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Resumen







Las hormonas tiroideas (HT) juegan un papel indispensable durante el desarrollo
regulando multiples procesos biolégicos. La importancia de transportadores especificos que
facilitan la entrada de las HT al interior celular ha quedado demostrada con el
descubrimiento de mutaciones en el transportador MCTS8. La deficiencia de MCT8 en
humanos causa un sindrome endocrino con afectacién neurolégica ligado al cromosoma X
denominado sindrome de Allan-Herndon-Dudley. Las graves alteraciones neuroldgicas
podrian deberse a un aporte insuficiente de T3 a las neuronas durante periodos criticos del

desarrollo.

Para el estudio de la fisiopatologia del sindrome se han creado ratones deficientes de
Mct8. Estos ratones muestran el perfil de HT circulantes tipico de la enfermedad pero
curiosamente, no presentan alteraciones neurolégicas. Los ratones poseen mecanismos
compensadores que evitan la aparicién de un fenotipo de hipotiroidismo cerebral. Se cree
que la presencia de transportadores alternativos a Mct8 en ratones que suplan su funcién y
que no estén presentes en humanos podrian ser los responsables de la diferencia de
fenotipo. El transportador de aminodcidos Lat2 con capacidad de transportar T3 y T4 se ha
propuesto como posible transportador alternativo a Mct8. En humanos la presencia de este
transportador durante el desarrollo fetal queda restringida a la microglia, mientras que en
ratones se expresa abundantemente en neuronas en desarrollo. Esta diferencia de expresion
podria permitir la entrada de T3 en las neuronas de ratén durante periodos criticos del
desarrollo en ausencia de Mct8, mientras que los humanos serfan mds dependientes del

aporte de T3 a través de MCTS8.

En busca de un modelo de ratén que reprodujera la enfermad también en sus
trastornos neurolégicos hemos generado ratones dobles knock-out de Mer8Lat2. Los
ratones adultos dobles knock-out de Me§Lat2 no muestran hipotiroidismo cerebral ni
alteraciones neurologicas debidas a un aporte de HT insuficiente. Sin embargo, el
transportador Lat2 tiene especial importancia en el aporte de HT al cerebro durante la edad
perinatal y, sorprendentemente, la deficiencia de Mct8 en animales durante este periodo

causa un estado de hipertiroidismo cerebral.






Summary







Thyroid hormones (TH) play an essential role during development controlling multiple
biological processes. The importance of the specific transporters which facilitate the uptake
of TH into the cells was demonstrated with the finding of mutations in the MCTS$
transporter. In humans, deficiency of MCT8 causes an X-linked endocrine syndrome with
neurological impairment denominated Allan-Herndon-Dudley syndrome. The serious
neurological symptoms might be due to an insufficient T3 supply into neurons during

critical periods of the development.

To study the pathophysiology of the syndrome Mct8-deficient mice were generated.
These mice show the typical circulating TH profile of the illness but curiously, they do not
present neurological alterations. Mice have compensatory mechanisms to avoid a cerebral
hypothyroidism phenotype. It is thought that the presence of alternative transporters to
Mct8 in mice which can supply its function and not present in humans might be
responsible for the different phenotype. The amino acid transporter Lat2 with capacity to
transport T3 and T4 has been proposed as a possible alternative transporter to Mct8. In
humans the presence of this transporter during fetal development is restricted to microglia,
while in mice it is highly expressed in developing neurons. This difference could allow T3
uptake into the mouse neurons during critical developmental periods when Mct8 is absent,

while the humans would rely heavily on T3 supply through MCTS.

In search of a mouse model to reproduce also the neurological disorders of the illness
we have generated a double Me#81.at2 knock-out mice. Adult Me8l.at2 knock-out mice
neither show cerebral hypothyroidism nor neurological impairment due to an insufficient
TH supply. However, Lat2 transporter has special relevance in the transport of TH into the
brain during perinatal stage and, surprisingly, deficiency of Mct8 causes a relative cerebral

hyperthyroidism stage during this period.
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1. Las hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas (HT) son esenciales para el correcto desarrollo y crecimiento de
todos los vertebrados. Tienen efectos sobre casi todos los tejidos del organismo: actian en
el desarrollo y funcién del sistema nervioso central y periférico, regulan el metabolismo
basal, tienen acciéon termorreguladora, influyen en la sintesis y degradacion de
carbohidratos, grasas y proteinas, aumentan el consumo de oxigeno, etc. Puesto que las
funciones de estas hormonas son de vital importancia, fallos en la produccién y transporte
de las mismas conducen a graves trastornos. Un desequilibrio en el balance de las HT en
adultos suele ser reversible con un adecuado tratamiento. Por el contrario, la deficiencia de
HT durante el desarrollo causa dafios irreversibles mas o menos graves dependiendo del

momento del desarrollo y el tiempo en el que se produzca la falta de hormona.

1.1 Sintesis y secrecién

Las HT y sus productos de degradaciéon tienen una estructura quimica derivada de la
tirosina y contienen entre 2 y 4 atomos de yodo que determinan en gran medida la
actividad biologica (Fig.1). Al ser un componente integral de las HT, el yodo se convierte

en un elemento esencial en la dieta.

T4 T3
3,5,3,5’ - tetrayodo-L-tironina 3,5,3"- triyodo-L-tironina
(Tiroxina) (Triyodotironina)
HO; ;CH c COOH + HO, ;CH C COOH
D1 D3 D1 D3
D1
HO; ,CH c COOH ——— HO’ ’CH C COOH
rT3 T2
3, 3’,5’ - triyodotironina 3,3’ - diyodotironina

(T3 reversa)

Figura 1. Estructura y metabolismo por desyodacién de las hormonas tiroideas. Las HT estin
formadas por 2 anillos bencénicos unidos por un puente de oxigeno. Poseen entre 2 y 4 atomos
de yodo. Las desyodasas DI, D2 Y D3 catalizan la eliminacién de atomos de yodo en las

posiciones 5 6 5" produciendo la activacién o inactivacién de las HT.
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La sintesis de las HT requiere un desarrollo normal de la glindula tiroides, un adecuado
aporte de I' y una serie de procesos bioquimicos altamente regulados en las células

foliculares (Taurog, 2000).

Los foliculos constituyen la unidad basica funcional del tiroides. Son estructuras
ovoides formadas por una tnica capa de células foliculares polarizadas (tirocitos) dispuestas
alrededor de una sustancia llamada coloide que ocupa el lumen del foliculo. El
transportador de yoduro denominado NIS (sodium-iodide symporter) (Dai, 1996), situado en la
membrana basal, confiere a la célula tiroidea la capacidad de acumular I' en contra de
gradiente. La unién covalente del I', oxidado por la acciéon de la peroxidada tiroidea (TPO),
a los radicales tirosilicos de la Tiroglobulina (Tg), da lugar a MIT y DIT que, tras un
proceso de acoplamiento, originan la T3 y T4 en su seno (Lamas, 1977; Gavaret, 1981). La
molécula de Tg madura se almacena en el lumen folicular (coloide). Tras la estimulacion
por TSH pasa por endocitosis al interior de las células sufriendo un proceso de degradacion
y liberandose las HT. La T3 y T4 libres se descargan al torrente circulatorio en un proceso

en el que interviene el transportador Mct8.

La T4 es la forma predominante de hormona secretada por el tiroides
(aproximadamente un 80%). Aunque la T3 es secretada en menor cantidad es la forma
biolégicamente activa a nivel genémico. La mayor parte de T3 en el organismo se forma

por desyodacion de la T4 en los tejidos mediante la accion de desyodasas.

La secrecion tiroidea estd regulada por un sistema de retroalimentacion negativo en el
que interviene el eje hipotalamo-hipofisis-tiroides. La hormona liberadora de tirotropina
(TRH) es neurosecretada por el nucleo paraventricular del hipotilamo y, a través de los
vasos porta hipofisarios, llega a la hipdfisis anterior (adenohipéfisis), donde la unién a su
receptor en la membrana de las células tirotropas desencadena una cascada de traduccién
de sefiales que promueve la sintesis de TSH (hormona estimuladora del tiroides o
tirotropina) y su secrecion. La TSH se libera a la circulacién general y actda sobre la
glandula tiroidea estimulando los procesos involucrados en la sintesis y secrecién de las HT

(Chiamolera, 2009).



1.2 Metabolismo y control de las concentraciones de hormonas tiroideas

La actividad biolégica de las HT estd condicionada por numerosos factores: las
concentraciones de hormonas circulantes, las actividades de las diferentes desyodasas y la
presencia de transportadores especificos responsables de facilitar el paso de las hormonas al
interior celular son algunos de los factores que controlan la disponibilidad intracelular de

T3.

La desyodaciéon progresiva constituye una de las vias mas importantes del metabolismo
de las HT. La accién de las desyodasas supone la activaciéon o degradaciéon mediante la

eliminacién de atomos de yodo de las distintas yodotironinas.

Existen tres tipos de desyodasas implicadas en el metabolismo de las HT que se

diferencian entre si por sus preferencias de sustrato, su distribucién tisular y sus inhibidores

especificos (Fig. 1) (Kéhtle, 2002; Gereben, 2008a; Gereben, 2008b; Williams, 2008):

1- Desyodasa tipo 1 (D1, gen Dio7): localizada principalmente en o6rganos que
permiten un rapido intercambio de HT con el plasma como son el higado, la piel, el
tiroides y los rifiones. Cataliza la eliminacién del dtomo de yodo en la posicién 5°
del anillo externo y en la posiciéon 5 del anillo interno generando T3, tT3 o T2
dependiendo del sustrato. Presenta una constante de Michaelis (Km) de 2,3 uM
(T4) y 0,06 uM (rT3). En roedores la mayor parte de la T3 circulante proviene de la

desyodacion de T4 gracias a la accién de esta desyodasa en higado y rifién.

2- Desyodasa tipo 2 (D2, gen Dio2): se expresa en tejidos de intercambio lento donde
las concentraciones intracelulares de T3 son criticas. Controla la produccién local
de T3 protegiendo estructuras vitales de posibles déficits de hormona. Se expresa
en encéfalo (fundamentalmente en astrocitos y tanicitos), hipdfisis anterior y tejido
adiposo marrén. En humanos ademas se expresa en corazon, tiroides y musculo
esquelético. Cataliza la eliminacién del atomo de yodo en la posicién 5 del anillo

externo generando T3 a partir de T4 (Km=1nM) o T2 a partir de la rT3.

3- Desyodasa tipo 3 (D3, gen Dio3): se expresa en cerebro, piel y abundantemente en
tejidos fetales, utero y placenta sugiriendo un importante papel protector del feto

de un exceso de T3 durante el desarrollo. Esta desyodasa cataliza la conversién de
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T4 y T3 a metabolitos inactivos eliminando los atomos de yodo en la posicién 5 del
anillo interno con una Km de 6nM (T3) y 37aM (T4) generando rT3 o T2

respectivamente.

1.3 Mecanismos de accion de las hormonas tiroideas

Las HT actdan fundamentalmente a nivel del nucleo celular regulando la tasa de
transcripcioén génica. De esta forma, controlan la expresion regional y temporal de un gran
nimero de genes implicados en numerosos procesos fisiolégicos. La hormona activa a
nivel transcripcional es la T3. Las acciones gendmicas se inician con la unién de la T3 a su

receptor nuclear (TR).

Los TRs son factores de transcripcién regulados por ligando pertenecientes a la
superfamilia de receptores nucleares (Aranda, 2001; Yen, 2001; Flamant, 2006; Oetting,
2007). En mamiferos, los TRs estan codificados por dos genes, THRA y THRB. El gen
THRA codifica las isoformas TRa1, TRa2, TRa3, TRAx1 y TRA«2 de las cuales s6lo TRal
une T3. El gen THRB produce 2 isoformas con unién a T3, TRB1 y TRB2.

Los TRs presentan una estructura modular con diferentes dominios funcionales. El
denominado “dominio de union al ADN” (DNA binding domain, DBD), altamente conservado,
interacciona con secuencias especificas de ADN de los genes diana de HT conocidas como
“elementos de respuesta a T3 (Thyroid Response Element, TRE) (Umesono K, 1991; Williams
GR, 1994). Aunque los receptores pueden unirse al TRE como homodimeros, la
heterodimerizacion con el receptor de acido retinoico (RXR) incrementa la eficiencia de
unién al ADN vy la actividad transcripcional. El denominado “dominio de union a ligando”
(Ligand Binding Domain, LBD) presenta una regiéon AF-2 que constituye un dominio de
activacioén transcripcional dependiente de ligando. El LLBD une T3 de manera reversible
con alta afinidad, y adicionalmente, media la dimerizacién del receptor e interacciona con
proteinas nucleares co-reguladoras que poseen actividades enzimaticas capaces de reprimir
(co-represoras) o de activar (co-activadoras) la transcripciéon génica (Chen, 1995; Petty,

1995; Wagner, 1995).

El modelo general de accién de la T3 se basa en la estimulacién de la transcripcion
génica mediante su unién a los TRs. Sin embargo, de manera dependiente de ligando, los

TRs también pueden reprimir la transcripcion génica. En el caso de la regulacion positiva,



en ausencia de T3 existe una interaccién entre el heterodimero (RXR-TR), unido al TRE,
con proteinas co-represoras y complejos con actividad desacetilasa de histonas (Sap, 1989;
Grunstein, 1997). La cromatina se mantiene compactada inhibiendo la transcripcion del
gen diana. La unién de 1a T3 al TR provoca un cambio conformacional en éste que permite
el desplazamiento de los co-represores y la unién de proteinas co-activadoras. La actividad
acetilasa de histonas de las proteinas co-activadoras promueve la descompactaciéon de la

cromatina permitiendo el inicio de la transcripcion génica (Li, 1999; Glass, 2000).

Por el contrario, se habla de regulacién negativa cuando la ausencia de ligando permite
la transcripcién basal del gen y la unién de T3 al TR reprime la expresiéon génica. En
algunos casos el mecanismo funciona de forma inversa a la regulacion positiva, es decir, los
co-represores actian como co-activadores y viceversa (Wang, 2009). Sin embargo, no se

conocen en detalle los mecanismos moleculares implicados en este tipo de regulacion.

Recientemente se han descrito acciones no genémicas de las HT con puntos de inicio
en la membrana plasmatica y el citoplasma, asi como acciones sobre las mitocondrias. Una
revisién muy interesante de este tema seria la que recoge Sheue-Yann Cheng en su articulo

Molecular aspects of thyroid hormone actions (Cheng, 2010).

1.4 Control de la disponibilidad de T3 en el cerebro

Para que las HT alcancen las células diana en el cerebro es necesario que atraviesen las
fuertes barreras que restringen el paso de sustancias desde la circulaciéon. Las barreras

constituyen un mecanismo protector frente a sustancias daflinas para el SNC.

La principal barrera es la barrera hematoencefilica (BHE). Esta formada por células
endoteliales fuertemente unidas por “uniones estrechas” de los capilares que irrigan el
SNC. La BHE permite de manera selectiva el paso de sustancias nutritivas y vitales como la
glucosa, algunos iones y oxigeno, bloqueando al mismo tiempo la entrada de sustancias

toxicas para el tejido cerebral.

La otra barrera es la que existe entre los plexos coroideos y el liquido céfalorraquideo.

Los plexos coroideos estan formados por un estroma central con capilares fenestrados
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tapizado por células epiteliales también unidas fuertemente por “uniones estrechas”,

encargadas de producir el liquido cefalorraquideo que circula por los ventriculos cerebrales.

En el cerebro, la T3 ejerce su accidén principalmente en las neuronas regulando la
expresion génica (Bernal, 2007). Las vias por las que la hormona activa T3 es capaz de

llegar a las neuronas serfan las siguientes (Fig.2):

o Mediante el paso directo de la T3 circulante al fluido intersticial cruzando la BHE y su

posterior entrada en las neuronas.

« Los pies de los astrocitos rodean los capilares cerebrales. Esta caracterfstica permite que
las HT, especialmente la T4, sean transportadas a través de la BHE y alcancen
directamente los astrocitos sin pasar por el fluido intersticial. La actividad de la D2 en
este tipo de células gliales ejerce un control local de la disponibilidad de T3 mediante la
conversion de la T4 a T3. Posteriormente la T3 es transportada hasta las neuronas
donde ejercera su funcién en el nicleo (Guadafio-Ferraz, 1997). Esta ruta tiene especial
importancia durante las primeras etapas del desarrollo en las que el principal aporte de
T3 proviene de la regulaciéon local ejercida por la D2 (Calvo, 1990; Grijota-Martinez,
2011). Segun avanza el desarrollo la regulacion por esta via deja de ser tan estricta y el
aporte de T3 al cerebro llegaria a ser de aproximadamente un 50% a través del paso

directo de la circulaciéon y un 50% a través de esta ruta.

o A través de la via plexos coroideos-liquido cefalorraquideo. Al igual que ocurre con la
BHE, los plexos coroideos también expresan transportadores especificos de HT. Los
tanicitos del tercer ventriculo co-expresan el transportador de HT Mct8 y D2
facilitando la conversion de T4 a T3 y su acceso a los nucleos hipotalamicos (Guadafio-

Ferraz, 1997; Guadafio-Ferraz, 1999).

Por ultimo, la D3 aporta otro punto de control local de las concentraciones de T3 en el
cerebro regulando su degradacién en las neuronas y la respuesta a dosis elevadas de HT

(Escamez, 1999; Tu, 1999; Hernandez, 2012).
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Figura 2. Esquema del aporte de HT al cerebro a través de la barrera hematoencefalica. Las HT
procedentes del torrente sanguineo cruzan la BHE a través de transportadores especificos como
Mct8 y Oatpl4. Por un lado, la T3 puede llegar directamente a las neuronas y ejercer su funcién
reguladora en el nicleo. Por otra parte, a través del transportador OatpI4 la T4 es captada por
los pies de los astrocitos que se encuentran en contacto con los capilares cerebrales. En los
astrocitos, la T4 es convertida en T3 gracias a la accidén de la D2 y finalmente ser transportada
hasta las neuronas donde ejercer su funcién. La D3 en las neuronas se encarga de degradar las

HT.

1.5 Importancia de las hormonas tiroideas en el desarrollo del SNC

Las HT son esenciales para el desarrollo del SNC. Regulan procesos tales como la
neurogénesis, mielinizacion, proliferacién dendritica y formacion de sinapsis (Bernal, 2003;
Zoeller, 2004). El periodo en el que comienza la accién de las HT durante el desarrollo es
crucial. Como se observa en la figura 3 se distinguen tres etapas en el desarrollo
neurolégico dependientes de HT (de Escobar, 2004; Morreale de Escobar, 2004). En la
primera etapa no existe sintesis de HT fetales, de manera que las hormonas disponibles son
exclusivamente maternas. Este periodo corresponde a las 16-20 semanas tras la concepcion
en humanos o el dia embrionario E17.5-18 en rata. En este periodo se inicia la
proliferacién neuronal y la migracién. El siguiente periodo comienza con la produccién de
HT fetales, de forma que el cerebro en desarrollo tiene un aporte de HT tanto del feto
como de la madre. Los procesos que tienen lugar incluyen neurogénesis, crecimiento
axonal, arborizacion dendtitica y sinaptogénesis, diferenciaciéon de células gliales e inicio de
la mielinizacién (Obregon, 2007). La tercera etapa ocurre durante el periodo neonatal y

posnatal donde el aporte de HT al cerebro se debe exclusivamente al recién nacido. Es un

Introduccion



periodo critico para la continuacién del desarrollo. En este momento la migracién de
células granulares en el giro dentado del hipocampo y del cerebelo son sensibles a HT, y

continda la gliogénesis y la mielinizacién (Porterfield, 1993; Bernal, 2003).
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Figura 3. Accién de las HT en el desarrollo del cerebro. Durante el primer trimestre de gestacion las

HT maternas son las responsables del inicio del desarrollo neurolégico. Comienza la
proliferacién y migracién neuronal. En esta etapa la D3 ejerce un importante papel protector del
feto ante un posible exceso de HT. Su actividad decrece al final de este periodo; comienza a
aumentar la actividad de la D2 y comienza el desarrollo de la glandula tiroides. Al finalizar el
primer trimestre se ha desarrollado el eje hipotélamo—pituitaria dando comienzo a la secrecién de
TSH vy la produccién de HT fetales. La T3 comienza a unirse a los TRs. A partir de este
momento el desarrollo del cerebro en el segundo y tercer trimestre cuenta con el aporte de HT
tanto del feto como de la madre. El desarrollo cerebral contintia durante la etapa posnatal,
momento en el que depende enteramente de la produccién de HT neonatales. Figura modificada

de la revisién de Williams G. R.,2008.

