neuronas en el cerebro adulto representa un mecanismo mas de
plasticidad que se ha demostrado que ocurre también en humanos (64, 176). En condiciones

fisiologicas normales, la presencia de células madre con linaje neuronal en el cerebro adulto se
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restringe a la zona subventricular (ZSV) adyacente a los ventriculos laterales y a la zona subgranular

(ZSG) del GD (2).

En la ZSG se generan neuroblastos que migran tan so6lo unas micras hasta integrarse en la capa
granular del GD donde extienden procesos y se diferencian a neuronas granulares. Se ha estimado que
en condiciones fisiologicas normales alrededor del 50 % de las nuevas células generadas mueren
durante el primer mes y que posteriormente se reduce considerablemente la tasa de muerte celular
(55). Se piensa que finalmente s6lo sobreviven aquellas células que son capaces de establecer
contactos sinapticos funcionales con otras neuronas, del mismo modo que sucede en el desarrollo
(31). De hecho se ha descrito que las nuevas neuronas se integran en circuitos neuronales y maduran
como neuronas funcionales (50). Se ha propuesto que las nuevas neuronas generadas permitirian
optimizar las conexiones entre el GD y CA3 en la HPC (103). La funcién de las nuevas neuronas
granulares es actualmente un tema de gran interés ya que estudios con animales de experimentacion
han relacionado funcionalmente la neurogénesis en la ZSG con algunos procesos de aprendizaje y

memoria y con el mantenimiento del estado de animo (181).

En la ZSG el hipotiroidismo adulto reduce sustancialmente la tasa proliferativa celular y la
cantidad de neuroblastos inmaduros que se generan. Ademas, estas alteraciones en la neurogénesis se
correlacionan con una tendencia a un comportamiento de tipo depresivo y se revierten con un

tratamiento prolongado hormonal (137).

3. MEMORIA EMOCIONAL: CONDICIONAMIENTO DEL MIEDO

El miedo es la reaccion fisica, fisiologica o psicologica a la percepcion de un peligro. Con el fin
de comprender la implicacion del miedo en el cerebro se han realizado infinidad de estudios clasicos

Pavlovianos de condicionamiento del miedo (68, 107, 112, 113, 124, 125, 153, 164).

Los estudios clasicos Pavlovianos de condicionamiento del miedo estan compuestos por un
estimulo condicionado (EC), como puede ser la presencia de un tono o de un contexto, y un estimulo
aversivo no condicionado (ENC), como puede ser una descarga eléctrica. Después de repetir una o
varias veces la asociacion del EC con el ENC se producen una serie de respuestas defensivas de
comportamiento entre las que se puede destacar la inmovilizacion del animal (en inglés freezing) en
la que solo se perciben los movimientos respiratorios en respuesta al estimulo aversivo. También hay
un aumento de la secrecion de norepinefrina y glucocorticoides periféricos. En los vertebrados, el eje
hipotalamo-hipofisis-adrenal (HHA) y el eje simpatico-médulo-adrenal (SMA) son los principales

sistemas fisioldgicos implicados en la respuesta a un estimulo aversivo. La activacion del eje HHA
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desencadena un aumento de los niveles plasmaticos de corticotropina u hormona estimulante de la
corteza suprarrenal (ACTH) y de glucocorticoides (cortisol en la mayoria de los mamiferos y
corticosterona en roedores). Asi mismo la activacion del eje SMA produce un aumento de los niveles

plasmaticos de catecolaminas (noradrenalina y adrenalina).

3.1 Regulacion del eje hipotalamo-hipofisis-adrenal

Las neuronas del nucleo paraventricular del hipotdlamo sintetizan la hormona liberadora de
corticotropina (CRH). Las neuronas CRHérgicas hipofisiotropicas envian sus proyecciones a la
eminencia media en donde, en respuesta a un estimulo, se produce la liberacion de CRH a la
circulacion portal llegando asi a la hipo6fisis que a su vez controla la sintesis y liberacion de ACTH.
La ACTH a través de la circulacion sanguinea llega a la glandula adrenal estimulando la liberacion de
glucocorticoides que proporcionan la energia necesaria a los misculos para efectuar una respuesta. El
eje HHA esta regulado por un mecanismo de retroalimentacidén negativa a tres niveles: la HPC, el
nucleo paraventricular del hipotalamo y la hipofisis, siendo la actividad del eje HHA inhibida por los
propios glucocorticoides (Figura 5). Sin embargo, otras areas cerebrales, como la amigdala, también

pueden controlar la actividad del eje HHA ante la respuesta a un estimulo aversivo (70).

Hipotalamo
- Figura 5. Esquema del eje hipotalamo-hipofisis-

adrenal (HHA). En el hipotalamo se sintetiza y secreta
- l CRH la CRH que a su vez estimula la hipoéfisis. La hipdfisis

controla la sintesis y secrecion de la ACTH. La ACTH
estimula la glandula adrenal facilitando la liberacion de
glucocorticoides. El eje HHA esta regulado por un
mecanismo de retroalimentacion negativa donde los
glucocorticoides inhiben la actividad del eje
+ | AcTH

Glandula
Suprarrenal

l

Glucocorticoides
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3.2 Anatomia y funciones dependientes de la amigdala

La amigdala ocupa una posicion central en la generacion de las respuestas condicionadas, recibe
la informacién del talamo y la corteza cerebral en respuesta a los estimulos sensoriales y controla las
respuestas neuroendocrinas del hipotalamo y las respuestas de comportamiento (inmovilizacién o

freezing) a través de la sustancia gris periacueductal.

La amigdala esta formada por una gran heterogeneidad de nticleos que se diferencian por los tipos
celulares, la densidad celular, la composicion neuroquimica y la conectividad (112, 157, 185). El
nucleo lateral se caracteriza por ser la via sensorial de la amigdala dado que recibe informacion
auditiva, visual, olfatoria, gustativa y somatosensorial (incluyendo el dolor) desde el talamo y la
corteza. La via tdlamo-amigdala transmite muy rapidamente la informacion obtenida del estimulo sin
que ésta se filtre mediante un control consciente. Sin embargo, la via cortico-amigdala regula de un
modo mas lento, pero a la vez mas detallado y preciso, la informacién sensorial. El nticleo central es
la principal region eferente de la amigdala. Su funcion es controlar la reaccion al miedo y la respuesta
endocrina mediante la estimulacion del hipotalamo y los nucleos dorsales motores del nervio vago

(69, 107, 112, 113, 124, 125, 153, 164).

En la amigdala también se producen procesos de plasticidad localizados fundamentalmente en el

nucleo lateral, aunque en menor grado también se pueden localizar en el nucleo central (153, 198).

3.3 Implicaciones de las hormonas tiroideas en procesos de aprendizaje y memoria
emocional

La implicacion de las HT en procesos de aprendizaje y memoria emocional es, a dia de hoy, un
campo cientifico poco estudiado. Desde la década de los 90 esta bien establecido que las regiones
limbicas asociadas a procesos cognitivos y respuestas emocionales son muy sensibles a alteraciones
hormonales. La amigdala presenta altos niveles de expresion de D2 (14) y de TRs (29, 159) lo que

indicaria que es una importante region diana de las HT.

Estudios en ratas adultas tiroidectomizadas han demostrado que el hipotiroidismo adulto no afecta
al proceso de aprendizaje durante el condicionamiento al miedo. Sin embargo, se ha visto que la
memoria del miedo condicionado y su recuperacion espontdnea se encuentran potenciadas y la
extincion al miedo se encuentra disminuida (136). Se ha propuesto que en el hipotiroidismo Ia
potenciacion de la memoria emocional se debe tanto a una mayor expresion de los receptores de
glucocorticoides (GR) y mineralocorticoides (MR) en los ntcleos lateral y basolateral de la amigdala

como a un incremento en la liberacion de corticosterona en respuesta al estimulo aversivo (136).
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis ha sido obtener un mayor conocimiento del papel de la D2

como moduladora de la generacion y disponibilidad local de T3 en los tejidos, especialmente en el SN.

La hipoétesis que planteamos es que la produccion local de T3 por accion de la D2 debe ser

importante para la funcion y la plasticidad del SN.

Para conseguir este objetivo nos hemos planteado caracterizar en el adulto distintos aspectos
relacionados con fenotipos neurologicos y metabolicos debidos a la deficiencia de D2 utilizando ratones

normales y deficientes para la D2 como modelo experimental.

Como objetivos concretos nos planteamos:

- Estudiar la influencia de la D2 en los niveles de hormonas tiroideas, asi como la actividad de

desyodasa 1 en distintas regiones del SNC.

-> Estudiar la influencia de la D2 en el metabolismo de la glucosa.

—> Evaluar la importancia de la generacion local de T3 en distintas pruebas neurosensoriales y

sensoriomotoras.

-> Estudiar la importancia de la generacion local de T3 en pruebas de aprendizaje, memoria

espacial y memoria emocional.

—> Estudiar la implicacion de la D2 en procesos de plasticidad sinaptica entre las fibras

colaterales de Schaffer y las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo.
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Materiales y Métodos

1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Se utilizaron ratones con un fondo genético homogéneo C57/BL6J. Los animales fueron criados
en el animalario del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de Madrid. Se
estabularon en habitaciones con una temperatura controlada (22-24 °C), ciclos alternativos de luz y
oscuridad de 12 h y con libre acceso a comida y a bebida. Los animales se sometieron a control
veterinario siguiendo las directivas de la Unidn Europea (86/609/CEE y 2010/63/UE) segun

procedimientos aprobados por el comité ético de la institucion.

1.1 Obtenci6n de los ratones Dio2™

El ratén Dio2” fue generado en el laboratorio de la Dra. Valerie Galton (180) y la delecion del
gen Dio2 se generd por recombinacion homologa sustituyendo un segmento de 2,6 kb del gen Dio?2
por el gen Neo. El genotipo de cada animal fue confirmado mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir de ADN extraido de la cola en el momento del sacrificio. EIl ADN se
extrajo de 2-3 mm de cola mediante incubacioén en una solucion de lisis conteniendo 100 pg/ml de

Proteinasa K (Roche) durante 1 h a 55 °C en agitacion.

Se utilizaron los siguientes cebadores: iniciador comun (5’-
GTTTAGTCATGGAAGCAGCACTATG-3"); reverso especifico para el mutante (5°-
CGTGGGATCATTGTTTTTCTCTTG-3); y reverso especifico para Dio2™" (wt; 5°-
CATGGCGTTAGCCAAAACTCATC-3’) en una reaccion de 40 ciclos (95 °C, 15 s; 62 °C, 15 's; 72
°C, 15 s). Este proceso genera un fragmento amplificado de 400 pares de bases para el alelo wt y de
450 pares de bases para el alelo mutado. Los fragmentos amplificados por PCR se identificaron

mediante electroforesis en geles de agarosa al 2 % tefiidos con Sybr Safe (Invitrogen).

1.2 Grupos experimentales y tratamientos hormonales

Para la realizacion de los experimentos de esta tesis doctoral se utilizaron ratones macho adultos

de 3y 6 meses wt, Dio2” y Dio2” sin y con tratamiento hormonal (Dio2” + HT).

El tratamiento hormonal consistié en la administracion, en el agua de bebida, de una mezcla de
HT para conseguir una dosis fisiologica diaria de T4 (20 ng de T4 por g de peso corporal al dia;
Sigma-Aldrich) y una dosis 3 veces superior a la fisioldgica de T3 (9 ng de T3 por g de peso corporal

al dia; Sigma-Aldrich). Las dosis fisiologicas hacen referencia a la produccion total diaria de cada
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hormona (66). Las HT se administraron en el agua de bebida con albumina sérica bovina (BSA;
Sigma-Aldrich) al 0,01 % en los 10 dias previos y durante la realizacion de los experimentos. La
solucion se prepard diariamente y se protegié de la luz para evitar la degradacion de las HT. La
concentracion hormonal en el agua de bebida se calcul6 en base al volumen de agua ingerido por los

animales los 4 dias previos al tratamiento y en base al peso corporal de los animales.

El disefio de este tratamiento hormonal se ha basado en estudios previos (66, 180) y en resultados
de esta tesis en los que se han determinado los niveles de T3 y T4 en ratones wt y Dio2” de 3 meses
de edad (ver apartado 1.2 de resultados). El objetivo de este tratamiento fue recuperar los niveles de
T3 intracerebrales en los animales Dio2” sin modificar los niveles plasmaticos de T4. Por ello, para
evitar la hipotiroxinemia que se induce tras la administracion de altas dosis de T3 se administro, junto

con la T3, una dosis fisiologica de T4.

1.3 Sacrificio y obtencion de tejido en fresco

Los ratones se sacrificaron por dislocacion cervical. Se extrajo el encéfalo del craneo y se aislaron
las distintas regiones cerebrales de estudio: CB, HPC, nucleo estriado (EST) y corteza cerebral
(CTX). También se diseccionaron higado y musculo (cuadriceps femoral) de la pata. Todos los
tejidos fueron inmediatamente congelados en nieve carbonica y almacenados a -80 °C para el analisis
de la expresion de proteinas por western blot y para la determinacion de las concentraciones de HT

por radioinmunoanalisis (RIA).

1.4 Obtencion de sangre y plasma

Muestras de sangre procedente de la vena mandibular o de las venas laterales de la cola se
recogieron en tubos heparinizados (Sarstedt). La sangre heparinizada se centrifugé a 1000 g durante
20 min a 4 °C y el plasma obtenido como sobrenadante se congeld para ser usado en la determinacion

de los niveles de HT y corticosterona.
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2. TECNICAS BIOQUIMICAS

2.1 Determinacion de las concentraciones de hormonas tiroideas

Las medidas de las concentraciones de T3 y T4 en plasma y tejidos se realizaron en colaboracion

con la Prof. Maria Jesus Obregon y la Dra. Ana Montero del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

2.1.1 Sintesis de trazadores (T3 y T4 marcadas radiactivamente)

Se sintetizaron T3 y T4 radiactivas de muy alta actividad especifica (3000-1500 pCi/ug) con ['*I]
para su utilizacién en los ensayos posteriores de RIA. También se sintetizaron HT radiactivas para
utilizarlas como trazadores internos para poder estimar el porcentaje de recuperacion de T3 y T4 en el
proceso de extraccion. En este caso la T3 se sintetizo con ['I] y la T4 con [“'I] para poder
distinguirlas. La T4 marcada se sintetizo a partir de T3 y la T3 a partir de 3,5-T2, siguiendo el método
descrito por Weeke y Orskov (194). El yoduro radiactivo utilizado se oxid6 a yodo naciente mediante
cloramina T y se incorpor6 en la posicion 5 6 3° del grupo fenilo del sustrato. Los productos del

marcaje se separaron por cromatografia en papel con butanol-metanol-amoniaco (146).

2.1.2 Extraccion de hormonas tiroideas de plasma

Para la extraccion y purificacion de HT del plasma se sigui6 el protocolo descrito por Gordon y
cols. (82) modificado por Morreale de Escobar y cols. (140). A las muestras de plasma se les anadid
2000 cpm de [*'I]-T4 y 2000 cpm de ['*’I]-T3 como trazadores internos y se extrajeron con metanol-
cloroformo (1:2) en Cl,Ca al 0,05 %. La purificacion de las HT de los extractos obtenidos se realizo
por cromatografia de intercambio idnico en columnas de resina Dowex 50W-X2 (Bio-Rad) y
posterior elucion con &cido acético al 70 %. La radiactividad de la fraccion resultante se cuantifico
con un contador gamma para calcular la recuperacion individual de cada hormona en cada una de las
muestras analizadas. Posteriormente la fraccion resultante se sometid a evaporacion y se resuspendiod
en tampoén de RIA (tampon fosfato 0,04 M pH8 con BSA al 0,2 % y mertiolato 0,6 mM). Este

extracto se guardo congelado hasta su analisis posterior mediante RIA.

2.1.3 Determinacion de T3 y T4 en extractos de plasma y tejido (RIA)

Para la realizacion del RIA de T3 y T4 se utiliz6 el método de Weeke y Orskov (195) modificado
para tejido de rata y raton (139, 140, 146), usando anticuerpos especificos (169).
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Cada muestra se ensayo por duplicado y a dos diluciones diferentes, afiadiendo a cada ensayo 100
ul de tampén de RIA con 6000 cpm de ['I]-T4 6 ['*I]-T3 y 100 pl del antisuero especifico (en una
dilucion 1/300.000 para T4 y 1/150.000 para T3). Después de 12-24 h de incubacioén se afiadieron 1,5
ml de tampon de RIA con 90 mg de polietilenglicol 6000 y 45 ul de suero bovino. Los complejos

antigeno-anticuerpo se precipitaron por centrifugacion y se cont6 la radiactividad del precipitado.

En cada ensayo se prepararon curvas patréon de T4 y T3. La curva patron del RIA de T4 cubri6 el
rango de 2,5 a 320 pg, siendo el limite de deteccion de 2,5 pg/tubo. La curva patron del RIA de T3
cubri6 el rango de 1,5 a 100 pg, siendo el limite de deteccion de 1,5 pg/tubo. Las concentraciones de
cada hormona en la muestra inicial se calcularon teniendo en cuenta el peso de la muestra original
homogeneizada, la recuperacion de los trazadores durante el proceso de extraccion y el volumen de

cada alicuota, y se expresaron en ng por ml de plasma o en ng por mg de tejido.

2.2 Determinacion de la actividad de la D2 y D1 en tejido cerebral

La medicién de la actividad de la D1 y D2 en tejido cerebral se realizé en colaboracion con la

Prof. Maria Jesus Obregon y la Dra. Ana Montero del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

2.2.1 Homogeneizacion del tejido

Se estudiaron 3 regiones cerebrales (CB, CTX y HPC) procedentes de ratones wt y ratones Dio2”

de 3 meses de edad. Los tejidos fueron homogeneizados en 1 ml de tampén de homogeneizacion
conteniendo sacarosa (0,32 M), acido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2etanosulfonico (HEPES; 10
mM) a pH=7 y ditiotreitol (DTT; 10 mM).

2.2.2 Medicion de la actividad de la D2 y D1

Antes de la realizacion del ensayo, se sintetizo ['*’I]-rT3 (tT3) y ['*’I]-T4 y se purificaron para
eliminar el ['*I]-Yoduro contaminante. Esta purificacién se realizo por electroforesis en tiras de 2 cm
de papel Whatmann 3MM durante 5 minutos a 400 V, usando como solvente acetato amonico (50
mM), pH 6,8. El yoduro migra unos 3-4 cm, mientras que la ['®1]-T3 (rT3) y la ['%1]-T4 permanecen
en el origen de aplicacion de donde se eluyeron usando NaOH (0,04 N). Este proceso permite la
recuperacion de aproximadamente el 50 % de la yodotironina marcada y libre de yoduro (menos del 1

% de la radiactividad proviene del yoduro residual).
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La determinacion de la actividad de la D2 se realiz6 segiin el método de Leonard (116) con

modificaciones adaptadas en el laboratorio de la Prof. Maria Jestis Obregon (94).

La actividad de la D2 se midi6 en un volumen final de 100 pl que contenia: 50 ul del
homogeneizado de cada una de las regiones cerebrales, 100.000 cpm ['*I]-T4 y T4 (2 nM) como
sustrato, T3 (1 uM) para inhibir la desyodacién de la T4 en posicion 5 (en el anillo interno por accion
de la D3), tampon fosfato (100 mM; pH 7), acido etilendiamino-tetracético (EDTA; 1 mM) y 6-
propil-2-tiouracil (PTU; 1 mM) para inhibir la actividad 5> D1 y DTT (50 mM). Tras una incubacion
de 1 hora a 37 °C se pard la reaccion afiadiendo 50 pl de una mezcla (1:1) de suero de ternera con
PTU (10 mM) y luego se afiadieron 350 pl de acido tricloroacético (TCA) al 10 %, precipitando las
proteinas por centrifugacion (1000 g, 30 min a 4 °C).

La separacion del yoduro y de la yodotironina residual (no precipitada con el suero y el TCA) se
realiz6 por cromatografia de intercambio io6nico. Esto se realiz6 pasando 400 pl del sobrenadante
anterior por columnas rellenas de Dowex S0W-X2 (Bio-Rad) equilibradas con acido acético al 10 % y
eluyendo con 2 ml del mismo acido. Se conté la radioactividad ['*°I]-yoduro y la actividad enzimatica
se obtuvo restando al valor de cada muestra la desyodacién no enzimatica. Esta se estimo incubando
el blanco con la solucién de homogeneizacion (sin tejido) y calculando el porcentaje de ['*I]-T4

desyodada como fraccion de los 200 femtomoles usados por hora y mg de proteina.

La concentracion de proteina de las muestras se determind por el método de Lowry (118)
precipitando los homogeneizados tisulares con TCA al 10 % para evitar la interferencia colorimétrica

del DTT en el ensayo.

La actividad de la D1 se midi6é también en un volumen final de 100 ul que contenia 50 pl del
homogeneizado de cada una de las regiones cerebrales, 100.000 cpm ['*I]-rT3 (rT3) y rT3 (2 nM)
como sustrato, tampoén fosfato (100 mM) pH 7, EDTA (1 mM) y DTT (50 mM). El ensayo se realizd
por cuadruplicado, afiadiendo PTU (1 mM) a la mitad de las muestras para inhibir la actividad 5’D1 y
obtener la medida de actividad de la D2 y sin PTU en la otra mitad de las muestras para obtener el
valor de actividad 5°D total. La actividad de la D1 se calculé6 como la diferencia entre la actividad
5’D total y la actividad D2. El proceso experimental para la determinacion de la actividad de la D1 se
realizo siguiendo el protocolo descrito para la D2. Tanto los resultados de la actividad de la D2 como
los de la DI se expresan como femtomoles de yoduro formado en una hora por mg de proteina

(fmol/h-mg de proteina).
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2.3 Determinacion de los niveles de glucosa en sangre

Los niveles de glucosa en sangre en ratones wt y Dio2” de 3 meses de edad se determinaron
mediante el uso de tiras reactivas de glucosa (One Touch Ultra, Lifescan) y un glucometro (One
Touch Ultra, Lifescan), siguiendo las instrucciones del fabricante. Se realizé una pequefia incision en
el tercio final de la cola del animal y se obtuvo una gota de sangre que se aplico directamente sobre la
tira reactiva previamente introducida en el glucometro. En todos los casos los niveles de glucosa en

sangre se midieron a las 10:00 h en condiciones de ayuno y en condiciones de alimentacion.

