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RESUMEN

La retina es un 6rgano fundamental del sistema visual en los vertebrados, ya que
alberga los fotorreceptores (conos y bastones), cuya funcién principal es convertir la
luz en sefales eléctricas interpretadas por el cerebro. Un desarrollo deficiente de los
fotorreceptores puede causar vision anormal e incluso ceguera. Las hormonas
tiroideas (HTs) son esenciales para el desarrollo de distintas células y tejidos, como
la retina, regulando la especificacion de conos y la expresion de opsinas. Las HTs se
sintetizan en la tiroides principalmente como tiroxina (T4), la T4 entra al torrente
sanguineo donde se convierte en triyodotironina (T3) mediada por la enzima
desyodasa 2 (DIO2). La T3 se une a los receptores tiroideos nucleares (TRs) que
pueden modular la transcripcion génica. Sin embargo, la regulacion de la expresion
temporal de estos componentes de la sefalizacion tiroidea en el desarrollo la retina
no ha sido explorada de manera integral. Este estudio tuvo como objetivo investigar
la regulacién de estos componentes durante el desarrollo de la retina en larvas de
pez cebra, tanto en condiciones control como tras manipulaciones farmacolégicas
con acido iopanoico (IOP, 5 uM) para inducir un estado hipotiroideo y triyodotironina
(T3, 0.025 nM) para generar un estado hipertiroideo. Asimismo, se analizaron los
efectos fisiologicos de estas manipulaciones mediante un analisis morfoldgico de las
capas de la retina y un ensayo conductual de preferencia de colores. Se observo una
regulacion coordinada en la expresion de todos los genes analizados, con un
aumento significativo de Dio3b, sugiriendo su importancia en la supervivencia de
células retinales. Ademas, el desequilibrio de T3 provocd cambios estructurales en
la retina, especialmente en la capa de células ganglionares (GCL), y cambios en la
preferencia de color, destacando la importancia de la regulacidon de las HT en el
correcto desarrollo y funcion de la retina.



INTRODUCCION

El correcto desarrollo de la retina durante las primeras etapas embrionarias es crucial
para garantizar una funcion correcta del sistema visual en los organismos
vertebrados. En este contexto, el estudio de la influencia de las hormonas tiroideas
(HTs), asi como los componentes que estan involucrados en su sefalizacion en la
retina (receptores, transportadores y enzimas que las metabolizan), representan un
area de investigacion amplia para comprender los efectos que ejercen dichas
hormonas sobre el desarrollo de la retina. Por tal motivo, en este trabajo se abordo
el estudio integral de los componentes de la sefalizacion de HTs durante el desarrollo
embrionario de la retina en larvas de pez cebra, un modelo animal que ha permitido
estudiar favorablemente este sistema.

Diferentes estudios han demostrado que la alteracién de los componentes de la
sefalizacion tiroidea podria estar relacionada con la perturbacion del desarrollo
adecuado de la retina; por ejemplo, disfunciones visuales que podrian manifestarse
como daltonismo, o en ultima instancia, como ceguera parcial en los individuos
afectados. A pesar de esto, no hay un estudio integral que aborde la dinamica de
expresion a través del tiempo de dichos elementos de sehnalizacion, asi como el
impacto de modificar farmacolégicamente el estatus tiroideo (hipo e hipertiroideos)
durante el desarrollo de la retina. Comprender estos procesos no solo proporciona
una vision mas profunda de la biologia del desarrollo embrionario, sino que también,
podria tener implicaciones directas para la comprension de problemas visuales en

otros organismos vertebrados, incluidos los humanos.



Ademas, el estudio de las HTs y el desarrollo de la retina ofrecen una perspectiva
valiosa para el desarrollo de estrategias terapéuticas dirigidas a corregir posibles
desregulaciones hormonales durante la gestacion, con el potencial de prevenir o
mitigar problemas visuales en la descendencia. Este estudio busca, por lo tanto,
llenar un vacio en nuestra comprension de la relacion entre las HTs, el desarrollo

embrionario de la retina y las consecuencias visuales.



1. ANTECEDENTES
1.1 Estructura de la glandula tiroides

La tiroides es una glandula enddcrina responsable de la produccion y secrecion de
hormonas tiroideas (HTs) (Takagi y col.,, 2022). La glandula tiroides exhibe
diferencias morfolégicas y anatémicas entre diversas clases de vertebrados como,
por ejemplo: en anfibios, reptiles, aves y mamiferos, esta ubicada en la base del
cuello (Rabah y col., 2019); mientras que, en la mayoria de los peces teledsteos,
puede ser compacta o dispuesta como foliculos dispersos en las regiones faringea,
cardiaca o renal (Deal y Volkoff, 2020; Norris y Carr, 2021). No obstante, la estructura
anatémica fundamental de la glandula tiroidea esta conservada en los vertebrados,
se compone de un conjunto de foliculos vascularizados rodeados por tejido conectivo
(Figura 1) (Deal y Volkoff, 2020). En su interior contiene una sustancia secretora
llamada coloide, cuyo componente principal es la tiroglobulina (TG), una
glicoproteina yodada, que es la precursora de las HTs bioactivas (Barrett y col., 2020;
Khan y Farhana, 2023). Los foliculos estan revestidos por células foliculares
epiteliales denominados tirocitos, las cuales son responsables de la sintesis de las

HTs (Posabella y col., 2021; van der Vaart y col., 2021). (Figura 1).



Coloide

S Célula
/ folicular

le: t Globulos
[ rojos

i — Foliculo

l\\

CélulaC
Figura 1. Anatomia de los foliculos tiroideos. La ilustracién muestra una representacion
caricaturizada de la glandula tiroides (izquierda), que se distingue por su forma de
mariposa tipica en los humanos. A la derecha se detalla la unidad basica de la tiroides, el
foliculo tiroideo, el cual esta constituido por celulares foliculares o tirocitos que rodean el
coloide que contiene principalmente a la TG (Posabella y col., 2021). Elaborado con:
Biorender.com.

La tiroides es de las primeras glandulas enddcrinas en empezar a diferenciarse; la
organogeénesis tiroidea comienza alrededor del dia post fertilizacién (dpf) 20-22 en
humanos y a las 20 horas post fertilizacion (hpf) en el pez cebra (Marelli y col., 2021;
Posabella y col., 2021). La glandula tiroidea alcanza la madurez alrededor de los 84
dpfen humanos y a las 72 hpf en pez cebra (Dom y col., 2021; Posabella y col., 2021;
Rosen y Sapra, 2023). En el desarrollo temprano, cuando el embrién aun carece de
glandula tiroides, depende unicamente del aporte materno y que atraviesa la
placenta. En el caso de los peces teledsteos, dependen de las HTs maternas
depositadas durante la maduracién del 6vulo (Darras, 2019; Stepien y Huttner, 2019).
En vertebrados la funcién de la glandula tiroidea esta regulada por un circuito
autorregulado llamado eje hipotalamo-pituitario-tiroideo (HPT) (Shahid y col., 2023).
Los componentes de este eje estan conservados entre los vertebrados, aunque
presentan algunas diferencias especificas segun la especie (Deal y Volkoff, 2020).

En este proceso, la hormona liberadora de tirotropina (TRH), producida en las

4



neuronas hipofisiotroficas del hipotalamo, estimula a los tirotropos de la
adenohipdfisis para que produzcan y liberen la hormona estimulante de la tiroides o
tirotropina (TSH). A su vez, la TSH promueve la sintesis y liberacion de HTs en la
glandula tiroides (Figura 2), desempefiando un papel crucial en la regulacion directa

de la actividad tiroidea (Feldt-Rasmussen y col., 2021; Gavrila y Hollenberg, 2019).

Glandula
tiroides

|
v
, 4

Figura 2. El eje HPT y su autorregulacion por HTs. La TRH es sintetizada en el nucleo
paraventricular del hipotalamo y estimula la secrecién de TSH en la hipdfisis anterior. La
TSH, a su vez, estimula las células foliculares tiroideas lo que promueve la sintesis y
liberacion de HTs (Feldt-Rasmussen y col., 2021). Elaborado con: Biorender.com.

1.1.1 Hormonas tiroideas (HTs)
Las principales hormonas producidas por la tiroides son la tiroxina (3,5,3',5'-
tetrayodotironina, T4) y la triyodotironina (3,5,3'-triyodotironina, T3), las cuales se
denominan colectivamente HTs (Fox, 2019; Hall y Hall, 2021) (Figura 2). La
estructura molecular esencial se basa en dos anillos de benceno yodados unidos por
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un enlace éter. La glandula tiroides secreta principalmente T4, mientras que la T3, la
T3 reversa (3,5’,3'-triyodotironina, rT3) y la diyodotironina (3,3'-diyodotironina, T2) se
generan principalmente por la desyodacion de las yodotironinas, catalizada por las
enzimas desyodasas (Koibuchi, 2018; Sabatino y col., 2021).

Las HTs desempenan un papel importante en la regulacion del indice metabdlico
basal (IMB), el gasto de energia y el mantenimiento funcional de érganos, en especial
del sistema cardiovascular (Khan y Farhana, 2023; Koibuchi, 2018; Tortora y
Derrickson, 2021). Ademas, se sabe que las HTs son importantes moduladores del
metabolismo celular, ejerciendo una accién gendémica al regular la expresion de
genes diana, mediante la unién de la T3 a sus receptores nucleares denominados
receptores a hormonas tiroideas (TRs), los cuales son receptores nucleares que
funcionan como factores transcripcionales (Prezioso y col.,, 2018). De manera
simultanea afectan vias no gendmicas, ya que interactian con receptores de la
membrana celular y proteinas citosdélicas para activar diferentes vias de sefalizacion
que involucran la serina-treonina quinasa, PI3K, Akt/proteina quinasa B, proteina
quinasa activada por AMP y calcio. Estas vias de sefializacién ejercen un efecto
sobre los canales ionicos de los cardiomiocitos, regulando positivamente la
frecuencia cardiaca en reposo, el volumen sanguineo y la contractilidad del miocardio
(Prezioso y col., 2018; Yamakawa y col., 2021). De igual manera las HTs estan
ampliamente relacionadas con el desarrollo y la diferenciacion de células neurales

en vertebrados (Gavrila y Hollenberg, 2019; Sachs y Campinho, 2019).



1.1.2 Aspectos generales del transporte de las HTs

Después de ser sintetizadas en la glandula tiroides, las HTs atraviesan la membrana
basal de los tirocitos mediante transportadores especificos y entran al torrente
sanguineo (Mancino y col., 2021; Shahid y col., 2023). Una vez en la sangre, se unen
con proteinas plasmaticas que también ejercen funcién de transporte hacia los tejidos
objetivo (Rabah y col., 2019; Tortora y Derrickson, 2021). Debido a la naturaleza
lipofilica de las HTs, se pensaba que podian atravesar las membranas celulares de
las células diana; sin embargo, hoy se sabe que su entrada y salida a las células
ocurre mediante transportadores de membrana (Stepien y Huttner, 2019).