Existen diversas patologias que ponen de manifiesto la importancia de las HT durante
petriodos criticos del desarrollo que cursan con distinta gravedad dependiendo del

momento en el que se produzca el deficit de hormonas:

o Cretinismo: sindrome de deficiencia mental y retraso del desarrollo ocasionado por
déficit de yodo (McCarrison R., 1917). Histéricamente se han distinguido dos tipos de
cretinismo, frecuentemente aspectos diversos de la misma alteracién. El cretinismo
neurolégico, provocado por una profunda hipotiroxinemia materna debido a una alta
deficiencia de yodo principalmente durante la primera mitad del embarazo. Estos

pacientes presentan una glandula tiroidea y unos niveles de HT circulantes normales.



No muestran signos de hipotiroidismo. Las caracteristicas clinicas de estos pacientes
son retraso mental profundo, sordomudez, estrabismo y diplejia espastica (DelLong,
1985). Soélo es posible prevenir este cretinismo con la administracion de yodo a la
madre antes del embarazo o al comienzo del mismo (Pharoah, 1972). El cretinismo
mixedematoso se debe a un fallo en la funcién tiroidea del feto y neonato a partir del
ultimo trimestre de embarazo. Presentan un retraso mental menos grave que el causado
por el cretinismo neurolégico, con signos de hipotiroidismo: baja estatura, anomalias
craneofaciales y deficiente desarrollo sexual. Este sindrome responde bien a la
administracién de yodo durante el ultimo trimestre de embarazo o de hormonas

tiroideas después del nacimiento (Pharoah, 1972).

Hipotiroidismo congénito: se debe a un fallo congénito de la glandula tiroides.
Provoca retraso mental y falta de crecimiento y desarrollo. Presenta una frecuencia de 1
cada 3000-4000 nacimientos y es la causa mds frecuente de retraso mental prevenible
en paises industrializados. Gracias al cribado neonatal, basado en la determinacién de
los niveles de TSH y T4 en sangre es posible su deteccién precoz (Delange, 1997). El
tratamiento hormonal desde el nacimiento previene efectivamente los sintomas

(Dubuis, 1996).

Hipotiroidismo materno e hipotiroxinemia materna: como se describe
anteriormente las HT maternas cruzan la placenta y protegen el cerebro fetal durante
las primeras etapas del desarrollo. Numerosos estudios han demostrado una alta
incidencia de alteraciones neuroldgicas, trastornos por déficit de atencion e
hiperactividad en nifios procedentes de madres hipotiroxinémicas (Pop, 1999;

Vermiglio, 2004).

Sindromes de resistencia a HT: se deben a causas genéticas y producen una
disminucién de la sensibilidad tisular a las HT. La mayoria de los casos se deben a
mutaciones en el gen THRB, produciéndose alteraciones en los receptores TRB1 y
TRB2, aunque recientemente se han descritos casos de resistencia por mutaciones en
TRa. Actualmente también se consideran estados de resistencia a hormonas tiroideas a
todos los defectos que interfieren con la actividad biolégica de estas hormonas,
incluyendo fallos en el transporte celular de T3 y T4 y alteraciones en la conversién de

T4 en T3 mediada por desyodasas (Bernal, 2011).
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2. Transporte de las hormonas tiroideas

Las HT son liberadas al torrente sanguineo donde, en su mayorfa, circulan unidas a
proteinas plasmaticas: albumina, TBG (thyroxine binding globulin), TTR (transtiretina) y
lipoproteinas, en equilibrio con una pequena fraccién de hormona libre. Debido a su
naturaleza lipofilica y a un aparente equilibrio entre las concentraciones intra y
extracelulares, y con los niveles séricos, se pensaba que las HT atravesaban las membranas
por difusién pasiva. Sin embargo, ha quedado demostrado la existencia de numerosos
transportadores responsables de dicho mecanismo (Friesema, 2005). La aceptacién
generalizada de la importancia de estos transportadores tuvo lugar con la descripcion de un
sindrome asociado a mutaciones en el transportador de monocarboxilatos tipo 8 (MCTS):
el sindrome de Allan-Herndon-Dudley, el cual describiremos en el apartado 3 (Dumitrescu,

2004; Friesema, 2004).

2.1 Transportadores de hormonas tiroideas

Existen cuatro familias de transportadores capaces de transportar yodotironinas con
una amplia distribucién tisular. Estos transportadores constituyen un nuevo mecanismo de

control del metabolismo y accién de las HT.

2.1.1 Familia NTCP

Familia de transportadores de aniones organicos dependientes de Na". Dentro de esta
familia los mas importantes son el NTCP (Na-taurocholate cotransporting pohjpeptide; SLC10A1),
el transportador apical de 4cido biliar dependiente de Na® (ASBT; SLC10A2) y el
transportador de aniones orginicos dependiente de Na* (SOAT). Hasta el momento sélo
se ha demostrado el transporte de yodotironinas y yodotironinas sulfatadas de humano y
rata por el transportador NTCP dentro de esta familia. Este transportador se expresa en la
membrana basolateral de hepatocitos y presenta una preferencia por las HT que decrece en

el siguiente orden: T4 ~ T3 > T3 ~ T2 (Friesema, 2005).

2.1.2 Familia OATP (organic anion-transporting polypeptides)

Familia OATP (otganic anion-transporting polypeptides), transportadores de aniones
organicos independientes de Na'.  Representan una gran familia de proteinas

multiespecificas capaces de transportar compuestos organicos anfipaticos, incluyendo sales
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biliares, bilirrubina, conjugados de estrégeno, HT, oligopéptidos, numerosas drogas,
esteroides neutros, e incluso cationes organicos lipofilicos. Se han descrito alrededor de 40
OATPs en humanos, rata y ratén. Los OATPs son proteinas grandes de entre 652-848
aminoacidos con 12 dominios transmembrana, presentando los dominios amino y
carboxilo terminal intracelulares. Se expresan en una gran variedad de tejidos como el
higado, rifién, cerebro (BHE y plexos coroideos), pulmones, corazén, placenta, testiculos,
ojos, etc. Hstos transportadores parecen ser importantes en el sistema de destoxificacion
del organismo. Se han descrito varios OATPs capaces de transportar yodotironinas, pero
quiza, el OATP mas interesante en cuanto al transporte de HT sea el OATP-F en humanos
y su ortologo Oatpl4 (Oatplcl) en roedores. (Friesema, 2005). Este transportador parece
ser mucho menos abundante en el cerebro humano que en el SNC de ratén (Roberts,
2008). Presenta alta afinidad para transportar T4 y T3, pero no T3 (Pizzagalli, 2002). Al
menos en ratén, el patrén de expresion en capilares de todo el cerebro (excepto en el
cerebelo) v la gran afinidad por la T4 sugieren que es un transportador crucial para la
entrada de T4 a través de la BHE, paso previo a la conversiéon en T3 en los astrocitos para

finalmente ejercer su accién en las neuronas.

2.1.3 Familia MCT (monocarboxilatos)

Esta familia de transportadores debe su nombre a los cuatro primeros miembros
identificados, los cuales transportan monocarboxilatos como lactato y pituvato. Los MCT's
(o familia SLC16) facilitan tanto la entrada como la salida de sus substratos junto con un
protén. Se han identificado 14 miembros de esta familia en varios tejidos de diferentes
especies. Son proteinas de entre 426 y 565 aminodacidos con 12 dominios transmembrana y
los extremos amino y carboxilo terminal hacia el interior de la célula. MCT1-4 se expresan
en tejidos capaces de usar lactato, piruvato y cetonas como fuentes de energia. En el
cerebro se utilizan como alternativa a la glucosa cuando ésta es escasa. MCT1 y MCT4 se
expresan preferentemente en astrocitos mientras que MCT2 lo hace en neuronas. Esto
parece indicar que MCT1 y MCT4 funcionan como exportadores de lactato de los
astrocitos mientras que MCT2 serfa necesario para su entrada en las neuronas (Debernardi,
2003; Rafiki, 2003). Por el momento s6lo MCT8 y MCT10 han sido descritos como

transportadores activos de HT (Friesema, 2003; Friesema, 2008).

El gen MCT8 (SLC16A2) fue descrito por primera vez por Lafreniére y cols. en 1994.

Se encuentra localizado en el cromosoma Xq13.2. Presenta 6 exones y codifica para una
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proteina de 67kDa (Lafreniere, 1994). Consta en el amino terminal de un dominio llamado
PEST que sirve como seflal para una rapida degradaciéon proteolitica. El gen MCTS8
humano contiene dos posibles sitios de iniciacién de la traducciéon (TLSs), a diferencia de
otras especies incluidas rata y raton que sélo presentan un TLS y con las que presenta una

alta homologfa.

MCTS8 se expresa en cerebro, corazén, placenta, pulmones, rifiones, musculo
esquelético, tiroides, hipofisis y abundantemente en higado. En el cerebro muestra un
patrén de expresion neuronal, asi como una fuerte expresion en plexos coroideos y BHE

(Heuer, 2005; Roberts, 2008).

MCTS8 es un transportador especifico de yodotironinas; hasta la fecha no se ha
encontrado ninglin otro sustrato para este transportador. La tasa de transporte de T3 y T4
es muy alta comparada con otros transportadores de HT como los de las familias NTCP y
OATPs. El transportador Mct8 de rata puede transportar T4, T3, T3 y T2, pero no las
formas sulfatadas T4NS y T4S, otros aminoacidos o lactato (Friesema, 2005). En humanos
MCT8 muestra preferencia por el transporte de T3 (Friesema, 20006). El transporte de
MCTS es saturable con unos valores de Km de 4.7 uM para T4, 4.0 uM para T3 y 2.2 uM
para rT3 (Friesema, 2005). La importancia de este transportador en cuanto al aporte de HT
al cerebro ha quedado demostrada con la identificacién de mutaciones, responsables del

sindrome de Allan-Herndon-Dudley, caracterizado por un grave trastorno neurologico.

2.1.4 Familia HAT

Familia de transportadores heterodiméricos de aminoacidos (beterodimeric amino acid
transporters, HATSs). Se considera que los sistemas de transporte de aminoacidos aceptan
grupos de aminoacidos mds que aminoacidos individuales. De esta manera se habla de
“sistema L. en referencia a transportadores de aminoacidos con preferencia por leucina y
otros aminodcidos hidrofébicos neutros de gran tamafio; “sistema A” si preferiblemente
transportan alanina y otros aminodcidos neutros de pequeflo tamafio y “sistema Asc” si
prefieren alanina, serina y cistefna. Otra nomenclatura diferente propone “X” (ani6nico),
“Y” (catiénico) y “Z” (neutros), de tal forma que se habla de “sistema y™ para el
transporte de aminoacidos catiénicos y “sistema X ,;” en cuanto al transporte de

aminoacidos aniénicos (Broer, 2008).
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Los transportadores pertenecientes a la familia HAT estin formados por una
subunidad pesada (necesaria para la correcta localizacién del complejo en la membrana) y
una subunidad ligera (encargada del transporte de aminodcidos) unidas por un puente
disulfuro. Se han descrito dos tipos de subunidades pesadas: 4F2hc (también llamada
CD98) vy tBAT (basic amino acid transpord), pertenecientes a la familia SLC3. Ambas son
proteinas glicosiladas con un tnico dominio transmembrana. En cuanto a las subunidades
ligeras, se han descrito 7 tipos diferentes pertenecientes a la familia SLLC7 capaces de
interaccionar con las subunidades pesadas anteriores. Las cadenas ligeras no se encuentran
glicosiladas y constan de 12 dominios transmembrana. La subunidad 4F2hc es capaz de
formar heterodimeros funcionales con 6 de las 7 cadenas ligeras: LAT1, LAT2, y'LATI1,
vy LAT2, Ascl y xCT mientras que rBAT sélo es capaz de dimerizar con una cadena ligera

(b™"AT) (Friesema, 2005).

Estos transportadores se encargan de facilitar el intercambio intra y extracelular de
aminodacidos. A excepcion del sistema Asc, son antiportadores, al mismo tiempo que
transportan un aminoacido al exterior de la célula, otro es transportado al interior celular.
La localizacién de los transportadores heterodiméricos con la subunidad pesada 4F2 es
basolateral, mientras que los asociados a tBAT se encuentran en la membrana apical

(Pineda, 1999).

Los heterodimeros formados por LAT1 (SLC7A5) y LAT2 (SLC7AS8) pertenecientes
al sistema L (large nentral amino acid transporters) median el transporte de aminoacidos neutros
independiente de Na'. Hasta la fecha s6lo se ha demostrado transporte de yodotironinas
para estos dos heterodimeros en esta familia. Friesema y cols. (Friesema, 2001) estudiaron
el transporte de yodotironinas a través de estos transportadores en oocitos de Xenopus laevis.

Demostraron que el transporte a través de LAT1 y LAT2 decrece en el siguiente orden:

T2>T3~rT3>T4 (Friesema, 2001).

En lo referente al transporte de aminoacidos, LAT1 muestra preferencia por el
transporte de aminodacidos neutros de gran tamafio como Leu, Tyr, Trp y Phe con alta
afinidad: Km~10-20uM en ratas y Km~15-50uM en humanos. LAT2 ademas es capaz de
transportar aminoacidos neutros de pequefio tamafio como Gly, Ala, Ser y Trh en general
con afinidades mas bajas que LAT1: Km~30-300uM en ratas y aproximadamente
Km~300uM para la L-leucina en humanos.
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Por su funciéon de antiportadores, es probable que el papel principal de LAT1 y LAT2
sea equilibrar la distribucién de aminoacidos a ambos lados de la membrana (Meier, 2002;
Verrey, 2003). Ambos transportadores, LAT1 y LAT2, se expresan en varios tejidos como
placenta, intestino, testiculos, ovarios, rifiones, estomago y cetebro. Sin embargo, LAT1 se
expresa mayoritariamente en cerebro, placenta y en tumores. Esta distribucién puede
sugerir que esté involucrado principalmente en el transporte de aminoacidos al interior de
células en crecimiento y a través de algunas barreras endoteliales y epiteliales. Por otro lado,
LAT?2 se distribuye abundantemente en rifién, colon e intestino, lo que parece indicar que
LAT2 estd mas involucrado en el “efffux” basolateral del transporte de aminoacidos

transepitelial en rifidén e intestino (Rossier, 1999).

El transportador humano LAT1 presenta 507 aminoacidos con un peso molecular de
~55kDa (Mastroberardino, 1998). Adicionalmente se han descrito 2 transcritos. Uno

codifica una proteina truncada de 241 aminoacidos y el otro transcrito no es codificante.

El transportador humano LAT2 consta de 535 aminoacidos con ~58kDa. Se han
descrito otros 12 transcritos que probablemente codifican para proteinas truncadas de un
maximo de 430 aminoicidos o son transcritos no codificantes. En ratones, Lat2 esta

constituido por 531 aminoAacidos sin variantes de “splicing” descritas hasta el momento.

Basandonos en la base de datos OMIM no se han descrito enfermedades asociadas al

mal funcionamiento de LAT1 o LAT2.

3. Sindrome de Allan-Herndon-Dudley

El sindrome de Allan-Herndon-Dudley (AHD, ORPHA59-OMIN 300523) fue
descrito en 1944 como un sindrome neurolégico y de déficit intelectual profundo, ligado al

cromosoma X, de etiologia desconocida (Allan, 1944).

No fue hasta el afio 2004 cuando dos grupos de forma independiente descubrieron
mutaciones en el transportador de HT MCT8 en varias familias con problemas
neurolégicos (Dumitrescu, 2004; Friesema, 2004). Los sintomas de estos pacientes
consistfan en un retraso del desarrollo psicomotor y cognitivo, déficit intelectual profundo,
falta de desarrollo del lenguaje, hipotonia de musculos axiales con evolucién a espasticidad

y tetraplegia e hiperquinesia paroxistica. Ademas de estos sintomas neuroldgicos los
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pacientes presentaban un perfil inusual de HT circulantes que consistia en unos niveles de
T3 elevados y de T4 y T3 disminuidos, mientras que la TSH se mantenia normal o
ligeramente incrementada. En 2005, Schwartz y cols. realizaron un analisis de mutaciones
del gen MCTS en 6 familias diagnosticadas con el sindrome AHD quedando claramente
demostrada la asociacién entre el sindrome y mutaciones en este transportador (Holden,

2005; Schwartz, 2005).

Hasta el momento se han descrito alrededor de 45 familias en todo el mundo con
mutaciones en MCTS. Sélo se conoce un caso en el que el sindrome afecta a una mujer
debido, posiblemente, a una inactivacién sesgada del cromosoma X dando como resultado
la perdida de expresion de MCTS (Frints, 2008). Recientemente se han descrito las 2

primeras familias en Espafia (Laura Lopez Marin, 2013).

Las mutaciones en el transportador MCT8 provocan cambios en la estructura y la
funcionalidad de la proteina afectando a su estabilidad y modificando el mecanismo de
transporte de las yodotironinas (Kleinau, 2011). La hipdtesis mas aceptada sobre la
patogenia de esta enfermedad es que existe una deficiente entrada de T3 en las neuronas
durante periodos criticos del desarrollo. Sin embargo, otros trastornos con déficit de HT
como el cretinismo o el hipotiroidismo congénito provocan alteraciones de mucha menor
gravedad que las ocurridas cuando MCTS estd mutado. Incluso, es de hacer notar que las
mutaciones de TRa, no presentan grandes déficits intelectuales, ain cuando el receptor
mutado posee actividad dominante negativa (Bochukova, 2012). Cabe la posibilidad de que
adicionalmente existan fallos en el transporte de metabolitos no identificados todavia o de

alguna otra actividad de MCT®8 independiente del transporte.

Una deteccién precoz de la enfermedad serfa fundamental a la hora de utilizar posibles
tratamientos. En la mayorfa de los casos la enfermedad es diagnosticada cuando los
pacientes tienen varios afios de edad y presentan fallos estructurales en el cerebro
dificilmente corregibles. Puesto que los pacientes presentan hipotiroxinemia se ha ensayado
el tratamiento con T4 sin mejoria clinica, provocando incluso un empeoramiento del
hipertiroidismo  periférico. Para evitar esta complicacion ademas se administrd
propiltiuracilo con objeto de bloquear la funcién tiroidea y normalizar las concentraciones
de T4, T3 y TSH. El estado general del paciente mejord aunque no se obtuvo una mejoria

neurolégica (Fuchs, 2009). Otros tratamientos han utilizado analogos de T3 como el
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llamado DITPA (acido 3,5-diyodo-tiropropidénico) capaces de cruzar la BHE en ausencia
de MCT8 (Di Cosmo, 2009). Este tratamiento, aunque consigue una mejoria del estado

general, no mejoré ninguno de los parametros de afectaciéon neurolégica (Verge, 2012).

Las mujeres que presentan mutaciones en heterocigosis en el gen MCTE sélo son
portadoras de la enfermedad y en la mayoria de los casos no presentan alteraciones
cognitivas, y s6lo unas minimas alteraciones endocrinas. MCTS8 se expresa en la placenta
desde el primer trimestre de gestacion y podria estar implicado en el transporte de HT de la
madre al feto incluso cuando el feto no presente mutaciones en el transportador (Pop,
1999; Pop, 2005; Kooistra, 2006). Recientemente se ha descrito en dos mujeres
heterocigotas una hipotiroxinemia gestacional que puede ser tratada para prevenir dafios en
el feto. Por esta razén es muy importante llevar un estricto control de los niveles de HT

durante el embarazo en las madres portadoras (Ramos, 2011).

4. Fenotipo de los ratones Knock-out de Mct8

Para estudiar la fisiopatologia del sindrome de AHD causado por mutaciones en el
transportador MCTS, dos grupos independientes han generado ratones deficientes de este
transportador. Uno de los grupos los generd eliminando el ex6n 2 del gen. Con el fin de
estudiar la diferencias que el fondo genético pudiera producir, utilizaron 2 fondos genéticos
diferentes, C57BL/N6 y NMRI, sin encontrar diferencias entre ellos (Trajkovic, 2007). Por
otro lado, el grupo del Dr. Refetoff generé6 ratones deficientes de Mct8 eliminando el ex6n
3 en un fondo genético C57B1/6] y posteriormente obtuvieron un fondo genético mixto

C57Bl1/6J:129Sv (Dumitrescu, 2000).