2.3.1 Test de tolerancia a la glucosa

El test de tolerancia a la glucosa (GTT) se realizo en ratones wt y Dio2” de 3 meses de edad. Para
ello se administd a cada animal, via intraperitoneal (i.p.), 2 g/kg de peso corporal de D-Glucosa
(Sigma-Aldrich) tras un periodo de 24 h en ayuno. Los niveles de glucosa en sangre se midieron a 0,

5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 y 180 min desde la administracion de D-Glucosa.

2.3.2 Test de tolerancia a la insulina

El test de tolerancia a la insulina (ITT) se realizé en ratones wt y Dio2” de 3 meses de edad. Tras
un periodo de 4 h en ayuno se inyecto a cada animal via i.p. 0,75 U 0 0,23 U de insulina/kg de peso

corporal, dependiendo del experimento. Los niveles de glucosa en sangre se midieron a 0, 30, 60 y 90

min en el primer caso y a 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min en el segundo caso desde la administracion de la

insulina.

2.4 Determinacion de la concentracion de corticosterona en plasma

Los niveles de corticosterona plasmatica se determinaron mediante un ensayo en fase solida por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) con un kit comercial (Corticosterone ELISA, Demeditec)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Este kit viene dispensado en una placa de 96 pocillos con el
anticuerpo policlonal especifico de corticosterona. En cada pocillo se incubaron 20 pl de plasma
(diluido 1:20 en solucion estandar de 0 ng/ml de corticosterona) y 200 pl del conjugado enzimatico
del kit (corticosterona conjugada con peroxidasa de rabano picante) durante 60 min en agitacion. La
corticosterona endogena de la muestra compite con la corticosterona del conjugado enzimatico para
su union al anticuerpo especifico. Tras realizar 3 lavados para eliminar los conjugados que no se han

unido al anticuerpo, se afiadié a cada pocillo 100 ul de solucién sustrato de la peroxidasa y se incubd
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durante 15 min, tras los cuales se par6 la reaccion. Por ultimo, sin sobrepasar los 10 min posteriores a
la parada de la reaccion, se procedio a la lectura de la absorbancia en el lector de micro-placas
(Biogen) a una longitud de onda de 450 nm con el programa informatico DigiWin 3.0. La curva
patron del ELISA cubrié el rango de 0 a 84 ng/ml de corticosterona, siendo el limite de deteccion de

la técnica de 0,56 ng/ml de corticosterona.

2.5 Deteccion de la fosforilacion de 4kf mediante western blot

Se obtuvieron extractos de proteina de las diferentes regiones diseccionadas del cerebro en fresco
asi como de higado y musculo (ver apartado 1.3 de Materiales y Métodos) de animales wt y Dio2” de
3 meses de edad inyectados con insulina (0,75 U/kg de peso corporal) o suero salino. Para la
extraccion de proteinas las muestras se homogeneizaron a 4 °C en tampon de lisis RIPA (Hepes 50
mM pH 7,4; NaF 100 mM pH 7,4; EGTA 1 mM pH 8; tritobn 1 %; NaCl 150 mM; MgCl, 1,5 mM;
glicerol 10 %; deoxicolato sddico (DOC) 1 %; dodecil sulfato sodico (SDS) 0,1 %), conteniendo
inhibidores de proteasas (Sigma-Aldrich) usando un homogeneizador de tejidos (Polytron System PT
1200 E, Kinematica AG). La concentracion de proteina total se cuantificd por el método de BCA

(Pierce) utilizando como patrén BSA.

Las proteinas (30 pg por muestra) se separaron mediante electroforesis utilizando geles de
poliacrilamida al 10 % bajo condiciones desnaturalizantes (SDS) y se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa (Protran, Whatman, Dassel). Las membranas se bloquearon en TBS (Tris-HCI 20
mM pH 7,5; NaCl 150 mM;) con un 5 % de leche en polvo (Fluka) durante 1 h a temperatura
ambiente. Seguidamente se incubaron con el anticuerpo primario en T-TBS (Tris-HC1 20 mM pH 7,5;
NaCl 150 mM; Tween-20 0,1 %) durante toda la noche en una noria a 4 °C. Tras realizar los lavados
de las membranas utilizando T-TBS ¢éstas se incubaron con el anticuerpo secundario acoplado a
peroxidasa en T-TBS durante 1 h a temperatura ambiente. La deteccion de los inmunocomplejos se
realiz6 mediante el sistema de quimioluminiscencia ECL (Amersham, GE Healthcare) siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Para cuantificar la fosforilacion de Akt en las muestras de higado y musculo se utilizé un
anticuerpo especifico de Akt fosforialdo en la serina 473 (p-Akt-Serd73; SC-7985-R, Santa Cruz
Biotechnology) mientras que para las muestras de CTX, HPC y EST se utilizdo un anticuerpo
especifico de Akt fosforilado en la treonina 308 (p-Akt-Thr308; SC-16646-R, Santa Cruz
Biotechnology). Para realizar el control de carga en las muestras de higado y cerebro se utilizé un
anticuerpo especifico de B-actina (ab6276, Abcam) y en las muestras de musculo un anticuerpo

especifico de PI3K (p85; 4292, Cell Signaling).
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2.5.1 Analisis de la fosforilacion de Akt

La expresion de p-Akt se cuantificoé por densitometria utilizando el programa Image J 1.410. Se
cuantifico la intensidad de las bandas especificas obtenidas y los valores obtenidos se normalizaron

con el control de carga utilizado en cada uno de los experimentos.

3. EVALUACION NEUROSENSORIAL Y SENSORIOMOTORA

3.1 Estudio de los potenciales auditivos evocados del tronco cerebral

Se analizo la respuesta auditiva de ratones wt y Dio2” de 6 meses de edad en el servicio de

Evaluacion Neurofuncional No Invasiva (ENNI) del Instituto de Investigaciones Biomédicas.

Los ratones fueron anestesiados via i.p. con una mezcla de ketamina (75 mg/kg peso corporal;
Imalgene, Merial) y xilacina (5 mg/kg peso corporal; Rompun, Bayer). El estudio audioldgico
mediante potenciales evocados auditivos de tronco cerebral (PEATC, en inglés Auditory Brainstem
Response, ABR) se llevo a cabo en una camara insonorizada. Para analizar la respuesta auditiva se
us6 un sistema de estimulacion y registro multifuncional TDT system 3 (Tucker-Davis Technologies,
Alachua, FL, EUA). Los electrodos de acero inoxidable se colocaron en el vértex y en la parte

ventrolateral de los oidos. Se realizaron dos tipos de estudios: la determinacion de los PEATC tras

exposicion a “click” a una velocidad de 30 pulsos por segundo y la determinacion de los PEATC tras
exposicion a tonos puros de 1, 2 y 8 kHz, a una velocidad de 50 pulsos por segundo. El “click” es un
estimulo auditivo inespecifico compuesto por el espectro de frecuencias audibles que activa todas las
neuronas cocleares mientras que el tono puro es un estimulo auditivo formado por una frecuencia
especifica (y sus armonicos) que estimula una region concreta del 6rgano de Corti. En el primer caso,
los resultados se utilizaron para determinar el umbral auditivo, las latencias pico de las ondas I
(coclea), II (ntcleo coclear), I1I (oliva superior), IV (Iemnisco lateral) y V (coliculo inferior lateral) y
las amplitudes de las ondas o picos PEATC (Figura 6) (40). En el segundo caso, los resultados se
utilizaron para configurar el audiograma a frecuencias bajas y establecer la frecuencia mas adecuada
para la realizacion de la prueba de condicionamiento del miedo que requiere un estimulo sonoro para

su desarrollo (ver apartado 4.1.1 de Materiales y Métodos).
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Figura 6. Potenciales auditivos evocados del tronco cerebral (PEATC). Ejemplo esquematico de una grafica
de potencial auditivo evocado donde se aprecia cada uno de los picos pertenecientes a las diferentes estaciones
nerviosas de la via auditiva periférica y el tronco cerebral. También se indican los distintos parametros analizados
para obtener informacion in vivo sobre la respuesta cerebral al sonido.

3.2 Prueba del rodillo giratorio o rotarod

La prueba del rodillo giratorio se utiliz6 para evaluar el equilibrio y la coordinacion motora de las

extremidades anteriores y posteriores de los ratones wt y Dio2” a 3 y 6 meses de edad.

Para la realizacion de la prueba se siguid el protocolo descrito por Pallier y cols. (151) realizando
pequetias modificaciones. El rodillo giratorio (Accelerating model, Ugo Basile) consistio en 5 rodillos
giratorios de 5 cm de diametro y 10 cm de largo elevados 20 cm del suelo que puedoian girar a
distintas velocidades constantes y ademas generar un ciclo de aceleracion. El rodillo giratorio se
programo para realizar una aceleracion desde 4 rpm hasta 44 rpm en 180 s y posteriormente mantener

una velocidad constante de 44 rpm durante 120 s, completando asi un ciclo de 5 min por ensayo.

Cada raton realizo durante 5 dias consecutivos este ensayo 3 veces al dia con intervalos de 30 min
entre cada ensayo. Los primeros 2 dias fueron considerados como entrenamiento y los 3 posteriores
como prueba. Se midi6 la latencia de caida del rodillo. Para la realizacion del analisis estadistico de
los 3 dias de realizacion de la prueba se utilizoé el valor maximo de latencia de caida de cada raton por
dia. A los ratones que permanecieron en el cilindro los 5 minutos que dur6 la prueba se les concedid

el valor maximo de 300 s.

69




Materiales y Métodos

3.3 Prueba del poste vertical

La prueba del poste vertical se realizo para evaluar la fuerza de las extremidades anteriores, el
equilibrio y la habilidad de los ratones wt y Dio2” de 3 y 6 meses de edad para agarrarse a una

superficie cilindrica (26).

Esta prueba se desarroll6 tal y como habia sido descrito anteriormente (148) realizando pequefias
modificaciones. Los ratones se situaron en la parte superior del poste (diametro 4,5 cm, longitud 50
cm) mirando hacia arriba. Se midié el porcentaje de ratones capaces de girar con éxito para
descender, el tiempo que tardaban en girar y el tiempo que tardaban en descender por el poste. La
prueba se realiz6 2 dias consecutivos y se realizaron 2 ensayos cada dia con un tiempo maximo de 60
s por ensayo. Los ratones que no fueron capaces de girar en los 60 s que dur6 la prueba fueron
evaluados con 60 s en el tiempo de giro y al no descender no se les dio ningun valor en el tiempo
empleado en descender. El analisis estadistico se realizd con el menor tiempo que empleaban los

animales en girar y descender cada dia.

3.4 Prueba de la reja

La prueba de la reja se utilizd para evaluar un posible dafio neuromuscular y anomalias en el
mantenimiento del equilibrio debidas a deficiencias de D2. Esta prueba se realizé en ratones wt y
Dio2” de 3 y 6 meses de edad segun el protocolo descrito por Sango y cols. (177), realizando

pequetias modificaciones.

Se utilizd una reja procedente de una tapa de cubeta estandar de raton. Mediante una cinta de
carrocero se delimité un area cuadricular (14x14 cm). Una vez situado el raton en el centro de la reja,
se procedié a la agitacion de la misma para mejorar el agarre de los animales. Seguidamente se
invirtié la reja a una altura de 50 cm respecto al suelo que estaba acolchado para evitar lesiones en
caso de caida de los animales. Se midi6 el tiempo que los ratones permanecian agarrados a la reja
durante 120 s (valor maximo para aquellos animales que no cayeron). Los valores de los ratones que
no fueron capaces de permanecer agarrados a la reja mas de 5 segundos se descartaron y en estos

casos se repitio la prueba (esto inicamente sucedié en 3 animales).
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3.5 Prueba de la imprenta de pisadas

Esta prueba se utilizo para evaluar el patrén locomotor (10, 45) en ratones wt y Dio2” a3y 6

meses de edad.

Para ello se acondiciond un pasillo de 70 cm de largo, 20 cm de ancho y 20 cm de alto y un

habitaculo oscuro al fondo del pasillo donde el raton pudiera refugiarse. En la parte media del pasillo

se depositd una hoja blanca de 40 cm de longitud. Se pintaron las extremidades de los ratones

utilizando pintura no toéxica para dedos (Delfinus). Las extremidades anteriores se pintaron de color

negro mientras que las extremidades posteriores se pintaron de color rojo. Cada raton fue posicionado

al comienzo del pasillo para que lo recorriera hasta introducirse en el habitaculo oscuro, dejando sus

huellas de colores impresas en la hoja blanca situada en la zona media del pasillo.

La interpretacion de los resultados del experimento se realizé analizando varios parametros:

a)

b)

d)

La velocidad que tardaba cada animal en recorrer los 70 cm del pasillo.

La distancia de las extremidades anteriores. Es la distancia, en cm, desde el centro de la
huella de la extremidad anterior izquierda hasta el centro de la huella de la extremidad

anterior derecha en un mismo paso.

La distancia de las extremidades posteriores. Es la distancia, en cm, desde el centro de
la huella de la extremidad posterior izquierda hasta el centro de la huella de la

extremidad posterior derecha en un mismo paso.

La longitud de la zancada anterior. Es la distancia, en cm, desde el centro de la huella
de la extremidad anterior hasta el centro de la siguiente huella de la misma extremidad

en linea recta.

La longitud de la zancada posterior. Es la distancia, en cm, desde el centro de la huella
de la extremidad posterior hasta el centro de la siguiente huella de la misma extremidad

en linea recta.

El solapamiento de las pisadas. Se midio la distancia entre el centro de la huella trasera
(rojo) con respecto al centro de la delantera (negra) de ese mismo lado del cuerpo. Este
parametro se puntu6 de la siguiente manera:

- Si la huella trasera solapaba con la delantera: 0 puntos.

- Si la huella trasera caia por detras de la delantera se dio el valor en negativo

de la distancia en cm.

- Si la huella trasera caia por delante de la delantera se di6 el valor en positivo

de la distancia en cm.
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De cada uno de las parametros analizados se hizo el promedio de tres medidas

exceptuando el apartado a, donde solo se contabilizé una medida por ratén.

Figura 7. Prueba de la imprenta de pisadas. Representacion de la imprenta de las
pisadas de los ratones donde se analizan los siguientes parametros: A) Distancia entre
de las extremidades anteriores. B) Distancia entre las extremidades posteriores. C)
Longitud de la zancada anterior. D) Longitud de la zancada posterior. E)
Solapamiento de la pisada de una huella delantera con la huella trasera.

3.6 Estudio de la velocidad de conduccion nerviosa

Se analiz6 la la velocidad de conduccion nerviosa del nervio cidtico para obtener informacion de

la funcién neuromuscular de ratones wt y Dio2-/- de 3 y 6 meses de edad en el servicio de Evaluacion
Neurofuncional No Invasiva (ENNI) del Instituto de Investigaciones Biomédicas. La velocidad de
conduccién nerviosa depende del tipo de fibra y de su didmetro, asi como del estado fisioldgico
(metabolismo, temperatura, etc.) y es una medida que se utiliza en el diagnostico y monitorizacion de

enfermedades neuromusculares.

Los animales se anestesiaron via i.p. con una mezcla de ketamina (100 mg/kg peso corporal;
Imalgene, Merial) y xilacina (10 mg/kg peso corporal; Rompun, Bayer). El estudio neurofuncional se
realizd evaluando la velocidad de conduccion mediante la estimulacion del nervio ciatico, cerca de su

paso por el trocanter mayor del fémur, y registrando en la region del metatarso (palmar y plantar).

Se utilizé un estimulo eléctrico con una amplitud y duracién que fue del 20 % de la respuesta
maxima a una intensidad de 9 V y una duracion de 2 ms. Para la localizacion del punto exacto de
estimulacion se realizé una estimulacion previa con un amperaje de 0,5 mA. Durante la prueba, el

registro se realizd con un amperaje de 2 mA.
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Cuando el estimulo eléctrico activa los axones del nervio, se registra una onda que se denomina
potencial de accion compuesto (CAP) que resulta de la suma algebraica de los potenciales de accion
individuales de cada axon. La onda CAP tiene una forma caracteristica de espiga (onda directa o M).
La estimulacion eléctrica del nervio produce la despolarizacion y propagacion del potencial de accion
por sus axones en ambas direcciones y la contraccion de los musculos inervados. Los impulsos
conducidos hacia la médula por las fibras aferentes producen la activacion de motoneuronas que

llevan de nuevo el impulso hacia el musculo, dando lugar a una onda tardia denominada onda H.

Se determinaron tanto la latencia de la onda directa (definida como la onda que se transmite desde
el punto de estimulacion hasta el punto de registro), como la de la onda refleja (definida como la onda
producida en la zona de estimulacion que se propaga por la zona espinal para ser registrada en la zona
de registro). Las latencias se determinaron calculando el tiempo que discurria desde la estimulacion

hasta la deteccion de actividad eléctrica en los puntos de registro.

La velocidad de conduccion nerviosa se calculd en cada animal dividiendo la distancia existente
desde el punto de estimulacion al punto de registro entre el tiempo transcurrido entre la estimulacion
y el registro de las ondas (latencia). Para el calculo de la velocidad se determinaron las siguientes
distancias mediante la utilizacion de un calibre digital: ciatico-rétula, rétula-calcaneo, calcaneo-
electrodo de registro en la extremidad, ciatico-médula. La localizacion de los puntos de referencia
para realizar las mediciones se basé en referencias anatomicas. La localizacion del ciatico se realizo

palpando el trocanter mayor del fémur y la de la médula palpando la espina sacra.

3.7 Prueba de sensibilidad a la descarga eléctrica

Esta prueba se realizo para descartar diferencias en la sensibilidad a la descarga eléctrica debidas
a la deficiencia de la D2 que pudieran influir en la realizacion de las pruebas de condicionamiento del
miedo (ver apartado 4.2 de Materiales y Métodos). Ratones wt y Dio2”" de 6 meses de edad fueron
introducidos en la camara de condicionamiento donde tras 60 s de aclimatacion se les administrd
descargas eléctricas a intensidades crecientes de 0,05 mA, desde los 0 mA hasta 0,4 mA mediante el
uso de un generador (ver apartado 4.2 de Materiales y Métodos para la descripcion de los aparatos
utilizados). Se midieron dos parametros, el “flinch” definido como el movimiento sutil que realiza el
raton en el momento que empieza a detectar la descarga eléctrica y el “jump” definido como el salto

realizado por el raton en el momento en que la descarga eléctrica produce una sensacion aversiva.
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4 EVALUACION COGNITIVA

Los estudios de la evaluacion cognitiva se realizaron en colaboracion con el Dr. César Venero de

la Universidad Nacional de Educacion a Distancia.

4.1 Prueba de Barnes

Esta prueba descrita por Barnes (11) se basa en la capacidad que tienen los ratones para encontrar
la tnica salida existente en un espacio determinado, mediante la orientacion espacial, gracias a pistas
visuales. Esta prueba se utilizo para evaluar la memoria espacial de ratones wt y Dio2”" de 6 meses de

edad.

Para el desarrollo de esta prueba se utilizd6 un tablero de color blanco de 1,2 m de didmetro
elevado 1 m respecto al suelo, con 20 agujeros de 45 mm de didmetro repartidos equidistantemente en
la periferia de la superficie. El tablero se dividié virtualmente en 4 cuadrantes con 5 agujeros cada
uno. La unica via de salida que tenian los ratones para refugiarse era un agujero destapado situado en
medio del cuadrante nimero 1 (Q1) del tablero. El agujero conducia a una cubeta de raton (30 x 20 x
7 cm) llena de viruta. Se distribuyeron distintas pistas visuales en cada una de las 4 paredes de la sala
donde se realizo la prueba para que los ratones pudieran usarlas para orientarse en la localizacion del

agujero de salida.

El comportamiento de los animales en esta prueba se grabo con una camara de video situada en el

techo de la sala y conectada a un sistema computerizado (EthoVision 1.9, Noldus IT).

Los ratones se entrenaron en la prueba durante 3 dias, realizandose 4 ensayos por dia, 2 ensayos
consecutivos y tras 30 minutos otros 2 ensayos consecutivos. El entrenamiento tenia la finalidad de
que los animales memorizasen el agujero donde se encontraba la salida. Cada ensayo consistidé en
colocar al raton en el centro del tablero durante un tiempo maximo de 5 minutos o hasta que el animal

saliese por el agujero de salida y se evaluaron los siguientes parametros:

a) Errores Primarios: numero de agujeros explorados por el raton antes de explorar el agujero de

salida.

b) Errores Secundarios: nimero de agujeros explorados por el raton después de haber explorado el

agujero de salida.
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Al dia siguiente del ultimo entrenamiento se procedié a realizar la prueba. Para ello se tapo la
salida, con el fin de que los ratones no pudiesen escapar. Los ratones estuvieron 2 minutos en el
tablero y se midieron los siguientes parametros:

¢) Errores Primarios: numero de agujeros explorados por los ratones antes de encontrar el agujero

de salida.

d) Errores Secundarios: ntimero de agujeros explorados por los ratones después de encontrar el

agujero de salida.
e) El numero de veces que cada ratdon exploraba el agujero donde estaba la salida.

f) El porcentaje de tiempo que los ratones permanecian en el Q1.

Figura 8. Prueba de Barnes. Representacion de la superficie circular de color blanco de 120 cm de diametro
utilizada en la prueba de Barnes. La superficie circular estd compuesta por 20 agujeros (45 mm de didmetro)
repartidos equidistantemente en la periferia. La superficie circular se divide en 4 cuadrantes compuestos cada uno
de ellos por 5 agujeros. El cuadrante nimero 1 (Q1) tiene el unico agujero de salida representado en color negro.
Cada una de las 4 paredes de la sala dispone de distintas pistas visuales para que sirvan de orientacion espacial.
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4.2 Prueba de condicionamiento del miedo

La prueba de condicionamiento del miedo se utilizé para evaluar las capacidades de aprendizaje y

memoria emocional de ratones wt y Dio2”" de 6 meses de edad (Figura 9).