La entrada de las HTs a las células es facilitada por transportadores especificos
pertenecientes a familias de proteinas diferentes, que incluyen los transportadores
de aniones organicos, los transportadores de aminoacidos de tipo L y los
transportadores de monocarboxilatos (Groeneweg y col.,, 2020). Entre los mas
sobresalientes se encuentran el transportador de monocarboxilato 8 (MCT8), el
transportador de monocarboxilato 10 (MCT10) y el polipéptido transportador de
aniones organicos (OATP) 1C1 (Deladoey y col., 2021). El MCT8 es especifico y
fundamental para el transporte de T4 y T3 en el sistema nervioso central (SNC),
facilitando el transporte de las HTs a través de la barrera hematoencefalica, asi como
la captacion de T3 por las neuronas. Este es el unico transportador tiroideo del que
se han reportado mutaciones que pueden afectar fisioldégica y negativamente a los
humanos (Groeneweg y col., 2020). El MCT10, por otro lado, es un transportador
tanto de aminoacidos como de T3 y T4, teniendo mayor eficiencia en transportar T4

en comparacion con el MCT8. Ambos tienen la capacidad de transportar HTs dentro



y fuera de la célula. En cuanto a los OATP, es una familia de proteinas con 12
dominios transmembranales que modulan el transporte de compuestos organicos
anfipaticos, de manera especifica el OATP1C1 tiene una mayor afinidad en el
trasporte de T4 y de rT3. De hecho, es el transportador con mayor afinidad por T4
entre todos los transportadores de HT (Wang y col., 2023). A pesar de que su
expresion tisular ocurre en el musculo esquelético, el rifion, el intestino y el
hipotalamo, se infiere que su funcién principal es facilitar la captaciéon de T4 en
astrocitos ya que se ha observado que la captacién activa de tiroxina a los astrocitos
del hipocampo estd mediada por OATP1C1 (Froéhlich y Wahl, 2021; Peters y
Schoenmakers, 2020). Asi mismo, se ha reportado una expresion diferencial de
OATP1C1 en astrocitos en el prosencéfalo (Groeneweg y col., 2020).

Se ha demostrado que los transportadores de HTs son necesarios para que la
embriogénesis ocurra de manera adecuada. Por ejemplo, se han generado peces
cebra mutantes en los que se ha bloqueado la captacion de TH mediante un
‘knockdown” o “knockout” del gen que codifica para el MCT8; en consecuencia, se
observo una alteracién en el desarrollo del cerebro y la locomocion, asi como la
desregulacion en las vias de sefializacién Wnt/Notch implicadas en la proliferacion,
el crecimiento, la migracion y la apoptosis de células eucariéticas (Acar y col., 2021;
Gothié y col., 2020). Por otro lado, el “knockdown” de MCT8 en células progenitoras
retinianas de pollo, redujo la proliferacion de estas, resultando en una hipoplasia
celular y una retina mas delgada, causando la pérdida de fotorreceptores y células

horizontales (Vancamp y col., 2019).



1.1.3 Activacion e inactivacion de las HTs

Aproximadamente el 93% de las HTs secretadas por la glandula tiroides corresponde
a T4 mientras que el 7% restante a T3. Esta ultima se considera la hormona tiroidea
biolégicamente activa, en comparacion con la T4 por lo cual la conversion regulada
de T4 a T3 es de suma importancia (Hall y Hall, 2021). Dicha transformacion se
encuentra mediada por las enzimas yodotironinas desyodasas, también conocidas
como desyodasas, que catalizan la activacion e inactivacion de las HTs mediante la
eliminacién de un atomo de yodo del anillo externo o interno de la molécula per se.
Se conocen tres de estas enzimas: DIO1, DIO2 y DIO3 (Figura 3) (Deladoey col.,
2021). Las desyodasas contribuyen al mantenimiento de la homeostasis de las HTs
a nivel local y actuan de manera especifica en cada célula (Peters y Schoenmakers,
2020; Sabatino y col., 2021). Las HTs regulan la expresién de DIO2 y DIO3 de
manera opuesta: el hipertiroidismo aumenta la expresion de DIO3 y disminuye la
expresion de DIO2, mientras que el hipotiroidismo genera el efecto contrario,
evidenciando que la actividad desyodasa es crucial en el control de la homeostasis
de las HTs (Luongo y col., 2019).

De esta manera, en situaciones donde hay un exceso de T3 se propone que se
aumenta la expresion génica y actividad de la DIO3 para inactivar a la T3 y proteger
a la célula de un exceso de T3, por el contrario, cuando hay una demanda de T3, se
incrementa la expresién y actividad de la DIO2 para generar mas HT bioactiva. El
desbalance en la actividad de estas desyodasas puede ocasionar problemas en el
funcionamiento de varios sistemas bioldgicos, por ejemplo, se ha reportado que el

exceso de T3 exdgena, genera una disminucién en el tamafo de células progenitoras



neurales y el exceso de T4 exdgena aumenta la expresion de Hes, una familia de
genes que codifican represores transcripcionales basicos y regulan negativamente
la proliferacion y diferenciacion de células madre, especialmente del sistema
nervioso central, SNC, dificultando la diferenciacion neuronal (Gothié col., 2020; Hu
y Zou, 2022).

La DIO1 se encuentra en la membrana plasmatica y se expresa principalmente en
las células del higado, los rifiones, la tiroides y la hipofisis (Kdhrle y Fradrich, 2022).
Es responsable de la produccidon de T3 en plasma y desempefia un papel importante
en la desyodacion de rT3. Aunque también se ha encontrado que pueden generar
metabolitos inactivos como la rT3 o T2, dependiendo del sustrato catalizando la
desyodacion del anillo interno o externo (Deladoey col., 2021; Fréhlich y Wahl, 2021).
Por otro lado, la DIO2 se localiza en el reticulo endoplasmico de células de la
hipdfisis, la placenta, el musculo esquelético, la tiroides, el tejido adiposo marrén y
los astrocitos (Deng y col., 2023). En estos tejidos participa principalmente en la
produccion local de T3 intracelular a partir de T4. Adicionalmente, se ha demostrado
que la DIO2 esta regulada por un mecanismo mediado por adenosin monofosfato
ciclico (AMPc) y que esta asociado al receptor de TSH en la tiroides, misma que
estimula el ARNm vy la actividad de la DIO2 en cultivos de células tiroideas humanas
(Kohrle y Fradrich, 2022).

Finalmente, la DIO3 se encuentra en la membrana plasmatica de células de multiples
tejidos (la placenta, la retina, el esqueleto, la piel, el cerebro etc.) y de manera
importante durante el desarrollo fetal (Kéhrle y Fradrich, 2022). Produce metabolitos

inactivos catalizando la conversién de T4 en rT3, y de T3 en T2, mediante la
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eliminacién de un yodo del anillo interno (Deladoey y col., 2021; Frohlich y Wahl,

2021).
| | | |
3 3 DIO1, DIO2
HO- -O- -CH,-CH-COOH _— > HO- -O- -CH,-CH-COOH
5 ; 5 1 NH, | NH,
Tiroxina (T4) 3,5,3-triyodotironina (T3)
(prohormona) (hormona activa)
DIO1, DIO3 DIO1, DIO3
| | | |
HO@-O-@ -CHy-CH-COOH —» HO@-O-@ -CH,-CH-COOH
: NH, DIO1, DIO2 NH,
3,3',5'-triyodotironina (rT3) 3,3'-diyodotironina (T2)

(inactiva) (inactiva)

Figura 3. La desyodacion de las hormonas tiroideas se lleva a cabo por DIO1, DIO2 y
DIO3. La DIO2 convierte la hormona T4 en T3 mediante la eliminacién de un atomo de
yodo del anillo externo. La DIO3 inactiva la T3 al eliminar un a&tomo de yodo del anillo
interno, produciendo T2, o bien bloquea la sintesis de T3 a partir de T4 al convertir la T4 en
rT3. La DIO1 lleva a cabo la desyodacion del anillo interno o externo para generar T3, rT3
o T2, segun el sustrato disponible. Extraido y modificado de Peters y Schoenmakers
(2020).

1.1.4 Accidon de las HTs
Los efectos de las HTs estan mediados por su interaccion con sus receptores
nucleares (TRs), mismos que funcionan como factores de transcripcion que, ante la
union con su ligando, pueden modular la transcripcion de un gran numero de genes
ejerciendo efectos a nivel metabdlico, asi como en la regulacién del ciclo celular y la
diferenciacion. Esto desempefa un papel crucial en diversos procesos de desarrollo,
incluido el de la retina (Barret, 2022; Hall y Hall, 2021; McNerney y Johnston, 2021).

Se ha reportado que un numero considerable de genes fundamentales para el
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desarrollo generan una respuesta primordialmente por la sefalizacion de HTs
durante ventanas de tiempo especificas en el desarrollo. Si no se expresan o lo hacen
de manera tardia, estos genes pueden comprometer irreversiblemente el desarrollo
y correcto funcionamiento de érganos importantes (Darras, 2019).

Analisis transcriptomicos en células cerebrocorticales primarias (CC) derivadas de
embriones (E14) de ratones expuestos a T3 y en presencia de cicloheximida durante
24 h, se encontré que, de los aproximadamente, 15,000 genes expresados en los
cultivos de CC, la T3 cambia la expresion de 1145. Los genes inducidos o reprimidos
mas sensibles a T3 fueron los que se encuentran descritos en el Cuadro 1.

Los genes regulados positivamente estan involucrados en procesos relacionados con
la diferenciacién, migracion y comunicacion celular, mientras que la regulacion
negativa se asocid con procesos nucleares implicados en la mitosis y la
condensacion cromosémica, por lo que las alteraciones causadas por el desequilibrio
de la sefializacién de HTs, puede provocar dafios en el desarrollo neural (Bernal,

2017).
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Cuadro 1. Genes regulados transcripcionalmente por T3 en células cerebrocorticales primarias (Choi y col., 2020; Drepanos y
col., 2023; Gene, 2024).

Regulacion positiva

Regulacién negativa

Gen Funcién biolégica Gen Funcién biolégica
Cyptiat: Enzima mitocondrial que cataliza el Htr7: Codifica a un receptor acoplado a
Citocromo P450, | desdoblamiento de la cadena lateral | Receptor 7 de 5- | proteina G de serotonina y la
familia 11, del colesterol C27 en pregnenolona | hidroxitriptamina | actividad de los receptores de
subfamilia a, C21 en presencia de oxigeno neurotransmisores. Implicado en

polipéptido 1 molecular y NADPH-. Es el paso inicial
y limitante de la sintesis de hormonas
esteroides gonadales y suprarrenales.

varios procesos, incluida la via de
sefalizacion del receptor de
serotonina activadora de adenilato
ciclasa, deteccion de estimulos
mecanicos implicados en la
percepcion sensorial del dolor, y
modulacién de la transmisién
sinaptica quimica.