Los ratones knock-out (KO) de Mc#8 reproducen las alteraciones endoctinas tipicas de
la enfermedad: una concentraciéon de T3 circulante elevada y de T4 y rT3 disminuidas,
manteniendo normal o ligeramente incrementada la TSH. Esta situacién hace que tejidos
como el higado que presentan otros transportadores de HT diferentes a Mct8 y mantienen
un rapido equilibrio con las concentraciones de hormonas circulantes se encuentren en un
estado de hipertiroidismo, con unos niveles de T3 elevados y la expresion de Dio7 (regulada
por T3) también aumentada. El cuadro endocrino se explica de la siguiente manera
teniendo en cuenta los mecanismos compensatorios que ocurren en ratones descritos mas

adelante:
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- La T3 aumenta sus niveles en suero por varias razones. Por un lado, Mct8 se expresa
en tiroides y mutaciones en el mismo hacen que el tiroides secrete mayor cantidad de
T3 y menor cantidad de T4 por razones ain no conocidas (Di Cosmo, 2010; Trajkovic-
Arsic, 2010a). La mayor concentracioén de T3 circulante hace que aumente la actividad
de la D1 en higado y rifiones, lo que permite que la conversién de T4 en T3 incremente
todavia mas los niveles de T3 circulantes. Ademas la disminucién de la entrada de T3
en cerebro y otros tejidos que expresan D3 ocasiona una menor degradacion, lo que

contribuye al incremento de sus niveles en sangre.

- Debido a que el tiroides secreta menor cantidad de T4 y que la conversiéon de T4 en
T3 por la accién de la D1 en higado y rifiones estd aumentada, sumado a una mayor

excrecion de T4 por el 1ifidn, los niveles de T4 circulantes se mantienen disminuidos.

- Por ultimo, los bajos niveles de rT3 se deben, por un lado, al aumento de su
degradacion por la D1 en higado y rifiones, y por otra patte, a una menor produccioén
de rT3 en tejidos como el cerebro, donde esta incrementada la actividad de la D2 y

disminuida la actividad D3.

Al contrario de las concentraciones circulantes, el cerebro y el cerebelo indican un
estado de hipotiroidismo, con unas concentraciones de T3 y T4 disminuidas. La
disminucién de la concentraciéon de T4 estimula la actividad D2, mientras que la
disminucién de T3 inhibe la actividad D3. Este mecanismo aumenta la eficiencia de
conversion de T4 a T3, asf como disminuye la degradaciéon de ambas, aunque no llegan a

conseguirse niveles de T3 normales.

Se han realizado numerosos estudios en busca de un fenotipo de hipotiroidismo
cerebral en estos animales. Entre ellos pruebas de comportamiento y andlisis de procesos

dependientes de T3.

Uno de los procesos estudiados altamente dependiente de HT es el desarrollo de la
estructura del cerebelo. A la edad de P21, en animales Wt, termina la migracion de las
células granulares, generadas en la capa germinal externa (cge), a la capa granular interna
(Cgi). El hipotiroidismo provoca un retraso en la migracién de manera que a la edad de P21

todavia es visible la cge (Fig.4). Los ratones KO de M8 presentan una estructura del
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cerebelo normal como puede apreciarse en la figura 4. Ademas, en esta figura se observa el
efecto de los tratamientos con T3 y T4 de animales hipotiroideos sobre la estructura
cerebelar. Mientras que el tratamiento con T4 revierte el retraso en la migracién de la cge
producido por el hipotiroidismo inducido en animales KO de Mez8, 1a T3 no lo consigue.
Este trabajo demostré que Mct8 es imprescindible en la BHE para el paso de la T3 al
cerebro. En cambio, la T4 puede cruzar la barrera por otros transportadores como, por
ejemplo, Oatpl4 (Ceballos, 2009). Esta caracteristica permite a los ratones KO de Mez8
tener suficiente T4 en el cerebro, que sirve como sustrato de la D2 para su conversion a
T3.

Hipo po + T4

508 A
e

Hipo + T3

Wit

Mct8 KO |

Figura 4. Efecto del hipotiroidismo y el tratamiento con HT sobre la estructura del cerebelo de
animales Wt y KO de Mct8 a la edad de P21. El hipotiroidismo provoca un retraso en la migraciéon
de la capa germinal externa (flechas). En los animales Wt el tratamiento con T3 o T4 corrige este
retraso, mientras que los ratones KO de Mcr8 solo presentan una estructura normal cuando se les
trata con T4. Estos resultados indican que la T3 no es capaz de llegar al cerebelo sin un Mct8
funcional. Cgi: capa granular interna; Mol: capa molecular. Barra de escala: 100pm. Figura

obtenida de Ceballos, A. y cols. (Cebaﬂos, 2009)‘

Otro proceso dependiente de HT estudiado en los animales deficientes de Mct8 es la
expresion de genes regulados por T3. Trabajos anteriores del laboratorio han
proporcionado una baterfa de genes dependientes de T3. Estos genes se seleccionaron en
funcién de las alteraciones que provocaba el hipotiroidismo sobre su expresiéon génica
(Morte, 2010). Posteriormente, se analizé la expresion de los genes seleccionados en la
corteza cerebral de los ratones KO de MwS. Estos animales presentaban un ligero
hipotiroidismo parcialmente compensado en genes como Hr o Chr2, o totalmente
compensado en el resto de genes analizados (ej. .A/Mh1al) (Fig.5). Decimos que presentan
un hipotiroidismo parcial o totalmente compensado porque en ningun caso llegan a tener
una expresion génica similar a la del hipotiroidismo franco inducido en los animales Wt y

en los KO de Me§ (Morte, 2010).
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Expresion relativa

0 0

Wt EEWtH [IMctsKO [IMct8KOH una compensaciéon total o parcial de las
concentraciones de HT. Estos animales tienen

suficiente T3 en la corteza cerebral para regular su expresion génica y tan sélo cuando se les
induce un hipotiroidismo franco sus niveles de expresién génica disminuyen al nivel de los
animales Wt hipotiroideos. Wt: ratones Wt; WtH: ratones Wt hipotiroideos; Mct8KO: ratones
deficientes de Mct8; Mct8KOH: ratones deficientes de Mct8 hipotiroideos. Datos obtenidos de
Morte, B. y cols. (Morte, 2010).

Las pruebas de comportamiento tampoco revelaron alteraciones en la locomocién ni en
la coordinaciéon de animales KO de M8, aunque presentaron menor ansiedad (Wirth,
2009).

Por tanto, a pesar del menor contenido de HT en el cerebro, estos ratones no
reproducen las caracteristicas neurolégicas observadas en los pacientes ni muestran un

fenotipo de hipotiroidismo cerebral.

La diferencia de fenotipo entre humanos y ratones con mutaciones en Mct8 puede
deberse a que los ratones, pero no los humanos, presenten transportadores alternativos a
Mct8 que puedan suplir su funciéon. Los transportadores conocidos con mayor
probabilidad de estar implicados en esta compensacion son el Lat2 y el Oatpl4. Por un
lado, se ha descrito que el transportador Lat2 en ratones se expresa altamente en neuronas
en desarrollo, mientras que en humanos sélo se expresa en neuronas de adulto. En fetos
humanos la expresiéon de I.AT2 se encuentra fundamentalmente en la microglia (Pineda,
1999; Chan, 2011). Por otra parte, se piensa que el transportador Oatp14 puede tener un
importante papel en la entrada de HT al cerebro. En roedores Oatpl4 se expresa
fuertemente en células endoteliales de cerebro y plexos coroideos (Sugiyama, 2003;
Tohyama, 2004), mientras que Roberts y cols. (Roberts, 2008) demostraron que en el
cerebro humano OATP14 se expresa muy débilmente en capilares. Hstas diferencias de
expresion podrian suponer la falta de acceso de T3 a las neuronas durante periodos criticos

del desarrollo provocando las graves alteraciones estructurales y funcionales del cerebro de
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pacientes AHD. También cabria la posibilidad de que en humanos MCTS$ tenga alguna

funcién no descrita hasta el momento o que transporte algiin sustrato aun sin identificar.

5. Fenotipo de ratones Knock-out de Lat2

Dos grupos independientes han generado ratones deficientes de Lat2. El grupo del Dr.
Palacin (Universidad de Barcelona) trabaja con el objetivo de determinar los mecanismos
moleculares implicados en la reabsorcion renal e intestinal de aminoacidos. Han generado
ratones deficientes del transportador de aminodcidos Lat2 (Slc7a8) en un fondo genético
mixto de C57/1290la. La descripcién del fenotipo de estos ratones en lo referente a su
funcién de transporte se publicard por Font-Llitjés M, Espino M, otros (manuscrito en

preparacion).

Por otro lado, el Dr. Schweizer (Charité —Universititsmedizin, Berlin) generé ratones
KO de Lar2 en un fondo genético C57B1/6 (Braun, 2011b). El estudio publicado con estos
ratones ha revelado un incremento en la perdida urinaria de aminoacidos neutros de
pequefio tamafo. Sin embargo, el desarrollo y crecimiento de los animales era normal
sugiriendo que existe una compensacién funcional del transporte de aminodacidos neutros
por otros transportadores en rifiones, intestino y placenta. La deficiencia de Lat2 no
causaba alteraciones en los niveles circulantes de HT ni de TSH. Los animales presentaban
un desarrollo y estructura del cerebelo sin alteraciones, asi como tampoco detectaron
cambios en el tamafio, estructura, expresiéon de marcadores neuroquimicos y expresion de
genes dependientes de T3 en el cerebro. En contraste, observaron una ligera disminucién
en la coordinaciéon motora. Se puede concluir que el aporte de HT en estos ratones es
suficiente, lo que se explica porque el principal aporte de hormonas ocurre a través de
Mct8. Se propone que el fallo motor se debe a una alteracién en el ciclo cerebral de la
glutamina/glutamato como consecuencia de una disminucién del flujo de alanina la cual se
ha sugerido como fuente de amonio en este ciclo. Segin esta teoria los astrocitos toman el
glutamato extracelular y lo convierten en glutamina, la cual es transportada hasta las
neuronas donde se convierte en glutamato. Lat2 podtia estar implicado en la entrada de
alanina en los astrocitos. Mutaciones en este transportador no permitirfan el correcto

aporte de alanina impidiendo, por tanto, un adecuado ciclo glutamina/glutamato cerebral

(Broer, 2007; Edwards, 2007).
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Con el objetivo final de descubrir las causas de la ausencia de alteraciones neurolégicas
en ratones knock-out de Mct§ en contraste con los graves sintomas observados en pacientes
con mutaciones en el transportador de hormonas tiroideas MCTS8, hemos generado ratones

dobles £nock-out de Mct81 at2.

El principal objetivo de este trabajo ha sido evaluar la capacidad del transportador Lat2

de actuar como transportador alternativo de hormonas tiroideas en ausencia de Mct8.

Hemos analizado el efecto de la delecién de La#2 sobre la accidén de las hormonas
tiroideas en cerebro y el efecto que provoca la delecién adicional de este transportador en
animales &nock-ont de Mer§. Los analisis los hemos realizado en ratones de edad adulta y en
ratones de edades posnatales tempranas para determinar posibles alteraciones dependientes

del momento del desarrollo.
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1. Animales de experimentacion

Se utilizaron ratones con fondo genético mixto C57Bl/6]:129Sv (KO de Mu8) y
C57/1290la (KO de Lat2) como se describen en los apartados siguientes. Los animales
fueron criados en el animalario del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”
de Madrid, manteniéndolos en habitaciones con una temperatura controlada (22-24 °C),
ciclos alternativos de luz-oscuridad de 12h y con libre acceso a comida y agua. Los animales
se sometieron a control veterinario siguiendo las directivas de la Unién Europea
(86/609/CEE y 2010/63/UE) segin procedimientos aprobados por el comité ético de la
institucién. Todos los protocolos realizados con los animales han sido aprobados por dicho

comité.

1.1 Obtencién de los ratones knock-out de Mct8 y su genotipado

Los ratones deficientes de Mct8 fueron generados en el laboratorio del Dr. Samuel
Refetoff en la Universidad de Chicago (Dumitrescu, 2006). Mediante recombinacion
homologa se consiguié la delecién del exén 3 del gen M8 (Sk16a2) localizado en el
cromosoma Xq13.2 sobre un fondo genético C57Bl/G]. Posteriormente se ctuzaron con
ratones de fondo genético 129Sv para obtener ratones KO de M8 con un fondo genético
mixto C57B1/6]J:129Sv, los cuales han sido utilizados en esta tesis. El genotipo de estos
ratones fue confirmado mediante PCR (36 ciclos: 94°C 30seg.; 62°C 40seg.; 72°C 40seg.) a
partir de ADN extraido de 2mm de cola. Se utilizaron los siguientes cebadores: iniciador
comun (5-ACAGAGCAAGTTCCAAGACA-3); reverso especifico para el mutante (5-
GAGAGCAGCGTAAGGACAAA-3); y reverso especifico para el Wt (5-
CTCCCAAGCCTGATTTCTAT-3). Como resultado se obtiene un fragmento
amplificado de 573 pares de bases (pb) correspondiente al alelo Wt y otro de 325pb

correspondiente al alelo mutado.

1.2 Obtencion de los ratones knock-out de Lat2 y su genotipado

Los ratones deficientes de Lat2 utilizados en esta tesis fueron generados y cedidos por
el laboratorio del Dr. Manuel Palacin y la Dra. Virginia Nunes de la Universidad de
Barcelona e IDIBELL respectivamente. Los ratones KO de Laz2 fueron generados sobre
un fondo genético mixto C57/1290la mediante recombinacién homologa; reemplazando
parte del promotor y el exén 1 del gen Si7a8 (LLat2) por el gen de resistencia a neomicina.

Se cruzaron 8 quimeras macho con hembras C57Bl/6] para obtener la F1. Los

22

Materiales y Métodos



heterocigotos (S/74"") de la F1 fueron cruzados entre ellos para obtener los 3 posibles
genotipos con una frecuencia mendeliana. Una descripcién mas detallada del proceso y la
completa caracterizacién del fenotipo de estos animales serd publicada por Font-Llitjés, M.
y cols (Font-Llitjés M). El genotipo de Laz2 fue confirmado por PCR de ADN procedente
de 2mm de cola utilizando los mismos ciclos que para el genotipado de Mc£8 y usando los
siguientes cebadores: iniciador comun (5-GGAGCGATCTGCGGAGTGA-3"); reverso
especifico para el mutante (5-CGGTGGGCTCTATGGGTCTA-3") y reverso especifico
del Wt (5-ACAGAGTGCGCTCCTACCCT-3"). Este proceso genera un fragmento de

457pb correspondiente al alelo Wt y uno de 180pb correspondiente al alelo mutado.

1.3 Obtencién de los ratones dobles knock-out de Mct8Lat2

ILa obtencion de los ratones dobles KO de Me8L.at? se realizdé en el Instituto de
Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols”. Para ello se cruzaron los animales KO de M8

con los animales KO de La#2 de la siguiente manera:

Se comenzé cruzando machos KO de La#2 con hembras M8 heterocigotas (portadoras
de Met8) (Fig.6). De este cruce en la F1 se obtienen 4 genotipos diferentes, de los cuales se
cruzaron los machos Laz2 heterocigotos y Mez8 silvestres (wild type, Wt) con las hembras
Lat2 Wt y M8 heterocigotas de manera que en la F2 se consiguen 12 genotipos diferentes
entre los que se encuentran los machos dobles KO de Mw§Lar2. Para todos los
experimentos realizados en esta tesis se han utilizado ratones machos. Con el fin de
conseguir que todos los machos de la progenie tuvieran el genotipo necesitado se realizaron
dos tipos de cruces. En uno de ellos se cruzaron machos Wt con hembras portadoras de
Met8/Lat2 Wt para conseguir machos Wt y KO de Me£§. Por otro lado, se cruzaron machos
Met8 Wt/Lat2 KO con hembras portadoras de Mez8/Lat2 KO para obtener machos KO de
Lat2 y dobles KO Me8Lar2. En todos los experimentos se han utilizado un minimo de 6-8

animales.
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1.4 Tratamiento: Induccion de hipotiroidismo

La induccién del hipotiroidismo durante el desarrollo se realiz6 afiadiendo al agua de
bebida de los animales MMI (2-mercapto-1-metil imidazol; Sigma) al 0,02% y perclorato
potasico (KCIO,, Merck) al 1% desde el dia embrionario de gestacién 9 (E9) y el efecto del
hipotiroidismo se analiz6 en animales a la edad posnatal de 21 dfas (P21). El hipotiroidismo
en animales adultos se indujo con el mismo tratamiento durante un periodo de 3 semanas
antes del sacrificio. Estos compuestos son drogas antitiroideas; el MMI inhibe la yodacién

de la tiroglobulina y el KCIO, inhibe el transporte de yoduro al interior de los tirocitos.

1.5 Sacrificio y obtencion de muestras

Dependiendo del estudio al cual iba destinada cada muestra o tejido se realizé un

determinado sacrificio de los animales:

1.5.1 Extraccion de tejidos para obtencion de ARN y para la determinacion

de las concentraciones de hormonas tiroideas

Para la obtencién de tejido para extraccion de ARN y determinacién de las
concentraciones hormonales los ratones fueron decapitados. Rapidamente se recogié una
muestra de higado y se extrajo el encéfalo del craneo separandolo en sus distintas regiones:
corteza, hipocampo, estriado y cerebelo. Inmediatamente los tejidos se congelaron en hielo
seco y se almacenaron a -80°C. En el caso de la obtencién de tejido de animales recién

nacidos (P0) so6lo fue posible separar las cortezas cerebrales y los higados.

1.5.2 Extraccion de tejidos para técnicas histologicas

La extracciéon de tejidos para técnicas histologicas se realizé mediante perfusion de los
animales. Los ratones fueron anestesiados con una mezcla de ketamina (5mg/100gr de
peso corporal; Ketolar, Pfizer) y medetomidina (0,01mg/100gt de peso corporal; Domtor,
Pfizer) mediante inyeccion intraperitoneal. La perfusion se realiz6 a través del ventriculo
izquierdo via aorta ascendente con paraformaldehido (Merck) al 4% en tampon fosfato
0,1M, pH 7,4 (PF 4% PB 0,1M). Tras la perfusion se decapitd a los animales para extraer el
cerebro completo. Se realiz6 una post-fijacion de 24h en PF 4% PB 0,1M a 4°C y una
crioprotecciéon con PF 4% PB 0,1M mas sacarosa al 30% a 4°C. Los animales de edad PO
fueron decapitados y los cerebros fueron extraidos y sumergidos directamente en PEF 4%

PB 0,1M para su fijacién y posterior crioproteccién con PEF 4% PB 0,1M mas sacarosa al
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30% a 4°C. Posteriormente fueron congelados rapidamente en hielo seco y almacenados a
-80°C hasta su utilizacién. Se realizaron cortes coronales del cerebro y sagitales del cerebelo
al criostato de 25um de grosor. Los cortes fueron recogidos y almacenados a -80°C en una
solucién crioprotectora conteniendo 30% etilen-glicol y 30% glicerol en tampén fosfato
0,IM. Los tejidos de tiroides utilizados fueron cedidos por la Dra. Ana Sastre. Tras una
rapida extraccion fueron directamente congelados en OCT, cortados al criostato sobre

porta y almacenados a -80°C hasta su utilizacion.

1.5.3 Extraccion de sangre para la obtencion de plasma

La obtencién de sangre se obtuvo de todos los animales que fueron decapitados. La
sangre fue recogida en tubos heparinizados y centrifugada a 3000 rpm durante 20 min. a

temperatura ambiente. El plasma (fase superior) se recogié y se almacend a -80°C.

