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DIRECT ACTION OF
TRIIODOTHYRONINE ON GENE
EXPRESSION IN THE NEONATAL
BRAIN AND CEREBELLUM

Thyroid hormones play a major role in the
development and function of several
organs, especially the brain. The actions of
thyroid hormones are exerted through the
interaction of T3 with nuclear receptors
and regulation of gene expression.

The present study analyzed the effects of
hypothyroidism and T3 administration on
gene expression in the rat brain and
cerebellum during the postnatal period. To
obtain hypothyroid pups, antithyroid drugs
were administered to pregnant rats from
gestational day 9, and after delivery. T3
was administered to the pups, at single
daily doses of 5 ng/g body weight from
postnatal day 11 to 15. The pups were
sacrificed 24 hours after the last injection.
Hypothyroid neonates showed increased
cholesterol levels and decreased expression
of D1 in liver and of Serca-2 in heart, which
were normalized with T3 treatment. In the
brain, there was decreased expression of
Ngrn and Rasd2 in the striatum and of the
genes encoding sinatotagmini12 (Syt12),
hairless (Hr), neurotrofina3 (Nt3) and
RevErbAa (Nrd1d) in the cerebellum, which
were also normalized by T3 treatment.
These results demonstrate that during the
postnatal period, T3 reaches the brain and
directly influences gene expression in this
organ. In parallel, we studied the possible
actions of a T3 analog, Kb430, which in vitro
binds preferentially to thyroid receptor a
(TRa). This compound had no effect on any
of the parameters studied. To investigate
whether the lack of activity of this
compound was due to rapid metabolism,
we compared its activity with that of T3 in
T3 receptor transactivation assays using the
reporter gene chloramphenicol acetyl
transferase in Cos7 cells transiently
expressed through TRa or TR transfection.
The results indicate that Kb430 lacks
biological activity.

Key words: Hypothyroidism. Triiodothyronine
analogues. Cerebellum. Striatum. Brain develop-
ment.
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Las hormonas tiroideas tienen un papel fundamental en el desarrollo y el
funcionamiento de diversos 6rganos, especialmente el cerebro. Las
hormonas tiroideas ejercen sus funciones mediante la interaccion de la
triyodotironina (T3) con receptores nucleares y la regulacion de la
expresion de genes. En este trabajo hemos estudiado los efectos del
hipotiroidismo y de la administracion de T3 en la expresion de genes de
cerebro y cerebelo durante el periodo posnatal en la rata. Se obtuvieron
neonatos hipotiroideos mediante la administracion de antiroideos a la
madre durante la gestacion y la lactancia. Se les administré T3 a dosis
diarias de 15 ng/g de peso desde el dia posnatal 10 hasta el 15, y se los
sacrifico 24 h tras la dltima inyeccion. El hipotiroidismo produjo un
aumento de las concentraciones de colesterol y disminucién de la
expresion de D1 en higado y de Serca-2 en corazén, que fueron
normalizados tras el tratamiento con T3. En el encéfalo, el hipotiroidismo
redujo la expresion de los genes del nucleo estriado Ngrny Rasd2, asi
como de los genes de cerebelo que codifican sinaptotagmina 12 (Syt12),
hairless (Hr), neurotrofina 3 (Nt3) y RevErbAa (Nrd1d), que también se
normalizaron tras la administracion de T3, lo que indica que durante el
periodo posnatal esta hormona llega directamente y tiene actividad en el
cerebro. En paralelo, se ha estudiado la posible accién de un analogo de
la T3, que se une in vitro preferentemente al receptor tiroideo « (TRa). Sin
embargo, este compuesto no tuvo efecto alguno en los pardmetros
estudiados. Para comprobar si la falta de accidon de este compuesto se
debe a una rapida metabolizacion, se comparé su actividad con la de la
T3 en ensayos de transactivacion del gen indicador cloranfenicol
acetiltransferasa en células Cos7 que expresan de forma transitoria,
mediante transfeccion, TRa o TRB. Los resultados indican que Kb430
carece de actividad.
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sarrollo cerebral.
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INTRODUCCION