Hr: Codifica una proteina que participa en

Lisina desmetilasa | el crecimiento del cabello. Esta
y correpresor del | proteina funciona como correpresor
receptor nuclear | transcripcional de multiples receptores

Aldh1a3:
Aldehido
deshidrogenasa
1 miembro de la

Codifica una enzima aldehido
deshidrogenasa que utiliza el retinal
como sustrato. Requerido para la
sintesis de retinoato en las regiones

nucleares, incluido el receptor de la familia A3 oculares y nasales embrionarias,
hormona tiroidea, los receptores critico en el desarrollo embrionario
huérfanos  relacionados con el del ojo y la region nasal.
receptor del acido retinoico y los
receptores de vitamina D, e interactua
con las histonas desacetilasas.

Shh: Codifica una proteina que desempefa Rgs4: Inhibe la transduccion de sefiales al

un papel decisivo en la formacion del
patrén del embrién temprano. Se ha

aumentar la actividad GTPasa de
las subunidades a de la proteina G,
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Molécula de
sefalizacion de

implicado como la sefial inductora
clave en el patrén del tubo neural

Regulador de la
sefalizacion de la

llevandolas asi a su forma inactiva
unida al GDP.

Sonic Hedgehog | ventral, el eje anterior-posterior de las proteina G 4
extremidades y las somitas ventrales.

Dio3: Cataliza la inactivaciéon de las HTs Kera: Codifica una proteina que es un
Yodotironina mediante la desyodacion del anillo Keratocan proteoglicano de queratan sulfato
desyodasa 3 interno de la T4 y T3 a metabolitos que es importante para desarrollary

inactivos rT3 y T3, respectivamente. mantener la transparencia de la
Regula las concentraciones cornea.

circulantes de hormona tiroidea fetal y,

por tanto, desempefa un papel

fundamental en el desarrollo de los

mamiferos.

Sptssb: Cataliza el primer paso comprometido Pcdh18: Su funcién especifica es
Subunidad y limitante de la velocidad en la| Protocadherina |indeterminada, pero se cree que el
pequena B de biosintesis de esfingolipidos. 18 receptor neuronal relacionado con

serina la cadherina desempefia un papel

palmitoiltransferasa en el establecimiento y funcion de
conexiones celulares especificas

en el cerebro.
Flywch2: Modulador de la transcripcion que Kihl14: Promueve la ubiquitinacion de las

Miembro 2 de la
familia FLYWCH

suprime la actividad transcripcional de
la senalizacion Wnt/ B-catenina.

Miembro 14 de la
familia tipo Kelch

subunidades del receptor de células
B (BCR) y disminuye la estabilidad
de las glicoformas inmaduras del
BCR en el reticulo endoplasmico,
reduciendo asi los niveles de BCR.

Hertr1: Codifica una proteina que es un Ndst3: Codifica una enzima bifuncional
Receptor de receptor acoplado a proteina G | N-desacetilasay | que cataliza la N-desacetilacion y la
hipocretina implicado en la regulacion del N- N-sulfatacion de la glucosamina,
(orexina) 1 comportamiento  alimentario. La | sulfotransferasa 3 | que son las modificaciones
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codificada se une
neuropéptido

proteina
selectivamente al
hipotalamico orexina A.

quimicas iniciales necesarias para
la biosintesis de heparina.

Gper1:
Receptor 1 de
estrégeno
acoplado a
proteina G

Permite la actividad del receptor de
estréogenos. Lo que conduce a
estimulacion de la adenilato cicliasa y
un aumento en los niveles de AMPc,
asi mismo promueve la movilizacidon
de Ca* intracelular y la sintesis de
fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3).

McA4r:
Receptor 4 de
melanocortina

Codifica un receptor que interactua
con las hormonas
adrenocorticotropicas y hormonas
estimulantes de melanocitos y esta
mediada por proteinas G. Ejerce un
papel crucial en la homeostasis
energética y el crecimiento
somatico.

KIf9:
Factor de
transcripcion KLF 9

Codifica una proteina que es un factor
de transcripcién. Se sabe que regula
tanto el desarrollo de la diferenciacion
celular como la fisiologia en multiples
tipos de tejidos y sistemas de 6rganos,
incluidos el SNC, la sangre, el tejido
adiposo y el higado, y que es un critico
de multiples vias de respuesta al
estrés y al medio ambiente.

St8sia4:
ST8 alfa-N-acetil-
neuraminida alfa-

2,8-
sialiltransferasa 4

Codifica una enzima que cataliza la
policondensacion del acido sialico
enlazado alfa-2,8 necesaria para la
sintesis del acido polisialico, el cual
es fundamental en la molécula de
adhesion de células neurales
embrionarias (N-CAM),
desempefiando un papel esencial
en la plasticidad de las células
neurales.

Trhr:
Receptor de la
hormona
liberadora de
tirotropina

Codifica un receptor acoplado a
proteina G para la hormona
liberadora de tirotropina (TRH).
Tras la unién de la TRH, activa la
via de transduccion de PKC.
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En vertebrados, existen dos genes de TR, a y B, codificados por los genes THRA y
THRB en diferentes cromosomas (Barret, 2022; Lazcano y col., 2019). Debido al
empalme alternativo del ARNm, se expresan multiples isoformas: a1-a3, B1-p3, y las
formas truncadas, receptores que carecen de dominios AF1 y DBD, pero conservan
la mayor parte del LBD, como las isoformas Aa1, Aa2 y AB3. Las isoformas TRa2
(que tiene una extensién del dominio AF1 que lo vuelve incapaz de unir HTs), TRa3
y todos los TR truncados carecen de capacidad de unién a T3 y desempefan un
papel antagonista a la sefalizacion de HTs (Frohlich y Wahl, 2021; Hoénes y col.,
2022). Por otro lado, TRa1, TRB1y TRB2 poseen una gran afinidad por la T3 y actuan
como los receptores funcionales en todos los vertebrados. TRa1 se expresa en el
corazon, los huesos, tracto gastrointestinal, y el cerebro. TRB1 es predominante en
el higado, rifién, corazoén, pulmon, cerebro, céclea e hipdfisis. TRB2 es expresado
principalmente en la hipdfisis, la retina y la céclea (Deladoey y col., 2021; Peters y
Schoenmakers, 2020).

Los TRs se unen a los elementos de respuesta del ADN, principalmente como
heterodimeros con el receptor X de retinoides (RXR) y reconocen los elementos
especificos de respuesta a la HT (TRE), los cuales suelen estar localizados en las
regiones promotoras de los genes diana especificos, promoviendo asi el aumento o
disminucién del proceso de transcripcidn de estos genes, ejemplos de los mismos se
enumeran en el Cuadro 2 (Barret, 2022; Peters y Schoenmakers, 2020; Sinhay Yen,

2018; Stepien y Huttner, 2019).
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Cuadro 2. Regulacion de genes mediada por la accién de las HTs (Sinha y Yen, 2018).

Regulacion positiva Regulacion negativa

Receptor de hormona tiroidea 3 (THRB) | Hormona estimulante de la tiroides
(TSH)

Hormona del crecimiento (GH) Hormona liberadora de tirotropina (TRH)
Cadena pesada a de miosina Cadena pesada 3 de miosina
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa | Receptor del factor de crecimiento
(PEPCK) epidérmico (RFCE)
Factor de diferenciacion neurogénica 1 | Prolactina
(NEUROD1)
Sintasa de acidos grasos (FASN) Adenil ciclasa tipo (AC) V y VI
Proteina basica de mielina (MBP) Fosfolamban

1.2 El sistema visual
El sistema visual detecta la informacién del entorno en forma de luz para
posteriormente interpretar los datos de tal manera que podemos integrar dicha
informacion en imagenes complejas. El proceso de la vista y la percepcion visual
implica la asociacion e interconexion de un conjunto de estructuras diferenciadas
para lograr visualizar el entorno (Remington y Goodwin, 2022; Widmaier y col., 2019).
El ojo esta estructuralmente conservado en vertebrados y consta de dos
componentes esenciales: una parte Optica, constituida por las capas fibrosa y
vascular, para congregar la luz con el objetivo de formar una imagen, y una parte
neural, la retina, para convertir la imagen 6ptica en impulsos nerviosos (Connors,
2022; Fox, 2019). Asimismo, el proceso de desarrollo ocular durante la
embriogénesis se encuentra conservado en los vertebrados. Por ejemplo, la
morfogénesis del sistema visual en el pez cebra presenta similitudes con el humano,
en ambos se desarrolla a partir de tres tejidos embrionarios: el neuroectodermo, que
da lugar a la retina, el epitelio pigmentario, el tallo éptico y el cuerpo ciliar; el

ectodermo superficial, que forma el cristalino y eventualmente los epitelios
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conjuntivales y corneales; y la mesénquima que forman el endotelio y estroma
corneal, el estroma del iris y la esclerética (Cassar y col., 2021; Rosa y col., 2023).
La investigacion en modelos animales como el pez cebra y murinos ha contribuido a
dilucidar eventos cruciales en la morfogénesis del ojo de los vertebrados (Angueyra
y Kindt, 2018).
1.2.1 La retina

La retina de los vertebrados es un tejido neural que recubre la parte posterior del ojo,
es responsable de la deteccion y el procesamiento de la informacion visual, dando
lugar a la transformacion de la energia luminosa en un impulso nervioso (Angueyra
y Kindt, 2018). Para lograr esto, la retina se compone de tres capas nucleares: la
capa nuclear externa (ONL), correspondiente a los fotorreceptores (conos y
bastones); la capa nuclear interna (INL) formada por las interneuronas (horizontales,
bipolares y amacrinas) y la capa de células ganglionares (GCL). Estas capas se
conectan mediante dos capas en donde se encuentran exclusivamente: la capa
plexiforme externa (OPL) y capa plexiforme interna (INL) (Figura 4) (Moustardas y

col., 2023; Remington y Goodwin, 2022; Rosa y col., 2023).
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Figura 4. Diagrama de la retina de los vertebrados. La imagen muestra una vista lateral del
ojo del humano (izquierda) y la ubicacion de la retina, que es la parte neural del ojo que a
su vez esta conformada por varias células que forman diferentes (derecha). GCL, capa de
células ganglionares; IPL, capa plexiforme interna; INL, capa nuclear interna; OPL, capa
plexiforme externa; RPE, epitelio pigmentario de la retina. Extraido y modificado de
Grigoryan, 2022). Elaborado con: Biorender.com.

Los fotorreceptores transducen la energia electromagnética en impulsos nerviosos y
se transmite a las interneuronas: las células horizontales modulan localmente la
salida sinaptica de los fotorreceptores; las células amacrinas proporcionan
modulacién pre y/o postsinaptica; mientras que las bipolares transmiten las senales
neuronales a la siguiente capa de procesamiento proporcionando excitacion a las
células ganglionares de la retina (CGR) (Barrett y col., 2020; Dong y Allison, 2021).
En humanos, los axones de las CGR forman el nervio 6ptico, llegan al nucleo
geniculado lateral (NGL) del talamo, transmitiendo la informacion codificada a los

centros visuales del cerebro, ubicados en la corteza estriada del I6bulo occipital de
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la corteza cerebral donde se produce la percepcion de vision (Barrett y col., 2020;
Fox, 2019). Los conos y bastones también estdn asociados con el epitelio
pigmentario de la retina (RPE), el cual proporciona soporte estructural, trofico y
metabdlico para los fotorreceptores (Angueyra y Kindt, 2018).
1.2.2 Los fotorreceptores

Se han descrito dos tipos de células fotorreceptoras: los conos y los bastones, que
son células sensoriales que contienen fotopigmentos los cuales son activados al ser
excitados por la luz (Marieb y Smith, 2023). Las células recibieron estos nombres por
su forma, sin embargo, actualmente su denominacion en conos y bastones esta mas
relacionada con el nivel de iluminacién y el espectro de longitud de onda en el que
son activos. Los bastones son extremadamente sensibles a la luz y pueden operar
bajo condiciones de baja luminosidad; es decir, son responsables de la vision
escotopica (Andrews, 2023). Los conos, por otra parte, tiene un umbral sensitivo mas
amplio, operan mejor con luz diurna, proporcionan una visidon fotdpica, una mayor
agudeza y participan en la vision de colores (Barrett y col., 2020; Costanzo, 2019).
Las funciones de los conos y bastones estan sintetizadas en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Funcion de los fotorreceptores (Costanzo, 2019).