2. PCR en tiempo real

La extraccion de ARN total se llevo a cabo mediante el método de Trizol (Invitrogen)
siguiendo las recomendaciones del fabricante y con una extraccién de cloroformo adicional.
La calidad del ARN se analiz6 con un bioanalizador (Agilent, Santa Clara, CA). E1 ADNc
fue preparado a partir de 250ng de ARN mediante el kit “High capacity cDNA reverse
transeription” (Applied Biosystems). Para la reacciéon de PCR se utilizé una cantidad de
ADNCc equivalente a 5ng/ul de ARN inicial. La reaccién de PCR en tiempo real fue llevada
a cabo en un volumen final de 10ul con la solucién “TaqMan universal PCR master mix,
No Amp Erase UNG” en un termociclador “7900HT Fast real-time PCR systen” (Applied
Biosystems). El programa de PCR utilizado consistié en un paso inicial de 95°C durante
10min seguido de 40 ciclos (95°C 15seg, 60°C 1min). Las PCRs se realizaron en triplicados
utilizando el gen 18S como control endégeno (su expresion es constante en todas las
condiciones experimentales utilizadas). El analisis fue realizado con el método 2-Ct. Los
resultados obtenidos se expresaron como valores relativos a los obtenidos para la muestra
control (Wt) a la cual le fue asignado el valor de 1 tras la correcciéon por el 18S. A

continuacion se muestran las sondas TagMan (Applied Biosystems) utilizadas:
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Cédigo Abreviatura Nombre completo del gen
Mm00437796_m]1 Bcl2111 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator)
MmO00618780_m1 Cadm?2 cell adhesion molecule 2
MmO00487160_m1 Col6al collagen, type VI, alpha 1
Mm00438355_m1 Cxadr coxsackie virus and adenovirus receptor
Mm00444699_m1 Cxcl14 chemokine (C-X-C motif) ligand 14
Mm00517363_ml1 Dbcl deleted in bladder cancer 1 (human)
Mm00488080_m1 Dhrs3 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 3
Mm00839358_ml1 Diol deiodinase type 1
Mm00515664_m1 Dio2 deiodinase type 2
MmO00548953_s1 Dio3 deiodinase type 3
Mm00513052_m1 Flywch2 flywch family member 2
Mm00497606_m1 Gbp3 guanylate binding protein 3
MmO01164862_ml Gls2 glutaminase 2 (liver, mitochondrial)
Mm00498963_m1 Hr hairless
Mm00434548_m1 1tih3 inter-alpha trypsin inhibitor, heavy chain 3
Mm00495172_m1 KI1£9 kruppel-like factor 9

Mm00441516_m1

Lat1, Slc7a5

solute catrier family 7 (cationic amino acid transporter,
y+ system), member 5

Mm00444250_m1

Lat2, Slc7a8

solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter,
y+ system), member 8

Mm01266402_m1 Mbp myelin basic protein
Mm00486204_m1 | Mct8, Slcl6a2 solute carrier family 16 (monocarboxylic acid
transporters), member 2
Mm00456201_m1 Nefm neurofilament, medium polypeptide
Mm00451845. m1 Oatpl4, solute carrier organic anion transporter family, member
Slcolcl 1cl
Mm00452449_m1 Oatp3al, solute carrier organic anion transporter family, member
Slco3al 3al
Mm00441361_m1 SemaTa sema domain, 1mmunoglobul1p domain (Ig), and GPI
membrane anchort, (semaphorin) 7A
Mm00436528_m1 Shh sonic hedgehog

MmO00600697_m1

Slc1a3, GLU-T

solute carrier family 1 (glial high affinity glutamate
transporter), member 3

3. Hibridacion in situ radiactiva

El protocolo se realiz6 con cortes de cerebro

de 25um de grosor en flotacion

utilizando placas de 24 pocillos para la hibridacién siguiendo el protocolo descrito por
Bernal y Guadafo-Ferraz (Bernal, 2002). La ribosonda de Me#§ fue disefiada por Ainhoa
Ceballos a partir de ADNc de Mat§ (NM_009197.2; nucleétidos 640-1410). La ribosonda
de Lar2 (NM_016972.2; nucleétidos 1824-2213) fue sintetizada a partir de 390pb de ADNc

conseguido mediante amplificacién por PCR utilizando los siguientes cebadores: forward
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5"GCCTGCTGTTTCCCATTATC-3', reverse 5-CAGGAATACAGGGCAGAAAG-3'.
El marcaje de las ribosondas se realizé utilizando *S-UTP en una reaccién de transcripcion
in vitro con los ADNc anteriores. Posteriormente fueron purificadas en columnas
Chromaspin 100 (Clontech). La hibridacién de los tejidos se realizé con una concentracién
de ribosonda de 9x10° cpm por cada 500ul de buffer de hibridacién en cada pocillo durante
toda la noche a 55°C. Tras la hibridacion, el exceso de sonda y la sonda unida
inespecificamente fueron eliminadas con incubaciones en tampones con concentraciones
salinas descendentes y temperaturas crecientes hasta 68°C. Tras varios lavados de los cortes
en PBS, estos fueron montados y posteriormente deshidratados durante 3 min en 50, 70 y
96% de etanol, todos conteniendo NH,OAc 0,3M y 10 segundos en etanol 100%. Los
cortes de tejido fueron expuestos a una pelicula autorradiografica de alta sensibilidad

(BioMax, Kodak) durante 6 dias.

4. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica de tejido cerebral fue realizada en cortes en flotacién, mientras
que la inmunohistoquimica de tiroides frescos se realizé en cortes de tejido sobre portas.
En primer lugar se realizaron 3 lavados de 5min con PBS para eliminar la solucién
crioprotectora de los cortes de cerebro. Los tiroides fueron fijados 7 min con PF 4% PB
0,1M en frio. Posteriormente se bloquearon las peroxidasas endégenas con un lavado de 15
min con metanol al 10% mas H,O, al 3% en PBS. Se incubaron durante 1h en solucién de
bloqueo (BSA 4%; Triton-X-100 0,05% para cerebros/0,1% para tiroides; suero 5%; lisina
0,1M en PBS) y con el anticuerpo primario Lat2 cedido por el Dr. Manuel Palacin a una
dilucién 1:700 en PBS 1x, BSA 4%; Triton-X-100 0,05% para cerebros/0,1% para tiroides;
suero 1%; O-N a 4°C durante toda la noche a 4°C. Tras lavados en PBS se utilizo el
anticuerpo secundario biotinilado 1:200 en PBS 1x, BSA 4%,; Triton-X-100 0,05% para
cerebros/0,1% para tiroides; suero 1% durante 1h. Revelado con DAB (diaminobenzidina)
0,5 mg/ml, 0,01% H,O, en PBS. Se montaron los cortes y se deshidrataron en series de

etanol al 50, 70, 96 y 100% de etanol (2min).

5. Hibridacién in situ radiactiva combinada con inmunohistoquimica y

revelado con emulsion autorradiografica.

Los cortes de tejido se procesaron para hibridacién iz sitn como se explica en el
apartado 3 sin llegar a montar los cortes, dejandolos en el dltimo lavado con PBS. A

continuacién se pasé a incubar los cortes directamente con la solucién de bloqueo (BSA
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4%; Triton-X-100 0,05%; suero 5%; lisina 0,1M en PBS) sin realizar el paso de bloqueo de
las peroxidasas. Los siguientes pasos se describen en el apartado 4. Anticuerpos primarios
NeuN 1:500 (Chemicon; Millipore), GFAP 1:2000 (Sigma) y PDGFRa« 1:500 (Santa Cruz
Biotechnology). Anticuerpo secundario biotinilado 1:200. Revelado con DAB
(diaminobenzidina) 0,5 mg/ml, 0,01% H,O, en PBS. Los cortes se montaton y se
deshidrataron durante 2min en 50, 70 y 96% de etanol, todos conteniendo NH,OAc 0,3M
y 10 segundos en etanol 100%. Tras el secado de los cortes, éstos se recubrieron con la
emulsién autorradiografica NTB (Kodak) siguiendo instrucciones del fabricante. Tiempo
de exposicién de la emulsién 12-15 dias. Revelado de la emulsion sin agitacién y a 16°C con
4min de revelador D19 (Kodak), 30seg en agua y 5min en fijador (P6557-1GA, Kodak).
Tras lavar con agua fria durante 30min los cortes se deshidrataron de nuevo durante 3min
en 50, 70 y 96% etanol+ NH,OAc 0,3M, 100% etanol y Xilol. Finalmente los cortes se

cubrieron con cubreobjetos utilizando Depex (Serva).

6. Tincion de Nissl

Esta técnica nos ha permitido el estudio de la migracién de las células granulares en
cortes sagitales de cerebelo. La técnica se realiz6 con los cortes montados sobre porta. La
preparaciones se dejaron 1h en etanol 70% seguido de un lavado de 5min con agua y 15
min en Azul de Toluidina al 0,1% (Merck) en solucién de Na,HPO, al 1,4% (Riedel Haén)
y acido citrico al 1,3% (Merck) pH 4. Con lavados de agua se eliminé el exceso de colorante
y posteriormente las preparaciones se deshidrataron durante 2min con etanol al 50, 70, 96 y
100% y se clarificaron en xilol 5min. Finalmente las preparaciones se cubrieron con DePex

(Serva).

7. Determinacion de T3 y T4 en tejidos y plasma mediante

radioinmunoensayo (RIA)

Las determinaciones de T3 y T4 se realizaron en colaboracién con la Dra. Marfa Jesis

Obregon del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de Madrid.

7.1 Sintesis de T3 y T4 marcadas radiactivamente y extracciéon de HT de los

tejidos

Para la utilizacién en los ensayos de los RIA se sintetizaron T3 y T4 radiactivas con '’

con una alta actividad especifica (3000-1500 puCi/ug). Para la sintesis se siguié el método
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descrito por Weeke y cols. (Weeke, 1973). Los productos del marcaje se separaron por

cromatografia en papel con butanol-metanol-amoniaco segin (Obregén, 1978).

La extraccion de T3 y T4 de los plasmas y tejidos se realizé siguiendo el protocolo
descrito por Gordon y cols. (Gordon, 1982) con las modificaciones afiadidas por Morreale
de Escobar y cols. (Morreale de Escobar, 1985). Puesto que sélo hemos utilizado un
isétopo (I'”) para el marcaje de T3 y T4, el porcentaje de recuperaciéon lo calculamos
afiadiendo a la mitad de las muestras 2000 cpm de T3 marcada con I'” y a la otra mitad
2000 cpm de T4-1'® como trazadores internos. La extracciéon se realiz6 con metanol-
cloroformo (1:2) en CI2Ca al 0,05 % y la purificacion de los extractos obtenidos se obtuvo
mediante cromatografia de intercambio iénico en columnas de resina Dowex 50W-X2
(Bio-Rad) y su posterior elucion con 4cido acético al 70%. La radiactividad de la fraccion
resultante se cuantificé en un contador gamma para calcular la recuperacion de T3-1' y
T4-1'” en las distintas muestras analizadas. .a media de la recuperacién obtenida con las
muestras de T3-1'” fue utilizada en la otra mitad de las muestras que tenfan T4-1'” y
viceversa. Los eludidos se evaporaron y fueron resuspendidos en tampén de RIA (PB 0,04

M pHS8 con BSA al 0,2 % y mertiolato 0,6 mM) y congelados hasta su posterior analisis en
los RIA.

7.2 Determinacion de T3 y T4 en extractos de plasma y tejidos

Para la realizacién de los RIA de T3 y T4 se utilizé el método de Weeke y cols. (Weeke,
1975) con las modificaciones afladidas por Obregon y cols. y Morreale de Escobar y cols.
(Obregon, 1978; Morreale de Escobar, 1985) utilizando anticuerpos especificos (Ruiz de
Ofia, 1991). Cada muestra se ensay6 por duplicado. A cada una se le afiadieron 100pl de
tamp6n de RIA con 6000 cpm de T4-1'” 6 T3-I'" y 100pul del antisuero especifico (en una
dilucién 1/300.000 para T4 y 1/150.000 para T3). Después de 12-24 h de incubacién se
afladieron 1,5ml de tampén de RIA con 90mg de polietilenglicol 6000 y 45ul de suero
bovino. Los complejos antigeno-anticuerpo se precipitaron por centrifugacion y se conté la
radiactividad. En cada ensayo se prepararon curvas patrén de T3 y T4. La curva patrén del
RIA de T3 cubri6 el rango de 1,5 a 100pg, siendo el limite de deteccién de 1,5pg/tubo. La
curva patron del RIA de T4 cubri6 el rango de 2,5 a 320pg, siendo el limite de deteccién de
2,5pg/tubo. Las concentraciones de cada hormona en la muestra inicial se calcularon

teniendo en cuenta el peso de la muestra original homogeneizada o el volumen de la misma

30

Materiales y Métodos



en el caso de los plasmas, la recuperaciéon de los trazadores durante el proceso de

extraccion y el volumen de cada alicuota en los RIA.

Todas las medidas se realizaron con un minimo de 6-8 muestras por grupo. En el caso
de las muestras de animales a PO se hicieron pules de 2 6 3 animales para obtener entre 8 y

11 puntos por cada grupo.

8. Determinacion de la actividad D2 en corteza cerebral

Las determinaciones de las actividades de D2 se realizaron en colaboracién con la Dra.
Matrfa Jesus Obregén del Instituto de Investigaciones Biomédicas “Alberto Sols” de
Madrid, siguiendo el método de Leonard (Leonard, 1980) con modificaciones adaptadas

por la propia Dra. Marfa Jesis Obregén (Hernandez, 1996).

IlZ5 1125

Antes de la realizacién del ensayo, se sintetizo T4-1'""y se purific para eliminar el
yoduro contaminante. Esta purificacién se realizé por electroforesis en tiras de 2cm de
papel Whatmann 3MM durante 5 minutos a 400V, usando como solvente acetato amoénico
(50mM), pH 6,8. El yoduro migra unos 3-4cm, mientras que la T4-1'* permanece en el
origen de aplicacién de donde se eluyé con NaOH (0,04N). 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).

Los tejidos fueron homogeneizados en 1ml de tampén de homogeneizacion
conteniendo  sacarosa  (0,32M), 4cido N-2-hidroxietilpiperazina-N’-2etanosulfénico
(HEPES; 10mM) a pH=7 y ditiotreitol (DTT; 10mM). La actividad de la D2 se midi6 en
un volumen final de 100pl que contenfa: 50pl del homogeneizado de cada muestra,
100.000cpm T4-1'* y T4 (2nM) como sustrato, T3 (1uM) para inhibir la desyodacién de la
T4 en posicion 5 (en el anillo interno por accién de la D3), tampén fosfato (100mM; pH 7),
acido etilendiamino-tetracético (EDTA; 1mM) y 6-propil-2-tiouracil (PTU; 1mM) para
inhibir la actividad 5* de D1 y DTT (50mM). Tras una incubacién de 1 hora a 37°C se pard
la reacciéon afiadiendo 50pl de una mezcla (1:1) de suero de ternera con PTU (10mM).
Posteriormente se afiadieron 350pl de 4cido tricloroacético (TCA) al 10% precipitando las
proteinas por centrifugacién (1000g, 30 min a 4°C). La separacién del yoduro y de la
yodotironina residual (no precipitada con el suero y el TCA) se realizé por cromatografia

de intercambio ibnico. Esto se realiz6 pasando 400pl del sobrenadante anterior por
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columnas rellenas de Dowex 50W-X2 (Bio-Rad) que habfan sido equilibradas con dcido
acético al 10%. 2ml de este mismo 4acido acético 10% se utilizaron para la elucién. Se contd
la radioactividad I'*-yoduro y la actividad enzimatica se obtuvo restando al valor de cada
muestra la desyodacién no enzimatica. Esta se estimé incubando el blanco con la solucién
de homogeneizacién (sin tejido) y calculando el porcentaje de T4-1'” desyodada como
fraccion de los 200 femtomoles usados por hora y mg de proteina. La concentracion de
proteina de las muestras se determiné por el método de Lowry (Lowry, 1951) precipitando
los homogeneizados tisulares con TCA al 10% para evitar la interferencia colorimétrica del

DTT en el ensayo.

9. Determinacion de TSH

TLas determinaciones de TSH fueron realizadas en colaboracion con el Dr. Samuel

Refetoff en la Universidad de Chicago siguiendo el método descrito por (Pohlenz, 1999).
10. Estudio de comportamiento: Rotarod

La prueba del rotarod se utiliz6 para evaluar el equilibrio y la coordinacién motora de
los distintos animales. Para la realizacion de la prueba se sigui6 el protocolo descrito por
Pallier y cols. (Pallier, 2009) con pequefias modificaciones. El rotarod (Accelerating model,
Ugo Basile) se programé para aumentar la aceleraciéon de 4 rpm hasta 44 rpm en 180
segundos y posteriormente continuar a velocidad constante de 44 rpm durante 120
segundos mas, completando asf un ciclo de 5 min por ensayo. Con cada ratén se realizé un
dfa de aprendizaje dejandoles 1 minuto sobre el rotarod. Si se cafan del rotarod se les volvia
a subir. Seguido de este dia de aprendizaje se realizaron 5 dias consecutivos de ensayo,
repitiendo la prueba 3 veces al dfa con intervalos de 30 min entre cada ensayo. Se midi6 la
latencia de caida del rodillo. Para el analisis estadistico se utilizé el valor maximo de latencia
de caida de cada ratén por dia. A los ratones que permanecieron en el cilindro sin caer los 5
minutos que duré la prueba se les concedié el valor maximo de 300 segundos. Se utilizaron
17 animales Wt, 13 animales dobles KO de Mct8/Lat2 y 8 animales KO de La#2 de 8

meses de edad.

11. Analisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico de los datos se llevo a cabo con el programa GraphPad Prism 5

(www.graphpad.com) expresando los resultados como la media ZSEM (error estindar de la
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media). Para comparaciones entre dos grupos se utilizé el analisis estadistico “wmpaired T-
tes/” y para comparaciones multiples se utilizé el analisis de varianza ANOVA de una o dos
vias dependiendo del experimento. En el caso de los experimentos con animales PO y P5
donde la influencia de los diferentes genotipos de la madre podria interferir sobre los
resultados se utiliz6 el andlisis estadistico MANOVA (Modelo lineal generalizado) con el
programa SPSS. Los post-test que se aplicaron fueron el “Zest de Tukey” o el “test de
Bonferron?” para valorar las diferencias entre los grupos. El nivel de significancia estadistica

se establecié en P=0,05 (*); P<0,01 (**) y P<0,001 (***).
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Resultados







1. Obtencion de ratones dobles KO de Mct8Lat2 y sus caracteristicas

fenotipicas a la edad de P21 y Adultos.

Para determinar si el transportador Lat2 en ratones es el responsable de la diferencia de
fenotipo entre animales KO de Me#8 y pacientes con el sindrome de Allan-Herndon-Dudley

(AHD) hemos obtenido ratones dobles KO de Me8Lar2.

Para ello hemos contado con ratones KO de La#2 con fondo genético mixto
C57/1290la cedidos por los Drs. Manuel Palacin de la Universidad de Barcelona y Virginia
Nunes (IDIBELL) y ratones KO de M8 con fondo genético C57B1/6]:129Sv generados
por A. Dumitrescu en la Universidad de Chicago. Los cruces realizados para conseguir los

dobles KO se indican en el apartado 1.3 de materiales y metodos.

Una vez obtenidos los ratones dobles KO analizamos su fenotipo a la edad posnatal
P21 y en adultos. La enfermedad AHD muestra alteraciones endocrinas caracteristicas, con
unos niveles de T3 elevados, T4 y T3 disminuidos y TSH normal o ligeramente
incrementada. Ademds presenta sintomas neuroldgicos graves provocando retraso
psicomotor. Hemos analizado tanto las caracteristicas endocrinas como las neuroldgicas en

los animales dobles KO de M8 az2.

1.1 Alteraciones endocrinas

Para comprobar si los ratones KO de Ma§Lat2 presentan las mismas caracteristicas
endocrinas que los animales KO de M8 y que los pacientes con el sindrome AHD, asi
como para estudiar la aportacién del transportador Lat2 al transporte y metabolismo de las
HT, medimos las concentraciones de T3, T4 y TSH en plasma a la edad de desarrollo

posnatal de 21 dfas (P21) y en adultos (Fig. 7).