Las hormonas tiroideas (HT) triyodotironina (T3) y
tiroxina (T4) regulan el desarrollo y multitud de proce-
sos fisioldgicos en la mayoria de los tejidos del orga-
nismo, y especialmente en el sistema nervioso central
(SNC). Las HT ejercen sus funciones mediante la inte-
raccién de la hormona activa, T3, con receptores nu-
cleares (TR), que son factores de transcripcion regula-
dos por ligando!~. Los receptores se unen a secuencias
especificas denominadas elementos de respuesta a HT
(TRE), situadas en regiones reguladoras de los genes
diana, principalmente en forma de heterodimeros con
el receptor de 4cido 9-cis-retinoico (RXR). En ausen-
cia de hormona, el aporreceptor unido al ADN interac-
ciona con un conjunto de correpresores inhibiendo la
transcripcién de genes diana. La unién del ligando
(T3) produce un cambio conformacional que permite
que los correpresores sean desplazados por coactivado-
res, con lo que se activa la transcripcion. Existen varias
isoformas de TR que resultan del procesamiento alter-
nativo de dos genes TRa y TR3.

La importancia de las HT en el desarrollo del SNC
es bien conocida, y aunque ain no se conoce con pre-
cision los fundamentos moleculares y celulares de sus
acciones, tienen efectos importantes en la migracién y
la diferenciacion de las células neurales, la génesis si-
néptica y la mielinizacién*’. El hipotiroidismo altera
la diferenciaciéon de células piramidales, células de
Purkinje, precursores de las interneuronas gabaérgi-
cas, oligodendrocitos y astroglia. Como en el resto de
los tejidos, las acciones de las hormonas tiroideas en
el SNC se deben a la interaccion de la T3 con los re-
ceptores nucleares y la regulacion de la expresion de
genes especificos®.

En este trabajo hemos analizado el efecto del hipoti-
roidismo y de la administracién de T3 en la expresion
de genes del cerebro y el cerebelo, en relaciéon con
otros pardmetros de accién de la T3 en el higado y el
corazén. En paralelo, hemos analizado el posible efec-
to de un andlogo de la T3 que interacciona de forma
especifica con la isoforma TRa.

MATERIAL Y METODO

Animales y tratamiento

Se ha utilizado ratas Wistar crecidas en el animalario de
nuestro instituto. Los procedimientos para el manejo de los
animales fueron aprobados por la Comisién de Experimen-
tacién Animal y siguieron las normas de la Unién Europea.
Los animales se mantuvieron a temperatura controlada (22
+ 2 °C) y ciclos de luz-oscuridad de 12 h, con libre acceso a
comida y agua. Los grupos experimentales fueron los si-
guientes: control (C), hipotiroideas (H) e hipotiroideas trata-
das con T3 o con el andlogo de la T3 Kb430 (Karo Bio,
Estocolomo, Suecia). Para inducir hipotiroidismo se admi-
nistré 2-mercapto- 1-metilimidazol (MMI) (Sigma Chemical
Co., St. Louis, Misuri, Estados Unidos) al 0,02% y perclo-
rato potdsico (Merck) al 1% en el agua de bebida de las ma-
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dres prefiadas, desde el dia 9 de gestacion y hasta el final
del experimento, el dia posnatal 16 (P16). La T3 (Sigma),
en suero salino con alblimina sérica bovina al 0,01%, se ad-
ministré en una inyeccién intraperitoneal diaria a partir del
dia posnatal 10 (P10) y hasta P15, a una dosis de 15 ng/g de
peso corporal®!®, Esta dosis es 5 veces la dosis fisiolégica
de inhibicién de la tirotropina (TSH) en ratas adultas y de la
produccion total diaria de T3, que en la rata es 3 ng/g. El
compuesto Kb430 fue administrado a dosis equimolar de T3
(X5) y al doble de esta dosis (X 10). Los animales fueron sa-
crificados el P16, 24 h después de la ultima inyeccion. Se
determind el colesterol en plasma mediante la utilizacién de
un kit comercial (Termo Electron) basado en métodos enzi-
maticos.

Preparacion de ARN, northern blot y PCR
cuantitativa

Se prepar6 ARN total usando Trizol (Gibco BRL). Las
pruebas de northern blot se realizaron usando protocolos
establecidos!!. Las sondas de ADNc utilizadas fueron: 1,6
kb del extremo 5° de Serca-2 (ATPasa dependiente de
Ca2* del reticulo endopldsmico, bomba de Ca2*) y sonda
de 329 pb de desyodasa 1 (D1). Como control de carga, se
utilizaron sondas de ADNc de los genes /85 y GAPDH,
todas ellas marcadas con *?P. Para las pruebas de PCR
cuantitativa se usaron sondas Tagman (Applied Biosys-
tems) de los genes siguientes: hairless (Rn00577605_ml,
Hr); Rev-ErbAa (Rn00595671_ml, Nridl), neurogranina
(Rn00480741_m1, Ngrn, RC3); Rhes (Rn00592054_m1,
Rasd?2); neurotrofina 3 (Rn00579280_m1, Nt3); sinapto-
tagmina 12 (Rn00593706_ml, Syt12) y desyodasa 1
(Rn00572183_ml, D1I).