Funcion Conos Bastones

Sensibilidad a la luz Transduccion en Transduccion en
condiciones fotdpicas condiciones escotopicas

Vision Diurna Nocturna

Agudeza Alta agudeza visual Baja agudeza visual
Presentes en la fovea Ausentes en la fovea

Vision cromatica Si No

Los fotorreceptores se dividen en tres segmentos principales: un segmento externo,

un segmento interno que incluye una region nuclear y una zona terminal sinaptica.
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Los terminales sinapticos se conectan al segmento interno a través de un axon corto,
mientras que los segmentos internos se destacan por sintetizar fotopigmentos
(opsinas) y por tener una alta densidad de mitocondrias (Barrett y col., 2020). La
conexion entre los segmentos internos y externos se realiza mediante un tallo ciliar,
siendo este ultimo constituido por cilios modificados que contienen saculos
aplanados o discos membranosos. Estos discos contienen opsinas que reaccionan
a la luz, desencadenando asi el proceso de fototransducciéon (Connors, 2022).

En el caso de los fotorreceptores humanos, existen tres subtipos de conos, cada uno
definido por el tipo de opsina que expresan, determinada por la longitud de onda
maxima que absorben, tal como se ilustra en la Figura 5 (Andrews, 2023; Santos
Silva y col., 2017). Estas son la opsina azul (longitud de onda corta (S); ~420 nm),
opsina verde (longitud de onda media (M); ~534) y opsina roja (longitud de onda larga
(L); ~564nm). Ademas, se encuentra la rodopsina, que es el pigmento presente en
los bastones y tiene una absorcion maxima alrededor de los ~498 nm (Eldred y col.,

2018; Krishnamoorthi y col., 2023)
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Figura 5. Los fotorreceptores de los vertebrados responden a diferentes longitudes de
onda. La sensibilidad espectral de los bastones alcanza el maximo a los ~498 nm, mientras
que los tres tipos de conos alcanzan su maximo a ~420 nm para el cono S, a ~534 para el

cono My ~564 nm para el cono L. Extraido y modificado de Santos Silva y col. (2017).

Las opsinas forman parte de la familia de receptores acoplados a proteinas G y
asociada en su estructura se encuentra la molécula de retinal. ElI proceso de
fototransduccién se inicia cuando la luz impacta sobre una molécula de retinal que
es fotosensible y esta localizada en las opsinas de los fotorreceptores, provocando
la transformacion del retinal desde su configuracion 11-cis al isomero trans. Este
cambio conlleva a una alteracion conformacional en la opsina, desencadenando una
secuencia de transduccidon de sefales que culminan en la generacion de la sefial
eléctrica visual transmitida de los fotorreceptores hacia las diferentes capas de la

retina hasta las células ganglionares. Estas ultimas forman el nervio 6ptico mediante
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sus axones, los cuales salen de la retina para llegar al cerebro en donde se procesa
la informacién visual (Fox, 2019; Krishnamoorthi y col., 2023; Moini y col., 2024).

1.3 HTs y desarrollo de la retina
Las HTs son esenciales para el desarrollo de distintas células y tejidos, como la
retina. Diversas investigaciones han contribuido a la comprensién de la regulacion
de las HT en el desarrollo retiniano, especialmente en lo que concierne a la
especificacion de los conos de la retina (Yang y col., 2018).
En los primeros estudios sobre la regulacion de las HTs sobre el desarrollo de la
retina, se realiz6 una investigacién utilizando cultivos de células retinianas de
embriones de rata, donde se demostré que la T3 inducia un aumento en el numero
de fotorreceptores tipo conos, y que la diferenciaciéon de células progenitoras
fotorreceptoras hacia bastones o conos dependia de la concentracién y de
combinaciones de acido 9-cis retinoico con T3. Estos hallazgos establecieron un
precedente al sugerir que los fenotipos de fotorreceptores podian ser modulados
mediante la formacién de heterodimeros de receptores tiroideos (TR) y el acido
retinoico (RXR) (Kelley y col., 1995).

1.3.1 Papel de los TR en la diferenciaciéon de los conos

Como se menciond con anterioridad, los receptores de HTs se expresan de manera
tejido-especifica. En particular, el TRP2 es la isoforma que se expresa
predominantemente en la retina de los vertebrados (Lazcano y col., 2023). Se ha
demostrado que en humanos esta isoforma, junto con su homologo funcional, Is-thrb,
especifico de teledsteos o /-thrb+ en el pez cebra, son necesarios para el desarrollo

de conos que expresan opsinas sensibles a longitudes de onda largas, es decir, las
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opsinas que detectan el color rojo (Lazcano y col., 2023). Se ha encontrado que
larvas de pez cebra mutantes para la isoforma TRB2 no responden a longitudes de
onda de luz roja y, ademas, mostraron una pérdida de la cantidad de conos rojos.
Ademas, la pérdida de este receptor causoé alteraciones funcionales: las larvas
carecian de respuestas optomotoras y optocinéticas a los contrastes que
involucraban longitudes de onda cercanas a los 556 nm (longitud de onda maxima
de la opsina roja larval) (Deveau y col., 2020). Otro estudio, demostré que este
receptor regula el destino de los precursores de conos rojos; en ausencia de thrb se
diferencian a conos UV (Suzuki y col., 2013). Por otro lado, se ha demostrado
mediante analisis transcriptomicos que la ausencia de este receptor afecta
exclusivamente la expresion de solo cinco genes entre los que destacan los genes
de las opsinas que detectan el color rojo. Esto sugiere que el receptor TRB2 regula
de manera puntual el desarrollo de los conos que detectan el color rojo en la retina
del pez cebra (Volkov y col., 2020).
1.4 El pez cebra como modelo de estudio de la retina

El pez cebra (Danio rerio) se ha convertido en un modelo de investigacion importante
para estudiar mecanismos genéticos del desarrollo. Dentro de sus multiples ventajas
destacan su facil mantenimiento, rapida embriogénesis, su reproduccion en grandes
cantidades y a un costo accesible (Teame y col., 2019). La fertilizacidén es ex utero 'y
el embrion en desarrollo es transparente, lo que facilita la visualizacion vy
manipulacion a los embriones (Rosa y col., 2023).

Al igual que varios 6rganos, la estructura del ojo muestra una notable conservacion

entre el pez cebra y los humanos, manteniendo una similitud en el desarrollo ocular
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durante la embriogénesis (Cassar y col., 2021). A partir del dia 3 post-fertilizacion (3
dpf) la mayoria de los embriones de pez cebra eclosionan y, en ese momento,
empiezan a mostrar respuestas visuales (Gore y col., 2024). Su sistema visual se
vuelve funcional al 5 dpf cuando los circuitos de la retina y su proyeccion al cerebro
han madurado y se pueden estudiar diferentes respuestas motoras inducidas por
estimulos visuales (Bollmann, 2019).

La disposicidon de las capas de retina del pez cebra también es semejante a la de los
humanos. El pez cebra cuenta con fotorreceptores de cono que le permiten detectar
los colores azul, verde y rojo, similar a la retina humana (Deveau y col., 2020; Rosa
y col., 2023). Dichas similitudes lo posicionan como un modelo experimental
apropiado para estudiar el sistema visual humano, en comparacion con modelos
murinos, que solo poseen conos azul y verde (Stellay col., 2021).

Asimismo, es importante destacar la conservacion de la regulacion homeostatica de
los niveles circulantes de HTs y los elementos de sefalizacion molecular del sistema
del sistema tiroideo entre el pez cebra y los humanos. Estos elementos también
desempefian un papel importante en el desarrollo y la diferenciacion de la retina en
ambas especies. Esto sugiere que los efectos de las HTs en el desarrollo y
funcionamiento de la retina, asi como en otros procesos fisioldgicos, podrian ser
comparables entre el pez cebra y los humanos (McNerney y Johnston, 2021; Walter

y col., 2019a).
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1.4.1 Papel de los componentes de la senalizacién tiroidea en el
desarrollo de la retina del pez cebra

Las enzimas desyodasas también han sido estudiadas en el contexto de la retina del
pez cebra. Este posee dos paralogos de dio3 (dio3a y dio3b), los cuales codifican
proteinas enzimaticamente activas con una alta afinidad por las HTs, aunque
muestran un patron de expresion distinto. Mientras que dio3a se expresa
principalmente en el rombencéfalo y las vesiculas oticas, dio3b se localiza en el
cerebro y el ojo (Lazcano y col., 2023).
Se ha reportado que la deficiencia de la enzima Dio3b mediante “knockdown” con
morfolino provoca defectos morfolégicos en la retina del pez cebra, como la
disminucidn del tamafo ocular, la reduccion del numero de bastones y de los cuatro
tipos de conos. La ausencia de Dio3b implica una acumulacién excesiva de HTs en
la retina, lo cual es perjudicial durante el desarrollo temprano de la misma, sefialando
a la Dio3b como un regulador importante (Walter y col., 2019b).
Asi también, se ha reportado que mutaciones en el gen del TRB2 afectan de manera
negativa la diferenciacion de células progenitoras de la retina destinadas a
convertirse en conos rojos, de tal manera que se transformaron en conos ultravioleta
(UV) y células horizontales (Volkov y col., 2020).
Finalmente, mutaciones en el transportador MCT8 también han mostrado
repercusiones en la expresiéon de los genes que codifican a las opsinas, asi como en
la actividad neuronal del tectum O6ptico, el cual es la regidon del sistema nervioso
central donde convergen la mayoria de las fibras del nervio Optico, es decir, los

axones de las células ganglionares (Rozenblat y col., 2022).
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De esta manera, varios reportes independientes han demostrado que los
componentes de la sefializacion tiroidea (receptores, transportadores y enzimas
desyodasas) estan relacionados con la perturbacién del desarrollo adecuado de la
retina; a pesar de esto, no hay un estudio integral sobre la ontogenia de dichos
elementos en esta estructura. Tampoco se han inducido simultaneamente estados
hipo e hipertiroideos para investigar sus impactos en el desarrollo de la retina.
1.5 Manipulaciones del estatus tiroideo en modelos animales

En condiciones de laboratorio, numerosos estudios han conseguido inducir estados
de hipotiroidismo (bajas concentraciones de HTs en la circulacién) e hipertiroidismo
(altas concentraciones de HTs en la circulacién) en diversos modelos de vertebrados.
Estos estados tiroideos se logran mediante el uso de diversas moléculas sintéticas,
asi como mediante la administracion exégena de las propias HTs (Baumann y col.,
2019; Farias-Serratos y col., 2021; Lazcano y col., 2023; Mohamadizadeh y col.,
2022).