La deficiencia de Mct8 produjo los cambios esperados en los niveles de HT, con un
incremento de T3 del 58% a P21 y un incremento del 132% en los adultos. La T4, en
cambio, disminuyé en un 65% en ambas edades. Los animales KO de Laz2 presentaron
una disminucién de T3 y T4 a la edad de P21 de un 23 y 37% respectivamente en
comparacién con los animales Wt, mientras que los adultos mostraron una disminucién del
30% en los niveles de T4 con respecto a los Wt manteniendo una T3 normal. En los

animales dobles KO de MeSLat2 predomina el efecto de la inactivacién de Mef§, con un
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incremento del 20% en la T3 a P21 y cerca del 200% en los adultos. La T4 a P21

disminuy6 en un 73% y en un 48% en los adultos. En ningtn caso las alteraciones en los

niveles hormonales llegaron a ser como en los animales Wt hipotiroideos, donde los

niveles eran practicamente nulos.
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Figura 7. Evaluacion de las caracteristicas endocrinas de animales P21 y adultos Wt, Wt
hipotiroideos, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2. Las figuras representan las
determinaciones de T3 (A, B), T4 (C, D) y TSH (E, F) en plasma obtenidas mediante RIA,
expresadas en ng/dl, pg/dl y mU/I respectivamente. Posteriormente fueron analizadas con el
analisis estadistico ANOVA de una via y el posterior test de Tukey. *: P<0,05; **: P<0,0I; ***:
P<0,001; ns: no significativo; #: P<O0,001 en un anilisis t-test del grupo con respecto al grupo

Wt. La significatividad estadistica de cada grupo en relacién con los animales Wt se representa

sobre la barra correspondiente al grupo.
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A P21 tanto en animales Wt como en animales KO de M8 la TSH se encontraba por
debajo del limite de deteccién del método. En los animales KO de La2 y KO de Mot§Lat2
la mitad de los animales se encontraban por debajo del limite de deteccién y el resto
presentaban gran dispersién en los datos de manera que no hay diferencias significativas
entre grupos. En los animales adultos sélo los KO de MeSLat2? muestran diferencias
significativas con respecto a los Wt con un incremento de TSH del 127%. La induccién del
hipotiroidismo en los animales Wt produjo un incremento muy supetior en los niveles de

TSH confirmando su estado hipotiroideo.

En resumen, mientras que los animales KO de Laf2 presentan una ligera
hipotiroxinemia, los animales dobles KO de M¢8Lar2 son mas parecidos a los animales KO
simples de Me#8. Ambos presentan las alteraciones hormonales observadas en los pacientes

con el sindrome de AHD.

Dio1 - P21 Figura 8. Expresion del gen dependiente de T3
54 e Diol en higado de ratones P21 Wt, KO de Mct8,
T wkx | KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2. La figura
_E o o *xx muestra los niveles relativos de ARNm de Dio/
< 3 medidos mediante PCR en tiempo real. Los
c datos se analizaron con el analisis estadistico
% 2 s ANOVA de una via y el posterior test de
‘é_ Tukey. *: P<0,05; **: P<0,0I; *** P<0,001;
w 17 ns: no significativo. La  significatividad
0 estadistica de cada grupo en relacién con los
R\ Qé& \/& \/6& animales Wt se representa sobre la barra

&8’ correspondiente al grupo.

Los cambios en las concentraciones circulantes de T3 a P21 se correlacionan con la
expresion del gen dependiente de T3 Desyodasa tipo 1 (DioT) en higado (Fig. 8). La expresion
de Dio7 se encuentra incrementada tanto en animales KO de M¢8 como en los dobles KO
de acuerdo con el aumento de T3 en plasma en estos animales. En cambio, no existe

ningun efecto en la expresioén de Dio? en los animales KO de Laz2.

1.2 Alteraciones neuroldgicas

La enfermedad AHD presenta sintomas neurolégicos graves. Se piensa que estos
problemas se deben a la falta de transporte de HT al cerebro durante el desarrollo causados

por un Mct8 no funcional. Para evaluar el fenotipo neurolégico de los ratones dobles KO
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de MetSLat2 buscamos signos de hipotiroidismo cerebral y realizamos el rotarod como

prueba de comportamiento.

El desarrollo de la estructura del cerebelo en roedores es un proceso altamente
dependiente de HT. El hipotiroidismo provoca un retraso en la migracion de la cge (Fig.4
de la introduccién). Para determinar si los ratones dobles KO de Me8L.at2 presentan
alteraciones en la estructura del cerebelo realizamos una tincién de Nissl a P21 en los
distintos genotipos. Como puede apreciarse en la figura 9 no existen diferencias entre los
grupos; todos presentan una migraciéon practicamente completa. Por tanto, los ratones
dobles KO, al igual que los ratones KO de M8, parecen tener un aporte de HT normal al

cerebelo.

Figura 9. Nissl de cerebelo de ratones Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2 a la edad
de P21. La figura muestra cortes sagitales de cerebelo tras una tincién de Nissl. No se observa
retraso en la migracién de la capa germinal externa (flecha) en ninguno de los genotipos. Mol:
capa molecular; Cgi: capa granular interna. Barra de escala: SOum.

Otra manera de determinar el fenotipo hipotiroideo de estos animales y de analizar el
efecto que produce la deficiencia de Lat2 sobre los ratones KO de Mez8 en la accion de la
T3 en el cerebro es analizar la expresiéon de genes dependientes de T3. Mediante gPCR
medimos la expresién de varios genes dependientes de T3 en corteza, estriado e hipocampo
a la edad de P21 (Fig.10). Hazrless (Hr), gen altamente sensible a las concentraciones de T3,
s6lo en la corteza mostr6 diferencias significativas entre los distintos genotipos comparados
con los Wt. Mientras que los animales KO de Laz2 tienen una expresion similar a los
animales Wt, los ratones KO de Me8 y KO de Mer8Lar2 mostraron una disminucién de la
expresion de un 40%. Sin embargo, el gen Cxadr, también dependiente de T3, present6 una

expresion completamente normal en las tres regiones analizadas en todos los grupos.
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Figura 10. Expresion de genes dependientes de T3 en ratones Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles
KO de Mct8Lat2 a P21. Las figuras representan los niveles relativos de ARNm de Hry Cxadren la
corteza cerebral (A, D), estriado (B, E) e hipocampo (C, F) obtenidos mediante PCR en tiempo
real. Los datos se analizaron con el analisis estadistico ANOVA de una via y el posterior test de
Tukey. ** P<0,0I; ***: P<0,00I; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada
grupo en relacién con los animales W't se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

Con el fin de analizar una baterfa mas amplia de genes, medimos la expresién de Dio3,
Nefin, Col6al, Skla3 y Dio2. En la figura 11 se muestra la expresién de dichos genes en la
corteza cerebral a P21. Todos estos genes presentaban una expresion normal excepto la
Dio3, la cual mostré una disminucién de la expresion de un 63 y 70% en los ratones KO de
Met8 y Met8Lat2 respectivamente, y una reduccién del 36% en los animales KO de Laz2. En
estriado e hipocampo no habifa diferencias entre los diferentes genotipos (datos no

mostrados).

38

Resultados



A B
Dio3 - Ctza - P21 Nefm - Ctza - P21 c Col6al - Ctza - P21
s 157 RS s 15 e
2 il 2 ns 2
= = E=
© * *k o K]
© 1,0 — © 1,0 © 1,01
c e c c
] N i)
7] [7] (7]
© 0,57 il w0 057 © 0,57
o o o
X o] X
w w w
’ N L 4 ° O T A 2 0 S ® 9 9
xS 3 3 X 3 3 xS A X
Q“ NG &Ve @"’ N ‘&\p \&o NG &Vo
QO éo QO
D )
Sic1a3 - Ctza - P21 Dio2 - Ctza - P21
1,59 1,57
g ns g ns
© ©
o 1,07 o 1,07
S e
c c
° ©
2 0,57 P 0,57
S b
S S
X X
w 0 - 0
RO IR 2 RO L S 12
@"‘ N &V‘b @0 N {b\?
N4 ¢

Figura 11. Expresion de genes dependientes de T3 en ratones Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles
KO de Mct8Lat2 en corteza cerebral a P21. Las figuras representan los niveles relativos de ARNm

de 5 genes regulados por T3 en la corteza cerebral obtenidos mediante PCR en tiempo real. Los
datos se analizaron con el anilisis estadistico ANOVA de una via y el posterior test de Tukey.
*: P<0,05; **: P<0,01; ***: P<0,001; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada

grupo en relacién con los animales W't se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

En la edad adulta estos patrones de expresion se mantienen. En la figura 12 se muestra

la expresion de Hren la corteza de animales adultos. Igual que ocurre a P21, los ratones KO

de Lar2 no muestran diferencias con respecto a los Wt, mientras que los KO de M8 y los

dobles KO disminuyen la expresién en un 52 y un 36% respectivamente.
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Figura 12. Expresion del gen Hairless (Hr) en
animales Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO
de Mct8Lat2 en corteza cerebral de adultos. En la
tigura se representan los niveles relativos de
ARNm del gen regulado positivamente por T3
Hr en la corteza cerebral de animales adultos
obtenidos mediante PCR en tiempo real. Los
datos mediante el
estadistico ANOVA de una via y el posterior
test de Tukey. ***: P<0,001; ns: no significativo.
La significatividad estadistica de cada grupo en

se analizaron analisis

relacién con los animales Wt se representa sobre
la barra correspondiente al grupo.
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Para intentar correlacionar los niveles de expresiéon génica con las concentraciones de
HT, realizamos un radioinmunoensayo (RIA) con las cortezas de animales P21 para

determinar los niveles de T3 y T4 (Fig.13).
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Figura 13. Evaluacion de las concentraciones de hormonas tiroideas en la corteza cerebral de
animales P21 Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2. Las ﬁguras representan las
determinaciones de T3 (A) y T4 (B) en corteza cerebral obtenidas mediante RIA y expresadas en
ng/ gr. Los datos se analizaron con el analisis estadistico ANOVA de una via y el posterior test
de Tukey. * P<0,05; ***: P<0,001; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada

grupo en relacién con IOS animales Wt se representa sobre la barra correspondiente al grupo‘

De acuerdo con los niveles de expresion génica, las concentraciones de T3 se
encontraban disminuidas en un 40% en animales KO de Me#8 y Met§Lat2 con respecto a los
Wt y en un 20% en animales deficientes de Lat2. Las concentraciones de T4 solo fueron
significativas en los ratones KO de Laz2 con un incremento de T4 del 37% en estos
animales. Los datos parecen indicar que el transportador Lat2 tiene cierta relevancia en el

transporte de HT en la corteza cerebral.

La prueba de comportamiento del Rotarod nos permite evaluar la resistencia y la
coordinacién motora de los animales objeto de estudio. Realizamos la prueba en animales
adultos comparando los Wt con los animales KO de La#2 y los dobles KO de Me#§Lat2 con
el fin de determinar si la deficiencia del transportador Lat2 en estos ultimos animales
provocaba un cuadro neurolégico no observado en los animales KO de Mw§ (Fig. 14). Los
resultados mostraron una peor coordinaciéon de los ratones deficientes de Lat2 en

comparacion con los Wt, que no se vefa empeorada en los animales dobles KO.
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Figura 14. Prueba de comportamiento: Rotarod. La figura muestra el resultado del test del rotarod
en animales Wt, KO de Lar2 y dobles KO de Mct8Lar2 adultos. Los datos se analizaron con el
analisis estadistico ANOVA de dos vias y el posterior test de Bonferroni. *: P<0,05; **: P<0,01;
¥+ P<0,001; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada grupo en relacién con
los animales W't se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

El conjunto de datos de expresion génica y concentraciones de HT indica que los
ratones dobles KO de Me8L.ar2 son similares a los ratones KO simples de Mez8. Al igual
que los ratones con la deleciéon de M8, los dobles KO reproducen las caracteristicas
endoctrinas tipicas del sindrome AHD, con unos niveles elevados de T3 y disminuidos de T4
en plasma. Sin embargo, no reproducen un fenotipo hipotiroideo en sus niveles de
expresion génica ni en la estructura del cerebelo. En la prueba de comportamiento se
observa que la deficiencia de Lat2 provoca que los ratones KO de La#2 y los dobles KO
presenten alteraciones neurolégicas no descritas en los animales deficientes de Mct8, aunque
en ningun caso son tan graves como los sintomas neurolégicos encontrados en los
pacientes. El transportador Lat2 no parece ser el responsable de la compensacion que se

produce en el transporte de HT en el cerebro cuando Mct8 no es funcional.

2. Los animales KO de Mct8 presentan un estado de “hipertiroidismo

cerebral” en edades posnatales tempranas

Recientemente hemos observado tanto en nuestro laboratorio como en el laboratorio
del Dr. Refetoff de la Universidad de Chicago, que los animales deficientes de Mct8
presentan signos de “hipertiroidismo” en la corteza cerebral durante el periodo perinatal.

omo podemos observar en la figura 15, enes regulados positivamente por
C pod b la fig 15, 12 ¢ gulados positi te por T3
presentan una expresioén incrementada en los animales KO de M8 con respecto a los Wt a
la edad de P3, lo que podria indicar que, a esta edad, la corteza cerebral tendria un mayor
que p q Y

aporte de T3 en los animales deficientes de Mct8.
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Figura 15. Efecto de la delecion de Mct8 sobre los niveles de expresion génica en corteza cerebral a
la edad de P3. En la figura se representan los niveles relativos de ARNm de 12 genes regulados
positivamente por T3 en la corteza cerebral de animales Wt y KO de Mcr8a P3. Los resultados
se expresan como valor relativo con respecto al valor de 1 asignado a los animales Wt. Los datos
se analizaron con el anAlisis estadistico t-test. *: P<<0,05; **: P<<0,0I; ***: P<0,001.

En otro experimento confirmamos que a la edad de PO (dia del nacimiento) los ratones
KO de M8 también presentaban una expresion aumentada del gen dependiente de T3
Hairless. En la figura 16 se observa la comparacion de la expresion de Hr a la edad de PO y
P21 en animales Wt y KO de MeS. Mientras que a la edad de P21 se observa una
disminucién del 40% en la expresion de Hr en los ratones KO de Mez8 indicando un ligero
hipotiroidismo, a la edad de PO existe un incremento del 30%, indicando un posible

“hipertiroidismo” en la corteza cerebral de estos animales (P<0,05).

Ctza - Hr Figura 16. Comparacion de la distinta
Wit expresion de Hr en funcién de la edad
Mct8 en animales Wt y KO de Mct8. La

figura muestra la expresién de Hr

1,57 *

1,0_., e como e]'emplo de gen regulado por

T3 ala edad de PO y P21 en corteza
cerebral de animales Wt y KO de
Mect8, Se realiz6 un ANOVA de dos

vias y el posterior test de Bonferroni

0,54

Expresion relativa
*

Ty (i D
0 PO P21 como analisis estadistico. *: P<0,085.
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3. Estudio de la expresion génica a lo largo del desarrollo en animales

KO de Mct8Lat2

En base a los resultados obtenidos en los estudios previos de edades posnatales
tempranas en los animales KO de M8, decidimos estudiar la interaccioén entre el Mct8 y el
Lat2 a lo largo del desarrollo desde la edad embrionaria E17 hasta la edad posnatal P21.
Para la obtencién de los 4 genotipos diferentes de animales se han utilizado madres
Mc8""Lar2""* y Mc§'*Lar2”". Ambas son portadoras de Mz y sélo difieren en si son o no
KO de La#2. Puesto que esta diferencia podria afectar al aporte de HT a los fetos y por
tanto, a los resultados obtenidos de animales en edades tempranas, decidimos realizar el
analisis estadistico llamado Modelo Lineal General (MLG o MANOVA). Este analisis nos
permite tener en cuenta la posible interacciéon de las madres y nos permite hacer

comparaciones entre todos los grupos.

En general, existen pocas diferencias en el peso corporal de los animales deficientes de

Mct8, de Lat2 o de ambos transportadores en edades posnatales tempranas (Fig.17).
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Para este estudio obtuvimos muestras de corteza cerebral de animales Wt, KO de M8,
KO de a2 y dobles KO en las que medimos la expresion de genes dependientes de T3 a
distintas edades entre E17 y P21.

A la edad de E17 los animales KO de M8 todavia no presentaban signos de

“hipertiroidismo”. Estos animales mostraban unos niveles de expresién normal de los genes
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Hr, Sema7a y Kif9 (Fig.18). Sin embargo, realizando un andlisis estadistico #npaired t-test entre
Wt y KO de Mut§, el gen K/if9 presentaba un aumento significativo de la expresion
(P=0,001), indicando ya una posible tendencia hacia el “hipertiroidismo”. Tanto los
animales KO de La#2 como los dobles KO mantenfan unos niveles de expresion génica
similares a los animales Wt. Tan sélo los animales KO de Ma8.at2 mostraban un ligero

hipotiroidismo en la expresion del gen Hr, manteniéndose normal en los genes SewaZa y

Kip.
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Figura 18. Expresion de genes dependientes de T3 en animales Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles
KO de Mct8Lat2 en corteza cerebral a la edad embrionaria E17. Las ﬁguras representan los niveles
relativos de ARNm de 3 genes regulados por T3 en la corteza cerebral obtenidos mediante PCR
en tiempo real. Los datos se analizaron con el analisis estadistico MLG y el posterior test de
Tukey. *: P<0,05; ***: P<0,001; ns: no significativo; P: valor de P en el analisis MLG. La
signiﬁcatividad estadistica de cada grupo en relacién con los animales Wt se representa sobre la
barra correspondiente al grupo.

Los genes analizados a la edad de PO fueron Hr, SemaZa, Kif9, Gbp3 y Fhyweh2 (Fig. 19).
La expresion de los 3 primeros genes en animales deficientes de Mct8 presentaba un
aumento significativo de entre el 35% (Hr, SemaZa) y el 80% (K/f9), indicando de nuevo, un
posible “hipertiroidismo” en la corteza de estos animales. Estos datos, por tanto,
confirman los estudios previos realizados a esta edad. En cambio, los animales con la
delecién de a2 mostraban unos niveles normales (K/Y) o ligeramente disminuidos (Hr,
Sema7a) de expresién indicando un suave hipotiroidismo cerebral. Los ratones KO de
Met8Lar2 presentaban niveles normales de expresion de los genes Hry Kif9 y disminuidos
significativamente en el gen Sewa/a siendo similar, en este caso, a los animales KO de Laz2.
Es decir, los animales dobles KO muestran una expresion génica normalizada, con valores

similares a los Wt o ligeramente disminuidos. La deleciéon de Laf2 consigue revertir el
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efecto producido por la falta de Mct8 en los animales dobles KO. Sin embatgo, este patron
de expresién no se mantiene en todos los genes analizados. La expresién del gen Giop3
mostraba un aumento significativo en animales KO de M8, efecto que no se revertia en
los animales dobles KO de M¢#8L.at2 a pesar de que los animales con la unica delecién de
Lat2 presentaban unos niveles de expresién normales comparados con el Wt. El gen

Flyweh2 no mostraba diferencias significativas entre ninguno de los genotipos.
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Figura 19. Expresion de genes dependientes de T3 en ratones Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles
KO de Mct8Lat2 en corteza cerebral a P0. Las figuras representan los niveles relativos de ARNm de
S genes regulados por T3 en la corteza cerebral obtenidos mediante PCR en tiempo real. Los
datos se analizaron con el analisis estadistico MLG y el posterior test de Tukey. * P<0,05; **:
P<0,0I; *** P<0,00I; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada grupo en
relacién con los animales Wt se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

El anilisis realizado a la edad de P5 muestra que los ratones con el transportador Mct8
mutado contindan teniendo unos niveles de expresién elevados en un 40% de los genes

dependientes de HT Hr y Shh en comparacién con los ratones silvestres (Fig.20).
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Curiosamente, a esta edad, al contrario de lo que ocurre a P0, los dobles KO no presentan
unos niveles de expresiéon normalizados, siendo similares a los animales KO de M. Es
decir, la falta del transportador Lat2 ya no es capaz de revertir el efecto de
“hipertiroidismo” que produce la deficiencia de Mct8. Los ratones KO de Laz2 mantienen
los mismos niveles de expresion que los ratones silvestres. Sin embargo, los genes Sema/a 'y
K/f9 aumentaron su expresion sélo en los animales dobles KO y el gen Mbp mantenia una
expresion totalmente compensada en los 3 genotipos analizados, siendo todos similares a

los animales Wt.