Para la realizacion de esta prueba se utilizé una caja de condicionamiento de tipo Pavloviano o
Skinner (30x37x25 cm) formada por tres paredes metalicas y una pared transparente en la que se situa
la puerta para introducir al raton. El suelo de la jaula consta de 20 varillas metalicas de 4 mm de
diametro equidistantes entre si 1,5 cm. La caja de Skinner estd ubicada dentro de una caja de
aislamiento cuya pared frontal se sustituyd por una pantalla de plexiglas roja para facilitar la
observacion de la conducta del raton. Esta caja de aislamiento estd equipada con un sistema de

ventilacion que emite un sonido de fondo constante de 68 db y con una luz de 20 W.

El estimulo incondicionado fue una descarga eléctrica de 0,7 mA de intensidad. La
administracion de las descargas eléctricas se realizdé mediante el uso de un generador de descargas
eléctricas L1100-26 Shocker (LETICA I.C.). El estimulo condicionado fue un tono de 80 dB a una

frecuencia de 8 kHz y el contexto en el que se encontraba el animal.

El comportamiento de los ratones se defini6 como activo o inmovil cada 2 s, usando un
procedimiento de muestreo del tiempo. La respuesta de inmovilizacion, considerada un buen
indicador del grado de miedo que provoca el ENC (descarga eléctrica), se define como la ausencia de

movimiento visible exceptuando los movimientos respiratorios del raton.

Después de cada sesion se retiraron las heces, se cambio6 la viruta y la jaula de observacion se

limpid con una solucion de acido acético al 0,1 %.

4.2.1 Proceso experimental de la prueba de condicionamiento del miedo

Los tiempos a los que se realizaron estas estudios estan esquematizados en la figura 9.

a) Entrenamiento: Los ratones fueron introducidos en el interior de la caja de condicionamiento
dejandolos un periodo inicial de 180 s para que explorasen libremente. Pasado este tiempo se
activo el tono durante 20 s, seguido de la descarga eléctrica durante 2 s. Este protocolo se repitio
4 veces mas con un intervalo de 38 s en los que los ratones no tuvieron ni tono ni descarga. Los
ratones se extrajeron 38 s después de la tltima descarga y se devolvieron a sus jaulas de origen.
El tiempo total de duracion de cada sesion fue de 7 min. El comportamiento de los ratones se

registro durante toda la sesion (7 min), analizandose por separado los 180 s anteriores a la
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primera descarga (periodo pre-descarga) y los 152 s posteriores a la descarga (periodo post-
descarga). Para realizar el analisis estadistico los datos se transformaron a un porcentaje del total

del tiempo de observacion.

b) Prueba de condicionamiento del miedo al contexto: 24 h después de realizar el entrenamiento los
ratones se volvieron a introducir en la caja de condicionamiento, esta vez sin la presencia ni de
tono ni de descarga eléctrica durante 8§ min. El comportamiento del animal se evalué midiendo la
respuesta de inmovilizacion durante los 8 min que durd la prueba. Para realizar el analisis

estadistico los datos se transformaron a un porcentaje del total del tiempo de observacion.

¢) Prueba de condicionamiento del miedo al tono: Esta prueba se realiz6é 24 h después de la prueba
de condicionamiento del miedo al contexto. Para esta prueba se cambi6 el contexto de la caja de
condicionamiento. Se sustituy6 el suelo de varillas metalicas por un suelo completamente liso y
también se sustituyeron las paredes por otras de plastico. Ademas se cambid el olor de la caja de
condicionamiento, limpiandola con una solucion de agua perfumada. Los ratones se introdujeron
en el interior de la caja de condicionamiento y tras un periodo inicial de 180 s se aplicaron 300 s
ininterrumpidos de tono, siendo el tiempo total de realizacion de la prueba de 8 min. El
comportamiento de los ratones se registré durante toda la sesion (8 min), analizandose por
separado los 180 s anteriores a la primera descarga (periodo pre-descarga) y los 300 s posteriores
a la descarga (periodo post-descarga). Para realizar el analisis estadistico los datos se

transformaron a un porcentaje del total del tiempo de observacion.

4.2.2 Proceso experimental de la extincion y la recuperacion espontianea de la memoria
del miedo condicionado

a) Extincion del miedo condicionado: Transcurridos 12 dias desde la realizacion de la prueba de
condicionamiento del miedo se realizaron 3 sesiones de extincion con un intervalo de 24 h entre
cada sesion. Cada una de estas sesiones consistio en un periodo de 120 s donde el raton
permanecia en la caja sin presencia de tono. Transcurridos los 120 s se siguié un protocolo,
repetido 8 veces, consistente en 20 s de presencia de tono y 20 s sin tono. El comportamiento de
los ratones se registrd durante toda la sesion (7,3 min), analizdndose por separado los 160 s en
presencia de tono y los 320 s en ausencia de tono. Para realizar el analisis estadistico, los datos de
la respuesta de inmovilizacion en presencia de tono se transformaron a un porcentaje del total del

tiempo de observacion.

b) Recuperacion espontinea de la memoria del miedo condicionado: 7 dias después de la tltima

sesion de extincion los ratones se introdujeron dentro de la caja de condicionamiento y se
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mantuvieron 180 s sin la presencia de tono, seguido de 300 s en presencia de tono. El

comportamiento de los ratones se registr6 durante toda la sesion (8 min), analizandose por

separado los 180 s anteriores a la primera descarga (periodo pre-descarga) y los 300 s posteriores

a la descarga (periodo post-descarga). Para realizar el analisis estadistico los datos se

transformaron a un porcentaje del total del tiempo de observacion.
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Figura 9. Prueba de condicionamiento del miedo. A) Representacion de la caja de condicionamiento con el
altavoz que proporciona el estimulo sonoro y la reja del suelo que proporciona la descarga eléctrica. B) Esquema
de la prueba de condicionamiento del miedo. Para el entrenamiento de los ratones se utilizd como estimulo
condicionado (EC) un tono y un contexto y como estimulo no condicionado (ENC) una descarga eléctrica.
Transcurridas 24 h desde la Gltima sesion de entrenamiento los ratones se volvieron a introducir en la caja de
condicionamiento sin la presencia del tono ni de la descarga eléctrica y se evalud el condicionamiento del miedo
al contexto. 48 horas después de la tltima sesion de entrenamiento los ratones se volvieron a introducir en la caja
de condicionamiento a la que se le habia cambiado el contexto y se evaluo el condicionamiento del miedo al tono
mediante la presencia del tono. La extincion se evaludé 12 dias después de la realizacién de la prueba de
condicionamiento del miedo realizdndose 3 sesiones de extincién separadas cada una de ellas 24h. La
recuperacion espontanea del miedo se evalué 7 dias después de la ultima sesion de extincion introduciendo de
nuevo a los ratones en la caja de condicionamiento sin la presencia de tono.

5. REGISTROS ELECTROFISIOLOGICOS EN RODAJAS DE LA FORMACION

HIPOCAMPAL

Estos estudios se realizaron en colaboracion con el grupo del Dr. José Maria Solis del Hospital

Universitario Ramon y Cajal, IRYCIS de Madrid. Estos estudios se realizaron para caracterizar

posibles alteraciones debidas a la deficiencia de D2 en la plasticidad sinaptica del hipocampo. Todos

estos estudios se realizaron en ratones wt y Dio2” de 3 meses de edad.

La region CA1 del hipocampo recibe las aferencias excitatorias (glutamatérgicas) de los axones

de las neuronas piramidales de CA3 desde las regiones ipsilateral y contralateral denominadas fibras

colaterales de Schaffer y fibras comisurales respectivamente. En estos experimentos se estudi6 la

transmision sinaptica en la region CAl estimulando eléctricamente las fibras colaterales de Schaffer

en el stratum radiatum de la CA1 para activar las sinapsis excitadoras. De esta forma, se generan
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corrientes a través de las membranas postsinapticas por activacion de los receptores de glutamato de
tipo AMPA localizados en las espinas dendriticas de las células piramidales. Estas corrientes se

registraron extracelularmente como cambios en el potencial de campo.

5.1 Preparacion del tejido

Los ratones se anestesiaron por inhalacion de isoflurano (Aerrane, Baxter) dentro de una camara
cerrada. Tras sacrificar a los animales por decapitacion, se extrajo el cerebro con la mayor rapidez
posible y se introdujo en una disolucion de Krebs-Ringer-Bicarbonato (KRB, ver composicion mas
abajo) con glucosa mantenida a una temperatura aproximada de 1 °C y burbujeada constantemente
con gas carbogeno (95 % O,, 5 % CO,). A continuacion se aislaron las 2 HPC correspondientes a los
2 hemisferios. Las HPC se seccionaron transversalmente a su eje longitudinal en rodajas coronales de
400 pm de espesor utilizando un cortador manual. Se seleccionaron rodajas de la porcion central de la
HPC dorsal y se transfirieron a una camara de mantenimiento similar a la utilizada por Nicoll y Alger
(145). El tiempo transcurrido en todo el proceso fue inferior a 5 min. La rapidez del proceso asi como
la baja temperatura de la solucion utilizada son importantes, tanto para reducir el metabolismo celular
como para evitar tiempos de hipoxia prolongados. De esta manera, se preserva el tejido frente al dafio
celular, ya que tanto la exposicion de las rodajas a tiempos superiores a 3 min como la liberacion de
glutamato durante el proceso de corte de las rodajas pueden inhibir la sintesis proteica de manera

irreversible (60).

Posteriormente a la preparacion de las rodajas hay un periodo de tiempo en el que no se detecta
ninguna actividad neuronal a consecuencia del trauma ocasionado durante la preparacion de las
mismas. Estudios previos han demostrado que son necesarias de 2 a 4 h tras la preparacion de las
rodajas para que su metabolismo se mantenga estable (173). Por ello las rodajas permanecieron en la
camara de mantenimiento durante al menos 3 h sobre un papel Whatman por el que difundia KRB en
atmosfera oxigenada y saturada en vapor de agua a temperatura ambiente (20-25 °C) antes de ser

utilizadas experimentalmente.

La composicion del KRB utilizado, tanto para la obtencion de las rodajas como para su perfusion,
fue la siguiente (en nM): NaCl 119; KCI 2,5; KH,PO, 1,0; NaHCO; 26,2; MgSO, 1,3; CaCl, 2,5;
Glucosa 11. E1 KRB se preparo a diario a partir de disoluciones madre almacenadas a 4 °C que tenian
una concentracion diez veces mayor que la final. Todos los componentes del KRB se obtuvieron de
Sigma-Aldrich o Merck. La osmolaridad del KRB se midi6 diariamente con un microosmometro
Mod.3Moplus (Advanced Instruments). Durante su uso, el KRB fue constantemente burbujeado con
carbogeno (95 % O, y 5 % CO,) para mantener la oxigenacion y el pH de la disolucion (~7,4).

También se controlaron las variaciones de la osmolaridad de forma periodica.
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5.2 Registros electrofisiologicos

La camara de registro utilizada en nuestros experimentos fue del tipo de la descrita por Nicoll y
Alger (145). En este tipo de camara la rodaja permanece entre dos mallas de nylon totalmente
sumergida en solucion de KRB oxigenada y renovada constantemente gracias a una bomba
peristaltica del modelo M312 minipuls3 (Gilson, Francia) con un flujo de 1,8-2 ml por min. El liquido
de perfusion se mantuvo a una temperatura constante de 31-32 °C. La camara de registro se fijo a una
mesa antivibratoria TMC (Massachusetts) y se iluminé con una fuente de luz fria EK-1 (Euromez)

desde la parte inferior del pocillo de registro.

El posicionamiento en la rodaja de los electrodos de registro y estimulacion se realizé mediante el
uso de una lupa Leica mod. MS5 (Leica Microsystems) y micromanipuladores Marzhduser MM-33
(Mirzhéuser Wetzlar-Steindorf) que se fijaron a la mesa antivibratoria por medio de bases magnéticas

(Figura 10).

Registro

Estimulacion

Figure 10. Representacion del registro electrofisiologico de una rodaja de tejido. Cuando las colaterales de
Schaffer (CS) son estimuladas en el stratum radiatum de la region CA1l del hipocampo con el electrodo de
estimulacion, los potenciales excitatorios postsinapticos poblacionales (fEPSPs) pueden ser registrados en la CAl
usando un microelectrodo de tungsteno o acero inoxidable.

5.3 Potenciales extracelulares

La activacion de las fibras colaterales de Schaffer genera despolarizaciones intracelulares que son
registradas extracelularmente en la region dendritica de la CA1 como una onda negativa con relacion
a tierra. Dicha onda negativa es el potencial excitador postsinaptico poblacional (fEPSP) que
corresponde a la suma de las corrientes sinapticas excitadoras generadas en los cientos de sinapsis
situadas en la zona cercana al electrodo de registro y es un buen indicador de la transmision sinaptica

excitadora (7).

80



Materiales y Métodos

En estos estudios, el fEPSP se registré con un microelectrodo de tungsteno o acero inoxidable (1
MQ que se conectd a un preamplificador Al-401 (Axon Instruments), acoplado a su vez a un
acondicionador de sefiales CyberAmp 320 (Axon Instruments) que filtrd y amplifico las sefales para

adecuar su adquisicion por una tarjeta analdgica/digital Digidata 1320A (Axon Instruments).

5.4 Estimulacion eléctrica

Los electrodos de estimulacion se construyeron en el laboratorio a partir de dos microelectrodos
de tungsteno o acero inoxidable (0.1 mQ; W.P.I.), dejando una separacion entre sus puntas de

alrededor de 100 um.

Las colaterales de Schaffer se estimularon con pulsos eléctricos bifasicos, de 100 us de duracion
por fase, suministrados mediante un generador de pulsos Master-8 (A.M.P.1.) conectado a una unidad
aisladora de estimulos en configuracion de corriente constante (Cibertec) que genera pulsos de
corriente independientes a los cambios de resistencia de los electrodos. La intensidad de estimulacion
se establecio para cada registro ajustando el valor del fEPSP a un 40 % aproximadamente de su valor
maximo y en todos los casos estuvo entre 10 y 30 pA. Se utiliz6 una frecuencia de estimulacion de

0,033 Hz que no induce cambios en la plasticidad sinaptica (173).

En cada rodaja se establecié un periodo basal registrando durante 20 min los fEPSP provocados
cada 15 s. Aquellas rodajas con un fEPSP cuya amplitud maxima fue inferior a 2 mV o que no fueron

estables durante el periodo basal fueron desechadas.

5.4.1 Curva estimulo/respuesta

Esta prueba se realizo para evaluar si la deficiencia de D2 alteraba el reclutamiento de fibras
sinapticas que tiene lugar como consecuencia de una mayor intensidad de estimulacion. Para generar
una curva estimulo/respuesta, se estimularon las rodajas a intensidades de corriente crecientes, desde
la intensidad a la que la rodaja empieza a tener repuesta sinaptica hasta llegar a la saturacién de las

respuestas sinapticas (10,6 a 30,7 pA).

5.4.2 Facilitacion por pares de pulsos
La prueba de la facilitacion por pares de pulsos (FPP) se utiliz6 para evaluar la modulacion de la

excitabilidad celular a corto plazo (203). Esta prueba se basa en el registro de una segunda respuesta

postsinaptica producida después de una primera respuesta postsinaptica. Los intervalos de tiempo
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utilizados entre el primer y el segundo estimulo fueron: 20, 50, 80, 100, 150 y 250 ms. La intensidad
de estimulacion se establecid para cada registro ajustando el valor del fEPSP a un 40 % de su valor

maximo.

5.4.3 Depresion a largo plazo

La LTD fue inducida por una estimulacion de baja frecuencia (1 Hz cada s durante 15 min).
Posteriormente se siguid estimulando a la misma frecuencia que se us6 para obtener la linea basal del

fEPSP.

5.4.4 Potenciacion a largo plazo

Esta prueba se utiliz6 para evaluar la variacion de la fuerza sinaptica debida a la LTP. Se
utilizaron diferentes protocolos de estimulacion para evaluar distintas formas de potenciacion. Se
indujo E-LTP mediante HFS aplicando una tetanizacion de 100 Hz durante 1 s (97). Se indujo L-LTP
con el mismo protocolo usado para la E-LTP con la unica diferencia de que se aplicaron 3
tetanizaciones separadas por intervalos de 10 min (97). También se indujo LTP mediante
estimulacion theta-burst (TBS, del inglés Theta Burst Stimulation), ésto se realiz6 mediante 4 pulsos
de 100 Hz separados cada uno de ellos 10 ms. Se aplicaron 2 y 3 TBS separados por intervalos de 200
ms (44). En los tres protocolos de estimulacion utilizados, posteriormente se siguié estimulando a la

misma frecuencia que se us6 para obtener la linea basal del fEPSP.

5.5 Procesamiento de los registros electrofisiolégicos

Los potenciales provocados se filtraron a 3 kHz con un filtro pasa-bajos y se digitalizaron a 25
kHz con una tarjeta analdgica digital Digidata 1320A (Axon Instruments). Estas sefiales fueron
visualizadas y almacenadas informaticamente con la ayuda del programa pClamp 8.0.2 (Axon

Instruments).

La pendiente del fEPSP se calculd ajustando la misma a una linea recta por el método de los
minimos cuadrados en una ventana de tiempo de alrededor de 0,5 ms para el fEPSP. Se midi6 la
pendiente inicial con el fin de evitar posibles contaminaciones con la espiga poblacional resultante del

disparo sincronico de los potenciales de accion en los somas.

Para valorar los efectos sobre la transmision sinaptica de una condicidén experimental especifica,

los valores de la pendiente de los fEPSP registrados durante los 20 min de linea basal fueron
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promediados y considerados como el 100 %. A partir de estos valores se normalizaron los resultados

del resto del experimento.

6. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan como media + error estandar. El nivel de significacion
estadistica se establecio en p< 0,05. Las comparaciones estadisticas entre grupos se realizaron con el
programa estadistico SPSS (SPSS Inc.). Para establecer comparaciones entre 2 grupos se utilizo la
prueba T de Student y entre 3 grupos el analisis de la varianza (ANOVA) de una via. Cuando el
ANOVA indic6 un efecto significativo del factor condicién experimental, se realizaron analisis «

posteriori apropiados (Bonferroni).

Las comparaciones entre 2 grupos experimentales con distintas mediciones en el tiempo se

analizaron con un modelo lineal general (MLG) de medidas repetidas.

Por 1ultimo, en los estudios electrofisiologicos de LTD y LTP se utiliz6 un modelo ANOVA de

dos vias de medidas repetidas para establecer las comparaciones entre los grupos experimentales.
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1. ANIMALES DE EXPERIMENTACION: EVALUACION DEL ESTADO
TIROIDEO

1.1 Influencia de la D2 en el peso corporal

Una buena medida del estado tiroideo de los animales es la ganancia de peso corporal a lo largo
de su ciclo de vida, ya que anomalias en los niveles plasmaticos de HT provocan alteraciones en la
ganancia de peso corporal. Se realizo un seguimiento del peso corporal de ratones wt y Dio2” a 3, 4,
5, 6 y 12 meses de edad en al menos 20 animales de cada edad y condicion experimental. En ninguna
de las edades estudiadas se observaron diferencias significativas entre ambos grupos experimentales

(Tabla 1).

Pesos corporales (g)

3n 4n 5 meses 6 meses 12 meses
wt 27,35+0,55 29,26 +0,72 31,06+ 0,35 32,03 + 0,67 36,63 + 1,09
(n=22) (n=36) (n=35) (n=20) (n=22)
Dio2" | 27,74:036" | 28,00%0,52" 30,56 + 0,45"° 32,54 +0,85"° 3573+ 1,55"°
(n=25) (n=29) (n=27) (n=21) (n=20)

Tabla 1. Peso corporal de ratones wt y Dio2”" a distintas edades. Diferencias respecto al grupo wt: N'S: no
significativo. La n indica el nimero de animales usados

1.2 Concentraciones de hormonas tiroideas en plasma y regiones cerebrales

Para seguir evaluando el estado tiroideo de los animales se midieron los niveles de HT circulantes
en animales wt y Dio2” de 3 meses de edad. Los niveles plasmaticos de T3 y T4 en ratones wt
confirmaban los valores determinados previamente en ratones eutiroideos de la misma edad (190).
Los niveles de T3 en suero no presentaban variaciones entre ambos grupos experimentales (t;,=
0,447; p= 0,663; Figura 11 A). Sin embargo, los niveles plasmaticos de T4 en los ratones Dio2”
estaban aumentados al doble respecto a los niveles de los ratones wt, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (t,,= 3,962; p=0,001; Figura 11 B).

En segundo lugar se midieron los niveles de T3 y T4 en 3 regiones cerebrales diana de HT como
son el CB, la CTX y la HPC, también en ratones wt y Dio2”" de 3 meses de edad (Figura 11 C).
Debido a la sensibilidad de la técnica fue necesario realizar agrupaciones de tejido de varios ratones
para obtener suficiente muestra para las determinaciones hormonales por RIA. Se utilizaron tejidos de

3 ratones para cada muestra de CB analizada, tejido de 2 ratones para las muestras de CTX y tejido de
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4 ratones para las muestras de HPC. La concentracion de T3 estaba significativamente reducida en los
ratones Dio2”" en comparacién con los ratones wt en mas del 37 %, tanto en CTX como en HPC (tg=
3,334; p= 0,01 y t¢&= 2,595; p= 0,041 respectivamente). Sin embargo, en el CB la concentracion de T3
no presentd diferencias significativas entre ambos grupos experimentales (t;= 2,123; p= 0,071). La
concentracion de T4 también estaba disminuida en los ratones Dio2”" en comparacion con los ratones
wt en torno a un 30 % en el CB y en el HPC (= 2,858; p= 0,022 y t&= 3,995; p= 0,007
respectivamente). Sin embargo, en la CTX, la concentracion de T4 estaba aumentada en los ratones

Dio2” en comparacion con los ratones wt en mas del 44 % (to= 4,43; p=0,002; Figura 11 C).