Se han utilizado principalmente algunas moléculas sintéticas para inducir estados de
hipotiroidismo, como el metimazol (MMI), propiltiouracilo (PTU) y el acido iopanoico
(IOP). Tanto el MMI como el PTU se caracterizan por inhibir la enzima peroxidasa,
gue es una enzima clave en la sintesis de HTs, lo que conduce a la disminucién de
la produccién de HTs en la glandula tiroides (Abdi y col., 2019). Por otro lado, el IOP
inhibe la conversién de T4 a T3 mediante la inhibicién de las enzimas Dio2 y Dio1
(Van Dingenen y col., 2023). Todos estos agentes se administran de diversas

maneras; en mamiferos, principalmente se administran a través del agua de
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consumo, mientras que en animales acuaticos pueden aplicarse mediante la
inmersion de los organismos en agua de cultivo.

Para inducir estados de hipertiroidismo, por lo regular se emplean HTs adquiridas
comercialmente, siendo la T4 o la T3 las mas utilizadas. En experimentos con
roedores, es frecuente administrar T4 o T3 exdégenas mediante inyecciones
intraperitoneales (Hartley y col., 2019). En cambio, en animales acuaticos se puede
administrar a través del método de inmersion como se menciond previamente,
reduciendo asi la manipulacién de los animales en comparacién con las inyecciones
intraperitoneales u otros métodos de inyeccidon sistémica (Farias-Serratos y col.,
2021; Lazcano y col., 2023; Yao y col., 2017). Normalmente, se aplican los agentes
farmacologicos desde las 6 hpf y se cambian cada 24 horas hasta concluir el
experimento (Baumann y col., 2019; Farias-Serratos y col., 2021).

Existen informes sobre el uso de diferentes concentraciones de IOP y su impacto en
el estatus tiroideo. Farias-Serratos y col. (2021) reportaron que la administracién de
IOP en el rango nanomolar (0.5 nM) causé fenotipos que indican un estado
hipotiroideo como la disminucion del cartilago de Meckel. Simultaneamente, se
analizo la expresion de genes involucrados en el mantenimiento del estado tiroideo
mediante cuantificacion del ARNm; se observo que el tratamiento con IOP indujo un
aumento en la expresidn del gen que codifica para la enzima Dio2 (indicativo de un
estado hipotiroideo). También se detecté una disminucion en la mielinizacion en
larvas de pez cebra de 3 y 7 dpf tratadas con IOP. Estos hallazgos sugieren que el

IOP indicen un estado de hipotiroidismo (Farias-Serratos y col., 2021).
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Por otro lado, para inducir estados hipertiroideos en larvas de pez cebra, la mayoria
de las metodologias han empleado la administracion por inmersion de T3 (Baumann
y col., 2019; Farias-Serratos y col., 2021). Existen reportes de toxicidad cuando se
utilizan concentraciones de T3 en el rango nanomolar, como malformaciones en la
aleta pectoral, el eje corporal y el craneo, aumento en la mortalidad en larvas de pez
cebra de 5 dpf expuestas a T3 = 30 nM (Walter y col.,, 2019a). Ademas,
deformaciones en el esqueleto axial, signos de escoliosis y un 70% de mortalidad en
concentraciones de 1.5 nM de T3 (Shkil y col., 2019). Es por ello que se han realizado
nuevos estudios utilizando concentraciones en el rango picomolar, tal como en el

presente estudio.
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2. HIPOTESIS

Dado que las hormonas tiroideas y sus elementos de sefalizacion han mostrado
regular el desarrollo de la retina, existe un patron de expresion coordinado de estos
elementos durante el desarrollo de la retina del pez cebra, por lo que la manipulacion
de las concentraciones de HTs por medio de herramientas farmacolégicas afectara

el correcto desarrollo del sistema.

30



3. OBJETIVOS
3.1 General
Estudiar el papel de la sefializacion tiroidea durante el desarrollo de la retina del pez
cebra
3.2 Especificos
e Estudiar el patron de expresion de los elementos de la sefializacién tiroidea
durante el desarrollo de la retina en el pez cebra.
e Manipular el estatus tiroideo mediante herramientas farmacolégicas para crear
condiciones de hipotiroidismo e hipertiroidismo y analizar sus consecuencias

en la retina del pez cebra y en la conducta innata sobre la preferencia de color.
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4. METODOLOGIA
4.1 Materiales
4.1.1 Nomenclatura
Las abreviaturas de los genes y proteinas del pez cebra se asignaron segun las
"Convenciones de Nomenclatura del Pez Cebra". En este sistema, los simbolos de
los genes constan de tres 0 mas letras minusculas en cursiva (aaa), mientras que los
simbolos de las proteinas mantienen el mismo nombre, pero sin cursiva y con la
primera letra en mayuscula (Aaa) (ZFIN, 2024). Mientras que para los simbolos
génicos de mamifero se representaron en cursiva con tres 0 mas letras mayusculas
(AAA), y sus proteinas conservan el mismo nombre, pero sin cursiva (AAA).
4.1.2 Animales

Se emplearon peces cebra adultos (Danio rerio) que fueron mantenidos en el bioterio
para peces del laboratorio DO3 de Receptores Nucleares y Neurobiologia del Instituto
de Neurobiologia de la UNAM, Campus Juriquilla, Querétaro. Se aclimataron a
condiciones del laboratorio en peceras con oxigenacion artificial, en fotoperiodos
14:10 h (luz:oscuridad) a 28 °C. Para obtener los embriones, por las tardes se
colocaron machos y hembras (1:2 respectivamente) en parideras con malla de
separacion entre ellos, asi como para el fondo del recipiente con el fin de controlar el
emparejamiento y evitar el canibalismo hacia los embriones respectivamente. Al dia
siguiente, se retiraron las mallas que evitaban el emparejamiento y, de manera
natural, los machos y hembras se reprodujeron en parte por la estimulacién del ciclo
de luz, alrededor de las 9 de la mafana. Los embriones recién fertilizados fueron

recolectados, se enjuagaron con agua del grifo para ser transferidos en medio
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estandar E3 formulado con cloruro de sodio (NaCl) 5 mM, cloruro de potasio (KCI)
0.17 mM, cloruro de calcio (CaClz2) 0.33 mM, sulfato de magnesio (MgS0Oa4) 0.33 mM
y azul de metileno. Los embriones se mantuvieron en incubacion a 28.5 °C durante
el transcurso de los experimentos

4.1.3 Reactivos
Para la induccidén de los estados hipotiroideos e hipertiroideos se empleé medio
estandar E3 como control, acido iopanoico (IOP) (Sigma-Aldrich) 5 uM para
mimetizar un estado hipotiroideo y triyodotironina (T3) (Sigma-Aldrich) 0.025 nM para
inducir un estado hipertiroideo.
La extraccion del ARN se realizé utilizando Trizol (Invitrogen), cloroformo,
isopropanol, etanol al 70%, etanol anhidro y agua tratada con dietilpirocarbonato
(DEPC, Thermo Scientific). Para la retrotranscripcion se empled un kit de sintesis de
ADNCc de primera cadena RevertAid (Thermo Scientific) a partir de 500 ng de ARN
total.La cuantificacion de los ARNm se llevé a cabo utilizando “Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix” (Thermo Scientific), agua libre de ARNasa y
oligonucledtidos especificos (T4OLIGO) (Ver Cuadro 4).
Para examinar la citoarquitectura de la retina, se realizaron cortes histolégicos
utilizando paraformaldehido al 4% (PFA, Thermo Fisher SCIENTIFIC), tampdn
fosfato salino al 1x (PBS, Thermo Fisher SCIENTIFIC), sacarosa y medio de
congelacion de tejidos (TFM, Leica BIOSYSTEMS). Los tejidos se tifieron con

hematoxilina y eosina para visualizar las estructuras celulares.
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4.1.4 Equipos
Microscopio o6ptico (Leica BIOSYSTEMS), microscopio estereoscépico SteREO
Discovery.V8 (ZEISS), incubadora, transiluminador Hoefer, campana de flujo
laminar, centrifuga (Bio-Rad), espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher
SCIENTIFIC), camara de electroforesis (Bio-Rad), termociclador (Thermo Fisher
SCIENTIFIC), termociclador QuantStudio1 (QS1, Thermo Fisher Scientific) y
fotodocumentador (Bio-Rad).

4.2 Métodos

4.2.1 Induccion de estados hipo e hipertiroideos
Se generaron estados hipotiroideos e hipertiroideos mediante la adicion de IOP y T3
exdgena respectivamente en el medio de cultivo de los embriones recién fertilizados.
El experimento const6 de tres grupos con 40 larvas cada uno: dos grupos
experimentales, uno tratado con IOP 5 uM y otro con T3 en una concentracion de
0.025 nM, asi como un grupo control en medio E3. Los tratamientos en todos los
grupos fueron agregados a las 6 horas post-fertilizacion (hpf) y se cambiaron cada
24 h hasta los 4 dpf (un total de 5 tratamientos). Al 5 dpf se culminé el experimento.

4.2.2 Histologia
Se fijaron larvas de 5 dpf en PFA al 4% y se dejaron incubando toda la noche a 4 °C.
A la manana siguiente se realizaron tres lavados consecutivos con PBS de 10 min
cada uno. Los tejidos se criopreservaron en sacarosa al 30 % p/v y se mantuvieron
a 4 °C hasta su uso. Las muestras fueron enviadas a la unidad de microscopia del
Instituto de Neurobiologia (INB), en donde se realizaron cortes de 12 micras en el

criostato y se utilizaron las tinciones de hematoxilina-eosina para comparar la

34



morfologia de las capas retinianas. Los datos para el analisis de la morfologia de las
capas de la retina se obtuvieron mediante el promedio de mediciones de tres
sectores: una en la parte central (cercana al nervio 6ptico), una en la parte dorsal y
una en la parte ventral en micrografias de los cortes histolégicos.
4.2.3 Analisis conductual
Se realizaron ensayos conductuales de preferencia de color siguiendo el protocolo
reportado por Park y col. (2016) con algunas modificaciones descritas a continuacion.
Se utilizaron laberintos cruzados de cuatro brazos de colores (rojo, azul, verde y
amarillo) de 1.5 cm por lado, elaborados con hojas de acrilico pintadas de un color
diferente por brazo. Se seleccionaron 10 larvas de pez cebra de 5 dpf de cada uno
de los grupos control, tratados con T3 y tratados con IOP. La prueba se llevé a cabo
en los laberintos aislados, colocados sobre un transiluminador Hoefer con luz visible
y se tomo evidencia fotografica cada 3 minutos en un periodo de media hora para
determinar la posicion de las larvas. Se cuantifico el porcentaje de la localizacién de
estas en cada brazo de color, en una escala del 1-100 %, promediando el nimero de
larvas en cada color a partir del tiempo 0 hasta los 30 minutos del ensayo.
4.2.4 Diseccion de retinas