A B
Hr - Ctza - P5 Shh - Ctza - P5
2,57 2,5+
ns ns
| —— 1
.g 2‘0_ *%* *k Kk .g 2‘0_ *k %k *k*k
E S rrx E RS *kk
Q 1,59 Q 1,51
5 ns S ns
‘® 1,01 ® 1,01
(] ()
S 1
o o
& 057 5 054
e 2 9 9 S 2 9 0
2 0 0 2 0 20
RSN ’&\;o RN ,&\3’
9 9
3 3
C E
Sema7a - Ctza - P5 KIf9 - Ctza - P5 Mbp - Ctza - P5
2,0 2,0 1,57
’ ns ’ * %% ’ ns
ns *kk
© ns * © ©
2 157 — o 2 15 =
E ns £ 2 2 1,0'
[ ns e ns ns [
S 1,07 S5 107 5
2 2 2
< 2 9 0,51
2 0,51 < 0,54 53
w w w
e @ 9 9 S 2 9 9 T @ o 9
2 " " 2 0 20 o 0 0
RSN {b\p RN &Ve RSN ‘&\p
9 9 9
> A\ 3

Figura 20. Expresién de genes dependientes de T3 en la corteza cerebral de ratones Wt, KO de Mct8,
KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2 a P5. En la figura se muestran los niveles relativos de ARNm
de S genes regulados por T3 en la corteza cerebral obtenidos mediante PCR en tiempo real. Los
datos se analizaron con el analisis estadistico MLG y el posterior test de Tukey. * P<0,05; **:
P<0,0I; ***: P<0,00I; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada grupo en
relacién con los animales Wt se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

A esta edad quisimos comprobar si en las distintas regiones cerebrales la interaccién

entre Mct8 y Lat2 era similar a la observada en la corteza, o si por el contrario, la
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deficiencia de uno u otro transportador o la deficiencia combinada de ambos producia
efectos distintos dependientes de la regiéon. Con este fin, analizamos la expresiéon de Hr en
estriado, hipocampo y cerebelo. En la figura 21 se puede apreciar que ni en el estriado ni en
el cerebelo existen diferencias significativas entre los distintos grupos. Todos mantienen
una expresion génica compensada. Sin embargo, el hipocampo muestra el mismo patron
observado en la corteza cerebral, los animales KO de M8 y los dobles KO de Me81.ar2
tienen aumentada la expresion de Hr en relacién con los Wt en un 84 y 55%
respectivamente, mientras que los animales KO de La#2 mantienen unos niveles normales.
Esto indicaria que en el hipocampo los animales KO de M¢#§ también tienen mayor aporte
de HT que los Wt, y que, al igual que en la corteza, la delecion del transportador Laz2 en

animales deficientes de Mct8 no consigue normalizar la expresion génica.
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Figura 21. Expresion del gen dependiente de T3 Hairless en ratones Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y
dobles KO de Mct8Lat2 a P5. Las figuras representan los niveles relativos de ARNm de /Ar en
estriado (A), hipocampo B)y cerebelo © obtenidos mediante PCR en tiempo real. Los datos
se analizaron con el anélisis estadistico MLG y el posterior test de Tukey. ***: P<0,001; ns: no
significativo. La significatividad estadistica de cada grupo en relacién con los animales Wt se
representa sobre la barra correspondiente al grupo.

La siguiente edad analizada fue P15. Tras una transicién a esta edad donde no se
aprecian alteraciones en la expresiéon de Hr en ninguno de los genotipos (Fig.22), a la edad
de P21 se observa una reduccion del 40% en la expresion de Hr en los KO de Mes8, efecto
que se mantiene en los animales adultos. La expresién de Hr en los ratones KO de Laf2 era
similar a los Wt a P21 y en adultos, y la deficiencia combinada de Mct8 y Lat2 producia un

patrén similar a los animales KO de M8 en ambas edades.
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Figura 22. Expresion de Hr en animales W¢t, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2 a P15,
P21y adultos. Las figuras muestran los niveles relativos de ARNm de /r en la corteza cerebral
obtenidos mediante PCR en tiempo real. A: edad PIS; B: edad P21; C: Adultos. Los datos se
analizaron con el anilisis estadistico ANOVA de una via y el posterior test de Tukey. **:
P<0,0I; ***: P<0,00I; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada grupo en
relacién con los animales Wt se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

En resumen, paradéjicamente hemos observado que, al contrario de lo esperado, los
animales deficientes de Mct8 presentan un estado de “hipertiroidismo™ en la corteza
cerebral entre el dia de nacimiento PO y P5, asf como también en el hipocampo a la edad de
P5. En cambio, los animales dobles KO presentan un estado de eutiroidismo similar a los
Wt a PO que deja de observarse a la edad de P5, momento en el que estos animales
presentan también un estado “hipertiroideo” similar a los ratones KO de Me#S. Parece que el
transportador Lat2 tiene un efecto transitorio sobre el transporte de HT durante el
desarrollo temprano en un corto periodo de tiempo, que comienza a la edad de PO y deja de
tener efecto antes de P5. Durante este periodo la falta de Lat2 revierte el efecto
“hipertiroideo” producido por la deficiencia de Mct8 en animales dobles KO de Me8L.az2.
Posteriormente, a partir de P21 los animales KO de M8 muestran el efecto esperado de un
fallo de transporte de HT hacia el interior del cerebro; muestran un estado de
hipotiroidismo total o patcialmente compensado en la corteza cerebral, efecto que

predomina en los ratones deficientes de ambos transportadores.
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4. Determinacion de las concentraciones de HT y actividad Desyodasa
tipo 2 en cerebro en edades tempranas del desarrollo.

Para intentar correlacionar los efectos observados en los niveles de expresién génica
producidos por los transportadores Mct8 y Lat2 a PO y P5 medimos a estas edades las

concentraciones de HT.

Primero, para conocer el estado hormonal periférico de estos animales llevamos a cabo
radioinmunoensayos (RIA) de T3 y T4 en plasma. A PO no existian diferencias significativas
ni en los niveles de T3 ni en los niveles de T4 en plasma en ninguno de los grupos mediante
el analisis estadistico MLG, aunque los animales KO de Me#§ y Mer8Lar2 presentaban un
aumento del 20% en las determinaciones de T4 encontrindose en el limite de
significatividad con unos valores de P=0,082 y P=0,126 respectivamente (Fig.23).
Adicionalmente, para comprobar el ripido equilibrio que se produce entre el plasma y
6rganos como el higado también determinamos los niveles de T3 y T4 en dicho tejido. No
existfan diferencias significativas de los distintos grupos en comparacién con los animales
Wt en las determinaciones de T3, a excepciéon de los animales KO de Laf2, que
curiosamente, presentaron un aumento significativo del 53%. El analisis MLG no mostré
diferencias significativas en las concentraciones de T4 en ninguno de los grupos, sin
embargo los animales KO de Mez8 y MetSLat2 presentaban un incremento del 30 y 48% con

unos valores de P=0,504 y P=0,128 respectivamente.

En el laboratorio del Dr. Refetoff en el que se realizaron en paralelo los estudios
preliminares de la determinacioén del estado “hipertiroideo cerebral” de los animales KO de
Met§ a PO detectaron un aumento en las concentraciones de T4 en plasma e higado de
dichos animales. En este estudio sélo se analiz6 la diferencia entre animales Wt y KO de
Met§ utilizando para ello un analisis estadistico wnpaired t-test. Con el fin de comprobar si la
discrepancia entre nuestros datos y los suyos era debida al andlisis estadistico utilizado,
llevamos a cabo #fest entre los animales Wt y los distintos grupos. Efectivamente, con este
analisis también encontramos que el aumento de T4 en plasma e higado en los animales KO
de M8 y en los dobles KO de Me8L.at2 era significativo con P<0,05. Podemos concluir
por tanto, que existe una tendencia a sufrir hipertiroxinemia en los animales deficientes de
Mct8 a la edad de PO. Esta tendencia se mantiene a pesar de la falta adicional de Lat2 en los
animales dobles KO. Los resultados del ##s7 también resultaron significativos en los niveles
de T3 en plasma de los animales KO de M8, pero este dato no era reproducible en el

higado.
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Figura 23. Evaluacién de las concentraciones de T3 y T4 en plasma e higado de animales Wt, KO de
Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2 a PO. Las figuras representan las determinaciones de T3
(A, B) y T4 (C, D) en plasma e higado obtenidas mediante RIA, eXpresadas en ngT3/ dl,
},LgT4-/ dl en plasma y ngT3—T4/ gr en higado. Los datos fueron analizados con el anélisis
estadistico MLG y el posterior test de Tukey. *: P<0,05; ns: no significativo; P: valor de P en el
analisis MLG. La significatividad estadistica de cada grupo en relacién con los animales Wt se
representa sobre la barra correspondiente al grupo. Los animales KO de Mct8 'y Mct8Lar2
presentan un aumento del 20% en las concentraciones de T4 en plasma y del 30 y 48% en
higado respectivamente no llegando a ser significativo con el analisis MLG. Sin embargo,
comparaciones entre Wt y Mct8 o Wty Mct8Lar2 mediante t-test resultaban signiﬁcativas con
P<0,0S indicando una tendencia a presentar la T4 incrementada.

A la edad de P5 las concentraciones de T3 y T4 en plasma presentaban unos valores
similares a los animales silvestres en todos los grupos analizados (Fig.24). Sin embargo, en la
determinacién de T3 los valores se encontraban cercanos al limite de deteccién de la técnica
y existia gran variabilidad entre ellos. Puesto que no fue posible repetir este experimento
analizamos la expresion del gen diana de T3 Dio7 (Desyodasa fipo 1) en higado (Fig.24C). Este
gen es muy sensible al aumento de las concentraciones de T3 plasmaticas. Dio7 presentaba

una expresion incrementada en un 200% en animales KO de M8 y un 270% en los dobles
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KO, indicando que estos animales ya mostraban un posible aumento de T3 en plasma tipico

del sindrome de AHD.
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Figura 24. Determinacién del estado tiroideo de animales Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO
de Mct8Lat2 a P5. A, B: Concentraciones de T3 y T4 en plasma obtenidas mediante RIA y
expresadas en ng/ dly ug/ dl respectivamente. C: Expresién relativa del gen dependiente de T3
Diol en higado. Los datos fueron analizados con el analisis estadistico MLG y el posterior test
de Tukey. *: P<0,05; ** P<0,0I; ***: P<0,00I; ns: no significativo. La significatividad
estadistica de cada grupo en relacién con los animales Wt se representa sobre la barra
correspondiente al grupo.

Tras haber determinado el estado periférico de estos animales, quisimos comprobar si
existia una correlacién entre los niveles de expresién génica y las concentraciones de HT en
la corteza de los distintos grupos a PO y P5. Si bien, a la edad de P5 tanto los animales KO
de M8 como los dobles KO presentaban un incremento de la concentracion de T3 (Fig.25)
del 25 y 35% respectivamente, estando de acuerdo con el 31 y 37% de incremento en la
expresion de Hr (Fig.20), a la edad de PO no existia una correlacién entre los niveles de

expresion observados y las concentraciones de T3. A PO los ratones KO de Me8 y KO de
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Lat2 mostraron una reducciéon de T3 del 40 y 50% respectivamente, mientras que la
disminucién del 25% ocurrida en los animales KO de Me8Lat2 no resultd significativa. A
esta edad las concentraciones de T4 también se encontraban disminuidas un 34% en los KO

de Mez8, un 48% en los KO de Laf2 y un 56% en los dobles KO. A P5, en cambio, las

concentraciones de T4 no mostraban alteraciones en comparacién con los Wrt.
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Figura 25. Evaluacion de las concentraciones de hormonas tiroideas en la corteza cerebral de
animales PO y P5 Wt, KO de Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2. [as ﬁguras representan las
determinaciones de T3 y T4 en corteza cerebral a PO (A, B) y a PS5 (C, D) obtenidas mediante
RIA y expresadas en ng/ gr. Los datos se analizaron con el andlisis estadistico MLG y el posterior
test de Tukey. *: P<0,05; **: P<0,0I; ***: P<0,00I; ns: no significativo. La significatividad
estadistica de cada grupo en relacién con los animales Wt se representa sobre la barra
correspondiente al grupo.

Puesto que la Desyodasa tipo 2 (D2) esta implicada en la produccién local de T3 en el
cerebro, analizamos su actividad a PO y P5 para comprobar si tenfa relacion con las
concentraciones hormonales encontradas en la corteza. La D2 aumenta su actividad en

situaciones de hipotiroidismo compensando la falta de T3 produciéndola a partir de la T4.
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No encontramos diferencias significativas entre los grupos a P0, y en el caso de P5, sélo los
KO de Me8L.at2 mostraron una disminuciéon de la actividad significativa (P<0,01) en
comparacion con los animales Wt (Fig. 26).
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Figura 26. Actividad de la desyodasa tipo 2 en corteza cerebral de animales PO y P5 Wt, KO de Mct8,
KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2. Las figuras muestran las determinaciones de la actividad de
la desyodasa tipo 2 en corteza cerebral a PO (A) y a PS (B) expresadas como actividad D2/ mg
proteina. Los datos se analizaron con el analisis estadistico MLG y el posterior test de Tukey. *:
P<0,0S; **: P<0,0I; ns: no significativo. La significatividad estadistica de cada grupo en relacién
con los animales W't se representa sobre la barra correspondiente al grupo.

5. Expresion de transportadores

Para determinar el mecanismo por el cual Mct8 y Lat2 interaccionan entre si en las

distintas edades y regiones, estudiamos la expresion de ambos transportadores.

5.1 Expresién de Mct8 y Lat2 en cerebro mediante gPCR

Como hemos comprobado en el capitulo anterior la interaccién entre los dos
transportadores varfa en funcién del momento de desarrollo y de la region del cerebro.
Quisimos valorar si la abundancia relativa entre los transportadores pudiese tener relacion
con los efectos observados a nivel de expresion génica. Para ello, hemos estudiado la
expresion de los transportadores Me8 y Lat2 en la corteza cerebral a lo largo del desarrollo
mediante qPCR en animales Wt. En la figura 27A se representa la expresién de ambos
transportadores a la edad embrionaria E17, posnatal P3 y P21, y en adultos. Como punto
de referencia hemos tomado los niveles de expresion de Mez8 a la edad de P21. Ambos
transportadores presentan una expresion opuesta en el tiempo, mientras que el

transportador Mez§ resultd ser muy abundante en edades tempranas del desarrollo con su
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maxima expresion a P3, el transportador Laf2 se expresa abundantemente en la edad

adulta.
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Figura 27. Expresién mediante qPCR de Mct8 y Lat2 en encéfalo. A: La figura muestra la expresién
de los transportadores Mct8 y Lat2 en corteza cerebral de animales Wt a lo largo del desarrollo,
desde la edad embrionaria E17 hasta la edad adulta. B: Se muestra la expresion de Mct8 y Lat2
en las distintas regiones encefélicas a la edad P21. Los datos se analizaron mediante ANOVA de
dos vias y el posterior test de Bonferroni. * P<0,05; **: P<0,0I; ***: P<0,00I; ns: no
significativo.

Para analizar la expresién relativa de ambos transportadores en las distintas regiones
encefalicas medimos su expresion a la edad P21 en corteza, estriado, hipocampo y cerebelo
(Fig.27B). El punto de referencia que hemos tomado en este caso es la expresion de Met§
en la corteza. A excepcién del estriado donde no existian diferencias significativas en la
expresion de ambos transportadores (P>0,05), tanto en la corteza como en el hipocampo y

cerebelo la expresion de Laz2 era aproximadamente el doble que de M8 (P<<0,001).

En el apartado 3 demostramos que el transportador Lat2 tenfa un papel transitorio en
el transporte de HT en la corteza entre la edad PO y P5 en animales mutantes de Mct8. Para
comprobar si la deleciéon de Me#§ provocaba un aumento de la expresion de La2 como
mecanismo compensatorio, medimos la expresion de este transportador en animales KO
de Mct§ ala edad de PO y P5 (Fig. 28B). La expresion del transportador La#2 se encontraba
incrementada en animales KO de Me8 a la edad de PO (P<0,05) pero no a P5 (P>0,05).
Estos datos se correlacionan con los efectos observados en expresion génica, donde a PO el
Lat2 es capaz de revertir el “hipertiroidismo” que produce la falta de Mct8 en los animales
dobles KO, mientras que a P5 esta normalizacién producida por Lat2 ya no se observa.
También comprobamos que la delecién de La#2 no produce ningin cambio en la expresién

de Mes8 en ninguna de estas edades (P>0,05) (Fig. 28A).
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Figura 28. Expresion mediante qPCR de Mct8 y Lat2 en corteza cerebral de animales KO de Lat2 y KO
de Mct8 respectivamente, a PO y P5. A: La figura muestra la expresion del transportador Mct8 en
animales Wt y KO de LarZa PO y PS. B: Se muestra la expresion de Lar2 en animales deficientes
de Mct8 en comparacién con animales Wt a PO y PS. Los datos se analizaron mediante unparred
t-test. *: P<0,05; ns: no significativo.

Con el fin de determinar si otros transportadores de HT estaban implicados en los
cambios de expresion génica a PO y P5 medimos la expresion de los transportadores Lart,
Oap14 y Oatp3al en animales Wt, KO de Met8, KO de La#2 y dobles KO. Ninguno de los
transportadores presentaba alteraciones en su expresiéon en ninguno de los grupos

analizados ni a la edad de PO ni a P5 (Fig. 29).
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Figura 29. Expresion de transportadores de HT en corteza cerebral a PO y P5 de animales Wt, KO de
Mct8, KO de Lat2 y dobles KO de Mct8Lat2. Las figuras muestran la expresién de los
transportadores de HT Larl, Oatpl4y Oatp3al en la corteza cerebral de animales Wt y de
animales deficientes de McrS, de Lar2 o de ambos transportadores a la edad de PO (A) y PS (B).
Los datos se analizaron con el anilisis estadistico ANOVA de una via y el posterior test de

Tukey. *: P<0,05; ns: no signiﬁcativo.
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5.2 Expresion de Mct8 y Lat2 en cerebro mediante hibridacion in situ

Mediante hibridacion iz sitn radiactiva analizamos la expresion de los ARNm de Mes8 y
Lat2 en cortes coronales de cerebro de animales Wt a la edad de PO y P21 (Fig. 30). A PO
Lat2 se expresa en capas neocorticales, corteza piriforme, hipocampo, nicleo talamico,
plexos coroideos y caudado putamen. A P21 Lat2 muestra su expresiéon en neocorteza,
corteza piriforme, capas piramidales y granulares del hipocampo, plexos coroideos,
amigdala y tdlamo (con mayor expresion en el nicleo paraventricular del tilamo). Presenta
baja expresién en estriado y muy poca en hipotilamo. Este patrén de hibridacién es

compatible con una expresion predominante en neuronas.

Por otro lado, M8 también presenta un patrdén de expresiéon neuronal aunque su
maxima expresion aparece en los plexos coroideos de ambas edades. A PO aparece
expresado en corteza (con mayor expresion en corteza cingulada) y corteza piriforme,
hipocampo, caudado putamen y plexos. A P21 se sigue expresando en corteza (con una
expresion mas alta en corteza cingulada y retrosplenial) y en corteza piriforme, hipocampo
(con mayor intensidad en la capa granular del hipocampo), amigdala y plexos, presentando

bajisima expresion en estriado y tdlamo.

Expresién de Lat2 Expresién de Mcit8

PO

P21
P21

Figura 30. Expresion de Mct8 y Lat2 mediante hibridacién in situ radiactiva. La figura muestra la
expresion de Mcr8y LatZ mediante hibridacion in situ en cortes coronales de cerebro de animales
Wt a POy P2I utilizando sonda de ARNm especifica marcada con **S-UTP. La hibridacién in
situ de Mct8 se muestra sobrexpuesta con el fin de detectar las zonas de menor expresién. pc:
plexo coroideo; ctz: neocorteza cerebral; cp: caudado-putamen; pir: corteza piriforme; Hip:
hipocampo; TH: tilamo; PVT: ntcleo talimico paraventricular; HY: hipotilamo; LA: amigdala
lateral; Pi: capa piramidal del hipocampo; Gr: capa granular del giro dentado; Rs: corteza
retroesplenial; Cg: corteza cingulada. Barra de escala: Imm.
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Para determinar en qué tipos celulares se expresan ambos transportadores realizamos
hibridaciones 7 sitn reveladas mediante emulsion autorradiografica y combinadas con
inmunohistoquimicas de marcadores de neuronas, astrocitos y oligodendrocitos. En la
figura 31 se observa que los granos de hibridacién tanto de Met8 como de Laz2 coinciden
con la expresion de NeuN, marcador de neuronas, en corteza, corteza pitiforme e
hipocampo a PO y P21 con cierta heterogeneidad; aparecen neuronas que no expresan los
transportadores. Como marcador de astrocitos hemos utilizado GFAP. PO es una edad
demasiado temprana para la deteccién de astrocitos, sin embargo, si lo hemos podido
realizar a P21. La figura 32 muestra que tanto en corteza como en hipocampo los granos de
hibridacion de Me#8 y Lat2, en general, no coinciden con las regiones donde la presencia de
astrocitos es muy abundante. La proteina PDGFRa se utiliza como marcador de
precursores de oligodendrocitos y pre-oligodendrocitos. A P21 aparecen dispersos de
manera homogénea y no presentan un claro marcaje de Me#§ ni de Laz2. A PO son mucho
mas abundantes pero el grueso de granos de hibridacién que indican la expresion de Mef§'y

Lat2 no coincide con la distribucién de este tipo celular (Fig. 33).
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Figura 32. Co-localizacién de Mct8 y Lat2 con el marcador de astrocitos GFAP. En la ﬁgura se
muestra el marcaje de Mcr8 (A-D) y Lar2 (E-H) mediante hibridacién in situ sobre una
inmunohistoquimica realizada con el marcador de astrocitos GFAP en cortes coronales de
cerebro de animales Wt a la edad de P2I. Los granos de hibridaciéon de Mecr8 y Lar2 no
coinciden con el marcaje de astrocitos. *: zonas con alto marcaje de Mct8 y/ o Lat2; Flecha azul:

astrocitos sin granos de hibridacién de Mct8 y/ o Lar2.
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5.3 Expresion de Lat2 en cerebro mediante inmunohistoquimica

Para comprobar la localizacién de la proteina Lat2 realizamos inmunohistoquimicas
sobre cortes coronales de cerebros de animales Wt a la edad de PO y P21. El patrén de
expresion coincide con el observado mediante hibridacién 7z sitn. Se observa marcaje en
corteza, hipocampo, tilamo, plexos coroideos, amigdala y corteza piriforme (Fig. 34). El

patrén de expresion algo borroso puede deberse a la presencia de la proteina en dendritas.