En resumen, en los ratones Dio2” ", en comparacion con los ratones wt, las concentraciones de T3
y T4 estaban disminuidas en todas las regiones cerebrales estudiadas a excepcion de la
concentracion de T3 en el CB que no mostraba diferencias significativas y de la concentracion de T4
en la CTX que estaba aumentada considerablemente, como ocurria con los niveles plasmaticos de

T4.

A B
8 - 60 -
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7 50
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D 4 2 30 O wt
< < B Dio2-/-
o 3 < 20 4
= =
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0 - 0 -
0 n=14 0 n=14
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C
197 T3 T4
9 -
o 87
S 74 *%
< 6 . *%
B 51 *
D 4 -
5 NS *
2 3
2 -
14
0 T T T T
CcB CTX HPC cB CTX HPC
0 m=4 0 m=6 O m=3 O m=4 O m=7 0 m=3
B m=5 B m=7 H m=5 | m=6 H m=4 H m=5

Figura 11. Niveles de T3 y T4 en plasma y regiones cerebrales. A, B) Niveles de T3 y T4 plasmaticos en
ratones wt y Dio2” de 3 meses de edad. La n indica el niimero de animales usados. C) Niveles de T3 y T4 en
cerebelo (CB), corteza cerebral (CTX) y formacion hipocampal (HPC). La m indica el nimero de muestras
usadas. Se utilizd tejido de 3 ratones para cada muestra de CB, tejido de 2 ratones para las muestras de CTX y
tejido de 4 ratones para las muestras de HPC. Los resultados se representan como la media + el error estandar.
Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; NS, no significativo.
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1.3 Actividad de la D2 y D1 en distintas regiones cerebrales

También se midi6 la actividad de la D2 y D1 en CB, CTX y HPC de ratones wt y Dio2” de 3

meses de edad para determinar la capacidad de generacion local de T3 en estas regiones.

La actividad de la D2, determinada mediante la utilizacion de T4 como sustrato y PTU como
inhibidor de la D1, fue indetectable en los ratones Dio2”". En los ratones wt se registro actividad D2
en las 3 regiones cerebrales analizadas, siendo mayor en la CTX y la HPC (un 67,8 y un 53,1 %

respectivamente) en comparacion con el CB (Figura 12).

En los ratones wt la actividad de la D1, medida con rT3 como sustrato, fue practicamente
indetectable en CTX y HPC. Sin embargo, en CB se cuantifico una actividad de D1 muy elevada y
mucho mayor (77,7 %) que la actividad de la D2 en esta misma region. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la actividad D1 en el CB entre los ratones wt y los ratones Dio2”"

(tg= 0,882; p=0,404; Figura 12).

O wt
H Dio2-/-
. 50 1 D1 D2
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9 40 A
o
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o 304
e
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E 20 -
<
3
10 4 NS
: e [ | e | b
o 1 1 1 1

cB CTX HPC CB CTX HPC
o On O n=3 O n=5 O n= On=
H n=5 H n=6 H n=3 H n=5 H n=6 7]

Figura 12. Determinaciéon de la actividad de D1 y D2 en regiones cerebrales. Actividad de D1 y D2 en
cerebelo (CB), corteza cerebral (CTX) y formacién hipocampal (HPC) en ratones wt y Dio2” de 3 meses de edad.
Los resultados se representan como la media + el error estandar. La n indica el numero de animales usados.
Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; *** p< 0,001; NS, no significativo.

La actividad de la D1 no se modifica en condiciones de deficiencia de D2 en ninguna de las

regiones estudiadas.
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2. INFLUENCIA DE LA D2 EN EL METABOLISMO DE LA GLUCOSA

Debido a que distintos estudios en humanos han asociado el polimorfismo Thr92Ala de la D2 con
el fenomeno de resistencia a la insulina (35, 36, 61, 67, 84, 133, 134, 155), se ha querido profundizar
en la implicacion de la D2 en el metabolismo de la glucosa realizando distintas pruebas en ratones wt

y Dio2” de 3 meses de edad.

2.1 Niveles de glucosa en sangre

Se midieron los niveles de glucosa en sangre en estado de alimentacidn y tras un periodo de 24 h
de ayuno. Ambas medidas fueron tomadas a las 10:00 h. Los resultados obtenidos no mostraron
diferencias significativas en los niveles de glucosa ni en alimentacién (t;g= 0,009; p= 0,993) ni en

ayuno (t;g= 0,929; p= 0,365) entre ambos genotipos (Figura 13).

A ] N B
Alimentacion Ayuno
O wt

o o H Dio2-/-
o 200 o 100
H] NS £ NS
® T 150 » 3 75
s3 s3

o o
8 E 100 8 £E 50
o o
5 50 § 25
B O o

Figura 13. Niveles de glucosa en sangre. A) Niveles de glucosa en sangre en estado de alimentacion. B) Niveles
de glucosa en sangre tras 24 h de ayuno. Los resultados obtenidos de ratones de 3 meses de edad (n=10 wt y n=8
Dio27") se representan como la media + error estandar. Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo.

2.2 Test de tolerancia a la glucosa

Esta prueba se realiz6 para evaluar la capacidad de los animales para secretar insulina en
respuesta a niveles plasmaticos elevados de glucosa. Tras un periodo de 24 h de ayuno se administro
a los animales via i.p una dosis de glucosa de 2 g/kg peso corporal y se midi6 la glucemia a 9 tiempos
comprendidos entre los 0 y los 180 min posteriores a la administracion de glucosa. La comparacion
de las medias de los niveles de glucosa para cada uno de los tiempos analizados mostr6 en los ratones
Dio2”" disminuciones estadisticamente significativas de un 13,5 % a los 10 min (t;4= 2,907; p=0,011)
y de un 19 % a los 15 min (t;5= 2,768; p= 0,013) en comparacion con los ratones wt (Figura 14 A).
Los niveles de glucosa en sangre, medidos con el area bajo la curva (ABC), eran estadisticamente
significativos entre ambas condiciones, presentando los ratones Dio2” niveles inferiores a un 16,7 %

en comparacion con los ratones wt (t;6= 2,281; p= 0,037; Figura 14 B). La evolucion de las curvas de
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glucosa durante los 180 min que dur6 la prueba, no mostré diferencias significativas entre ambos
genotipos (r’s= 12,341; p= 0,137; Figura 14 A) analizando los resultados con un MLG de medidas

repetidas.
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Figura 14. Test de tolerancia a la glucosa (GTT). A) GTT realizado tras un periodo de 24 h de ayuno
administrando D-Glucosa a una dosis de 2 g/kg de peso corporal. Los niveles de glucosa se expresan como un
porcentaje del valor de glucosa en sangre antes de la realizacion del test. B) Histogramas representativos del area
bajo la curva (ABC) de A. Los resultados obtenidos de ratones de 3 meses de edad (n=10 wt y n=8 Dio2™") se
representan como la media + error estandar. Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; NS, no
significativo

2.3 Test de tolerancia a la insulina

La respuesta de los ratones a la administracion exogena de altas dosis de insulina se evalu6 con el

ITT tras un periodo de 4 h de ayuno en ratones wt y ratones Dio2” de 3 meses de edad.

Se realizaron dos experimentos. A los animales del primer experimento se les inyect6é una dosis
de insulina de 0,75 U/kg de peso corporal, la utilizada habitualmente en este tipo de estudios. A los
animales del segundo experimento les fue administrada una dosis menor de insulina (0,23 U/kg de
peso corporal). En ambos experimentos se midieron los niveles de glucosa a distintos tiempos

comprendidos entre los 0 y los 120 min posteriores a la administracion de insulina.

En el primer experimento, en el que se utilizo una dosis de insulina de 0,75 U/kg de peso
corporal, los niveles de glucosa de los ratones Dio2” para cada uno de los tiempos analizados estaban
significativamente disminuidos entre un 26,7 % y un 61 % respecto a los niveles de los ratones wt (p<
0,05 en todos los tiempos analizados; Figura 15 A). Asi mismo, los niveles de glucosa medidos por el
ABC estaban disminuidos significativamente en un 36 % en los ratones Dio2” en comparacion con
los ratones wt (t;s= 4,757; p= 0,000; Figura 15 B). La evolucion de las curvas de glucosa de ambas
condiciones experimentales a lo largo de los 120 minutos fue significativamente diferente (x’s=

19,154; p= 0,002; Figura 15 A) analizando los resultados con un MLG de medidas repetidas.
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En el segundo experimento utilizando una dosis menor de insulina (0,23 U/kg de peso corporal)
los niveles de glucosa de los ratones Dio2” para cada uno de los tiempos analizados estaban
disminuidos entre un 12,1 % y un 24 % respecto a los niveles de los ratones wt. Esta disminucion
unicamente fue estadisticamente significativa a los 30 min (t;4= 2,650; p= 0,019), donde los niveles
de glucosa de los ratones Dio2” estaban disminuidos un 24 % (Figura 15 C). Asi mismo los niveles
de glucosa, medidos por el ABC estaban disminuidos significativamente en un 14,3 % en los ratones
Dio2” en comparacién con los ratones wt (t;;= 2,607; p= 0,02; Figura 15 D). En esta ocasion, la
evolucion de las curvas de glucosa de ambas condiciones experimentales a lo largo de los 90 minutos
no presentd diferencias significativas entre ambos genotipos (= 2,505; p= 0,474; Figura 15 C)

analizando los resultados con un MLG de medidas repetidas.
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Figura 15. Test de tolerancia a la insulina (ITT). A) ITT tras la administracién de insulina a una dosis de 0,75
U/kg de peso corporal. B) Histogramas representativos del area bajo la curva (ABC) de A. C) ITT tras la
administracion de insulina a una dosis de 0,23 U/kg de peso corporal. D) Histogramas representativos del ABC
de C. En A y C los niveles de glucosa se expresan como porcentaje del valor inicial de glucosa. Los resultados se
representan como la media + el error estandar de 10 ratones wt y 9 ratones Dio2” para A 'y B y 8 ratones wt y 8
ratones Dio2” para C y D de 3 meses de edad. Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<
0,001; NS, no significativo.
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2.4 Anailisis de la fosforilacion de Akt en respuesta a la sefializacion por insulina

La accion y sefializacion por insulina a través de la via PI3K/Akt induce la fosforilacion y
activacion de la PKB también conocida como Akt. Modelos murinos con anomalias en la
sefializacion por insulina se han relacionado con procesos de resistencia a la insulina (49, 76). Por
nuestros resultados obtenidos en el GTT y el ITT hemos querido evaluar la sefializacion de la insulina
analizando la fosforilacion de Akt tanto en tejidos periféricos (musculo e higado) como en 3 regiones

cerebrales (CTX, HPC y EST).

La fosforilacion de Akt se analizoé por western blot en 2 experimentos independientes en distintos
tejidos de ratones wt y Dio2”" de 3 meses de edad. En el primer experimento se inyect6 a los animales
1.p una dosis de insulina de 0,75 U/kg de peso corporal y éstos se sacrificaron a los 15 min de la
inyeccion y se analizo la fosforilacion de Akt en musculo, higado y distintas regiones cerebrales. En
el segundo experimento se inyect6 a los animales la misma dosis de insulina, pero en esta ocasion la
mitad de los ratones se sacrificaron a los 15 min y la otra mitad a los 30 min tras la administracion de
la insulina (tiempo en el que hay una mayor respuesta a la insulina basandonos en los resultados
obtenidos en el ITT) y se analiz6 la fosforilacion de Akt en higado y musculo. Como control del

experimento se utilizaron animales a los que se les inyecto suero salino en lugar de insulina.

En todas las regiones cerebrales estudiadas todos los ratones inyectados con suero salino
(controles) presentaban una fosforilacion de Akt basal muy elevada. Esta fosforilacion basal elevada
impidio cuantificar un aumento en la fosforilacion de Akt tras la estimulacion con insulina, tanto en
los ratones wt como en los ratones Dio2”". Por ello no se pudieron analizar posibles diferencias en la
sefializacion por insulina debidas a la deficiencia de D2 (Figura 16). Aln asi, la cuantificacion de la

fosforilacion de Akt no indicé diferencias entre genotipos.
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Figura 16. Analisis de la expresion de p-Akt en regiones cerebrales. A, C y E) Expresion de p-Thr308-Akt
normalizado con B-actina en corteza cerebral (CTX), formacion hipocampal (HPC) y estriado (EST) 15 min
después de la administracion de insulina a una dosis de 0,75 U/kg de peso corporal. B, D y F) Cuantificacion de
p-Akt de A, Cy E respectivamente. Los resultados de la cuantificacion de p-Akt se representan como la media +
el error estandar de 3 ratones wt y 3 ratones Dio2” para By F y de 5 ratones wt y 4 ratones Dio2”" para D.
Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo. Como control de carga se utilizo el anticuerpo de actina.

En musculo e higado, los ratones inyectados con suero salino presentaban una fosforilacion de
Akt con una baja intensidad de sefial. Los ratones inyectados con insulina presentaban un incremento
considerable en ambos tejidos a los 15 y 30 min tras la administracion de insulina (Figura 17 y Figura
18). En musculo no se cuantificaron diferencias estadisticamente significativas en la fosforilacion de

Akt entre los ratones wt y los ratones Dio2” ni a los 15 min en ninguno de los dos experimentos

independientes (ty= 0,901; p= 0,391 y ts= 0,378; p= 0,722 respectivamente) ni a los 30 min (tg= 0,961;
p= 0,374; Figura 17). En higado tampoco se observaron diferencias entre genotipos ni a los 15 min
(ts== 0,849; p= 0,437 y t= 1,04; p= 0,338 respectivamente) ni a los 30 min (t&= 1,411; p= 0,208;

Figura 18) tras la administracion de insulina.
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Figura 17. Anélisis de la expresion de p-Akt en musculo. A y C) Expresion de p-Ser473-Akt normalizado con
con p85 15 min después de la administracién de insulina a una dosis de 0,75 U/kg de peso corporal. E) Expresion
de p-Ser473-Akt 30 min después de la administracion de insulina a una dosis de 0,75 U/kg de peso corporal. B, D
y F) Cuantificacion de p-Akt de A, C y E respectivamente. Los resultados de la cuantificacion de p-Akt se
representan como la media + el error estandar de 5 ratones wt y 6 ratones Dio2” para B y 4 ratones wt y 4 ratones
Dio2”" para E y F. Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo.
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Figura 18. Analisis de la expresion de p-Akt en higado. A y C) Expresion de p-Ser473-Akt normalizado con 63-
actina 15 min después de la administracion de insulina a una dosis de 0,75 U/kg de peso corporal. E) Expresion
de p-Ser473-Akt 30 min después de la administracion de insulina a una dosis de 0,75 U/kg de peso corporal. B, D
y F) Cuantificacion de p-Akt de A, C y E respectivamente. Los resultados de la cuantificacion de p-Akt se
representan como la media = el error estandar de 5 ratones wt y 7 ratones Dio2” para B y 4 ratones wt y 4 ratones
Dio2” para E y F. Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo.
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Los resultados del GTT y del ITT indican anomalias en el metabolismo de la glucosa en los
ratones Dio2”" asociadas a una mayor tolerancia a la glucosa y una mayor sensibilidad a la insulina.
Este aumento en la sensibilidad a la insulina no se ha podido asociar a alteraciones en la

fosforilacion de Akt en respuesta a la insulina, al menos en higado y musculo.

3. INFLUENCIA DE LA D2 EN PRUEBAS NEUROSENSORIALES Y
SENSORIOMOTORAS

3.1. Funcion auditiva

Estudios previos realizados en el mismo modelo experimental de ratones Dio2” a 1 mes de edad
habian mostrado una importante pero no total disfuncion auditiva (143). Por ello, para el disefio,
realizacion e interpretacion de la prueba de condicionamiento del miedo (ver apartado 4.2 de
Resultados) era muy importante evaluar la funcionalidad auditiva de los ratones Dio2” en
comparacion con la de los ratones wt a la edad de realizacion del condicionamiento, en nuestro caso a

los 6 meses de edad.

En primer lugar se evalud la capacidad auditiva de ratones de 6 meses de edad realizando un
estudio de los PEATC en respuesta a “click” (espectro de frecuencias audibles). El analisis de los
umbrales auditivos en respuesta a “click” mostré una hipoacusia moderada en los ratones Dio2™ (52 +
10 dB) estadisticamente significativa en comparacion a los valores obtenidos en los ratones wt (11 £
2 dB; t;= 10,734; p= 0,000) que presentaron valores dentro de la normo-audicion (< 45 dB; Figura 19
A).

En segundo lugar se realiz6 un estudio de los PEATC en respuesta a tonos puros (1, 2 y 8 kHz)
para establecer la frecuencia mas adecuada a utilizar como estimulo sonoro en las pruebas de
condicionamiento del miedo. El analisis de los umbrales auditivos en respuesta a frecuencias puras
mostré valores de umbral significativamente elevados, entre un 75 y un 155 %, en los ratones Dio2”"
respecto a los ratones wt en las 3 frecuencias analizadas (1 kHz: t;= 10,160; p= 0,000; 2 kHz: t&=
5,915; p= 0,001; 8 kHz: te= 4,145; p= 0,006; Figura 19 B), mostrando a la frecuencia de 8 kHz la

menor diferencia del umbral entre los ratones Dio2” y wt.

En tercer lugar se midi6 la velocidad de conduccion del estimulo sonoro a través de los distintos
nucleos auditivos. Este estudio indicod graves alteraciones en los ratones Dio2” reflejadas en el
analisis de tres parametros: la latencia pico, la latencia interpico y la amplitud. Estos tres parametros

se determinaron mediante una intensidad de estimulacion equivalente para todos los ratones
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establecida entre 15 y 20 dB por encima del umbral auditivo (recomendable para realizar este tipo de

estudios en modelos animales que presentan hipoacusia).

- La latencia pico de la onda I fue significativamente mayor, en un 17 %, en los ratones Dio2”
(tio= 4,675; p= 0,001) en comparacion con los ratones wt. Este aumento en los valores de
latencia pico en los ratones Dio2” también se observé en la latencia pico de la onda III (6,5
%; t1o= 2,776; p= 0,02). La latencia pico de la onda II también era un 4,8 % mayor en los
ratones Dio2”, aunque este aumento no era estadisticamente significativo (t;= 1,458; p=
0,176). En la latencia pico de la onda IV tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambos genotipos (t;o= 0,246; p= 0,811). El aumento de la latencia pico de
la onda I en los ratones Dio2”" sugiere un retraso en la generacién de la sefial nerviosa en el

receptor (Figura 19 C).

- Todas las latencias interpico analizadas (I-II, II-IV y I-IV) estaban disminuidas
significativamente en los ratones Dio2”". La latencia interpico I-II era un 16,3 % menor (t,;=
5,135; p= 0,000), la latencia interpico II-IV un 7,6 % menor (t;p= 3,789; p= 0,004) y la
latencia interpico I-IV un 10,4 % menor (t;o= 6,398; p= 0,000; Figura 19 D) en comparacion
con las latencias interpico de los ratones wt. La disminucion de la latencia interpico I-II
observada en los ratones Dio2” indica una mayor velocidad de transmision del impulso

nervioso a través de la via auditiva.

- Los valores de amplitud pico de la onda I en los ratones Dio2” fueron significativamente
inferiores (en un 85 %) a los observados en los ratones wt (t;;= 7,345; p= 0,001), mientras
que en la amplitud pico de las ondas I y IV se registrd un aumento de un 65,5 % y de un 34,3
% respectivamente en los ratones Dio2™" (t= 2,349; p= 0,039; t;;= 4,897; p< 0,000
respectivamente) en comparacion con los ratones wt. Sin embargo, la disminucion de un 43,5

% de la amplitud pico de la onda III en los ratones Dio2” no fue estadisticamente

significativa (t;;= 1,565; p= 0,146). Estos resultados sugieren una disminucion del nimero de
neuronas estimuladas a nivel del ganglio coclear-nervio auditivo en los ratones Dio2” (Figura
19 E) y también anomalias en el nimero de neuronas estimuladas en nucleos de relevo

posteriores.
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Figura 19. Analisis de la capacidad auditiva. A) Umbral auditivo en respuesta a “click”. B) Umbral auditivo
tras estimulacion con tonos puros de 1, 2 y 8 kHz. C) Latencia de las ondas I a IV. D) Latencias interpico I-II, II-
IV y I-IV. E) Amplitud de los picos I a IV cuantificados mediante el parametro pico-valle. Los resultados de los
histogramas se representan como la media = el error estandar de 6 ratones wt y 7 ratones Dio2”" de 6 meses de
edad. Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p<0,01; *** p< 0,001; NS, no significativo.

Los resultados obtenidos muestran un mayor umbral auditivo tanto en respuesta a “click” como
en respuesta a tonos puros (1, 2 y 8 kHz), un retraso en la generacion de la senial nerviosa a nivel del
receptor auditivo asi como la presencia de un menor numero de neuronas activadas en el ganglio

A ., . . .
coclear de los ratones Dio2"" en comparacion con los wt. Por otra parte, la deficiencia de D2 induce

un aumento en la velocidad de transmision del impulso nervioso a través de la via auditiva que
probablemente se produzca para compensar el retraso de la serial originado a nivel del receptor.

En base a los resultados obtenidos se establecio una intensidad de 80 dB a una frecuencia de 8
kHz como las mejores condiciones para administrar el EC (estimulo sonoro) en el estudio de

condicionamiento del miedo (ver apartado 4.2 de Resultados).
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3.2 Prueba del rodillo giratorio

Para evaluar posibles alteraciones en la coordinacion motora y el equilibrio debidas a la
deficiencia de la D2, se realizo la prueba del rodillo giratorio a ratones wt y Dio2” de 6 meses de
edad. En esta tarea motora se utiliza un rodillo que es capaz de girar segun un protocolo establecido
(ver apartado 3.2 de Materiales y Métodos). Se coloca a los animales en el rodillo giratorio en la
direccion contraria al movimiento y se registra el tiempo en el que cada animal permanece en el

rodillo sin caerse (latencia de caida).