Las larvas de pez cebra fueron crioanestesiadas mediante inmersién en medio E3 a
4 °C durante 20 minutos, lo cual disminuy6é su movimiento y sensibilidad. Utilizando
un microscopio estereoscopico SteREO Discovery.V8 (ZEISS), se realizaron
disecciones de los ojos de las larvas a los 3, 4 y 5 dpf para la ontogenia, y a los 5 dpf
para cada grupo en el experimento de induccidén de estados hipo e hipertiroideo. Las

disecciones se realizaron siguiendo el protocolo de Zhang y Leung, (2010) con
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algunas modificaciones descritas a continuacién. Se transfirieron grupos de tres
larvas a placas Petri de vidrio de 10 cm de diametro, a las cuales se les agrego
suficiente medio E3 para mantenerlas hidratadas. Utilizando la punta de un bisturi,
se fij6 la cabeza de la larva en la placa Petri, mientras que con otro bisturi se realizd
un corte rapido de la cabeza que incluy6 parte del tronco anterior del cuerpo. Luego,
con la punta de un bisturi, se levanté suavemente el ojo desde el lado lateral posterior
hacia el lado anterior, y en caso necesario, se elimind el exceso de tejido circundante.
Utilizando una pipeta Pasteur de plastico de 1 mL, los ojos se colectaron y se
transfirieron a microtubos de 1.5 mL que contenian medio E3, hasta terminar la
diseccién de todas las larvas, con un total de ~40 pares de ojos. Una vez finalizada
la diseccion, se retir6 el exceso de medio E3 y se afadieron 300 pL de TRIzol para
conservar el tejido y almacenarlos a -80 °C.
4.2.5 Extraccion de ARN

Las muestras embebidas en TRIzol se descongelaron manteniéndolas en todo
momento a 4 °C. Posteriormente, el tejido fue homogeneizado y se afadio 1 uL de
cloroformo por cada 5 pyL de TRIzol utilizado, mezclando vigorosamente. Las
muestras se centrifugaron a 12 000 revoluciones por minuto (rpm) durante 15 min a
4 °C, seguidamente se transfirio la fase acuosa a microtubos estériles y, se afadio 1
ML de isopropanol por cada 2 pL de TRIzol; finalmente se dejaron incubando durante
10 minutos a temperatura ambiente. Nuevamente se centrifugaron con las
condiciones ya descritas y se decanto el excedente de isopropanol. Se hizo un lavado
con 1 volumen de etanol al 70% (relacién 1:1 v/v con respecto al TRIzol), para luego

centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min a 4 °C. Se retird el etanol al 70% para anadir
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el mismo volumen de etanol anhidro y se centrifugaron durante 5 minutos con las
condiciones descritas previamente. A continuacion, se decanto el etanol y se dejaron
secar las “pastillas” que contienen el ARN por aproximadamente 1 min y como ultimo
paso, se agregé agua DEPC previamente calentada a 65 °C para eluirlo en un
volumen final de 15 pL. Las concentraciones y puerezas del ARN se obtuvieron con
un espectrofotometro NanoDrop. Para verificar la integridad del ARN, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % p/v, cargando 2 puL de muestra, 4 pL de
agua libre de ARNasas y 4 uL de tampdn de carga en cada pocillo, el gel se visualizé
con un fotodocumentador Bio-Rad.
4.2.6 RT-PCR
El ARN se transcribié inversamente hacia ADN complementario (ADNc) con el uso
de 1 pL de transcriptasa reversa a partir de 2 ug de ARN total, 1 pL de oligo dT, 1 yL
de dNTPs, 8 pL de agua libre de ARNasas, 4 uL de tampdn 5X RT, 1 uL de DNasa
[, 1 yuL de inhibidor de ARNasas y 2 uL de DTT por cada muestra. Los productos de
ADNCc se obtuvieron con las siguientes condiciones: 37 °C por 30 min, 70 °C por 5
minutos, 4 °C por 5 minutos, 42 °C por 60 minutos, 70 °C por 15 minutos y mantener
a4 °C.
4.2.7 qPCR

Para este trabajo se utilizaron los oligonucleétidos sefalados en el Cuadro 4, los
cuales sirvieron para cuantificar la expresion relativa de ARNm de elementos de la
sefalizacion tiroidea durante el desarrollo de la retina y después del tratamiento
farmacoldgico en el pez cebra. Especificamente se analizaron la desyodasa 2 (dio2),

un paralogo de la desyodasa 3 (dio3b), un transportador especifico de HT, el
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transportador de monocarboxilatos 8 (mct8), tres receptores de HT incluyendo un
paralogo de TRa (thrab) y dos isoformas de TRB2 (/s-thrb y I-thrb+). Los
oligonucledtidos se compraron en la casa comercial T4 oligos, con purificacion en
HPLC a escala de 50 nM.

Cuadro 4. Oligonucleétidos para qPCR.

Gen Secuencia 5-3’ Funcion

18s Fw-GAACGCCACTTGTCCCTCT Gen de referencia
Rv-GTTGGTGGAGCGATTTGTCT

Act Fw- TGAATCCCAAAGCCAACAGAG Gen de referencia
Rv- CCAGAGTCCATCACAATACCAG

dio2 Fw- GCAGCGCATGTTAACCACAG Desyodasa
Rv- GTTGTGGGTCTTACCGCTGG

dio3b Fw- AGGGCTCCGCAGGTGTG Desyodasa
Rv- AGGAAGTCCAGCAGGCAGGG

mct8 Fw- GTTCGGGAGGATCGGAGACC Transportador
Rv- AACACGGCACACTGAGGAAT

thrab Fw- GGATGGAAATAAGGTGAATGGAAC Receptor nuclear
Rv- GGTAGTGATATCCGGTAGCTTTG

Is-thrb Fw- AGAAGACTGTATGGGATCGAC Receptor nuclear
Rv- GGCTTGGCTTCCTTCACCC

I-thrb+ Fw- GAACCACAGCCGTTACACCA Receptor nuclear
Rv- CACTGCATCTGAGAGAAATCC

Con el ADNc se realizé una gPCR en el termociclador QuantStudio™1 (QS1, Thermo
Fisher SCIENTIFIC). Se utilizé una dilucion 1:10 del ADNc de cada tratamiento. Se
utilizé la mezcla de PCR “Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix” (Thermo
Scientific). La reaccion final fue de 8 yL: 2 yL de ADNc y 6 uL de la mezcla Maxima
syber (dentro de la mezcla se adicion6 0.32 yM de cada oligonucleétido especifico).
Las condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de desnaturalizaciéon a 95 °C por 10
min, seguidade 10 sa 95 °C,10sa 60°Cy 10 s a 72 °C durante 45 ciclos.

Se determinaron los niveles de expresion del ARN mensajero utilizando el método

de gPCR relativo de Ct comparativo (222Ct) en el que se usaron dos genes de
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referencia: 18s y Act. El valor de Ct del control se obtuvo de la media geométrica
entre los Cts del 18s y Act (ACt), en donde se obtuvo la resta el Ct del gen blanco
menos el Ct promedio de los genes de referencia. EI AACt se obtuvo de restar el ACt
del calibrador al ACt de los grupos experimentales. La expresiéon de ARNm se evalud
a los 3, 4 y 5 dias dpf, el valor del 3 dpf se normalizé a 1 para tomarlo como valor
basal y evaluar los patrones de expresion de cada gen durante el desarrollo.
4.2.8 Analisis estadistico
La diferencia de la expresion relativa de ARNm en la ontogenia y en los tratamientos
farmacoldgicos se evalué mediante la prueba ANOVA de dos vias y las pruebas post
hoc de Tukey y Dunnett respectivamente, utilizando el software GraphPad Prism 8.
Los datos de los experimentos por triplicado se expresaron como la media + SEM
(error estandar de la media), donde p<0.05 se considerd estadisticamente
significativo.
4.2.9 Manejo de residuos

El manejo y procesamiento de material biolégico utilizado en este proyecto de
investigacion se realiz6 en la unidad del bioterio del INB, UNAM. El cual fue evaluado
y aprobado previamente por el Comité de Etica en Investigacién del INB, UNAM y
por el Comité de Bioética de la Facultad de Quimica, UAQ. Cumpliendo con los
criterios de ética para el manejo e implementacion de peces cebra, apegado a los
estandares internacionales de los Institutos Nacionales de Salud de Estados Unidos.
Los desechos de reactivos que se emplearon fueron manejados por la empresa

EGSA Enviromental “Grupo EGSA Ambiental”.
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5. RESULTADOS

5.1 Ontogenia de los componentes de la sefalizacion tiroidea en la

retina del pez cebra

En la Figura 6 se muestra la expresion relativa del ARNm de dos desyodasas de HT:
la desyodasa 2 (dio2) y un paralogo de la desyodasa 3 (dio3b); un transportador
especifico de HT, el transportador de monocarboxilatos 8 (mct8); asi como tres
receptores de HT, que incluyen un paralogo de TRa (thrab) y dos isoformas del TRp2
(Is-thrb y I-thrb+).
Como se observa en la Figura 6A, la expresion de dio2 se incremento a lo largo del
experimento, comparado con el dia 3 dpf, se llega a un maximo de expresion relativa
de 1.67 (x 0.161) a los 4 dpf, mientras que hubo decremento al dia 5 dpf (1.50 %
0.409). estos cambios no alcanzaron significancia estadistica.
La expresioén de dio3b (Figura 6B) tuvo un incremento sostenido a lo largo del tiempo,
a los 4 dpf alcanzé un valor de expresion relativa de 5.92 (x 0.766), y aumento
significativamente a los 5 dpf (15.56 + 3.40). Comparado con el dia 3 dpf, no hay
cambios estadisticamente significativos a los 4 dpf. Por el contrario, al dia 5 dpf hubo
un aumento significativo evidente de 14.56 y 9.64 veces a los 3 y 4 dpf,
respectivamente.
El transportador mct8 (Figura 6C) mostré un aumento sostenido en su perfil de
expresion. Al dia 4 dpf increment6 a un valor de expresion relativa de 2.16 (£0.379)
y a los 5 dpf alcanzé su maximo con una expresion de 2.57 (£0.223). Tuvo cambios
estadisticamente significativos a los dias 4 y 5 dpf con respecto al valor basal de los

3 dpf.
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En la Figura 6D se observa la expresion de ARNm de thrab, la cual muestra un patrén
de expresion similar al de mct8, con un aumento sostenido a lo largo del experimento,
de 2.44 (+ 0.504) veces a los 4 dpf y un maximo de 2.69 (+ 0.166) a los 5 dpf. Estos
cambios fueron estadisticamente significativos en relacién con los 3 dpf.