Cultivo celular, transfeccién y analisis
de cloranfenicol-acetiltransferasa

Para los andlisis de expresion transitoria de los receptores
de T3 y de induccién de genes indicadores, se usaron célu-
las Cos-7. Las células se incubaron, 24 h antes de la trans-
feccion, en medio DMEM suplementado con suero fetal
(deplecionado de T3 y T4) al 10% y glutamina al 2%. Las
células se transfectaron con Lipofectamina® (Invitrogen) y
los siguientes pldsmidos: pCMV Sport-Bgal (Invitrogen),
que permite el control interno de la transfeccién mediante
actividad de betagalactosidasa; SalTK, que contiene el pro-
motor de la timidincinasa (TK), el TRE y el gen reportero
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT); RXR, que contiene el
gen del receptor de 4cido 9-cis-retinoico controlado por el
promotor de citomegalovirus; TRa o TR, controlado por
el promotor de citomegalovirus. La mitad de las placas fue-
ron transfectadas con la isoforma TR« y la otra mitad, con
la isoforma TRf. Tras 6 h desde la transfeccién, se cambid
el medio y se administraron los tratamientos correspondien-
tes. A las 24 h se recogieron los extractos celulares y se de-
termind la actividad CAT, corrigiendo los resultados con la
medida obtenida de betagalactosidasa.

RESULTADOS

Evaluacidon del hipotiroidismo neonatal
y del tratamiento con hormona tiroidea

La administracion de los agentes antitiroideos MMI y
CIOK a las madres gestantes a partir del dia 9 de ges-
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Fig. 1. Efectos del hipotiroidismo y del tratamiento con T3 o de andlogos selectivos para TR« en la concentracion de colesterol plasmdtico
(A) y de la expresion de desyodasa I en el higado. La medida del ARNm de la desyodasa 1 se realizé mediante hibridacion northern (B) y
las bandas de ARN se cuantificaron mediante densitometria (C). La significacion estadistica se obtuvo mediante andlisis de la variancia

con el test de Tukey.
*HEp < 0,05.

tacion y durante la lactancia dio lugar a un estado de hi-
potiroidismo neonatal, con disminucién del peso corpo-
ral, retraso en la apertura de los parpados, aumento de
la concentracién de colesterol en plasma y disminucién
de la expresion de D1 en el higado. En la figura 1 se in-
dica que las concentraciones de colesterol de las ratas
hipotiroideas estaban incrementadas respecto a las ratas
control. La administracién de T3 normalizé las concen-
traciones de colesterol de las ratas hipotiroideas.

Para evaluar el efecto del hipotiroidismo y del tra-
tamiento hormonal en la funcién hepdtica, determina-
mos la expresion de D1, un gen regulado por la hor-
mona tiroidea en la transcripcién que es muy sensible
al estado tiroideo en roedores'?. Como se puede ver
en la figura 1, la cuantificaciéon del ARNm de D1 por
hibridacién northern blot o por PCR cuantitativa (no
mostrado) arrojé resultados similares: una disminu-
cién muy acusada en las ratas hipotiroideas y un in-
cremento tras la administraciéon de T3. En el cora-
z6n'3, la hormona tiroidea regula la expresion de la
bomba de calcio sarcopldsmica Serca2. De acuerdo
con esto, el hipotiroidismo disminuyé el ARNm de
Serca2, y la administraciéon de T3 lo normalizé. Es de
interés que la administracion del andlogo de T3
Kb430 no tuvo ningtin efecto en el colesterol, D1 o
Serca2 cuando se administrd en paralelo a la T3 a do-
sis equimolares (X5) o superiores (X 10).

Expresion génica en el cerebro y el cerebelo

El efecto del hipotiroidismo y del tratamiento hormo-
nal en el SNC se evalué mediante el estudio de la ex-
presion de genes diana de T3 usando la técnica de PCR
cuantitativa. Los genes analizados fueron Ngrn (RC3)"
y Rasd2 (Rhes)", en ARN procedente del niicleo estria-
do, y en cerebelo, Hr (hairless)'s, Nridl (Reverse
ErbAa)', N3 (neurotrofina 3)'° y Syr/2 (sinaptotagmi-
na 12)'. Los resultados se indican en la figura 2.