En la comparacion de medias de cada uno de los ensayos realizados se observaron tiempos de
latencia significativamente menores en el grupo Dio2” en comparacién con el grupo wt, en
practicamente todos los ensayos (p< 0,05; Figura 20A), a excepcion de los 3 ensayos del primer dia
de entrenamiento y el segundo ensayo del segundo dia de la prueba, en los que no se observaron
diferencias significativas entre ambos genotipos (p> 0,05; Figura 20A). Los analisis estadisticos
realizados con el valor del tiempo maximo de permanencia en el rodillo obtenido para cada raton
indicaron que la latencia de caida de los ratones Dio2” era significativamente menor respecto a la de
los ratones wt (entre un 30,9 y un 38,2 %) en todos los dias en los que se realiz6 la prueba (primer
dia: t;;= 2,88; p= 0,014, segundo dia: t;g= 2,62; p= 0,017 y tercer dia: t;,= 3,33; p= 0,006; Figura 20
B).
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Figura 20. Prueba del rodillo giratorio. A) Representacion de la latencia de caida de los 3 ensayos realizados
en los dos dias de entrenamiento y en los 3 dias de realizacion de la prueba. B) Representacion de los valores
maximos de latencia de caida en los 3 dias de realizacion de la prueba. Los resultados se representan como la
media + el error estandar de 9 ratones wt 'y 11 ratones Dio2” de 6 meses de edad. Diferencias respecto al grupo
wt: * p< 0,05; ** p< 0,01.

Posteriormente se quiso evaluar si la administracién de un tratamiento con HT a ratones Dio2”"
era capaz de revertir las alteraciones observadas. Para ello, se disefié un tratamiento hormonal con el
fin de normalizar los niveles de T3 y T4 cerebrales sin provocar una hipotiroxinemia (ver apartado
1.2 de Materiales y Métodos). Los tiempos de latencia de caida de los ratones tratados con HT en
comparacion con el grupo wt eran de nuevo significativamente menores, pero en esta ocasion ademas,
en todos los ensayos realizados (p< 0,01; Figura 21 A). Esto se debe en parte a que en esta segunda
realizacion de la prueba los ratones wt mostraron el primer dia del entrenamiento valores de
permanencia en el rodillo superiores a los valores obtenidos en estos mismos animales en el
experimento anterior (Figuras 20 A y 21 A). Los analisis estadisticos realizados con el valor del
tiempo maximo de permanencia en el rodillo obtenido para cada ratdon, también indicaron que la

latencia de caida de los ratones Dio2”" + HT era significativamente menor respecto a la de los ratones
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wt (entre un 37,3 y un 43 %) tanto el primer (t;;= 3,26; p= 0,008) como el segundo (t;,= 4,56; p=
0,001) y tercer dia de la prueba (t;;= 4,07; p= 0,002; Figura 21 B).
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Figura 21. Prueba del rodillo giratorio. A) Representacion de la latencia de caida de los 3 ensayos realizados
en los dos dias de entrenamiento y en los 3 dias de realizacion de la prueba. B) Representacion de los valores
maximos de latencia de caida en los 3 dias de realizacion de la prueba. Los resultados se representan como la
media £ el error estandar de 9 ratones wt y 11 ratones Dio2”" + HT de 6 meses de edad. Diferencias respecto al
grupo wt: ** p<0,01; *** p< 0,001.

A ,
se debian a

Para evaluar si las alteraciones observadas a los 6 meses de edad en los ratones Dio2
anomalias del desarrollo o eran anomalias adquiridas con la edad, se realizé la prueba del rodillo
giratorio a ratones de 3 meses de edad wt y Dio2” con y sin tratamiento hormonal. En esta ocasion, se
realiz6 la prueba en 3 grupos experimentales distintos y los resultados se analizaron estadisticamente
con una ANOVA de una via. Los andlisis de cada uno de los ensayos realizados indicaron un efecto
significativo del factor condicion experimental para la latencia de caida tnicamente en el primer
ensayo del primer y segundo dia de entrenamiento y del tercer dia de prueba (p< 0,05; Figura 22 A).
Los andlisis a posteriori mostraron que la latencia de caida de los ratones wt y Dio2” era similar (p>

0,05; Figura 22 A) mientras que la latencia de caida de los ratones Dio2” + HT era estadisticamente

inferior a la de los grupos wt y Dio2” (p< 0,05; Figura 22 A). Cuando se analizaron los resultados
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teniendo en cuenta el valor del tiempo maximo de permanencia en el rodillo obtenido para cada ratén,
los analisis indicaron que todos los grupos presentaban una latencia de caida similar en los 3 dias de
la prueba (primer dia: Fy20= 1,048; p= 0,364, segundo: F;,0= 2,461; p= 0,103 y el tercer dia de la
prueba: F, o= 3,138; p= 0,058; Figura 22 B).
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Figura 22. Prueba del rodillo giratorio. A) Representacion de la latencia de caida de los 3 ensayos realizados
en los dos dias de entrenamiento y en los 3 dias de realizacion de la prueba. B) Representacion de los valores
maximos de latencia de caida en los 3 dias de realizacion de la prueba. Los resultados se representan como la
media + el error estandar de 9 ratones wt, 11 ratones Dio2”" y 12 ratones Dio2”" + HT de 3 meses de edad.
Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; NS, no significativo. Diferencias respecto al grupo Dio”: NS, no
significativo.

Los resultados obtenidos muestran una grave alteracion en la coordinacion motora y/o equilibrio
en los ratones Dio2”" a 6 meses de edad que repercute en la realizacion de la prueba. Sin embargo, la
coordinacién motora y el equilibrio de los ratones Dio2” a 3 meses de edad no se encuentra alterada
por la deficiencia de D2. Esto podria indicar que estas alteraciones se adquieren y/o agravan con la
edad. El tratamiento hormonal utilizado no es capaz de revertir las alteraciones provocadas por la

deficiencia de D2 en la realizacion de esta tarea motora a los 6 meses de edad.
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3.3 Prueba del poste vertical

Para profundizar en los resultados obtenidos con los estudios anteriores se realiz6 una nueva tarea
motora en animales de 3 y 6 meses de edad, la prueba del poste vertical. Esta tarea se utilizo para
evaluar si la deficiencia de D2 alteraba el equilibrio, la fuerza de las extremidades anteriores y la
habilidad de los ratones para agarrarse firmemente a una superficie. En esta tarea motora se coloca a
los animales en un poste vertical con la cabeza posicionada hacia arriba y se valoran 3 parametros: el
porcentaje de ratones que son capaces de girar con éxito para descender, el tiempo que necesita cada

animal para girar y el tiempo que emplea cada animal en descender.

El porcentaje de ratones que eran capaces de girar con ¢éxito no estaba alterado por la deficiencia
de D2 ni a 3 ni a 6 meses de edad (p> 0,05 en todos los ensayos realizados; Figura 23 A y B). Los
ratones Dio2”" de 3 meses de edad empleaban el mismo tiempo en girar y en descender por el poste
que los ratones wt (p> 0,05 en todos los ensayos; Figura 23 C y D). A los 6 meses, tampoco se
observaron diferencias en el tiempo que empleaban los ratones en girar entre ambos grupos
experimentales (p> 0,05 en todos los ensayos; Figura 23 C). A los 6 meses de edad tampoco se
observaron claras diferencias entre ambos genotipos en el tiempo que empleaban los animales para
descender por el poste. Mientras que el primer dia de la prueba los ratones Dio2” empleaban un
tiempo para descender significativamente mayor (t;s= 2,331; p= 0,034; Figura 23 D) que los animales
wt, el segundo dia descendian empleando un tiempo menor en comparacion con los ratones wt, sin

que esta disminucion fuera estadisticamente significativa (t;s= 1,098; p= 0,287; Figura 23 D).
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Figura 23. Prueba del poste vertical. A) Porcentaje de ratones de 3 meses de edad que son capaces de girar con
éxito para descender. B) Porcentaje de ratones de 6 meses de edad que son capaces de girar con éxito para
descender. C) Latencia de giro en ratones de 3 y 6 meses de edad. D) Latencia en descender en ratones de 3y 6
meses de edad. Los resultados obtenidos de ratones de 3 meses (n=10 wt y n=9 Dio2") y 6 meses (n=11 wt y
n=10 Dio2™) de edad se representan en las figuras C y D como la media % error estandar. Diferencias respecto al
grupo wt: * p< 0,05; NS, no significativo

Estos resultados indican que la deficiencia de D2 no repercute ni en el equilibrio, ni en la
habilidad de los animales para agarrarse firmemente a una superficie, ni tampoco parece provocar

anomalias en la fuerza muscular de las extremidades anteriores. Sin embargo, hay que tener en

cuenta que los parametros cuantificados mostraron valores muy variables dentro del mismo grupo
experimental, lo que posiblemente haya influido en gran medida en el andlisis estadistico de los

resultados.
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3.4 Prueba de la reja

Esta prueba se realizd a ratones wt y Dio2”

de 3 y 6 meses de edad para evaluar posibles
alteraciones en el tono o fuerza muscular debidas a la deficiencia de D2. En esta prueba se evalua el
tiempo que son capaces los animales de permanecer agarrados a una reja una vez que ésta se ha

colocado en posicion invertida.

En la comparaciéon de medias se observd que los ratones Dio2” de 3 y 6 meses de edad
permanecian significativamente menos tiempo agarrados a la reja (un 31,5 % y un 46,8 %
respectivamente) que los ratones wt (3 meses: tg= 2,4; p= 0,043; 6 meses: t;o= 3,03; p= 0,007; Figura
24 A).

Se quiso evaluar si un tratamiento con HT en los mismos animales era capaz de revertir las
alteraciones observadas debidas a la deficiencia de D2. Se utilizo el mismo protocolo de tratamiento
hormonal que en el resto de estudios (ver apartado 1.2 de Materiales y Métodos). Los ratones Dio2” +
HT de 3 y 6 meses de edad permanecian agarrados a la reja un tiempo significativamente menor (un
51,7 % y un 59,8 % respectivamente) que los ratones del grupo wt (3 meses: ty= 3,895; p= 0,004; 6
meses: t;g= 2,804; p=0,012; Figura 24 B).

Se analiz6 si la repeticion de la prueba podia influir en el tiempo de agarre de los animales
comparando los resultados obtenidos en los dos dias de prueba con los ratones wt. No se encontraron
diferencias significativas en el tiempo de agarre entre los 2 ensayos realizados ni a 3 (to= 1; p=0,343)
ni a 6 meses de edad (t,3= 1,145; p= 0,264). Estos resultados descartan que la repeticion de la prueba

en los mismos animales pudiera afectar a la evaluacion de la misma.
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Figura 24. Prueba de la reja. A) Latencia de caida de la reja una vez invertida. Los resultados se representan
como la media + el error estandar de 10-11 ratones wt y 9-10 ratones Dio2” de 3 y 6 meses de edad
respectivamente. B) Latencia de caida de la reja una vez invertida. Los resultados se representan como la media +
el error estandar de 10-11 ratones wt y 9-10 ratones Dio2” + HT de 3 y 6 meses de edad respectivamente.
Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p<0,01.
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Estos resultados sugieren que la D2 tiene un papel muy importante para el correcto desarrollo
de la fuerza muscular tanto a 3 como a 6 meses de edad y que el tratamiento hormonal utilizado no

es capaz de revertir las alteraciones observadas.

3.5 Prueba de la imprenta de pisadas

La prueba de la imprenta de pisadas evalua el patron de la marcha de los animales y depende de
un buen funcionamiento de distintas regiones cerebrales como el CB, los ganglios basales y la CTX.
Esta prueba se utiliz6 para evaluar posibles alteraciones en la actividad locomotora de animales de 3 y
6 meses de edad debidas a la deficiencia de la D2. También se analiz6 la posible reversion de estas

anomalias con un tratamiento con HT (ver apartado 1.2 de Materiales y Métodos).

Para ello se midieron 5 parametros relacionados con la marcha: la distancia entre las pisadas de
las extremidades anteriores y posteriores, el largo de la zancada de las extremidades anteriores y de
las posteriores asi como el solapamiento de las pisadas. También se midi6 la velocidad con la que los
ratones recorrian el pasillo hasta el habitaculo oscuro (ver apartado 3.5 de Materiales y Métodos). Los
resultados de todos estos parametros se analizaron estadisticamente con un ANOVA de una via y

cuando se requirid se realizaron analisis a posteriori (Tabla 2).

ANOVA
A B C D E F
F2,71= 52,003 F2.71= 4,853 F2_71= 11,150 F2_71= 9,495 F2‘71= 6,056 F2‘71= 4,509
3 meses
p= 0,000 p= 0,011 p= 0,000 p= 0,000 p= 0,014 p= 0,004
F2,52= 46,404 F2,52= 1,789 F2,52= 6,749 F2_52= 8,911 F2|52= 11,928 F2,52= 1,662
6 meses

p= 0,000 p= 0,177 p= 0,02 p= 0,000 p= 0,000 p=0,2

Tabla 2. Valores del estudio estadistico de la imprenta de pisadas. A) Velocidad empleada por cada animal
en recorrer los 70 cm del pasillo. B) Amplitud entre las pisadas de las extremidades anteriores. C) Amplitud
entre las pisadas de las extremidades posteriores. D) Longitud de la zancada anterior. E) Longitud de la zancada
posterior. F) Solapamiento de pisadas de una huella delantera con la huella trasera.

Los analisis realizados indicaron que los ratones Dio2” recorrian el pasillo un 41,7 % y un 46,5 %
mas lentamente que los ratones wt, tanto a 3 como a 6 meses de edad (p< 0,001; Figura 25 A 'y 26 A).
La distancia entre las extremidades anteriores y posteriores a 3 meses de edad era un 12,8 % mayor en

-

los ratones Dio2™ en comparacion con los ratones wt (p < 0,05; Figura 25 B y C). A 6 meses de edad

la distancia entre de ambas extremidades también estaba aumentada en los ratones Dio2” (un 7,9 %)
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siendo estadisticamente significativo el aumento de las extremidades posteriores (p< 0,01; Figura 26

By ).

La longitud de la zancada anterior estaba significativamente disminuida un 7,8 % y un 8,7 % en
los ratones Dio2”" tanto a 3 como a 6 meses de edad respectivamente en comparacion con los ratones
wt (p< 0,01; Figura 25 D y 26 D). Sin embargo, la disminucion de la longitud de la zancada posterior
en los ratones Dio2” era mayor a 6 meses (un 9,9 %; p< 0,001; Figura 26 E) que a 3 meses de edad
(un 7,3 %; p< 0,01; Figura 25 E). Los ratones wt tenian mayor solapamiento de las huellas delanteras
y traseras de un mismo paso que los ratones Dio2”, sin embargo, estas diferencias no eran

estadisticamente significativas (p> 0,05; Figura 25 F y 26 F).

La administracién de un tratamiento hormonal con HT a ratones Dio2” no revirtié ninguno de

los parametros alterados por la deficiencia de D2, ni a 3 ni a 6 meses de edad (Figuras 25 y 26).
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H Dio2-/-
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Figura 25. Prueba de la imprenta de pisadas en ratones de 3 meses de edad. A) Velocidad empleada por cada
animal en recorrer los 70 cm del pasillo. B) Amplitud entre pisadas de las extremidades anteriores. C) Amplitud
entre las pisadas de las extremidades posteriores. D) Longitud de la zancada anterior. E) Longitud de la zancada
posterior. F) Solapamiento de pisadas de una huella delantera con una huella trasera. Los resultados se
representan como la media + el error estandar de 23 ratones wt, 30 ratones Dio2™ y 21 ratones Dio2” + HT.
Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; NS, no significativo. Diferencias respecto
al grupo Dio”": NS, no significativo.
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Figura 26. Prueba de la imprenta de pisadas en ratones de 6 meses de edad. A) Velocidad a la que los
ratones recorren el pasillo. B) Amplitud entre las pisadas de las extremidades anteriores. C) Amplitud entre las
pisadas de las extremidades posteriores. D) Longitud de la zancada anterior. E) Longitud de la zancada posterior.
F) Solapamiento de pisadas de una huella delantera con una huella trasera. Los resultados se representan como la
media + el error estndar de 16 ratones wt, 19 ratones Dio2” y 20 ratones Dio2”" + HT. Diferencias respecto al
grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; NS, no significativo. Diferencias respecto al grupo Dio”": NS, no
significativo.

Los resultados obtenidos indican una alteracién a nivel locomotor en los ratones Dio2”" tanto a 3
como a 6 meses de edad, reflejada en una mayor distancia entre las extremidades tanto anteriores
como sobre todo posteriores, asi como una menor longitud de la zancada de ambas extremidades.
Ademds, los ratones Dio2”" recorren el pasillo a una menor velocidad en comparacion a los ratones
wt. El tratamiento con HT utilizado no es suficiente para revertir las alteraciones descritas en los

. A/
ratones Dio2™"".
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3.6 Funcion neuromuscular

Para evaluar si las alteraciones observadas por la deficiencia de D2 en los estudios anteriores
podian deberse a anomalias en la conduccion nerviosa, se evaluo la velocidad de conduccion nerviosa

en ratones wt y Dio2”" de 3 y 6 meses de edad en el nervio ciatico.

Para el calculo de la velocidad de conduccién nerviosa en primera instancia, se realizd la
medicion de varias distancias a partir de puntos de referencia (ciatico-rotula, roétula-calcaneo,
calcaneo-electrodo de registro en la extremidad y ciatico-médula). No se observaron diferencias
significativas en la medicion de las distancias analizadas entre ambos grupos experimentales, ni a 3 ni

a 6 meses de edad (p> 0,05 para todas las distancias; Tabla 3).

Distancias (mm)

Ci-Ro Ro-Ca Ca-Ex Ci-Me
3 meses wt (n=6) 15,86 £ 0,5 13,73 0,87 9,11 £ 0,34 5,80 + 0,19
a amsls
Dio2™ (n=6) | 1536+0,05™ | 1477+014™ | 711+054" 6,49 + 0,42
6 meses wt (n=7) 14,77 £0,28 15,06 + 0,24 7,03 +0,28 5,77 £ 0,25
e
Dio2™ (n=7) 153 +0,33M 15,54 + 0,34 N° 7+0,13" 6,84 +0,23"°

Tabla 3. Valores de las distintas medidas de referencia. Las medidas de referencia utilizadas son: ciatico-
rétula (Ci-Ro), rétula-calcaneo (Ro-Ca), calcaneo-electrodo de registro en la extremidad (Ca-Ex) y cidtico-
médula (Ci-Me). Los resultados se muestran como el promedio =+ error estdndar. Diferencias respecto al grupo
wt: NS, no significativo.

El analisis de las latencias, considerando la latencia como el tiempo que discurre desde que se
produce la estimulacion hasta la deteccion de la actividad eléctrica en los puntos de registro, no
mostrd diferencias significativas ni en la latencia de la onda directa ni en la latencia de la onda

indirecta en ambas edades entre el grupo wt y el grupo Dio2” (p> 0,05; Tabla 4).
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Tabla 4. Valores de latencia promedio de la onda directa y la onda indirecta. Los resultados muestran el
promedio =+ el error estandar de 6 ratones wt y 6 ratones Dio2”" de 3 meses de edad y de 7 ratones wt y 7 ratones

Latencias (ms)

Onda directa | Onda refleja
3 meses wt (n=6) 032+0 2,5+ 0,08
s
Dio2™ (n=6) 0,35+ 0,0 2,77 +0,10"
6 meses wt (n=7) 0320 275+0,15
—
Dio2™ (n=7) | ¢ 35+0,02% 2,72 £ 0,08"

Dio2”" de 6 meses de edad. Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo.

del

grupo wt, tanto a 3 como a 6 meses de edad. En la conduccion nerviosa de la onda refleja tampoco se

observaron diferencias significativas como consecuencia de la deficiencia de D2 en ratones de 3 y 6

meses de edad (p> 0,05; Tabla 5).

Velocidad de conduccion (m/s)

Onda directa | Onda refleja
3 meses wt (n=6) 120,7 + 4,55 20,18 + 0,82
a el
Dio2™ (n=6) | 11003+236" | 1822+0,81"
6 meses wt (n=7) 114,68 £ 1,12 17,7 + 0,96
e
Dio2™ (n=7) | 111,1z6,16" 18,4 +0,72"

Tabla 5. Valores de la velocidad de conduccion de la onda directa y la onda refleja. Los resultados muestran
el promedio * el error estandar de 6 ratones wt y 6 ratones Dio2” de 3 meses de edad y de 7 ratones wt y 7
ratones Dio2”" de 6 meses de edad. Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo.

La velocidad de conduccion nerviosa en el nervio ciatico tanto de la onda directa (motora) como
de la onda refleja (sensorial-motora) no se ve alterada por la deficiencia de D2. La deficiencia de D2
tampoco provoca alteraciones en el tamarnio corporal del raton que se reflejen en anomalias de las

distancias anatomicas analizadas.
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4. INFLUENCIA DE LA D2 EN PRUEBAS COGNITIVAS

Estudios recientes del laboratorio han indicado que se requieren niveles eutiroideos de HT para
que se desarrollen con normalidad distintos procesos de plasticidad cerebral en el cerebro adulto.
Debido a las anomalias encontradas en los niveles de HT en las distintas regiones cerebrales
estudiadas en los animales Dio2”, decidimos evaluar el impacto de la deficiencia de D2 en distintos
procesos de plasticidad del SNC adulto. En concreto, decidimos evaluar distintas capacidades de
aprendizaje y memoria y procesos de plasticidad sinaptica subyacentes a estas capacidades que se

encuentran alteradas por un hipotiroidismo establecido en el adulto.

4.1 Prueba de Barnes

La prueba de Barnes se utiliza para evaluar capacidades de aprendizaje y memoria espacial y es
dependiente de un buen funcionamiento de la HPC. Esta prueba se caracteriza por requerir poco

esfuerzo fisico, tnicamente el requerido para explorar y encontrar el agujero de salida.