@Y T [ :

100 ym 100 pym

Figura 34. Expresion de Lat2 mediante inmunohistoquimica en cortes coronales de cerebro de
ratones Wt a la edad P21 y P0. A-D: cortes coronales a P2I; A: corte coronal de cerebro; B:
hipocarnpo; C: plexo coroideo; D: ventriculo lateral y caudado—putamen. E, F: cortes coronales a

PO.

Con el objetivo de determinar si Lat2 también se expresa en el tiroides, de manera que
pudiera estar implicado en la secreciéon de HT, realizamos una inmunohistoquimica sobre
cortes de tiroides de animales Wt adultos. No podemos concluir que Lat2 se exprese en la
membrana de los tirocitos puesto que presentd un marcaje citoplasmatico y nuclear. Si

aparecia en la membrana de las células parafoliculares (Fig.35).
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Figura 35. Expresion de Lat2 mediante inmunohistoquimica sobre cortes de tiroides. La ﬁgura
muestra la localizacién de Lat2 en cortes de tiroides de animales Wt adultos. A:
inmunohistoquimica de Lat2 sin contratefiir con Richarson’s Blue. Se pueden observar los
foliculos  coloidales rodeados de tirocitos. Tinciéon en nicleo y citoplasma. B:
inmunohistoquimica de Lat2 contratefiida con Richarson’s Blue. Se puede observar Lat2 en la
membrana de las células parafoliculares. C: control negativo contratefiido con Richarson’s Blue.
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El sindrome de Allan-Herndon-Dudley (ORPHA59-OMIM300523) se debe a
mutaciones en el transportador de HT MCTS, presentando el fenotipo mas grave desde el
punto de vista neurolédgico relacionado con la fisiopatologia tiroidea. El cuadro neurolégico
se caracteriza por una alteracion profunda del desarrollo cognitivo, incapacidad para hablar
y alteraciones neuromotoras. La principal hipétesis sobre la patogenia del sindrome
neurolégico es que se debe a una entrada deficiente de T3 en las neuronas durante periodos

criticos del desarrollo.

Para abordar el estudio fisiopatolégico de esta enfermedad se crearon ratones
deficientes de Mct8. Estos ratones, si bien reproducen las caracterfsticas endocrinas tipicas
del sindrome, no presentan alteraciones neurolégicas, por lo que son sélo un modelo
parcial de la enfermedad. A pesar de ello, han sido muy ttiles para conocer el papel de
Mct8 como transportador y los mecanismos compensadores que se ponen en marcha en su
ausencia. Es posible que los ratones expresen un transportador distinto de Mct8 que pueda

compensar el transporte de HT, justificando la falta de afectacion neurolégica.

Nuestra meta era conseguir un modelo de ratén que reprodujera la enfermedad
también en sus trastornos neurolégicos. Se ha especulado sobre la posibilidad de que
existan diferentes patrones de expresién especificos de especie de los transportadores de
HT entre humanos y ratones. Entre los posibles transportadores alternativos se encuentra
Lat2. Wirth y cols. (Wirth, 2009), estudiaron el transportador LAT2 en cerebro humano
demostrando su expresion en neuronas de adulto y su ausencia en neuronas fetales.
Durante el desarrollo la expresion de LAT2 estaba restringida a la microglia. Estos autores
proponen que, en ratones, Lat2 es un posible candidato al transporte alternativo de T3
durante el desarrollo neuronal, compensando la falta de Mct8 en los ratones KO. Chan y
cols. (Chan, Martin-Santos et al. 2011), tambien demostraron una expresién
significativamente menor de LAT2 en corteza fetal humana en comparacién con los
adultos. Estos precedentes nos llevaron a la generaciéon de los dobles knock-out de
Met81at2. En este trabajo hemos analizado el efecto de la delecion de Laz2 en la accién de
las HT en cerebro y el efecto que provoca la delecién adicional de este transportador en
animales deficientes de Mct8. De manera que la principal razén de este estudio ha sido
evaluar la capacidad de Lat2 de actuar como transportador alternativo de HT en ausencia

de Mct8.
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Una dificultad que nos encontramos en el analisis de comparaciones multiples entre las
diferentes cepas de ratones era la posible influencia del ambiente materno en los resultados.
La obtencién de los 4 genotipos de ratones estudiados se realiza a partir de madres con dos
genotipos diferentes, siendo ambas portadoras de Mes8 pero KO de Laf2 unas o Lar2 Wt
otras. Puesto que Lat2 se expresa en la placenta y puede afectar al transporte de HT de la
madre a los fetos decidimos aplicar un analisis estadistico que nos permitiera tener en
cuenta esta posible interaccion. Por lo tanto, incluimos en nuestros analisis de edad
perinatal el posible efecto materno mediante el analisis estadistico Modelo Lineal General
(MLG o MANOVA) mientras que los animales a partir de edad P21 se analizaron mediante
ANOVA. Creemos que el posible efecto materno queda disipado al menos a partir de esta

edad, y no consideramos necesario realizar el analisis MLG.

Los resultados obtenidos en animales a la edad de P21 y adultos difieren de los
obtenidos en animales de edad perinatal y postnatal tardio y, por tanto, los discutiremos

port separado.

1. Deficiencia de Mct8 en ratones de edad P21 y adultos

En animales P21 y adultos la delecién de Met§ provoca las alteraciones endocrinas
tipicas del sindrome AHD, una T3 elevada, T4 disminuida y TSH normal de acuerdo con
los rasgos endocrinos observados en pacientes (Dumitrescu, 2004; Friesema, 2004) y en
concordancia con resultados previos descritos por (Dumitrescu, 2006; Trajkovic, 2007).
Los mecanismos por los cuales se producen estas alteraciones endocrinas en respuesta a

mutaciones en el transportador Mct8 se explican en el apartado 4 de la introduccion.

De acuerdo a los resultados descritos por los autores anteriormente mencionados, las
elevadas concentraciones de T3 circulantes conducen en los animales KO de Me§ a un
hipertiroidismo tisular extracerebral como indica la expresiéon del gen dependiente de T3
Dio1 en higado. Sin embargo, el estudio de procesos regulados por T3 corrobora los datos
obtenidos por (Ceballos, 2009; Morte, 2010) en los que los ratones KO de M8 presentan
un hipotiroidismo parcial o totalmente compensado en la corteza cerebral, en cuanto a los
niveles de expresion génica se refiere, y un aporte de T3 suficiente al cerebelo para su
desarrollo normal. Wirth y cols. (Wirth, 2009) realizaron un amplio estudio de
comportamiento concluyendo que los animales deficientes de Mct8 no muestran

alteraciones en la coordinacién motora ni en la locomocién, indicativo de que no existe
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dafio neuroldgico aparente. Si bien detectaron disminucion de la ansiedad e hiperalgesia en

animales KO de M¢#8.

2. Deficiencia de Lat2 en ratones de edad P21 y adultos

La deleciéon simple de ILaf2 produce una hipotiroxinemia menos acusada que la
provocada por la falta de Mct8. Las causas de esta hipotiroxinemia son aun desconocidas
pues el analisis inicial de algunas de las posibles explicaciones no ha dado resultados
satisfactorios. Un posible factor serfa la implicacién de Lat2 en la secreciéon de HT por el
tiroides. Sin embargo, no hemos encontrado una clara evidencia de su expresiéon en la
membrana de los tirocitos, y tampoco hay estudios previos de otros autores. Otra causa
podria ser una alteraciéon en la excrecién renal de HT como ocurre en los ratones KO de
Mt en los que el aumento en la excrecién de HT en orina posiblemente contribuye a los
bajos niveles séricos de T4 (Trajkovic-Arsic, 2010b). Lat2 tiene una expresion muy fuerte en
los tubulos proximales renales y estd implicado en la reabsorcién de aminoacidos (Pineda,
1999; Rossier, 1999). A pesar de ello, en animales adultos KO de La#2 no se encontraron
alteraciones en la excreciéon de HT (Braun, 2011b). Otra posibilidad que explicaria la
disminucién de T4 plasmaitica serfa un incremento en el metabolismo de las HT. Esta
opcién también es poco probable pues los animales KO de Laz2 no presentan aumentada la
Dio7 ni en higado ni en rindén (Braun, 2011b) en contraste con la elevada actividad que

presentan los KO de Me8 (Dumitrescu, 2006; Trajkovic, 2007).

Los resultados obtenidos por Braun y cols. (Braun, 2011b) de una cepa diferente de
ratones KO de La#2 no mostraron alteraciones en las concentraciones de HT plasmaticas en
contra de la hipotiroxinemia observada en nuestros animales. No conocemos la razén de la
discrepancia, que puede ser debida a un efecto dependiente del fondo genético, pero
coincidimos en que el transportador Lat2 tiene en general poca relevancia en el transporte y

metabolismo de las HT en comparacién con el Mct8.

No se han publicado datos hasta la fecha de las concentraciones intracerebrales de HT
en animales deficientes de Lat2. Nuestros resultados indican una ligera disminucién de T3 y
sorprendentemente un leve aumento de T4 dificil de explicar con estos datos. Es posible
que la conversion de T4 a T3 sea deficiente provocando la acumulacién de T4 y la menor
produccién de T3 o que la deficiencia de Lat2 cause alteraciones en el “iflux/efflux de las

HT en el cerebro. Sin embargo, al igual que ocurre con los animales deficientes de Mct8 y de
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acuerdo a los resultados de Braun y cols. (Braun, 2011b), el desarrollo del cerebelo y los
estudios de expresion génica en ratones KO de a2 no presentan cambios con respecto a

los animales silvestres.

Las alteraciones motoras detectadas en el test del rotarod provocadas por la deficiencia
de Lat2 eran coincidentes con las detectadas por Braun y cols. (Braun, 2011b). Lo mas
probable es que esta alteracién no esté causada por un fallo relacionado con la sefializacién
de HT, sino con la funcién principal de Lat2 de transportar aminoacidos (Pineda, 1999).
Brevemente, en el ciclo del glutamato/GABA-glutamina cerebral existe un flujo de
glutamato (sinapsis glutamatérgicas) o GABA (sinapsis GABAergicas) desde el espacio
extracelular hacia el interior de los astrocitos donde son transformados en glutamina con la
utilizaciéon de un amonio libre (NH4"). La glutamina es transportada al interior neuronal
donde se generara nuevamente glutamato o GABA. Por cada molécula de glutamato o
GABA generada en el ciclo se produce una molécula de amonio en las neuronas que tiene
que ser transportada hasta los astrocitos para su eliminaciéon puesto que elevadas
concentraciones de amonio producen alteraciones en las funciones celulares. La homeostasis
de amonio juega un papel fundamental en el ciclo, en el que la transferencia de los grupos
amino ocurre gracias al transporte de alanina o leucina desde las neuronas hasta los
astrocitos. Una reciente revisién sobre el ciclo, aspectos relacionados con el transporte y
homeostasis de los neurotransmisores y la transferencia de amonio se detalla en (Bak, 2006).
Tanto el glutamato como el GABA son importantes neurotransmisores y precisan unos
sistemas de transporte especificos y muy eficientes para el correcto funcionamiento del
ciclo. En este sentido, LAT2 muestra afinidad por el transporte de glutamina (Deitmer,
2003) y por el “uptake’ de alanina (Broer, 2007) por astrocitos en cultivo. Lat2 ademids
puede actuar a nivel de la membrana neuronal. Numerosos estudios publicados demuestran
que el ciclo glutamato/ GABA-glutamina estd afectado en gran variedad de desordenes
neurolégicos justificando la alteracién neuromotora encontrada en los ratones deficientes de

Lat2.
Podemos concluir que el fenotipo de los ratones KO de Laf2 se caracteriza por

aminoaciduria (Braun, 2011b), ligera hipotiroxinemia y una moderada alteracién en la

coordinacién motora.
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3. En ratones de edad P21 y adultos la delecion adicional de Lat2 no

agrava el sindrome provocado por la deficiencia de Mct8

El punto més importante de este estudio era comprobar si la delecién conjunta de Mz

y Lar2 producia un agravamiento en la sintomatologia de los ratones.

Los animales dobles KO de Me81.at2 presentan un petfil tiroideo condicionado por la
deficiencia de Mct8, con las mismas caracteristicas que éstos. La expresion de Diol en
higado muestra un hipertiroidismo tisular extracerebral propio de los animales deficientes
de Mct8 y las pruebas en busca de un hipotiroidismo cerebral no revelaron cambios con

respecto a la delecién simple de MerS.

La unica alteracion neuroldgica observada en los ratones dobles KO de Me8Lat2 es la
prueba de comportamiento del rotarod. Sin embargo, la delecién de ambos transportadores
no agrava la coordinacién motora con respecto a los animales KO simples de La#2. Por
tanto, este fallo no estd relacionado con la deleciéon de Mct8 y como se describe
anteriormente, lo mds probable es que la alteracién esté causada por deficiencias en el

transporte de aminoacidos a través de Lat2.

Podemos concluir que no se han encontrado alteraciones debidas a la combinacién de
la ausencia de ambos transportadores. Lat2 no es el transportador alternativo responsable

de compensar la deficiencia de Mct8, al menos en animales adultos.

4. La deficiencia de Mct8 provoca un estado “hipertiroideo cerebral” en

edades posnatales tempranas

En nuestro laboratorio nos preguntamos si en edades anteriores a P21 la respuesta a la
delecion de Met§ serfa la misma y en qué momento del desarrollo comenzaba a detectarse la
falta de HT en el cerebro. Sorprendentemente, los resultados de edades perinatales son

contrarios a los descritos en animales P21 y adultos.

El mecanismo responsable del incremento de expresién de genes dependientes de T3 en

corteza de animales deficientes de Mct8 no estd claro, pudiendo deberse a un
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hipertiroidismo generalizado en el organismo o a un "hipertiroidismo local" restringido a la

corteza cerebral.

4.1 La ausencia de Mct8 provoca hipertiroxinemia en edades perinatales

La deficiencia de Mct8 provoca una tendencia a sufrir una relativa hipertiroxinemia en
los recién nacidos. Este cambio hormonal es contrario a lo observado en adultos, en los que
las concentraciones plasmaticas de T4 se encuentran disminuidas con respecto a los
animales Wt. El origen de esta relativa hipertiroxinemia no parece ser la TSH, pues sus
niveles no se encuentran incrementados a PO en los animales KO de Me#§ (Ferrara AM,
2013). Otras posibilidades podrian ser un aumento en el flujo de la T4 materna hacia los
fetos KO de Mez8, una disminucion en el metabolismo y/o excrecion en estos animales. El
metabolismo de las HT esta controlado en gran medida por la actividad de las distintas
desyodasas. La actividad de la D1 en higado (datos no mostrados) a PO es minima y por
tanto, la conversion de T4 a T3 es muy baja, con lo que no ocurre la disminucién de T4 y el
incremento de T3 observado en los adultos deficientes de Mct8 (Liao, 2011) que, en gran
medida, es causada por un incremento de la actividad D1. Por otro lado, los animales
adultos KO de M8 presentan una excreciéon aumentada de T4 en relacién con los Wt
(Trajkovic-Arsic, 2010b). Esta diferencia podria no estar presente durante el periodo
perinatal al ser el aparato renal todavia inmaduro. Adicionalmente, el “iuflux y “efflux’
dependiente de Mct8 puede alterar la distribucién de las HT en tejidos especificos. De
hecho, los resultados del laboratorio del Dr. Refetoff indican una baja concentracion de rT3,
lo que representarfa menor acceso de T4 a los tejidos que expresan D3, entre ellos el

cerebro (Ferrara AM, 2013).

Posteriormente, a P5 en los animales KO de M8 esta aumentada la expresion de Diol
en higado, lo que sugiere que, aun cuando las diferencias de T3 plasmaticas no fueron
estadisticamente significativas, a partir de esta edad comienzan las alteraciones tipicas del
sindrome AHD. A P5, los niveles circulantes de T4 comienzan a normalizarse, antes de que

ocurra la disminucién caracteristica a partir de P21.
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4.2 La delecion de Mct8 incrementa la accion de las hormonas tiroideas en

cerebro en edad perinatal

La relativa hipertiroxinemia a PO va acompafiada de un incremento en la accién de HT
en la corteza cerebral. A esta edad al menos 3 de los genes estudiados (Hr, SemaZa, Kif9)
corroboran los datos previos en los que los animales KO de Mez8 presentaban aumentada la
expresion de genes regulados positivamente por T3. En contra de lo que cabria esperar,
nuestros resultados indican falta de correlacion entre las concentraciones de T3 en la corteza
cerebral y la expresion génica. Esto podtia ser debido a que la expresion génica medida a PO
es, en realidad, la consecuencia de la accion hormonal de al menos 24-48 horas antes,
tiempo necesario para que la unién de la T3 al receptor se traduzca en incrementos
significativos de ARNm de los genes regulados (Yen, 2003). Los datos de Ferrara y cols.,
que encontraron un incremento de T3 a E18 en cerebro de ratones KO de M8, apoyan
esta explicaciéon. Es posible que haya otras influencias para explicar estas discrepancias,
como la hora exacta de nacimiento de las ctfas, o que Mct8 esté implicado en los cambios de

actividad del eje tiroideo que ocurren alrededor del nacimiento.

A P5, la accién de las HT en cerebro todavia se observa incrementada y en este caso se
correlaciona con un aumento en las concentraciones de T3 en la corteza cetebral. Las
razones del aumento de T3 en corteza de P5 (y posiblemente plasma, como vimos en el
apartado anterior), y no a PO, no estan claras. Es posible que, como ha sido sugerido, el
déficit de Mct8 en la glandula tiroides produzca un incremento relativo de la secrecién de
T3, que empezaria a manifestarse a esta edad. En todo caso, durante el perfodo perinatal el
cerebro de los animales deficientes de Mct8 seria "hipertiroideo”, en contra de lo que ocurre

en edades posteriores.

El "hipertiroidismo cerebral" observado durante el periodo perinatal puede resultar
paradodjico si se tiene en cuenta la funcién propuesta para Mct8 de facilitar el aporte de T3 a
las células neuronales a través de la BHE o de la membrana plasmatica como confirman los
datos a P21 (Morte, 2010). Sin embatgo, datos previos de nuestro laboratorio indican que
Mct8 parece no estar implicado con tanta relevancia en el aporte de T3 desde la circulacion
al cerebro hasta el desarrollo posnatal tardfo. Esta idea se basa en que la entrada de T3 en el
cerebro fetal durante el desarrollo normal estd muy restringida de forma fisiolégica, aun en

presencia de una expresion elevada de Mct8 (Calvo, 1990; Grijota-Martinez, 2011).
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Creemos que el principal papel de Mct8 durante el periodo perinatal serfa el
acoplamiento funcional de éste transportador a la D3. La actividad de la D3 es muy alta en
fetos y primeras etapas del desarrollo postnatal (Galton, 1999). Esta desyodasa tiene un
importante papel en el control de las concentraciones de HT limitando la exposicion de los
tejidos a T3 (St Germain, 2009). La D3 degrada la T3 que procede directamente de la
circulacion a través de la BHE. De esta forma se mantiene un estricto control local de la
disponibilidad de T3 en las neuronas, basado en el aporte desde los astrocitos a partir de la
conversion de T4 por la accién de D2. A PO la delecién de Dio3 produce el mismo efecto
sobre los niveles de expresion génica que la delecion de MeS: un estado de
“hipertiroidismo cerebral” (Hernandez, 2006). En nuestra hipétesis el acoplamiento de
Mct8 y D3 serfa requisito imprescindible para la degradacién efectiva de HT por esta
desyodasa. La presencia de mutaciones en Mct8 que pudieran alterar el acoplamiento
impedirfa la adecuada degradacion de las hormonas. En este sentido, la mayor parte de la
T3 disponible para las neuronas en etapas perinatales es generada localmente a partir de T4,
y la proporcién de T3 proveniente de la circulaciéon incrementa a lo largo del desarrollo,
llegando a constituir aproximadamente un 50% de la T3 total del cerebro. En este modelo,
la acumulacién de T3 en cerebro de edad perinatal seria el resultado de fallos en la

degradacion debido a la ausencia de Mct8.