La expresiéon de Is-thrb (Figura 6E) incrementd a lo largo del tiempo, para los 4 dpf
alcanzd un valor de expresion relativa de 2.50 (+0.566) y para los 5 dpf alcanzé su
maximo con un valor de 2.88 (x 0.464) comparado con los 3dpf. El valor obtenido a
los 4 dpf no mostré diferencia estadisticamente significativa a pesar de haber
aumentado 1.5 veces mas con respecto a los 3 dpf. Por otro lado, a los 5 dpf la
expresion mostrd un aumento significativo con respecto al valor basal (3dpf).

En la Figura 6F se muestra la expresion de ARNm de /-thrb+, se puede observar un
incremento lo largo del desarrollo de la retina. A los 4 dpf se alcanzé un valor de 1.62
(x 0.174) y a los 5 dpf hubo un aumento a 1.69 (x 0.250). Sin embargo, dichos

aumentos en la expresion no son diferentes estadisticamente.
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Figura 6. Expresion relativa de ARNm de las desyodasas, transportadores y receptores de
HT durante el desarrollo del pez cebra. Las columnas muestran valores medios + SEM de 3
experimentos independientes. El analisis estadistico se realizé mediante ANOVA
unidireccional con comparaciones multiples y post hoc de Tukey. Significancia estadistica
a=0.05 de intervalo de confianza.

5.2 Efectos del tratamiento farmacolégico con T3 o IOP en la expresion
génica de los componentes de la sefializacién tiroidea
Se evaluo la expresion relativa del ARNm de los mismos genes medidos en el
apartado V.1. La medicion se realizé a los 5 dpf después de la manipulacion del
estatus tiroideo mediante tratamiento farmacolégico con T3 o IOP.
En la Figura 7A se muestra la expresion de ARNm de dio2, se observa que hay una
ligera disminucién de la expresién en los grupos tratados con T3 y |IOP respecto al

grupo control. La T3 exdégena disminuyd la expresion de dio2 a 0.608 (+ 0.608) pero
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no tuvo significancia estadistica. Mientras que el IOP causé un decremento
estadisticamente significativo en comparacion con el grupo control (Ctrl: 1.007 %
0.004 vs IOP: 0.478 + 0.177).

Por otro lado, el tratamiento con IOP caus6 un aparente incremento en la expresion
de dio3b (Figura 7B) alcanzando un valor de 1.440 (+ 0.472). Sin embargo, a pesar
de que hubo un aumento del 42.3% en comparaciéon al control, no fue
estadisticamente diferente. De igual manera, la adicién de T3 no causo alteraciones
en la expresion de dio3b y presento valores muy similares al grupo control (Ctrl: 1.017
+ 0.011 vs T3: 1.057 +0.32).

Como se observa en la Figura 7C, la T3 incrementé la expresién de mct8 a un valor
de 1.5656 (+ 0.394). No obstante, aunque hay un aumento del 55.62% respecto al
control, este cambio no fue estadisticamente significativo. Mientras que el IOP no
mostro diferencia estadistica en el patron de expresién de este transportador cuando
se compara con el control (Ctrl: 1.010 £ 0.003 vs IOP: 1.286 £ 0.021).

La expresion de thrab (Figura 7D) mostré un decremento discreto en los grupos
tratados respecto al grupo control. La T3 disminuyo la expresion de thrab a 0.905
(x0.061), de igual manera el IOP disminuy6 la expresion a 0.869 (+ 0.015), siendo
este ultimo estadisticamente significativo.

En la Figura 7E se observa la expresién de ARNm de Is-thrb, la cual muestra un
patron de expresion similar al de mct8, con un aumento en la expresion en el grupo
tratado con T3 (Ctrl: 1.009 + 0.005 vs T3: 1.671 + 0.670), mientras que los tratados

con IOP son similares al control (Ctrl: 1.009 + 0.005 vs IOP: 0.988 + 0.270). Sin
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embargo, a pesar de que con la hormona T3 hubo un aumento del 66.1%, ninguno
de los tratamientos tuvo una expresién estadisticamente significativa de Is-thrb.

Finalmente, en la Figura 7F se muestra que la T3 no modifico la expresion de I-thrb+
(Ctrl: 1.011 £ 0.005 vs T3: 1.056 = 0.049). En cambio, el tratamiento con IOP tuvo
una ligera disminucion (Ctrl: 1.011 £ 0.005 vs IOP: 0.842 + 0.166), sin embargo, la

diferencia no es estadisticamente significativa.
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Figura 7. Regulacion de la expresién génica mediada por T3 exdgena o IOP. Las columnas
muestran valores medios + SEM (n=4) de experimentos independientes. El analisis
estadistico se realiz6 mediante ANOVA unidireccional con comparaciones multiples y post
hoc de Dunnett. *: p<0.05.

5.3 Efectos del tratamiento farmacolégico con T3 o IOP sobre la
morfologia de las capas de la retina
Con el objetivo de evaluar si el tratamiento con T3 exdgena o IOP también altera la

morfologia de la retina, analizamos las capas nucleares externa (ONL), interna (INL)
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y la ganglionar (GCL) en cortes histologicos transversales de retinas de larvas a los
5 dpf.

En la Figura 8 se muestran las micrografias de las retinas de las larvas de pez cebra
a los 5 dpf de los grupos control (Figura 8B), tratados con T3 (Figura 8C) y tratados
con IOP (Figura 8D). En las retinas de las larvas tratadas con T3 (Figura 8C), se
observa un desarreglo de la estratificacion los nucleos celulares en la GCL, ademas
de la ausencia de un limite bien definido en la INL. Ademas, se identifican algunos
nucleos después de los tratamientos con T3, en la capa plexiforme interna (IPL),
ubicada entre la GCL y la INL, lo cual es notable ya que esta capa carece de nucleos,
siendo una regidn de conexiones sinapticas entre los axones de las células bipolares
y las dendritas de las células amacrinas y ganglionares (Mahabadi y Al Khalili, 2023).
Similar a la retina del grupo tratado con T3, el grupo tratado con IOP (Figura 8D)
también muestra desarreglo en la GCL y presencia de algunos nucleos en la IPL.
Las mediciones del grosor de las capas de la retina, expresadas en micrometros
(um), para los grupos control, tratados con T3 y tratados con IOP se presentan en
las graficas correspondientes a la ONL (Figura 8E), la INL (Figura 8F) y la GCL
(Figura 8G).

El tratamiento con T3 y con IOP no generd alteraciones en el grosor de la ONL
(Figura 8E). El grupo tratado con T3 presentd un grosor de 12.210 (+ 0.148), mientras
que el grupo tratado con IOP mostré un grosor de 11.314 (x 0.725). Ambos valores
fueron muy similares al grupo de control (11.492 = 0.730), y no se observaron

diferencias estadisticamente significativas.
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La Figura 8F representa las mediciones de la capa INL, donde los valores del grupo
tratado con T3 exhibieron un leve aumento en el grosor de esta capa (Ctrl: 19.967 +
0.587 vs T3: 22.983 + 1.810); sin embargo, esta diferencia no alcanz¢ diferencia
estadistica. En cuanto al grupo tratado con IOP, sus valores fueron comparables a
los del grupo control (Ctrl: 19.967 + 0.587 vs. IOP: 18.448 £ 0.872), y esta variacién
tampoco resulté estadisticamente significativa.

Tal como se observa en la Figura 8G, el grosor de la capa GCL en el grupo tratado
con T3 experimentd un incremento en comparacion con el valor del grupo de control
(Ctrl: 15 £ 0.453), llegando a un valor de 18.368 (£ 0.748) y logrando significancia
estadistica. Por otro lado, el grupo tratado con IOP mostré una ligera disminuciéon en
comparaciéon con el grupo de control (Ctrl: 15 + 0.453 vs. IOP: 12.626 + 0.976). No
obstante, esta variacion no fue diferente estadisticamente significativa.

Citrl T3 IOP

E.  on F. INL G. GCL
15+ 30- 20- *
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g 8 g

§ § 10- 5 ]
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Figura 8. Morfologia de las capas de la retina del pez cebra después de los tratamientos
con T3 0 IOP. A. Representacion esquematica de las capas de la retina que fueron
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analizadas. B-D. Micrografias de cortes histoldgicos transversales de retinas de larvas de
pez cebra a los 5 dpf de los grupos control (Ctrl), T3 y IOP tefidas con hematoxilina-
eosina. E-G. Cuantificacion del grosor de las capas de la retina expresadas en um. ONL:
capa nuclear externa, INL: capa nuclear interna, GCL: capa de células ganglionares. Los
datos se presentan como media + ESM. n= 3 por grupo. El analisis estadistico se realizé
mediante ANOVA unidireccional con ci?mi)araciones multiples y post hoc de Dunnett.
5.4 Efectos del tratamiento fa'rl?naot.:?llégico conT30I0OPenla
preferencia de color
Con el propésito de determinar si la manipulacion farmacolégica mediante T3 o IOP
también ejercia un impacto fisiolégico en la deteccion de colores, se llevd a cabo un
ensayo conductual, con larvas de pez cebra a los 5 dpf. Este ensayo evalua la
preferencia de color tal como se describe en el apartado 1V.2.3. Los valores del grupo
control fueron normalizados a 100% en los cuatro colores (azul, rojo, amarillo y verde)
para facilitar su interpretacion.
La Figura 9A muestra la preferencia al color azul en los grupos control, T3 y IOP. La
administracion de T3 exdgena no generd cambios en la preferencia por este color,
exhibiendo valores similares al grupo de control (Ctrl: 100 + 8.574 vs T3: 103.092 +
9.988). Por otro lado, el tratamiento con IOP mostré una disminucién en la preferencia
por el color azul, con una disminucion del 23.83% (+ 12.865), alcanzando
significancia estadistica.
El tratamiento con T3 exhibié una disminucion significativa del 34.09% (x 19.006) en
la preferencia por el color rojo (Figura 9B) en comparacion con el grupo de control.
De manera similar, el grupo tratado con IOP experimentd una leve disminucién

cuando se le compara con el grupo control (Ctrl: 100 + 20.171 vs IOP: 85.723 +

22.238); no obstante, este cambio no alcanzo diferencias estadisticas.
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Como se observa en la Figura 9C, la preferencia del color amarillo en el grupo tratado
con T3 presentd una disminucién sutil, con valores semejantes al control (Ctrl: 100 £
30.683 vs 92.076 + 28.552); sin embargo, esta variacion no resulté estadisticamente
significativa. Por el contrario, el tratamiento con IOP mostré un aumento significativo
estadisticamente en la preferencia por el color amarillo, aumentando el 48.73% (+
41.771).

Finalmente, se notd un incremento en la preferencia por el color verde (Figura 9D)
tanto en el grupo tratado con T3 como en el grupo tratado con IOP. El grupo T3
experimenté un aumento del 24.31% (£ 36.302), mientras que el grupo IOP mostré

un incremento estadisticamente significativo del 78.31% (£ 48.38).
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Figura 9. Prueba de preferencia de color en un laberinto de cruz de colores. Las columnas
muestran valores medios + SEM (n=5) de multiples experimentos independientes. El
analisis estadistico se realiz6 mediante ANOVA unidireccional con comparaciones
multiples y post hoc de Dunnett. Los asteriscos indican, **: p<0.01; ***: p<0.001;

****: p<0.0001.
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6. DISCUSION

Las HTs son de vital importancia para diversos procesos fundamentales durante las
etapas embrionarias, como la diferenciacion celular, la neurogénesis y el desarrollo
de érganos a través de sus receptores nucleares. Se ha reportado que la sefializacion
tiroidea desempefa un papel crucial en la maduracion del miocardio fetal (Galow y
col.,, 2023), la diferenciacion de oligodendrocitos (Baldassarro y col., 2019;), el
desarrollo de la coclea (Bai y col., 2023), el cerebro (Alcaide Martin y Mayerl, 2023)
y la retina (Yang y col., 2018).