En el nicleo estriado, el hipotiroidismo dio lugar a
una disminucién de las concentraciones de ARNm
para Ngrn 'y Rasd2, y las concentraciones se recupera-
ron tras el tratamiento con T3. En el cerebelo, la ex-
presion de los genes hairless, Nridl, Nt3 'y Sytl2 se
encuentra disminuida en los animales hipotiroideos, y
el tratamiento con T3 consigue la normalizacién e in-
cluso un aumento respecto al control, como en el caso
de la neurotrofina 3. Sin embargo, el tratamiento con
Kb430 no tuvo ningtin resultado.

Interaccion de T3 con sus receptores nucleares

En los experimentos descritos, la administracién de
T3 fue eficaz en todos los pardmetros de accion estu-
diados en diferentes tejidos. Sin embargo, el andlogo
especifico para TRa no tuvo actividad. Para explicar
la falta de actividad de este compuesto hay varias po-
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Fig. 2. Efectos del hipotiroidismo y del tratamiento con T3 o de andlogos selectivos para TR« en la expresion de genes del niicleo estriado
(Ngrn y Rasd2) y de cerebelo (Nr1dl1, Syt12, Nt3, Hr). La significacion estadistica se obtuvo mediante andlisis de la variancia con el test
de Tukey.

#HE < 0,05.

322 Endocrinol Nutr. 2008;55(8):319-25



Grijota-Martinez MIC et al. Accion de la triyodotironina en la expresion génica de cerebro y cerebelo
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Fig. 3. Andlisis de transactivacion de receptores de T3 mediante expresion transitoria en células Cos-7. Las células se cultivaron en medio
privado de T3 y T4, y se transfectaron con vectores de expresion de los receptores TRa o TR segiin se indica y de receptor del dcido 9-
cis-retinoico RXRa, betagalactosidasa y cloranfenicol acetiltransferasa controlado por un elemento de respuesta a hormona tiroidea.

sibilidades, pero es necesario analizar si la falta de ac-
tividad in vivo se debe a una falta de activacion del re-
ceptor. Para ello se analiz6 el efecto de T3 en la expre-
si6n de un gen indicador en células en cultivo que
expresan las formas TRal o TRB1 del receptor. Se
usaron células Cos-7, que no expresan el receptor de
T3, y se transfectaron con pldsmidos de expresion de
TRal o TRBI junto con un gen indicador que conte-
nia el gen CAT (acetiltransferasa del cloranfenicol)
controlado por el promotor de la timidincinasa del vi-
rus del herpes simple y de un TRE. Las células se in-
cubaron con distintas concentraciones de T3 o Kb430,
y al final de la incubacién se determiné la actividad
del gen indicador CAT. En las células tratadas con T3
a ambas dosis, se observa un aumento de la actividad
CAT con respecto al basal. En el caso de las células
tratadas con Kb430, tanto en las transfectadas con
TRa como con TR[3, no se aprecia ninguna capacidad
de transactivacion (fig. 3).

DISCUSION

En este trabajo mostramos los efectos del hipotiroi-
dismo y del tratamiento con hormona tiroidea en la
expresion génica de cerebro y cerebelo. El hipotiroi-
dismo de comienzo prenatal y prolongado durante las
primeras 2 semanas de vida posnatal dio lugar a una
disminucién de la expresion de Ngrn y Rasd2 en el
nicleo estriado y de Hr, Ntf3, Syti2 y Nrildl en el ce-
rebelo. En el mismo grupo de animales hemos evalua-
do el efecto del hipotiroidismo y de la administracion
de T3 en otros tejidos, como la concentracién de co-
lesterol en suero, resultado de acciones de T3 en el hi-
gado!’, expresion de D1 en ese tejido y de Serca2 en
el coraz6n. En conjunto, en este trabajo hemos descri-

to protocolos utiles para la evaluacién del estado tiroi-
deo de ratas durante el periodo neonatal. La mayoria
de estos pardmetros también pueden ser aplicables al
animal adulto, aunque en el caso de los genes de res-
puesta a T3 en el cerebro y el cerebelo, sélo RC3 se
ha demostrado sensible a las hormonas tiroideas des-
pués del primer mes de vida'®,

En relacién con el efecto de T3 en la expresion gé-
nica en cerebro y cerebelo, no son muchos los genes
regulados por esta hormona, y para este trabajo hemos
elegido los que mejor se prestan a un estudio mediante
PCR. La regulacion génica por T3 en el cerebro con
frecuencia depende de la region, por lo que para la
evaluacién de sus efectos no es adecuado partir de
ARN de todo el cerebro, y es necesario utilizar regio-
nes aisladas. En este trabajo hemos usado el nicleo
estriado y el cerebelo, porque su complejidad celular
es menor que en otras estructuras. Las células que ex-
presan RC3 y Rasd2 en el estriado son las espinosas
gabaérgicas de mediano tamafio'®, que constituyen el
95% de la poblacién celular de esta region. En el cere-
belo, la mayoria de las células son granulares, las que
expresan los genes que hemos seleccionado para el es-
tudio.