Otra posibilidad setfa la participacién de Mct8 en el "gflux" de HT en el cerebro
(Friesema, 2008; Visser, 2008). Dos estudios apoyan este mecanismo: uno de ellos muestra
que los fibroblastos humanos con MCT8 mutado tienen alterado el “¢fffux”” de T3 y
aumentada la expresion génica (Visser, 2009) y el otro demuestra que la glandula tiroidea de
los ratones KO de M8 secreta menos T4 y mas T3 (Di Cosmo, 2010; Trajkovic-Arsic,

2010a). Cambios en el "¢fffux"" afectarian a las concentraciones celulates de hormona.

5. El transportador Lat2 juega un papel relevante en el transporte de HT

al cerebro durante la edad perinatal

Lo primero a destacar es que la delecién de Laz2 en las madres gestantes no provoca un
déficit de hormonas en sus crias probablemente debido a la presencia, entre otros
transportadores, de Latl en la placenta supliendo su funcién. Ritchie y cols. en sus estudios
con la linea celular humana BeWo (“buman placental choriocarcinoma cell line BelWo”)

confirmaron el transporte de yodotironinas a través de los transportadores LAT1 y LAT2,
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proponiendo un importante papel de LAT1 en el aporte de HT al feto en desarrollo a

través de la placenta (Ritchie, 2001).

A diferencia de lo descrito anteriormente en los animales deficientes de Mct8, la
deficiencia de Lat2 no provoca alteraciones en las concentraciones plasmaticas de HT en
edades tempranas posiblemente indicando la poca relevancia de este transportador al aporte
general de estas hormonas. Estos datos sugieren que en la edad perinatal Lat2 no influye en
la sintesis y secrecién de HT por el tiroides, y que el metabolismo y excrecién de las mismas
no estan alterados. Los resultados estin de acuerdo con los observados en animales
deficientes de Lat2 adultos en los que tan sélo una ligera hipotiroxinemia de causas
desconocidas muestra un indicio de la posible regulacién de HT por este transportador,

confiriéndole un papel muy secundario con respecto a Mct8.

Sin embargo, los niveles de expresion de genes dependientes de T3 en la corteza indican
que estos animales sufren un ligero hipotiroidismo cerebral el primer dfa de nacimiento a
pesar de la presencia de Mct8. Las concentraciones de HT intracerebrales confirmaron este
hecho, lo que indicatrfa un cierto papel de Lat2 en el paso de HT al cerebro en el periodo

perinatal.

La generacion de los ratones KO de Laz2 es tan reciente que existen pocos estudios
sobre su influencia en el transporte de HT 7# vivo. Los estudios publicados por Braun y cols.
fueron realizados tan sélo en adultos sin aportar datos acerca de la funciéon de este
transportador durante el desarrollo (Braun, 2011b). Estos autores no encontraron indicios
de afectacion del transporte de HT a través de Lat2. Sin embargo, nuestros resultados en
animales adultos demuestran un hipotiroidismo muy suave en la corteza similar al

encontrado en animales perinatales.

Lat2 permitirfa la entrada de las hormonas al cerebro probablemente a través de los
plexos coroideos donde se expresa fuertemente favoreciendo el intercambio de HT con el
liquido céfalo-raquideo. Ademas la presencia de Lat2 en neuronas sugiere su importancia en
la regulacioén del flujo de T3 al interior neuronal como un transportador adicional a Mct8.
Son necesarios estudios mas exhaustivos que determinen la actuacién de Lat2 en el cerebro

en edades tempranas.
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6. La deficiencia de Lat2 revierte el “hipertiroidismo” causado por la

ausencia de Mct8 en animales dobles KO de edad perinatal

En los animales dobles KO de Ma8Lat2 los niveles plasmaticos de HT estin
determinados por la deficiencia de Mct8, observandose a PO la misma tendencia a presentar
“hipertiroxinemia” que la descrita en los animales con la delecién simple de Mez8. Estos
datos apoyan la poca relevancia de Lat2 en el control de los niveles circulantes de HT
observado en los animales KO simples de La#2, y las causas de la “hipertiroxinemia” serfan

las mismas que las descritas para los animales KO de Me#S.

Curiosamente, en un primer momento tras el nacimiento (P0O) se requiere la presencia de
Lat2 para que los niveles de expresién génica aparezcan incrementados en animales
deficientes de Mct8. El efecto “hipertiroideo” que produce la falta de Mct8 a PO sobre los
niveles de expresiéon génica se revierte cuando el transportador Lat2 esta adicionalmente
delecionado. Por el contratio, en dias posteriores (P5), el “hipertiroidismo” observado en
los ratones KO de M8 debe requerir la presencia de algin otro transportador y no de Lat2.
A P5, la ausencia de Lat2 no consigue normalizar el “hipertiroidismo” que causa la

deficiencia de Mct8 en los ratones dobles KO. El efecto provocado por Lat2 es transitotio.

Las concentraciones de HT en las cortezas de los ratones dobles KO de M8l ar2
confirman estos datos: un “ligero hipotiroidismo” en los ratones dobles KO similar al
encontrado en los animales KO simples de LazZ a PO y un estado de “relativo

hipertiroidismo” similar al causado por la deficiencia simple de Mct8 a P5.

Estudios previos demuestran que el cerebro fetal es crucialmente dependiente de la T4
circulante (Calvo, 1990). El principal aporte de T3 a las neuronas durante estadios fetales y
posnatales tempranos deriva de la desyodacion de la T4 en los astrocitos. A pesar de que se
ha sugerido la implicacién de Lat2 en la entrada de HT en los astrocitos (Friesema, 2001)
(Braun, 2011a), en este estudio demostramos que 7 wivo Lat2 tiene una expresion
principalmente neuronal, lo que abre la posibilidad de que su funcién sea facilitar la llegada a
las neuronas de la T3 generada en astrocitos. Es posible que el "hipettiroidismo" local
cerebral inducido por la deficiencia de Mct8 sea dependiente de un transporte adecuado de
T3 a las neuronas, quizas facilitado por Lat2. De hecho, Lat2 estd incrementado en la

corteza cerebral de ratones KO de M8 a PO, pero no en estadios mas avanzados.
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Cabe destacar que en ninguno de los genotipos estudiados, la D2 incrementa su
actividad como mecanismo compensatorio de las deficiencias de Mct8 y/o de Lat2, al
contrario de lo ocurrido en animales deficientes de Mct8 adultos en los que es caracteristico
el incremento de actividad de la D2 para compensar la deficiente entrada de T3 al cerebro
(Dumitrescu, 2006; Trajkovic, 2007). Parece que este mecanismo compensatorio es activo a
partir de la edad P21 y que en edades perinatales el mecanismo compensatorio se debe al
aumento de transportadores alternativos que incrementan el flujo de HT al interior del

cerebro cuando Mct8 no es funcional.

Las variaciones puntuales observadas entre genes probablemente se deban a la existencia
de regiones o capas de la corteza en las que se acumule mayor cantidad de T3 generando
diferencias micro-regionales. Ademas, existe gran heterogeneidad neuronal con diferencias
de expresién de los transportadores de HT generando un control muy estricto de las
concentraciones de T3 en las distintas células. Adicionalmente, los diferentes genes pueden

presentar distintas sensibilidades regulandose con concentraciones de T3 variables.

Los datos sugieren una importante contribucion del transportador Lat2 a las
concentraciones de HT en la corteza cerebral y un papel relevante de Lat2 en el aporte de
HT a las células diana en cerebro en etapas tempranas del desarrollo. Han de realizarse
estudios mas detallados de los mecanismos involucrados en estos procesos, pero se pueden
plantear algunas hipétesis dentro del marco del mecanismo general de control de las

concentraciones de T3 en el cerebro descritas en el siguiente apartado.

7. Flujo de hormonas tiroideas desde la barrera hematoencefalica a las

células neurales

El modelo que proponemos esquematizado en la figura 36 es el siguiente:

Las HT atraviesan la BHE principalmente a través de Mct8 y Oatpl4. Mientras que
Mct8 acepta T3 y T4, el transportador Oatp14 contribuye fundamentalmente al “uprake” de
T4 (Roberts, 2008; Mayerl, 2012). Segin nuestros resultados, el transportador Lat2 también
esta implicado en el aporte de HT al cerebro con un papel secundario en adultos y de

mayor relevancia a PO.
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La hipdtesis que ha planteado nuestro laboratorio es que el paso de T3 (y T4) a través
de la BHE depositaria estas hormonas directamente en el espacio extracelular (Grijota-
Martinez, 2011). Si, como han apuntado algunos autores (Baqui, 2003) la D3 de la
membrana neuronal estd orientada hacia el espacio extracelular, en el periodo perinatal, en
el que la D3 posee la maxima actividad, las HT que cruzan la BHE sufrirfan una rapida
degradacion. Este mecanismo asegura que, durante el desarrollo perinatal el principal

aporte de T3 a las neuronas proceda de la conversién de T4 en los astrocitos.

La entrada de la T4 en los astrocitos es dependiente de la expresion de Oatp14. Este
transportador se expresa en la BHE y en los pies de los astrocitos que la rodean
permitiendo la entrada directa de T4 a los astrocitos evitando su degradacién en el espacio
extracelular. Tras su conversién a T3 por la accion de la D2 llega a las neuronas a través de

Mct8 y/o Lat2 (Fig 36A).

De acuerdo a nuestros resultados la deficiencia de Mct8 a PO provoca un incremento
en el nimero de transportadores tipo Lat2 aumentando el flujo de HT al cerebro a través
de este transportador. Nuestros resultados son compatibles con la idea de que en ausencia
de Mct8 el transporte de T3 entre astrocitos y neuronas se realiza en gran medida a través
de Lat2. Segin la hipétesis del acoplamiento entre Mct8 y D3 para una degradacién
efectiva de las HT, mutaciones en Mct8 conducirfan a una deficiente degradacién de las
hormonas y la consiguiente acumulaciéon de T3 en las neuronas. Como resultado los niveles

de expresion de genes dependientes de T3 aumentan (Fig. 36B).

Otra posibilidad serfa la actuacién de Mct8 en el “gfffux’” de T3 de las neuronas. La
ausencia de Mct8 impediria la adecuada evacuacién de T3, la cual se acumularia en el

interior neuronal resultando en un fenotipo “hipertiroideo”.

A medida que avanza el desarrollo el porcentaje de T3 que llega a las neuronas
procedente de la circulacién se incrementa, en paralelo a la disminucién de la actividad de la
D3, hasta que, a partir de P15 aproximadamente un 50% de la T3 que accede a las
neuronas proviene directamente del torrente sanguineo y un 50% de la conversiéon de T4
producida en los astrocitos. En esta situaciéon el transporte de HT por Lat2 pierde

relevancia.
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Oatp14 @ Mct8 @ Lat2 O Otros @@ D3 @

Figura 36. Flujo de HT desde la BHE a las células neurales. A: En una situacién normal, las HT
cruzan la BHE a través de Mct8 quedando depositadas en el espacio extracelular. Durante el
periodo perinatal estas hormonas son ripidamente degradadas por la accién de la D3, la cual
muestra su maxima actividad en este periodo. Las concentraciones de T3 estarfan altamente
controladas localmente, siendo la conversién de T4 a T3 por la accién de la D2 en los astrocitos
la fuente principal de T3 hacia las neuronas. Esto es posible gracias al transportador OatpI4, el
cual introduce T4 en los pies de los astrocitos que se encuentran en contacto directo con la BHE
sin riesgo de degradacién en el fluido extracelular. La T3 producida en los astrocitos es
transportada a las neuronas a través de Mct8 y/o Lat2. B: Mutaciones en el transportador Mct8
conducen a una situacién de relativo “hipertiroidismo cerebral” a la edad de PO. En ausencia de
Mct8 la T3 astrocitaria serfa transportada hacia las neuronas en gran medida a través de Lat2.
Segtin la hipétesis del acoplamiento funcional entre Mct8 y D3 para una efectiva degradacion de
las HT, mutaciones en Mct8 conducirian a una menor degradacién y, como consecuencia, la T3
se acumularia en las neuronas. El resultado serfa que la expresién de genes dependientes de T3 se
incrementa. Si Mct8 esta implicado en el “efflux” de T3 de las neuronas, mutaciones en el mismo
impedirfan la adecuada evacuacién de T3, resultando también en un incremento de las
concentraciones de T3 neuronales.
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8. Oatpl4, otro posible transportador alternativo para compensar la

deficiencia de Mct8 en ratones

Entre los transportadores que juegan un importante papel en el aporte de HT al
cerebro se encuentra el transportador Oatpl4 (Oatplcl). Funcionalmente, Oatpl4 se ha
caractetizado como un transportador independiente de Na* que actia bidireccionalmente
con alta afinidad por el transporte de T4 (Pizzagalli, 2002; Sugiyama, 2003; Tohyama,
2004). En ratas y raton, Oatp14 muestra una fuerte expresion en BHE y plexos coroideos.
En cambio, en cerebro humano OATP14 es mucho menos abundante expresindose
débilmente en capilares (Roberts, 2008). Estudios sobre el transporte de HT en ratones
deficientes de Mct8 han demostrado una significativa reduccion del “uprake” de T3 a través
de la BHE o los plexos coroideos-liquido cefalorraquideo sin que el transporte de T4
estuviera impedido (Ceballos, 2009). Basaindose en su preferencia de sustrato y su patron
de expresion Oatpl4 podria facilitar particularmente la entrada de T4 en el cerebro de
ratén. Junto a Lat2, Oatpl4 cumple los criterios para compensar la ausencia de Mct8 en

roedores y causar la diferencia de fenotipo con respecto a los pacientes AHD.

Los ratones KO simples de Oafp74 no presentan alteraciones en los niveles séricos de
HT ni en el metabolismo periférico de estas hormonas, lo cual no es de extrafiar porque
Oatpl4 tiene una expresion muy selectiva en el SNC (Sugiyama, 2003; Cheng, 2005). Sin
embargo, el contenido de T3 y T4 cerebral esta disminuido a pesar de la presencia de MctS;
la expresion de genes regulados positivamente por T3 se encuentra reducida, la actividad
D2 incrementada y la actividad D3 también disminuida mostrando un estado hipotiroideo
del SNC en ausencia de Oatp14 (Mayerl, 2012). Estos resultados subrayan la importancia

de este transportador en la contribucién de T4 al SNC de ratones.

Con el mismo fin que el trabajo presentado en esta tesis, el grupo de la Dra Heike
Heuer ha generado recientemente ratones dobles KO de Mc#8/ Oatp14. Segun los resultados
preliminares presentados en la ATA, 2012 (S. Mayerl, 2012), los dobles KO de
Mcet8/ Oatp14 presentan una deficiente entrada de T4 en el SNC tipica de la delecién simple
de Oatp14. Las concentraciones de T3 y T4 en el cerebro se encuentran drasticamente
disminuidas mientras que la actividad de D2 aparece altamente incrementada. Han
encontrado un estado hipotiroideo cerebral en ausencia de ambos transportadores con

alteraciones en la expresién de genes regulados por T3, diferenciacién de neuronas y
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mielinizacién. Ademas estos animales muestran un déficit en los test de coordinacion y

locomocién. Segun estos resultados parece que el doble KO de Me#8/Oatp14 setia mejor

modelo para estudiar el sindrome de Allan-Herndon-Dudley.
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Conclusiones







Los ratones adultos dobles knock-out de Me§Lat2 presentan las
caracteristicas endocrinas tipicas del sindrome AHD, sin embargo no
muestran un fenotipo de hipotiroidismo cerebral ni alteraciones

neurolégicas debidas a una deficiencia en el transporte de HT.

Lat2 no es el responsable de compensar el transporte de HT en

ausencia de Mct8 en ratones adultos.

La delecion simple de La#2 en animales adultos no produce un fenotipo
de hipotiroidismo cerebral, sin embargo causa hipotiroxinemia y una
moderada alteracién en la coordinaciéon motora probablemente no

relacionada con el transporte de HT.

En edades perinatales la deficiencia de Mct8 provoca hipertiroxinemia y

un relativo “hipertiroidismo cerebral”.

De manera transitoria la ausencia de Lat2 revierte el “hipertiroidismo”

causado por la delecién de Mez§ a PO.

Los datos sugieren que, durante el periodo perinatal, el transportador
Lat2 ejerce una importante contribucion a las concentraciones de HT
en la corteza cerebral, asi como su implicacion en el transporte de HT

hacia las neuronas en ausencia de Mct8.

Los transportadores Mct8 y Lat2 presentan una expresion

predominante €1 neuronas.
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Transient Cerebral cortex hyperthyroidism in newborn Mct8-

deficient mice, abolished by Lat2 inactivation
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ABSTRACT

Thyroid hormone (T4 and T3) entry into cells is facilitated by transmembrane
protein transporters. Mutations of the specific T4 and T3 transporter, MCT8
(Monocarboxylate Transporter 8, SLC16A2) cause an X-linked syndrome of profound
neurological impairment and altered metabolism of thyroid hormones. MCTS8 deficiency
presumably results in failure of thyroid hormone to reach the neural target cells in adequate
amounts to sustain normal brain development. The contribution of other transporters to
thyroid hormone metabolism and action, especially in the context of MCTS deficiency is
not clear. We have analyzed the role of the heterodimeric aminoacid transporter Lat2
(Slc7a8) in mice on the expression of thyroid hormone-dependent cerebral cortex genes, in
the presence and absence of a functional Mct8. To this end we generated La2”, and Met§
PLat2”" mice, to compare with wild type (WT) and Me8” mice. The [.a2” mice show
slightly reduced circulating concentrations of T4 and T3, but normal expression of liver
Diol. Gene expression patterns in Met§8”Lat2’" were in general similar to Mez8”. However,
newborn Me8” mice showed a paradoxical enhancement of gene expression in the
cerebral cortex, which was prevented by Lat2 deficiency. The results suggest that an early
role of Mct8 could be the clearance of thyroid hormone from the brain by facilitating
degradation or efflux. They also indicate that Lat2 has a role in the supply of T3 to neurons

during early postnatal development.
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ABSTRACT

Mutations of the monocarboxylate transporter 8 (MCTS8) cause a severe X-linked
intellectual deficit and neurological impairment. MCTS is a specific thyroid hormone (T,
and T5) transporter and the patients also present an unusual profile of thyroid hormone
concentrations in serum due to altered secretion and metabolism of T, and T,. Given the
role of thyroid hormones in brain development, it is thought that the neurological
impairment is due to restricted transport of thyroid hormones to the target neurons. In this
work we have investigated cerebral metabolism using C Nuclear Magnetic Resonance
spectroscopy in mutant mice with Mct8 deficiency. Adult male mice were infused for 30
minutes with (1-°C) glucose and brain extracts prepared and analyzed by “C Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy. Genetic inactivation of M8 resulted in increased
oxidative metabolism as reflected by increased glutamate C4 enrichment, and of
glutamatergic and GABAergic neurotransmissions as observed by the increases in
glutamine C4 and GABA C2 enrichments, respectively. These changes were distinct to
those produced by hypothyroidism or hyperthyroidism. Similar increments in glutamate C4
enrichment and GABAergic neurotransmission were observed in the combined
inactivation of Me8 and Div2, indicating that the increased neurotransmission and
metabolic activity were not due to increased production of cerebral T by the Dio2-encoded
type 2 deiodinase. In conclusion, Mct8 deficiency has important metabolic consequences in
the brain that could not be correlated with deficiency or excess thyroid hormone supply to

the brain.
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