Esta prueba se realizo en ratones de 6 meses de edad wt y Dio2” entrenados durante tres dias.
Durante el periodo de entrenamiento la comparacion de las medias del nimero de errores primarios
(mamero de errores que cometen los ratones antes de encontrar el agujero donde esta la salida) no
mostro diferencias estadisticamente significativas entre ambas condiciones experimentales, tanto en el
primer (t;s= 0,619; p= 0,545), como en el segundo (t;s= 1,991; p= 0,065) y tercer (ts= 1,866; p=
0,097) dia de entrenamiento (Figura 27 A). La comparacion de las medias del numero de errores
primarios mas el numero de errores secundarios (nimero de errores que cometen los ratones después
de encontrar el agujero donde estd la salida) mostrd que los ratones Dio2”” cometian
significativamente mas errores en comparacion a los ratones wt en el segundo (to= 2,214; p=0,053) y
tercer (t;= 2,424; p= 0,044) dia de entrenamiento pero no en el primero (t;s= 1,527; p= 0,148; Figura
27 B). Los analisis de la evolucion de las curvas de errores primarios asi como la evolucion de las
curvas de los errores primarios mas secundarios en los 3 dias de entrenamiento, no mostraron
diferencias significativas entre ambos genotipos (y>= 0,647; p= 0,724 y y’»= 2,718; p= 0,257

respectivamente; Figuras 27 A y B) analizando los resultados con un MLG de medidas repetidas.

Transcurridas 24 h desde la finalizacion del periodo de entrenamiento se procedio a la realizacion
de la prueba. Para ello se tapo la salida que los ratones habian aprendido a localizar durante las
sesiones de entrenamiento y se observé el comportamiento de los ratones durante 2 min. No se
encontraron diferencias significativas entre los ratones wt y Dio2” en el niimero de errores primarios
(t;i7= 0,174; p= 0,864; Figura 27 C). Sin embargo, los ratones wt exploraron el doble de veces el
agujero donde estaba situada la salida (t;= 2,839; p= 0,011; Figura 27 D) en comparacion con los

ratones Dio2”". Asi mismo, los ratones wt también exploraron més del doble de veces los demas
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agujeros después de haber explorado el agujero de la salida (t;,= 3,282; p= 0,004; Figura 27 E). Los
ratones Dio2” permanecieron un 18,8 % mas de tiempo en el cuadrante donde se encontraba la salida
durante las sesiones de entrenamiento (Q1l) que los ratones wt, sin que este aumento fuese

estadisticamente significativo (t= 1,041; p= 0,325; Figura 27 F).
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Figura 27. Prueba de Barnes. A) Numero de errores primarios durante las sesiones de entrenamiento. B)
Numero de errores primarios mas secundarios cometidos durante las sesiones de entrenamiento. C) Numero de
errores que cometen los ratones antes de encontrar el agujero de salida en la prueba. D) Numero de veces que los
ratones exploran el agujero de salida en la prueba. E) Numero de errores que cometen los ratones después de
encontrar el agujero de salida en la prueba. F) Porcentaje de tiempo que los ratones permanecen en el cuadrante 1
(Q1) en la prueba. Los resultados se representan como la media =+ el error estandar de 9 ratones wt y 10 ratones
Dio2"". Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; NS, no significativo.

Estos resultados indican que la deficiencia de D2 no produce alteraciones en esta tarea de
aprendizaje y memoria espacial. Sin embargo, la capacidad exploratoria de los ratones Dio2”" es
mucho menor que la de los ratones wt. Ademds, los ratones Dio2” parecen no ser capaces o no estar
interesados en desarrollar una nueva estrategia para buscar una escapatoria para refugiarse ante

una situacion a priori desapacible para los animales.
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4.2 Prueba de condicionamiento del miedo

Para evaluar si la deficiencia de D2 podia afectar la formacion y el procesamiento de memorias
emocionales se realizaron las pruebas de condicionamiento del miedo al contexto y al tono en ratones
de 6 meses de edad wt y Dio2”". En esta prueba los ratones deben aprender a tener miedo ante un
estimulo inocuo o estimulo condicionado (EC, en este caso un contexto o un tono) al asociarlo con un
estimulo aversivo o estimulo no condicionado (ENC, en este caso una descarga eléctrica). En el
momento en que los animales son expuestos de nuevo al contexto o al tono muestran una respuesta de
miedo condicionado expresada como inmovilizacion del animal. El condicionamiento al tono
depende de un correcto funcionamiento de la amigdala, mientras que el condicionamiento al contexto

es sensible a lesiones producidas tanto en la amigdala como en la HPC (156).

Como se indica en el apartado 3.1 de Resultados, mediante la evaluacion de la capacidad auditiva
de los ratones Dio2”" se disefi6 el protocolo de administraciéon del estimulo sonoro (EC) a utilizar en

la prueba del condicionamiento.

También se comprobo si la deficiencia de D2 podia influir en la respuesta de los animales a la
descarga eléctrica utilizada como estimulo aversivo (ENC) mediante la prueba de la sensibilidad a la
descarga eléctrica. La evaluacion de esta prueba se realizé analizando dos parametros, el “flinch” y el
“jump”. No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la sensibilidad a la descarga
eléctrica entre ambos genotipos (“flinch”: t;s= 0,178; p= 0,861; “jump”: t;,= 1,452; p=0,179; Figura
28).

O wt
0,257 NS B Dio2-/-
€ 0,201
3 015
% 0,101 NS
g
E 0’05- 1

0
“Flinch”  “Jump”

Figura 28. Prueba de sensibilidad a la descarga eléctrica. Representacion de la sensibilidad a la descarga
eléctrica mediante el “flinch” (movimiento sutil que realiza el ratén en el momento que empieza a detectar la
descarga eléctrica) y el “jump” (salto realizado por el ratén en el momento que la descarga eléctrica produce una
sensacion aversiva). Los resultados se representan como la media =+ el error estandar de 9 ratones wt y 8 ratones
Dio2”" de 6 meses de edad. Diferencias respecto al grupo wt: NS, no significativo.

Una vez descartadas posibles diferencias en la sensibilidad a la descarga eléctrica, los ratones se
sometieron a las sesiones de entrenamiento en las que se condicionaron tanto al tono como al

contexto en el que se encontraban. No se observaron diferencias entre ambos genotipos en el
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entrenamiento (pre-descarga: ninglin raton presentd respuesta de inmovilizacion; post-descarga: t;s=

0,546; p=0,593; Figura 29 A).

La prueba de condicionamiento del miedo al contexto se realizé 24 h después del entrenamiento
(Figura 29 B). En esta prueba, cuando se volvieron a exponer los ratones al contexto la respuesta de

inmovilizacion no se vio alterada por la deficiencia de D2 (t;s= 0,605; p= 0,874; Figura 29 B).

La prueba de condicionamiento del miedo al tono se realizé 48 h después del entrenamiento. No
se observaron diferencias significativas entre los grupos durante los periodos pre-tono (t;;= 1,324; p=
0,210; Figura 29 C). Sin embargo, en presencia del tono los ratones Dio2”~ mostraron unos niveles de
inmovilidad significativamente superiores en un 22 % en comparacion con los ratones wt (t;s= 0,986;

p=0,028; Figura 29 C).

Posteriormente se evaluo la influencia de la deficiencia de la D2 en el proceso de extincion de la
memoria de miedo. En ambos grupos experimentales la respuesta de inmovilizacion fue
disminuyendo tras las 3 sesiones de extincidn realizadas, alcanzandose un nivel de completa extincion
en la tercera sesion (nivel de respuesta de inmovilizacion inferior al 20 %; Figura 29 D). La
comparacion de las medias de la respuesta de inmovilizacién mostrd que no habia diferencias debidas
a la deficiencia de D2 ni en la primera (t;5= 0,913; p= 0,376), segunda (t;s= 1,606; p= 0,129) ni
tercera (t;3= 0,245; p= 0,810; Figura 29 D) sesion de extincion. Los analisis de la evolucion de las
curvas de la respuesta de inmovilizacion durante las 3 sesiones de extincion, no mostraron diferencias
significativas entre ambos genotipos (}’>= 1,631; p= 0,442) analizando los resultados con un MLG de

medidas repetidas.

Tras la extincion de la respuesta de condicionamiento del miedo existe el fendmeno denominado
recuperacion espontanea de la memoria del miedo condicionado (30). Este fendmeno aparece en un
periodo de tiempo corto después de la aplicacion del protocolo de extincion. La recuperacion

espontanea se evaluo6 transcurridos 7 dias desde la ultima sesion de extincion, exponiendo a los

animales nuevamente al tono en el mismo contexto en el que realizaron las sesiones de extincion. La
. J ., A L .

respuesta de inmovilizacion del grupo Dio2™ era estadisticamente mayor de un 50 % de la respuesta

observada en el grupo wt en presencia del tono (pre-tono: ningin ratén presentd respuesta de

inmovilizacion; post-tono: t;s= 3,155; p= 0,007; Figura 29 E).
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Figura 29. Prueba de condicionamiento del miedo. A) Entrenamiento para asociar el tono a la descarga
eléctrica. B) Prueba de condicionamiento del miedo al contexto. C) Prueba de condicionamiento del miedo al
tono. D) Sesiones de extincion. E) Prueba de la recuperacion espontanea de la memoria del miedo condicionado.
Los resultados se representan como la media de la respuesta de inmovilizacion =+ el error estandar de 9 ratones wt
y 8 ratones Dio2”". Diferencias respecto al grupo wt: * p< 0,05; ** p< 0,01; NS, no significativo.

La explicacion de los resultados obtenidos en la prueba de condicionamiento del miedo podrian
deberse a una desregulacion en el eje HHA. Para evaluar el funcionamiento del eje HHA se utilizé un
segundo grupo experimental formado por ratones wt y Dio2” de 6 meses de edad. A este nuevo grupo
de ratones se les realizo un estrés fisico que consistioé en una descarga eléctrica de 0,7 mA idéntica a
la utilizada en el condicionamiento del miedo. Tras la descarga se monitorizaron los niveles de
corticosterona plasmaticos durante 90 min a distintos tiempos. La comparacion de las medias de los
niveles de corticosterona para cada uno de los tiempos analizados inicamente mostrdé diferencias
estadisticamente significativas a los 15 min, observandose valores de corticosterona disminuidos un
39 % en los ratones Dio2” (t;;= 2,168; p= 0,052; Figura 30 A). Los niveles de corticosterona en
sangre de los ratones Dio2”", medidos con el ABC, eran inferiores a un 24,9 % en comparacion con
los ratones wt, sin embargo esta disminucion no era estadisticamente significativa (t;;= 1,322; p=
0,214; Figura 30 B). La evolucion de las curvas de corticosterona durante los 90 min que duré la
prueba, no mostro diferencias significativas entre ambos genotipos (x’s= 1,994; p= 0,574), analizando

los resultados con un MLG de medidas repetidas.
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Figura 30. Respuesta de la activacién del eje hipotilamo-hipéfisis-adrenal (HHA) tras una descarga
eléctrica. A) Monitorizacion de los niveles de corticosterona durante 90 min tras la aplicacion de la descarga
eléctrica. B) Niveles de corticosterona medidos mediante el area bajo la curva (ABC) de A. Los resultados se
representan como la media = el error estindar de 9 ratones wt y 8 ratones Dio2”". Diferencias respecto al grupo
wt: * p< 0,05; NS, no significativo.

Los resultados obtenidos en estas pruebas indican que la memoria emocional dependiente del
condicionamiento del miedo al tono, y por tanto de un buen funcionamiento de la amigdala, esta
potenciada por la deficiencia de la D2. Sin embargo, la deficiencia de D2 no altera la memoria del
miedo al contexto en la que ademas de la amigdala participa la HPC. La recuperacion espontanea
del miedo esta aumentada considerablemente debido a la deficiencia de D2. El posible mecanismo de
la potenciacion de la memoria emocional observada en los ratones Dio2” no estaria asociada a un
aumento en la liberacion de corticosterona en respuesta al estimulo aversivo. Aunque no se observan
diferencias estadisticamente significativas en la secrecion de corticosterona en respuesta al estimulo
aversivo, los ratones Dio2”" presentan una tendencia a tener niveles inferiores de secrecion de
corticosterona, por lo que no se pueden descartar alteraciones en la reactividad del eje HHA debidas

a la deficiencia de D2.
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5. INFLUENCIA DE LA D2 EN LA PLASTICIDAD SINAPTICA ENTRE LAS
FIBRAS COLATERALES DE SCHAFFER Y LAS NEURONAS PIRAMIDALES
DE LA REGION CA1

La HPC es la tinica region cerebral de las que se han estudiado en esta tesis con niveles de HT
reducidos, tanto de T3 como de T4, en aproximadamente un 50 %. Ademas, existen varios trabajos
experimentales que demuestran que el hipotirodismo adulto en la region CA1 del hipocampo provoca
alteraciones en los mecanismos de plasticidad sinaptica (3, 6, 80). Por ello hemos utilizado ratones wt
y Dio2”" de 3 meses de edad para evaluar si la actividad de la D2 esta implicada en mecanismos de

plasticidad sinaptica en la region CA1 del hipocampo.

5.1 Analisis del perfil de intensidades: curva estimulo/respuesta

Se estudiaron los cambios en la pendiente de los fEPSP a intensidades crecientes obteniendo asi
la curva estimulo/respuesta. Para ello se estimularon las fibras colaterales de Schaffer en el stratum
radiatum de la regién CA1l y se registraron los potenciales de campo en las dendritas de las células
piramidales de CA1 en rodajas de tejido de ratones wt y Dio2”". Los fEPSP que se obtienen en las
condiciones experimentales utilizadas son el reflejo de la activacion de los receptores glutamatérgicos
del tipo AMPA. Los resultados obtenidos, tanto en los ratones wt como en los ratones Dio2”,
mostraron un aumento en la pendiente de los fEPSP conforme se aumentaba la intensidad del
estimulo hasta llegar a un valor maximo situado aproximadamente a una intensidad de 27 pA. La
comparacion de las medias de la pendiente del fEPSP para cada una de las intensidades analizadas (de
10,6 a 30,7 pA) no mostrd diferencias estadisticamente significativas entre ambos genotipos (p> 0,05;
Figura 31 A). La evolucion de las curvas del perfil de intensidades tampoco mostré diferencias
significativas entre ambos genotipos (x*= 1,821; p= 0,935) analizando los resultados con un MLG de

medidas repetidas.
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Figura 31. Transmision sinaptica basal en la sinapsis CA3-CAl. A) Curva estimulo/respuesta obtenida de rodajas de
tejido de 10 ratones wt y 8 ratones Dio2” de 3 meses de edad. B) Gréfico en el que se representa el cociente de dividir el
segundo fEPSP por el primer fEPSP generados por pares de estimulos separados por los intervalos de tiempo indicados en
las abscisas. Los resultados obtenidos en rodajas de tejido de ratones de 3 meses de edad wt (n=17) y Dio2”" (n=18) se
representan como la media + error estandar. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos experimentales.
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5.2 Anailisis de la facilitacion por pares de pulsos

La FPP es un fendémeno ocasionado por la maquinaria presindptica y se usa como medida
indirecta de cambios en la probabilidad de liberacion del neurotransmisor de la terminal presinaptica
(109, 186, 204). Se analizo6 si la deficiencia de D2 alteraba esta forma de plasticidad sinaptica a corto
plazo. Para ello se realizo la estimulacion con pares de estimulos homosinapticos separados por
intervalos de tiempo crecientes (20-250 ms). Se midi6 la variacion de la pendiente de los fEPSP en
respuesta a ambos pulsos y el grado de facilitacion se expresé como la relacion porcentual de la
pendiente de la segunda respuesta postsinaptica con respecto a la primera respuesta postsinaptica.
Tanto en los ratones wt como en los ratones Dio2”" la respuesta del segundo fEPSP fue creciendo
hasta los 80 ms de intervalo inter-estimulos y a partir de los 100 ms se fue reduciendo. La
comparacion de las medias de la FPP para cada uno de los intervalos analizados no mostré diferencias
estadisticamente significativas debidas a la deficiencia de la D2 en ninguno de los intervalos
analizados (p> 0,05 en todos los intervalos; Figura 31 B). La evolucion de las curvas de la FPP no
mostré diferencias significativas entre ambos genotipos (}’s= 2,018; p= 0,847) analizando los

resultados con un MLG de medidas repetidas.

Conjuntamente los resultados de la curva estimulo/respuesta y la FPP indican el correcto
funcionamiento de la eficacia sinaptica y en particular de la maquinaria presindptica, en la sinapsis

CA3-CAl en los ratones deficientes para D2.

5.3 Depresion a largo plazo

Para la induccion de la LTD homosinaptica es necesaria la activacion de los receptores NMDA y
hay estudios previos que indican que también son necesarios los receptores glutamatérgicos
metabotropicos (149). Se realizo esta prueba para ver si la deficiencia de D2 afectaba a la densidad, a
la localizacion o a las propiedades cinéticas de los receptores implicados en este mecanismo de

plasticidad sinaptica que se induce con mayor facilidad en etapas juveniles.

Durante el protocolo de estimulacion utilizado (1 Hz cada segundo durante 15 min) se gener6 una
depresion de los fEPSP que se recupero a los 10 min, obteniéndose valores similares a los registrados
en el periodo basal indicando una ausencia de LTD en los ratones wt y Dio2”". Los resultados
analizados mediante un modelo ANOVA de dos vias de medidas repetidas no mostraron diferencias

entre los genotipos (p> 0,05; Figura 32).

118



Resultados

150

LFS

Pendiente del fEPSP
(% de la linea de base)
=
o

1
0 20 40 60 80 100
Tiempo (min)

Figura 32. Induccion de la LTD en la via CA3-CA1 mediante LFS. Los trazos de la parte superior muestran la
media representativa de 8 fEPSPs consecutivos registrados a los tiempos indicados por los nimeros en la grafica.
En la grafica se representa la media =+ el error estandar de la pendiente de los fEPSPs de 8 ratones wt y 9 ratones
Dio2”". No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre genotipos.

5.4 Potenciacion a largo plazo

Para comprobar si la D2 tiene un papel importante en los procesos relacionados con la generacion
de LTP se realizaron dos estudios con diferentes protocolos de estimulacion. En el primero la
estimulacion se realiz6 mediante HFS, mientras que en el segundo estudio la estimulacion se realizo
con TBS. La estimulacién con TBS produce una potenciacion menor que la estimulacion con HFS y

mas similar a la fisiologica.

En la potenciacion sinaptica inducida mediante estimulacion por HFS se pueden diferenciar 2
tipos de LTP, una E-LTP (1 HFS) y una L-LTP (3 HFS). En la induccion de la E-LTP las rodajas de
hipocampo presentaron una potenciacion sinaptica que fue decayendo con el tiempo hasta su
estabilizacion, alcanzando valores de respuesta sinaptica cercanos a los observados en el periodo de
registro basal. Los resultados, analizados mediante un modelo ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, mostraron valores de potenciacion en los ratones Dio2”" similares a los obtenidos en el

grupo wt (p= 0,05; Figura 33 A).

La L-LTP indujo valores de potenciacion sinaptica mayores a los observados en la E-LTP. Estos
valores permanecian potenciados y estables respecto a la linea de base durante al menos 3 horas desde
el ultimo HFS. Se midieron las pendientes de los fEPSPs de 5 minutos consecutivos, a la hora, a las 2
hy alas 3 h posteriores al ultimo HFS. El analisis de los resultados, mediante un modelo ANOVA de
dos vias de medidas repetidas, no mostro diferencias significativas entre ambos grupos

experimentales (p> 0,05; Figura 33 B).
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Figura 33. Induccion de la LTP en la via CA3-CA1 mediante HFS. A) Induccion de E-LTP tras 1 HFS en 10
ratones wt y 8 ratones Dio2”". B) Induccion de la L-LTP tras 3 HFS en 7 ratones wt y 8 ratones Dio2”". Los trazos
de la parte superior muestran la media representativa de 8 fEPSPs consecutivos registrados a los tiempos
indicados por los nimeros en la grafica. En la grafica se representa la media + el error estandar de la pendiente de
los fEPSPs. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre genotipos.

La estimulacion con 2 TBS indujo una potenciacion sinaptica de un 20 %, tomando como
referencia la linea de base, manteniéndose constante durante por lo menos una hora en ambos grupos

experimentales. El andlisis de los resultados, mediante un modelo ANOVA de dos vias de medidas

repetidas, no mostrd diferencias significativas debidas a la deficiencia de D2 (p> 0,05; Figura 34 A).
Posteriormente se procedid a la estimulacion con 3 TBS, siendo el porcentaje de potenciacion
superior al observado en el protocolo anterior de 2 TBS (50 %). Con este protocolo de estimulacion
los resultados obtenidos, analizados mediante un modelo ANOVA de dos vias de medidas repetidas,
tampoco reflejaron diferencias significativas entre ambas condiciones experimentales (p> 0,05;

Figura 34 B).

120



Resultados

Pendiente del fEPSP
(% de la linea de base)

Pendiente del fEPSP
(% de la linea de base)

Tiempo (min)

Figura 34. Induccién de la LTP en la via CA3-CA1 mediante TBS. A) Inducciéon de LTP tras la aplicacion de
2 TBS en 5 ratones wt y 5 ratones Dio2”". B) Induccién de LTP tras la aplicacion de 3 TBS en 7 ratones wt y 8
ratones Dio2”. Los trazos de la parte superior muestran la media representativa de 8 fEPSPs consecutivos
registrados a los tiempos indicados por los nimeros en la grafica. En la grafica se representa la media =+ el error
estandar de la pendiente de los fEPSPs. No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre

Conjuntamente los resultados de la LTD y LTP indican que la deficiencia de D2 no altera la
induccion de estas dos formas de plasticidad sindptica duradera en la sinapsis CA3-CAIl del

hipocampo.
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1. Homeostasis de las HT en plasma y SNC

El tiroides en condiciones fisiologicas normales secreta cantidades superiores de T4 (un 70 %)
que de T3 (un 20 %) que viajan a los tejidos diana de HT unidas a proteinas transportadoras. La T3 es la
hormona nuclearmente activa que modula patrones de expresion génica por union a sus TRs (17).
Existen dos enzimas capaces de desyodar la T4 a T3, éstas son la D1 y la D2 que tienen distintas
propiedades cinéticas y presentan patrones de expresion y actividad especificos de tejido (18). La D1
presenta mayor actividad en organos que permiten un rapido intercambio de las HT con el plasma,
como pueden ser el higado, la piel o el rifidn. Por el contrario, la actividad de la D2 es predominante en

tejidos de intercambio lento como el cerebro, la hipofisis y el BAT.