Que la administraciéon de T3 dé lugar a cambios en
la expresion génica en el cerebro indica que esta hor-
mona es capaz de llegar a las células diana a través de
la barrera hematoencefilica o de los plexos coroideos,
es decir, la accion de la T3, como hormona activa, en
el cerebro no depende exclusivamente de su forma-
cion local a partir de T4 y catalizada por la desyodasa
2, como parece ser el caso durante el periodo fetal en
ratas'® y en humanos?®. Efectivamente, en modelos de
hipotiroidismo maternofetal, tras la administracién de
T4 a ratas gestantes, se puede detectar T3 en el cere-
bro de los fetos. Sin embargo, tras la administracién
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de T3, se puede detectar esta hormona en el suero y
diversos tejidos fetales, pero no en el cerebro, lo que
indica que el cerebro fetal depende de la actividad
Dio2. Nuestros resultados indican que esto no es apli-
cable al periodo posnatal. No se conocen las bases ce-
lulares de dicha discriminacion, y es posible que estén
implicados transportadores especificos de T4 y T3%'.

Para un mejor conocimiento de la accién de T3, tie-
ne un gran interés definir las isoformas de receptor im-
plicadas especificamente en sus acciones. Para el estu-
dio de las funciones especificas de las isoformas de
TR, se han seguido dos estrategias: por un lado, se han
generado animales mutantes deficientes en alguna de
las isoformas o que expresaran formas mutadas?>%, El
uso de estos animales ha permitido conocer algunas de
estas funciones, como la implicaciéon de TRal en el
control de la actividad del miocardio y el desarrollo in-
testinal y la implicaciéon de TR[3 en la regulacién de la
secrecion de TSH, la audicion y el metabolismo hepé-
tico. Otro abordaje ha sido la generacion de compues-
tos andlogos de la hormona tiroidea con especificidad
selectiva por alguna de estas isoformas®. El estudio de
dichos compuestos es de gran interés terapéutico, por-
que serian selectivos para determinadas acciones de las
hormonas tiroideas que pueden resultar beneficiosas en
afecciones distintas de las tiroideas®. En estudios pre-
vios hemos usado uno de estos compuestos, GC-1, que
actda selectivamente a través de TRf3, para identificar
acciones de T3 mediadas por TRa o por TR en el sis-
tema nervioso central'®%,

En este trabajo hemos tenido la oportunidad de eva-
luar un compuesto que, in vitro, se une con mayor afi-
nidad a TRa que a TR, aunque su actividad in vivo
no habia sido explorada. Los experimentos realizados
muestran que el tratamiento con Kb430 en animales
hipotiroideos no consigue recuperar la expresion de
los genes estudiados con ninguna de las dosis. Es ra-
zonable que este compuesto no haya tenido efecto en
las respuestas hepadticas, pues éstas dependen funda-
mentalmente de TRP3; en el cerebro, una explicacién a
su falta de actividad podria ser que no atraviesa la ba-
rrera hematoencefdlica. Sin embargo, este compuesto
no tuvo actividad en la regulacién de Serca2 en el co-
razon, que dependeria de TRa.

Una razén para la falta de actividad in vivo podria
ser una rdpida metabolizacién que no permitiera la
ocupacion del receptor el tiempo suficiente. Sin em-
bargo, los estudios de transactivacion en células en
cultivo indican que el compuesto carece de actividad.
En esos experimentos se usaron células Cos-7 que no
expresan TR, por lo cual se puede hacer que expresen
transitoria y especificamente la isoforma de interés
mediante transfeccién con pldsmidos de expresion.
Asi, es posible estudiar en condiciones de equilibrio la
respuesta del sistema a T3 o al andlogo de interés me-
diante el uso de genes indicadores controlados por un
TRE. Mientras que T3 tuvo un claro efecto en TRa o
TR, el andlogo de T3 no tuvo efecto alguno, lo que
indica falta de actividad bioldgica.
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