Los resultados de los niveles plasmaticos de HT obtenidos en esta tesis en ratones Dio2” de 3
meses de edad mostrando niveles eutiroideos de T3 y niveles incrementados al doble de los eutiroideos
de T4, corroboran los datos publicados previamente utilizando ratones Dio2”" de 2 a 3,5 meses de edad
(51, 74, 127, 180). Se ha propuesto que los elevados niveles de T4 en los ratones Dio2” serian
consecuencia de una disminucion en la desyodacion de T4 por ausencia de la actividad de la D2 en los
tejidos periféricos y no por una disminucioén de la actividad de la D1 (180). Los niveles eutiroideos de
T3 de los ratones Dio2” son mas dificiles de entender. Una posible explicacion seria que la T3
producida en los tejidos por accion de la D2 no contribuiria al mantenimiento de los niveles plasmaticos
de T3. Sin embargo, estudios mas recientes realizados en humanos y en animales de experimentacion
en condiciones de eutiroidismo concluyen que una fraccion importante de T3 plasmatica es el resultado
de la actividad de la D2 (122, 144). Otra posible explicacion de los niveles eutiroideos de T3 seria una
estimulacion de la secrecion de T3 per se de la glandula tiroides inducida por el aumento de la TSH
observada en los ratones Dio2” (180). También, la presencia de una mayor cantidad de sustrato (T4)
podria ser suficiente para el mantenimiento de los niveles plasmaticos de T3 gracias a la actividad de la
D1, aunque los niveles de actividad de la D1 en el higado y el tiroides no se encuentran modificados en

condiciones de deficiencia de D2 (180).

Estudios clasicos indican que la mayoria de T3 cerebral (un 80 %) se genera localmente a partir
de T4 por accion de la D2 (46). Ademas, diversas evidencias indican que la actividad de la D2 es
fundamental para el mantenimiento de la homeostasis de HT cerebrales. Entre ellas, la disminucion de
los niveles de T4 produce un aumento en la actividad y en la expresion de la D2 cerebral con el fin de

mantener la homeostasis de los niveles cerebrales de T3 (13, 87, 147).

La importancia de la D2 en la generacion intracerebral de T3 se manifiesta también en nuestros
resultados que son los primeros que analizan los niveles de HT en condiciones de deficiencia de D2 en

el cerebro adulto. En los animales deficientes para la D2, a pesar de presentar niveles plasmaticos
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eutiroideos de T3, los niveles de T3 en varias regiones cerebrales no son comparables a los de los
ratones wt. Nuestros resultados sugieren ademas que hay una jerarquia dependiente de region cerebral
en cuanto a la modulacion de la disponibilidad de T3 en ausencia de actividad D2. A pesar de que en
condiciones de eutiroidismo el 80 % de la T3 cerebral se genera localmente por accion de la D2, en
ausencia de la actividad de la D2 las concentraciones de T3 son variables en las distintas regiones
cerebrales estudiadas, sin que disminuyan en mas de un 50 % en ninguna de ellas. Los resultados en
CTX indican una disminucién de T3 y un aumento de T4 en los ratones Dio2”" coincidiendo con
estudios previos realizados en ratones hembra Dio2”" a P15 (75). Sorprendentemente, los niveles de HT
en la HPC, determinados por primera vez en ratones Dio2™", indicaron una disminucion de alrededor de
un 50 % tanto de T3 como de T4. La disminucion de la T3 en CTX y la HPC podria ser debida a una
mayor actividad de la D3 que puede desyodar tanto la T4 como la T3 a 3, 3’-diyodotironina y a rT3. La
actividad de la D3 en CTX de ratones Dio2”" a P15 es comparable a la de los ratones wt (74, 75). Sin
embargo, en los estudios realizados en CTX en animales de 2,5 meses de edad se ha descrito un
aumento considerable de la actividad de la D3 en comparacién a los animales wt que podria explicar
esta disminucion de T3 en CTX, pero que no explicaria los niveles elevados de T4 en esta region. La
actividad D1 como responsable de los niveles cerebrales de T3 y T4 en los ratones Dio2” se descarta
porque tanto en CTX como en la HPC no se ha cuantificado actividad D1 apreciable tampoco en los
animales wt. Con estos resultados, lo mas probable es que la disminucion de T3 y el aumento de T4 en
CTX de ratones Dio2” se deba a la deficiencia de produccién local de T3 a partir de T4 por accién de la
D2. En el caso de la HPC, parece factible pensar que la actividad de la D3 podria estar aumentada
induciendo una mayor degradacion de T4 y T3, aunque hasta el momento en ningin estudio se han
cuantificado los niveles de actividad de la D3 en esta region. Los datos obtenidos en CTX y en la HPC
deberian ser corroborados determinando la actividad D3 en ambas regiones. Ademas, en el caso de la
HPC deberia aumentarse la muestra de estudio. A diferencia de la CTX y la HPC, el CB de ratones
deficientes para D2 presenta niveles eutiroideos de T3, indicando una menor dependencia de la D2 para
el mantenimiento de los niveles de la HT nuclearmente activa. Esto podria explicarse por la elevada
actividad de la D1 encontrada en el CB también en los animales wt, que podria estar generando T3 en

esta region a partir de T4, lo que también explicaria los niveles disminuidos de T4 en esta region.

Los niveles de HT cuantificados en las distintas regiones cerebrales encontrados en los ratones
Dio2” podrian ser el resultado de cambios en la modulacion del transporte de HT. Estudios anteriores
en los que se ha caracterizado el patron de expresion de la D2 en el SNC han permitido formular la
hipotesis de la existencia de una cooperacion paracrina entre astrocitos y neuronas. En esta hipotesis, en
los astrocitos se generaria T3 por accion de la D2 y esta T3 seria utilizada a nivel local por las neuronas
tras ser transportada a su interior gracias a transportadores especificos como el transportador MCT8
(88, 95). El que los niveles de T3 estén solo reducidos al 50 % en la CTX y la HPC podria indicar que

en ausencia de D2 se activan mecanismos compensatorios que permiten que los niveles de T3 en las
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distintas regiones cerebrales no dependan exclusivamente de la generacion local de T3. Las distintas
regiones cerebrales podrian obtener un mayor cantidad de T3 directamente desde el plasma y/o desde el
LCR de la obtenida normalmente en condiciones de eutiroidismo. Los posibles mecanismos
compensatorios no parecen estar relacionados con la actividad del transportador de HT MCTS8, dado
que los niveles de expresion de este transportador no se modifican en el cerebro de ratones Dio2”, al
menos a P15 (75), edad dentro del periodo en el que se han cuantificado niveles cerebrales maximos de
generacion de T3 por desyodacion de T4 (102). En cualquier caso, para profundizar en los posibles
efectos compensatorios por cambios en el transporte de HT habria que analizar la participacion de los
otros transportadores importantes para la disponibilidad de T3 y T4 intracerebrales, como el MCT10 y
los pertenecientes a otras familias (LAT, OATP) (39, 95, 99).

2. Metabolismo de la glucosa

Nuestros resultados no revelaron diferencias debidas a la deficiencia de la D2 en el peso
corporal de animales jovenes y adultos a ninguna de las edades estudiadas (3, 4, 5, 6 y 12 meses), en
animales estabulados a 22 °C y con una dieta normal. Esto esta en concordancia con estudios realizados
en ratones Dio2” por otros laboratorios (38, 127, 180). La normalidad en el peso corporal de los ratones
deficientes para D2, incluso a 1 afio de edad como indican nuestros estudios, es sorprendente dado que
modelos murinos con disfuncionalidad del BAT son muy sensibles tanto al incremento como a la
pérdida de peso corporal (38, 127) y una de las funciones mejor caracterizadas de la D2 es su
implicacion en la regulacion de la respuesta termogénica del BAT (20-22). De hecho, estudios
realizados en ratones Dio2” expuestos al frio (4 °C) han puesto de manifiesto una disfuncionalidad del
BAT reflejada en un aumento de la lipdlisis y una disminucién de la lipogénesis y una incapacidad de
mantener la temperatura corporal mediante la generacion de calor procedente del BAT. Los animales
Dio2” expuestos al frio unicamente son capaces de sobrevivir incrementando su capacidad de tiriteo

(52, 56). Christoffolete, 2004 #1098} .

Los niveles de glucosa en sangre en condiciones de alimentacion y tras 24 h de ayuno no se
encuentran alterados por la deficiencia de D2 en animales de 3 meses de edad. Sin embargo, los
resultados obtenidos en el GTT y ITT indicarian que la deficiencia de D2 induce un fenotipo de mayor
tolerancia a la glucosa y mayor sensibilidad a la insulina. En el GTT, la curva de glucosa de los ratones
Dio2” en los 180 min que dur6 el experimento estaba por debajo de la curva de los ratones wt. E1 ITT,
administrando una dosis de insulina de 0,75 U/kg de peso corporal, mostrd niveles de glucosa en los
ratones Dio2”" inferiores en un 36 % respecto a los ratones wt. Posteriormente se repitio la prueba con

una dosis menor de insulina (0,23 U/kg) para comprobar si habia una respuesta a la insulina
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dependiente de la dosis administrada. Incluso con una dosis 3 veces menor de insulina de la utilizada
habitualmente en este tipo de pruebas, los niveles de glucosa en los ratones Dio2” seguian siendo

inferiores (en un 14,3 %) a los niveles de los ratones wt.

Nuestro resultados del GTT concuerdan con los publicados por el grupo de investigacion del
Dr. Bianco y cols. (38), donde observaron una disminucion considerable de los niveles de glucosa en
los ratones Dio2” en practicamente todos los tiempos analizados en las dos horas siguientes a la

administracion de glucosa también en animales de 3 meses de edad.

Sin embargo, nuestros resultados no coinciden con los estudios publicados por la Dra. Zavacki
y cols. (127) utilizando el mismo modelo de raton deficiente para D2, aunque en animales de 2 meses
de edad. En estos estudios, los ratones Dio2” presentan unos niveles ligeramente superiores de glucosa
en sangre tras un periodo de 14 h de ayuno. Ademas, los ratones Dio2” no tienen alteraciones en el
GTT vy sin embargo los resultados del ITT indicarian un fenotipo de resistencia a la insulina al
detectarse una menor captacion de glucosa por los tejidos periféricos tras administrar una dosis de
insulina de 0,5 U/kg de peso corporal. Las diferencias de los resultados entre este estudio y el nuestro
probablemente se deban a las diferencias experimentales, como por ejemplo la edad de los animales y el
tiempo de ayuno utilizado antes de la administracion de glucosa y de insulina (14 horas frente a 24 h'y
4h respectivamente en nuestros estudios). Las diferencias en el tiempo de ayuno podrian modular de
diferente manera los mecanismos contrarreguladores de la accion de la insulina. Entre estos elementos
contrarreguladores se encuentran los corticosteroides (25). Con respecto a este punto, es de destacar el
que hayamos cuantificado una tendencia a liberar niveles inferiores de corticosterona en respuesta a una

activacion del eje HHA tras un estimulo aversivo (descarga eléctrica) en los ratones Dio2™".

Por otra parte, la homeostasis de la glucosa en sangre también depende de los tejidos diana que
responden a la insulina, los dos mas importantes son el higado y el musculo. Entre los primeros
procesos que se producen tras la union de la insulina a sus receptores de membrana esta la activacion de
la via de sefalizacion de la PI3K/Akt. La activacion de Akt se produce por la fosforilacion de la
treonina 308 y de la serina 473 (110). Estudios realizados en ratones deficientes para Akt 2 (una
isoforma de Akt denominada PKB B) han mostrado la importancia de este gen para el mantenimiento de
la homeostasis de glucosa en sangre (49). Mutaciones en Akt 2 también se han relacionado con un
fenotipo de resistencia a la insulina (49, 76). Son muchos los trabajos que reflejan un aumento de la
fosforilacion de Akt en tejidos periféricos tras la estimulacion con insulina, asi como una menor
fosforilacion de Akt en tejidos como el musculo, en fenotipos de resistencia periférica a la insulina y en

diabetes (174, 196).

En los estudios realizados en cerebro no se pudo cuantificar un aumento de la sefalizacion por
insulina cuantificando el estado de fosforilacion de Akt. Los resultados obtenidos no se pudieron

interpretar debido a que la fosforilacion basal de Akt en el cerebro de los animales inyectados con suero
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salino estaba tan elevada como la cuantificada en los animales inyectados con insulina, tanto en ratones
wt como en ratones Dio2”. En higado y miisculo si que se pudo cuantificar una estimulaciéon de la
fosforilacion de Akt tras la administracion de insulina. En estos dos tejidos, la estimulacion de la
fosforilacion de Akt no estaba alterada por la deficiencia de D2, lo que apoyaria fuertemente, junto con
los resultados obtenidos en el GTT y el ITT, el que los ratones Dio2” no presentan un fenotipo de
resistencia periférica a la insulina. Hay que tener en cuenta ademads, que in vivo, utilizando esta
metodologia es probablemente muy dificil obtener un aumento en la fosforilacion de Akt como
indicador de una mayor sensibilidad a la insulina y por tanto de su sefalizacion. Estudios previos en
humanos analizando la posible asociacion de polimorfismos de la D2 con resistencia a la insulina

muestran resultados contradictorios e inconsistentes (35, 61, 67, 84, 133, 155).

Por todo lo anterior, seria necesario realizar mas estudios para concluir si la deficiencia de D2
induce un fenotipo de resistencia o de mayor sensibilidad a la insulina. Entre estos estudios estaria la
prueba de secrecion de insulina para evaluar la funcionalidad del pancreas y estudios in vitro con
miocitos y/o hepatocitos para profundizar en el papel de la D2 en la sefializacion de insulina en higado

y musculo.

3. Pruebas neurosensoriales y sensoriomotoras

Las alteraciones en las habilidades motoras de los animales deficientes para D2 podrian deberse a
anomalias en la velocidad de conduccion nerviosa que afectasen a la contractibilidad muscular. El
estudio de la velocidad de conduccion nerviosa en el nervio ciatico no mostrd alteraciones debidas a la
deficiencia de D2 ni a 3 ni a 6 meses de edad. Esto indicaria que no hay alteraciones ni en la
mielinizacion ni en el diametro axonal del nervio estudiado, observaciones que podrian extenderse muy
probablemente al resto del sistema nervioso periférico. Para el calculo de la velocidad de conduccion
nerviosa se usaron varias medidas corporales de referencia en las que no se observaron alteraciones en
los ratones Dio2”". Los resultados de estas mediciones concuerdan con la similitud encontrada en la
evolucion del peso corporal de los animales de ambos genotipos y apoyan la inexistencia de

alteraciones en el tamafio corporal debidas a la deficiencia de D2.

A pesar de que el tamafio y peso corporal de los ratones Dio2” es similar al de los ratones wt,
fenotipicamente los ratones Dio2” presentan un deterioro de las extremidades posteriores reflejado con
un menor alzamiento del tronco inferior respecto del suelo que se puede observar visualmente a partir
de los 6 meses de edad. Para evaluar cuantitativamente este deterioro se realizé la prueba de la imprenta
de pisadas y los resultados obtenidos mostraron graves alteraciones en el patron de la marcha debidas a
la deficiencia de D2. Estas alteraciones se manifiestan en los ratones Dio2”" con una mayor distancia

entre las extremidades, tanto anteriores como sobre todo posteriores al caminar, y con una disminucion
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en el largo de la zancada de ambas extremidades. La disminucion en el largo de la zancada de las
extremidades anteriores y posteriores probablemente esté relacionada con la disminucion en la

velocidad para recorrer el pasillo que presentan los ratones Dio2™".

Basandonos en los resultados descritos anteriormente, planteamos la hipotesis de que el aumento
de la distancia entre las extremidades anteriores y sobre todo de las posteriores en los ratones Dio2™”

podria deberse, entre otras causas, a una deficiencia del tono o fuerza muscular.

El musculo esquelético es un tejido que expresa D2 y es diana de las HT (19). Estudios realizados
en los ultimos 4 afios han descrito que una gran cantidad de genes implicados en la funcion fisiologica
del musculo se encuentran regulados tanto positiva como negativamente por el estado tiroideo (183,
191). MyoD es un gen muscular que participa en el proceso de regeneracidon muscular y esta
considerado el gen mas importante en el desarrollo miogénico. Recientemente se ha demostrado que la
D2, mediante la generacion local de T3, esta asociada a la correcta transcripcion de MyoD (58). En
ratones Dio2” la expresion de MyoD asi como la de otros genes que responden a T3 se encuentra
disminuida (58). A pesar de los niveles eutiroideos de T3 en suero, los miocitos de estos animales
deficientes en D2 muestran un fenotipo hipotiroideo de expresién génica. En cultivo de mioblastos
primarios se ha observado que FoxO3 (de sus siglas en inglés Forkhead box transcription factor) induce
la expresion de D2 favoreciendo asi, a nivel local en el muisculo, el aumento intracelular de T3 para un
correcto desarrollo y regeneracion muscular (58). Todos estos estudios muestran un papel muy
importante de la D2 en el musculo y de una manera indirecta estarian apoyando nuestra hipotesis de que
las alteraciones que observamos en el patron de la marcha de los animales deficientes para D2 se deban

a una posible perdida del tono o fuerza muscular.

Con la finalidad de evaluar la posible implicacion de la D2 en el tono o la fuerza muscular
realizamos distintas pruebas especificas para ratones. La prueba del poste vertical se utiliz6 para evaluar
la fuerza muscular de las extremidades anteriores asi como el equilibrio de los animales. Los resultados
de esta prueba parecen indicar que tanto la fuerza muscular de las extremidades anteriores como el
equilibrio no estan alterados en los ratones Dio2” ni a 3 ni a 6 meses de edad. Sin embargo, por la gran
variabilidad de los datos obtenidos en esta prueba, decidimos complementar estos resultados con los de
otras pruebas. Por ello, se utilizé también la prueba de la reja, en la que se evalua cuantitativamente de
una manera indirecta la fuerza muscular, en este caso tanto de las extremidades anteriores como
posteriores. Durante el desarrollo de esta prueba los ratones Dio2” no tenian la misma habilidad que los
ratones wt para desplazarse por la reja cuando estaba invertida. Ademas, la latencia de caida de la reja
era mucho menor que la de los ratones wt, tanto a los 3 como a los 6 meses de edad. Los resultados de
ambas pruebas corroboran los resultados obtenidos en la prueba de la imprenta de pisadas en los que se
observaba una mayor alteracién de las extremidades posteriores en los ratones Dio2™". Por los trabajos

citados anteriormente que describen en condiciones de deficiencia de D2 un fenotipo hipotiroideo del
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musculo asociado a alteraciones en el desarrollo y en la regeneraciéon muscular, y por los resultados
obtenidos en estas 2 pruebas, parece muy probable que la deficiencia de D2 este implicada en una
perdida del tono o la fuerza muscular que probablemente influya en el patron de la marcha de los
ratones Dio2”". Aunque no se puede descartar que anomalias en otras regiones del SNC como el CB, los
ganglios basales y la CTX, todas ellas regiones diana de HT, también pueden contribuir a la

manifestacion de los trastornos de la marcha en condiciones de deficiencia de D2.

También se evaluaron posibles alteraciones tanto en el equilibrio como en la coordinaciéon motora
en los ratones Dio2” con la prueba del rodillo giratorio. A 3 meses de edad no se cuantificaron
diferencias debidas a la deficiencia de D2 mientras que a 6 meses de edad se encontraron importantes
alteraciones en la realizacion de la prueba. Los ratones Dio2” realizaban la prueba con una menor
habilidad y con una latencia de caida mucho menor que la de los ratones wt. Ademads, observando el
comportamiento de los animales, el motivo de la caida de los ratones wt y los ratones Dio2™ parecia ser
distinto. Mientras que los ratones wt caian del rodillo porque no eran capaces de mantenerse en ¢l
cuando aumentaba la velocidad a la que éste giraba, los ratones Dio2” se caian a velocidades menores
que los ratones wt por la falta de agarre de las extremidades posteriores. Aunque el CB es la principal
estructura cerebral implicada en las alteraciones relacionadas con el equilibrio evaluadas con la prueba
del rodillo giratorio, nuestra hipotesis para explicar las alteraciones en la realizacion de esta prueba de
los ratones Dio2”" se centran en la perdida de fuerza muscular debida a la deficiencia de la D2. El
musculo estd compuesto por dos tipos de fibras musculares, las fibras de tipo 1 y las fibras de tipo II.
Las fibras de tipo I tienen una actividad de la D2 5 veces superior a la de las fibras de tipo II. La
actividad de la D2 en condiciones de hipotiroidismo esta ademas aumenta 3 veces en las fibras de tipo I,
sin que se produzcan cambios en los niveles de ARNm (128). Cabe destacar que las fibras de tipo I
predominan en los musculos posturales (musculos del tronco), cuya actividad es continua. Por este
motivo creemos que la pérdida de fuerza muscular de los ratones Dio2” durante la realizacion de la
prueba del rodillo giratorio se debe probablemente a la fatiga de las fibras musculares de tipo I y no a
posibles alteraciones a nivel del CB. El que en la prueba del poste vertical no hubiese diferencias entre
ambos genotipos también iria a favor de un buen funcionamiento del CB en condiciones de deficiencia
de D2. Ademas, los niveles eutiroideos de T3 en el CB, probablemente mantenidos por la elevada
actividad D1 cuantificada en esta region, reforzarian el correcto desarrollo y funcionalidad de esta
estructura, aunque seria importante analizar histologicamente el CB de ratones adultos deficientes para

D2 para verificarlo.

Por ultimo, el tratamiento hormonal utilizado no fue suficiente para revertir las alteraciones
observadas en ninguna de las pruebas. Ello a pesar de haber administrado una dosis 3 veces superior a
la fisioldgica de T3 y una dosis fisioldgica de T4 para mantener los niveles plasmaticos eutiroideos de
HT. Esto podria indicar que las alteraciones inducidas por la deficiencia de D2 se producen maés

tempranamente en el desarrollo y son resistentes a su reversion en estadios adultos o que las dosis de
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HT o el tiempo del tratamiento utilizado no fueron adecuados o suficientes. También podria ocurrir que
la T3 administrada no hubiese llegado en suficiente cantidad al tejido muscular debido a alteraciones en
los mecanismos implicados en la disponibilidad de T3 en este tejido. De hecho, el que los ratones Dio2”
" presenten niveles plasmaticos eutiroideos de T3 indicaria que el fenotipo hipotiroideo encontrado en
el musculo se deberia a la falta de la generacion local de T3 y que muy posiblemente los animales con

tratamiento de HT sigan presentando un hipotiroidismo a nivel local en el misculo.

Para profundizar en estas cuestiones se van a determinar los niveles de HT en el musculo de
animales Dio2”" con y sin tratamiento hormonal. El musculo es un tejido en donde todavia no se han
cuantificado los niveles de HT en animales Dio2” y la determinacién de los niveles de HT en los
animales tratados nos darian informacion de la eficacia del tratamiento hormonal. También seria
importante determinar los niveles plasmaticos de HT en ratones Dio2”" con tratamiento hormonal,
aunque parece razonable pensar que los niveles de T3 en los animales con tratamiento hormonal en
ningun caso serian inferiores a los niveles eutiroideos de los animales sin tratar. Actualmente también
estamos trabajando en la medicion de los niveles de HT en distintas regiones cerebrales y en distintos
tejidos de los animales tratados con HT para determinar la eficacia del tratamiento en la normalizacién

de los niveles de HT.

4. Aprendizaje y memoria

4.1 Prueba de Barnes

Estudios clinicos indican que el hipotiroidismo en el adulto produce déficits en la concentracion
y en la memoria a corto plazo (32, 91, 115, 132, 175). También se han descrito desordenes en el
aprendizaje, en la atencion y en la habilidad visuoespacial en personas de edad avanzada con
hipotiroidismo (150). En ratas tiroidectomizadas en estadios adultos se ha demostrado que el
hipotiroidismo produce graves alteraciones en capacidades de aprendizaje y memoria dependientes de
la HPC evaluadas con la prueba del laberinto de agua de brazos radiales (en inglés, radial arm water

maze) (4, 5, 79).

En estudios previos realizados en machos de 2,5 meses de edad la deficiencia de D2 no
modifica la realizacion de la prueba del laberinto de agua de Morris cuando la plataforma esta
sumergida (75). Sin embargo, si tras la finalizacion de la prueba del laberinto de agua de Morris con la
plataforma sumergida se colocaba la plataforma de forma visible, los ratones Dio2” tardaban mas

tiempo en subirse a la plataforma. Ademas, si tras la finalizacion de la prueba del laberinto de agua de
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Morris con la plataforma sumergida se quitaba la plataforma y se volvia a realizar la prueba, los ratones
Dio2”" permanecian menos tiempo en el cuadrante donde se ubicaba la plataforma sumergida (Q1) en
comparacion con los ratones wt. En la ejecucion de la prueba de escape del agua los animales son
introducidos por primera vez en el agua con una plataforma visible y se evalta el tiempo que necesitan
para subir a la plataforma para escapar de una situacion estresante, en este caso el agua. Los ratones
Dio2 ™ en esta prueba empleaban mas tiempo que los ratones wt en subirse a la plataforma y por tanto en
escapar de la situacion estresante. Este comportamiento también justificaria el menor tiempo que
permanecen los ratones Dio2” en el cuadrante donde se ubicaba la plataforma sumergida durante la
realizacion de la prueba del laberinto de agua de Morris. Conjuntamente estos resultados podrian
indicar una falta de motivacion, de ansiedad o de estrés en los animales deficientes para la D2. Sin
embargo, los autores de estos estudios concluyen que los niveles de ansiedad y de exploracion
(evaluados con la prueba del campo abierto y la del laberinto en cruz elevado) no estaban alterados por
la deficiencia de D2. Aunque los animales Dio2” en estos estudios mostraron una tendencia a presentar

menores niveles de ansiedad y menor capacidad exploratoria.

Por los resultados anteriores, y debido a que la inmersion en el agua aumenta el nivel de estrés
de los animales, decidimos evaluar la influencia de la D2 en las capacidades de memoria y aprendizaje
espacial utilizando la prueba de Barnes. Esta prueba también evalua capacidades de aprendizaje y
memoria dependientes de un buen funcionamiento de la HPC, pero requiere poco esfuerzo fisico y esta
considerada poco estresante para los animales. Nuestros resultados indican que la deficiencia de D2 no
altera la memoria espacial ya que los ratones Dio2” cometen el mismo niimero de errores primarios
(errores antes de encontrar el agujero de salida) que los ratones wt, tanto durante las sesiones de
entrenamiento como el dia de la prueba. Ademas, en el dia de la prueba los ratones Dio2” permanecen
el mismo porcentaje de tiempo que los ratones wt en el cuadrante donde se encontraba el agujero de
salida (Q1), lo que también indica que la deficiencia de D2 no induce alteraciones en la memoria
espacial. Sin embargo, el aumento en el niumero de errores primarios mas secundarios realizado por los
ratones Dio2” durante las sesiones de entrenamiento reflejaria una falta de motivacion en los animales
para refugiarse una vez encontrado el agujero de salida. El dia de realizacion de la prueba los ratones
Dio2” exploraron un menor numero de veces el agujero de salida y ademas realizaron un menor
numero de errores secundarios. La falta de motivacion descrita anteriormente, debida a la deficiencia de
D2, justificaria este menor nivel exploratorio en busca de una nueva estrategia para resolver una
situacion a priori desapacible para un raton. Ademas, datos no incluidos en esta tesis doctoral indicaron
un aumento muy significativo en el tiempo que los ratones Dio2” permanecen en el tablero antes de
introducirse en el agujero de salida. Esto corroboraria la falta de motivacion que presentan estos

animales por refugiarse a pesar de haber encontrado el lugar donde hacerlo.

En resumen, nuestros resultados corroboran los resultados publicados por la Dra. Galton y cols.

confirmando que la deficiencia de D2 no altera la memoria espacial. Sin embargo, creemos que la
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deficiencia de D2 puede estar induciendo una posible falta de motivacion e influir en las capacidades de
estrés y ansiedad de los animales y que repercute en la realizacion de las pruebas cognitivas. Por este
motivo, actualmente estamos realizando mas pruebas para poder evaluar estas alteraciones funcionales

en los ratones Dio2™".

4.2 Prueba de condicionamiento del miedo

La prueba de condicionamiento del miedo es una prueba que evalua el aprendizaje y la memoria
emocional asociada al miedo. Para la realizacion de esta prueba los ratones deben asociar un estimulo
inocuo condicionado (un contexto o un tono) a un estimulo aversivo no condicionado (una descarga
eléctrica). En primer lugar evaluamos la capacidad auditiva de los ratones debido a que estudios previos
indicaban que la deficiencia de D2 inducia una hipoacusia moderada en ratones Dio2” a 1 y 3 meses de
edad (143). Nuestros resultados de los PEATC en ratones Dio2” de 6 meses de edad corroboran estos
hallazgos, mostrando también una hipoacusia moderada en estos animales. Para asegurar la percepcion
del tono por todos los animales en la prueba de condicionamiento del miedo al tono, se analizo el
umbral auditivo obtenido en respuesta a la estimulacion con tonos puros. Por estos resultados se
determin6 que la mejor intensidad de estimulacidon para el desarrollo de la prueba de condicionamiento

del miedo era 80 dB a una frecuencia de 8 kHz.

Nuestros resultados indican que la deficiencia de D2 no afecta al proceso de aprendizaje
necesario para asociar el estimulo aversivo con la informacion contextual y auditiva. La deficiencia de
D2 tampoco afecta a la memoria del miedo al contexto, pero sin embargo, induce una potenciacion de
la memoria del miedo al tono cuantificada por una mayor respuesta de inmovilizacion en los ratones
Dio2™ ante la presencia del tono a las 48 h del condicionamiento. Ademas, los ratones Dio2”" tenian una
respuesta de extincion al miedo ligeramente disminuida y una mayor respuesta de inmovilizacion ante
la presencia del estimulo aversivo en la recuperacion espontanea de la memoria del miedo
condicionado. Estos resultados estan en concordancia con el tnico estudio realizado hasta la fecha de

similares caracteristicas utilizando ratas adultas tiroidectomizadas (136).

La prueba de condicionamiento del miedo al contexto depende tanto de un buen funcionamiento
de la amigdala como de la HPC y la prueba del condicionamiento al sonido fundamentalmente de un
buen funcionamiento de la amigdala. La HPC interviene en la formacién de una representacion
integrada del contexto (126, 156) y la amigdala en la generacion de la respuesta de inmovilizacion del
animal ante el estimulo aversivo. Nuestros resultados de la prueba de sensibilidad a la descarga eléctrica
descartaron posibles alteraciones en la percepcion sensorial del estimulo no condicionado debidas a la

deficiencia de D2. Estudios previos en la prueba de campo abierto también descartan que unos elevados
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niveles de ansiedad en los animales deficientes de D2 pudieran explicar esta mayor potenciacion de la
memoria del miedo al sonido (75). Conjuntamente estos resultados indican que la deficiencia de D2 no
altera la funcion de la HPC en el establecimiento de memorias emocionales, pero si que induce una
mayor sensibilidad al establecimiento y al procesamiento de memorias traumaticas muy probablemente

relacionadas con lesiones o alteraciones en la amigdala.

Existen mecanismos patologicos que relacionan el hipotiroidismo con la potenciacion de la
memoria del miedo condicionado. Esta asociacion es el resultado de una mayor actividad de la
amigdala por alteraciones en la expresion génica en esta region debidas al hipotiroidismo. La T3
modula la expresion génica por union a los receptores nucleares especificos TRs. En hipotiroidismo, la
alteracion en la transcripcion de genes diana de T3 se debe mayoritariamente a la represion de la
transcripcion (142). Se ha demostrado que el hipotiroidismo provoca cambios en la expresion de TRs en
regiones especificas (42, 172). Asi mismo, la amigdala es una region cerebral con alta expresion de TRs
(159). Recientemente se ha demostrado que el hipotiroidismo induce una disminucion especifica de la
expresion de TRB1 en el nucleo lateral y basolateral de la amigdala (LA/BLA), seguramente en
compensacion a la deficiencia de T3 (136). A diferencia de los bajos niveles plasmaticos de T3 en
hipotiroidismo, la concentracion plasmatica de T3 en ratones Dio2” no se ve alterada. Estos resultados
indicarian que los niveles de T3 en la amigdala de los ratones Dio2”" no son suficientes y generan un
fenotipo hipotiroideo en esta region. Para comprobar esta hipotesis deberian realizarse mas estudios,
como la determinacion de HT y/o alteraciones en la expresion de genes sensibles a T3 e importantes en
la sefializacion de T3 en esta region. Sin embargo, algunos de estos estudios presentan dificultades

técnicas por el pequefio tamafio de la amigdala y por la composicion anatomica de la misma.

La consolidacion de la memoria, la extincion y la recuperacion de experiencias emocionalmente
desagradables se debe a la activacion de los receptores de corticosteroides, por un lado los GR y por
otro los MR, en el LA/BLA (165, 201). La liberacion de glucocorticoides, debida a las sesiones de
entrenamiento en el condicionamiento al miedo, tiene una elevada implicacion en la consolidacion de la
memoria aversiva (41, 43). Los glucocorticoides se liberan previa estimulacion del eje HHA en
respuesta a un estimulo aversivo (163). En hipotiroidismo se han descrito expresion de GR y MR
elevadas en el LA/BLA y niveles plasmaticos de corticosterona también elevados en respuesta al
estimulo aversivo (136). Por ello, se ha propuesto que el mecanismo de la potenciacion del miedo en
hipotiroidismo se podria explicar por un aumento en la sefializacion de corticosterona por union a
receptores GR y MR en el LA/BLA. La deficiencia de D2 no induce una mayor liberacion de
corticosterona en respuesta a un estimulo aversivo, lo que estaria de acuerdo con los estudios
mencionados anteriormente, en los que no se encuentran niveles elevados de ansiedad en los animales
Dio2™ (75). Por ello, un aumento de la activaciéon del eje HHA tras un estimulo aversivo no seria el
mecanismo responsable de la potenciacion de la memoria emocional como ocurre en el hipotiroidismo

adulto (136).
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5. Plasticidad sinaptica en la region CA1 del hipocampo

La estimulacion sinaptica de las fibras colaterales de Schaffer (sinapsis entre las células
piramidales de las regiones CA3 y CAl del hipocampo) genera potenciales sinapticos excitadores
mediados por la activacion de receptores de glutamato de tipo AMPA. Cuando estas sinapsis se
someten a patrones de estimulacion determinados se provocan potenciaciones sinapticas duraderas
(LTPs y LTDs) que estan consideradas como los mecanismos celulares que subyacen a los procesos de

memoria y aprendizaje (129).

Existen numerosas evidencias experimentales que demuestran que el hipotiroidismo en el
adulto provoca alteraciones en los mecanismos de plasticidad sinaptica asi como déficit en los

fenomenos nemonicos (3, 71).

Por la reduccion de los niveles de T3 en distintas regiones del SNC (incluido el hipocampo) en
los ratones Dio2”, como por los estudios electrofisiologicos publicados en hipotiroidismo adulto
(niveles bajos de T3 y de T4), hemos querido estudiar el efecto que tiene la falta de actividad D2 en la

transmision sinaptica basal y en los procesos de plasticidad sinaptica.

Nuestros resultados in vitro de la curva estimulo/respuesta muestran que las respuestas
sinapticas, mediadas por receptores AMPA, tienen la misma eficacia sinaptica en respuesta a una
intensidad de estimulacion creciente en los ratones Dio2” y en los ratones wt. Tampoco se observaron
alteraciones en la liberacion del neurotransmisor glutamato en los ratones deficientes para D2, ya que
no se detectaron diferencias significativas en el cociente de FPP (protocolo que detecta cambios en la
liberacién de neurotransmisor) entre ambos genotipos. Estos resultados concuerdan con estudios
previos del laboratorio, realizados in vivo con ratas hipotiroideas adultas donde tampoco observaban
alteraciones en la FPP (71). Sin embargo, nuestros resultados estan en desacuerdo con los obtenidos por
otro grupo de investigacion en los que observan como la FPP en estudios in vitro en la sinapsis CA3-
CALl esta completamente alterada en ratas hipotiroideas (189). La disminucion de aproximadamente un
40 % de T3 a nivel local en el hipocampo, junto con los niveles plasmaticos de T3 eutiroideos podrian
ser la razon de la correcta eficacia sinaptica y de la maquinaria presinaptica observada tanto en la curva

estimulo/respuesta como en la FPP.

La deficiencia de D2 no parece afectar ni a la induccion ni al mantenimiento de varios tipos de
fenomenos de plasticidad sindptica duradera, como son la E-LTP, la L-LTP y la LTD. Tanto la E-LTP,

la L-LTP como la LTD requieren para su induccién de la activacion de los receptores NMDA.

Con la finalidad de descartar que los protocolos de estimulacion utilizados pudieran estar

produciendo una saturacion sinaptica que enmascarararse posibles alteraciones debidas a la deficiencia

136



Discusion

de D2, realizamos una segunda tanda de experimentos induciendo la LTP con un protocolo de
estimulacion de menor intensidad (TBS) de la producida por los HFS. La induccién de la LTP usando 2
y 3 TBS no mostré diferencias ni en la potenciacion, ni en su mantenimiento, debidas a la deficiencia de

D2.

En condiciones de hipotiroidismo adulto se ha demostrado que, la deficiencia de T3 y T4 no
permite la generacion de la LTP (3, 6, 71, 78). Estudios realizados, utilizando como modelo de
hipotiroidismo ratas tiroidectomizadas demuestran que la administracién de un tratamiento hormonal

con T4 es capaz de revertir por completo los niveles de potenciacion sinaptica posteriores al HFS (5, 6).

Los niveles de HT en la HPC de ratones Dio2” en esta tesis muestran niveles de T3 y T4
reducidos a nivel local, mientras que en plasma los niveles de T4 se encuentran aumentados al doble.
La no afectacion en los ratones Dio2”"de la capacidad de plasticidad sinéptica en la HPC contrasta con
las alteraciones que se observan en condiciones de hipotiroidismo. Esto posiblemente se deba a que
niveles de HT disminuidos en un 50 % podrian ser suficientes para el correcto funcionamiento de la
HPC. Ademas, la reciente aceptacion de acciones extragendmicas de T4 podria explicar la ausencia de
alteraciones en plasticidad sindptica en la region CA1l del hipocampo (53, 54). Actualmente diversos
estudios indican que la T4 podria estar modulando proteinas implicadas en procesos de plasticidad

sindptica (5).
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Conclusiones

1.

La deficiencia de D2 altera las concentraciones intracerebrales de T3 y T4 y los niveles
plasmaticos de T4. La deficiencia de D2 no altera los niveles plasmaticos de T3, sin embargo las
concentraciones de T3 en las distintas regiones cerebrales se encuentran mayoritariamente
disminuidas. La deficiencia de D2 induce un aumento de 2 veces tanto en los niveles plasmaticos de
T4 como en las concentraciones de T4 en la corteza cerebral, la inica region con concentraciones
elevadas de T4 en los ratones deficientes para D2. Sin embargo, la deficiencia de D2 disminuye las
concentraciones de T4 en la formacion hipocampal y el cerebelo. La actividad de la D1 no se
modifica en condiciones de deficiencia de D2 en ninguna de las regiones cerebrales estudiadas, a

pesar de las alteraciones en las concentraciones de HT en estas regiones.

Los ratones deficientes para D2 tienen mayor tolerancia a la glucosa y mayor sensibilidad a la
insulina. Este aumento en la sensibilidad a la insulina no se ha asociado con alteraciones en la

sefializacion de la insulina, evaluada mediante el analisis de la fosforilacion de Akt.

La deficiencia de D2 en el estadio adulto induce un aumento en el umbral auditivo tanto en
respuesta a “click” como en respuesta a tonos puros (1, 2 y 8 kHz), genera un retraso de la sefial
nerviosa a nivel del receptor auditivo, una disminucién en el nimero de neuronas activadas a nivel
del ganglio coclear y un aumento de la velocidad de transmision del impulso nervioso a través de la
via auditiva. El incremento de la velocidad probablemente se produzca para compensar el retraso de

la sefial nerviosa originado a nivel del receptor.

La deficiencia de D2 no altera la velocidad de conduccion nerviosa en el nervio ciatico evaluada

mediante el analisis de la onda directa (motora) y de la onda refleja (sensorial-motora).

La deficiencia de D2 provoca una disminucion del tono o fuerza muscular que se agrava con la
edad y que repercute en la ejecucion de las distintas tareas motoras evaluadas. A nivel locomotor
esta pérdida del tono o fuerza muscular debida a la deficiencia de D2 se manifiesta en alteraciones
en el patron de la marcha de los animales. Los ratones deficientes en D2 muestran un aumento en la
amplitud entre las extremidades tanto anteriores como sobretodo posteriores, asi como en una

menor longitud de la zancada de ambas extremidades al caminar.
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6.

10.
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La evaluacion de la coordinacion motora y/o el equilibrio mediante la tarea motora del rodillo
giratorio muestra graves alteraciones debidas a la deficiencia de D2 a los 6 meses de edad, sin
encontrarse alteraciones en las habilidades motoras de los animales a los 3 meses de edad. La
deficiencia de D2 sin embargo no altera la ejecucion de la prueba del poste vertical, otra prueba que
también evaltia la coordinacién motora de los animales, ni a 3 ni a 6 meses de edad. En conjunto, la
disminucion del tono y la fuerza muscular provocada por la deficiencia en D2 que se agrava con la
edad, explicaria las alteraciones en la ejecucion de la prueba del rodillo giratorio, aunque tampoco
pueden descartarse disfunciones en distintas estructuras del SN implicadas en la coordinacion

motora y el equilibrio.

Para estudiar la posible reversion de las alteraciones motoras se disefié un tratamiento hormonal
con T3 y T4 con el fin de recuperar los niveles hormonales de los tejidos sin provocar
hipotiroxinemia. Ninguna de las alteraciones motoras provocadas por la deficiencia de D2 pudo

recuperarse o revertirse con el tratamiento de HT utilizado.

La deficiencia de D2 no produce alteraciones en el aprendizaje y en la memoria espacial. Sin
embargo, la deficiencia de D2 disminuye tanto la capacidad exploratoria como la capacidad para

desarrollar una nueva estrategia para resolver situaciones a priori desapacibles para un raton.

La deficiencia de D2 altera el procesamiento de la memoria emocional dependiente de la
amigdala, potenciandola, retrasando su extincion y aumentando considerablemente la recuperacion
espontanea de esta memoria del miedo condicionado. El mecanismo de esta potenciacion no esta
relacionado con un aumento en la liberacion de corticosterona en respuesta al estimulo aversivo,
como ocurre en condiciones de hipotiroidismo. En cambio, la deficiencia de D2 no altera el
procesamiento de la memoria del miedo al contexto, que es dependiente de un buen funcionamiento
tanto de la formacion hipocampal como de la amigdala, lo que indica que la participacion de la

formacion hipocampal en esta tarea no estd modificada por la deficiencia de D2.

La deficiencia de D2 no altera ni la eficacia sinaptica ni la induccion de dos formas de plasticidad

sinaptica duradera como son la LTD y la LTP en la sinapsis CA3-CA1 del hipocampo.
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