En el caso especifico de la retina, se ha demostrado que las HTs, a través de sus
TRs que actuan como factores de transcripcion dependientes de ligando, estan
implicadas en los mecanismos del desarrollo de la retina, especialmente en la
diferenciacion de los fotorreceptores (McNerney y Johnston, 2021). Existen
evidencias que demuestran que las HTs regulan el patron de expresion diferencial
de los genes de opsinas de cono sensibles a longitudes de onda media y larga
(Mackiny col., 2019); y que el receptor TRB2 es necesario para el desarrollo de conos
rojos (Deveau y col., 2020). Sin embargo, no se ha estudiado de manera integral
como otros elementos de la sefalizacion tiroidea como los transportadores y las
enzimas desyodasas se regulan durante el desarrollo temprano de la retina del pez
cebra.

Por tal motivo, en este estudio se reporta la dinamica de la expresién de los
elementos de la sefalizacion tiroidea durante el desarrollo temprano en retinas de
larvas de pez cebra. Se observé un aumento significativo en la expresion de todos

los genes analizados los cuales incluyen a las enzimas que activan y desactivan a
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las HTs, dio2 y dio3b respectivamente; al transportador de HTs mct8 asi como a
diferentes genes que codifican para los receptores de HTs como el thrab y el Is-thrb.
Unicamente la expresion de una isoforma del receptor a HTs, el /-thrb+ no exhibié
cambios estadisticamente significativos. La expresion consistente del /-thrb+, un
homodlogo funcional del thrb en humanos y ratones (Lazcano y col., 2023), podria
deberse a que tiene una expresion restringida, limitada a los conos y precursores de
conos (McNerney y Johnston, 2021). Asi mismo, investigaciones ontogenéticas de
los genes de la sefalizacién de las HTs en larvas completas de pez cebra han
reportado que los niveles de thrb no cambian significativamente a lo largo del
desarrollo temprano (Walter y col., 2019b; Walter y col., 2019c). Esto sugiere que
hay una expresion constante de este gen desde los 3 dpf. Vale la pena mencionar
que no se pudo analizar la expresion de este gen en ventanas de tiempo mas
tempranas (por ejemplo, a 1 o 2 dpf) debido a las limitaciones metodoldgicas que
conlleva aislar ojos en estas etapas del desarrollo.

En contraste, dio3b, la enzima que inactiva a las HTs, fue el gen que mostré el mayor
aumento de expresion a lo largo del periodo analizado. Esto podria explicarse en
parte porque esta enzima, Dio3b, se expresa en la mayoria de los tipos celulares de
todas las capas de la retina, especialmente en la INL y el RPE (Le Blay y col., 2018;
McNerney y Johnston, 2021). En larvas de pez cebra, se ha observado que la
inhibicion de dio3b mediante un morfolino (D3bMO), se asocia con un incremento en
los niveles de T3 y esta asociada con alteraciones en el desarrollo ocular, como la
reduccion del tamano del ojo (Baumann y col., 2019), desorganizacion en todas las

capas de la retina y muerte celular de fotorreceptores, especialmente de conos (Golz
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y col., 2022). De manera similar, en Xenopus laevis, se ha demostrado que DIO3
desempefa un papel regulador en la inhibiciéon de la proliferacion inducida por T3,
evitando un crecimiento asimétrico en la retina durante la metamorfosis (Gothié y
col., 2020). Ademas, la maduracién retiniana en embriones premetamorficos de
Xenopus laevis esta controlada a nivel celular por Dio3, cuya mayor expresion en
fotorreceptores y células de la INL sugiere que protege a la retina de los niveles
crecientes de HTs que desencadenaran la prometamorfosis (Le Blay y col., 2018).
Ademas, su actividad temprana sugiere una posible funcion moduladora frente a la
sefalizacion de HTs producidas durante el desarrollo temprano; por lo tanto, los
niveles elevados de dio3b podrian estar relacionados con el balance de esta enzima
frente a las concentraciones endogenas de HTs, que se inicia justo a partir de los 3
dpf en el pez cebra (Walter y col., 2019c). Esta proteccion contribuiria a la
maduracioén prematura inducida por HTs de las células de la retina, permitiendo el
desarrollo de una retina funcional (Golz y col., 2022).

Paralelamente, en otros modelos experimentales se ha observado que la
sefalizacion de las HTs es crucial para la regulacion del destino del subtipo de cono.
En ratones, se han reportado que los niveles bajos de T3 regulados por la accién de
la enzima DIO3, favorecen la especificacion temprana de los conos S en las primeras
etapas del desarrollo de la retina (Eldred y col., 2020). Del mismo modo, en
organoides de retina humana, se ha observado un mecanismo similar, en el que
inicialmente se especifican los conos S, seguidos de los conos L y M; este cambio

en la especificacion temporal estaba controlado por los niveles de T3, mediados a
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través de la expresion temprana de D/O3 y una expresion tardia de D/IO2 (Eldred y
col., 2018).

Considerando los estudios anteriores y los resultados de esta investigacion, la
expresion al alta de dio3b parece estar relacionada con la regulacion de la
concentracion y la accion local de las HTs, promoviendo una aparente proteccion a
las células retinianas contra la muerte celular inducida por T3 y desempefiando un
papel crucial en la diferenciacion temporal y especifica de la retina. En un estudio
reciente publicado por nuestro grupo de trabajo se encontré que la mutacion en el
gen de dio3b altera la morfologia de las capas de la retina (Lazcano y col., 2024).
Por lo tanto, los datos encontrados en esta tesis y los que se realizaron en paralelo
demuestran que la enzima Dio3b es crucial para la correcta maduracién de la retina
durante el desarrollo temprano del pez cebra.

Investigaciones previas han demostrado que las HTs son fundamentales para el
desarrollo temprano de la retina y que los desequilibrios hormonales pueden causar
defectos durante este proceso (Eldred y col., 2018; Nicolini y col., 2024). Por lo cual,
para inducir la disrupcion en la senalizacion tiroidea y observar sus efectos en el
desarrollo de la retina, empleamos protocolos para inducir hipotiroidismo e
hipertiroidismo mediante la administracion de HTs exdgenas (hipertiroidismo) y el
empleo del IOP (hipotiroidismo), seguidamente evaluamos si estos desequilibrios
hormonales afectan la expresién génica de los componentes de la senalizacion
tiroidea.

Para investigar los efectos del hipertiroidismo, se expuso a las larvas del pez cebra

a concentraciones de T3 a 0.025 nM desde las 6 hpf hasta los 5 dpf.
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Sorprendentemente, los resultados mostraron que la expresion de los genes
analizados no presenté cambios significativos. Es posible que esta falta de variacion
se deba a que el analisis se realiz6é en una unica ventana temporal, en lugar de varios
puntos especificos a lo largo del desarrollo. Esto podria haber permitido una
regulacion compensatoria de los elementos implicados en la sefalizacion tiroidea,
limitando las respuestas a la T3 y regulada por el circuito de retroalimentacion
negativa a través del eje HPT (Giammanco y col., 2020). Por lo tanto, seria relevante
investigar este aspecto a futuro mediante el analisis de muestras adicionales que
incluyan etapas de desarrollo mas tempranas. Es importante destacar que el eje HPT
ayuda a mantener los niveles circulantes de HTs dentro de los rangos fisiolégicos
normales, protegiendo al organismo de fluctuaciones en sus concentraciones
(Shahid y col., 2023).

Por otro lado, para simular el hipotiroidismo durante el desarrollo temprano, las larvas
de pez cebra fueron expuestas al IOP desde las 6 hpf hasta a los 5 dpf. Con este
tratamiento solo los niveles del ARNm de la dio2 se regularon a la baja. Mientras que,
de los TRs, solo el thrab mostré cambios estadisticamente significativos después del
tratamiento con IOP. Esto sugiere que, de todos los elementos de la sefalizacion
tiroidea, solo la dio2 y el thrab son sensibles al hipotiroidismo. Los mecanismos por
los que ocurre esta regulacién negativa en esta condicidén podrian ser estudiadas a
profundidad en un futuro. No obstante, la reduccion en la expresién del thrab podria
estar relacionado con niveles reducidos de las HTs dentro de las células, tal como
sefalan Zada y col., (2014) en peces cebra mutantes de mct8 (mct8 -/-). Por lo que

se puede concluir que este modelo de hipo e hipertiroidismo no induce cambios
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drasticos en la expresion de los genes de la sefalizacion tiroidea. Esto sugiere la
existencia de mecanismos de autorregulacion que mantienen su expresion dentro de
un rango estable, posiblemente a través de la retroalimentacion negativa del eje HPT,
modulada por las propias HT (Jallad y col., 2020).

Por otra parte, se encontr6 que la desregulacion del estatus tiroideo afecta el
desarrollo de la retina, dando como resultado alteraciones de la estratificacién de los
nucleos celulares y en el tamano de la GCL evaluada a los 5 dpf. Estudios previos
han demostrado que sustancias quimicas disruptoras endocrinas, como el
propiltiouracilo (PTU), el tetrabromobisfenol A (TBBPA), el perclorato (PCL) y el acido
iopanoico (IOP), alteran el tamano de la IPL y la INL, ademas de inducir una
disminucidon en el numero de células ganglionares y provocar alteraciones
estructurales en los fotorreceptores de la retina del pez cebra (Baumann y col., 2019;
Golz y col., 2022). De manera similar, se ha reportado que en larvas de pez cebra
morfantes de dio1y dio2, la GCL tenia un mayor grosor pero menor densidad celular,
mientras que morfantes de dio3b (condicion que incrementa los niveles de T3), se
observoé una marcada desorganizacion en todas las capas retinianas, asi como la
generacion y posterior pérdida de conos debido a muerte celular (Baumann y col.,
2019; Houbrechts y col., 2016). Estos hallazgos sugieren que el hipertiroidismo
podria estar asociado con el aumento en el grosor de la capa GCL, junto con la
reduccion y desorganizacion celular observados en las retinas del grupo tratado con
T3. Lo anterior podria derivarse de una diferenciacion anémala de células

progenitoras retinianas, alterando la citoarquitectura normal de la retina.
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En un estudio paralelo al presente trabajo, se observé que el IOP, pero no el
tratamiento con T3 indujo muerte celular, lo que explicé la disminucion en el numero
de células de la capa GCL observado en este trabajo (Lazcano y col., 2024). Aunque
no se detectaron células apoptaticas positivas después de los tratamientos con T3,
no se descarta la posibilidad que la muerte celular haya ocurrido en una ventana de
desarrollo mas temprana, por ejemplo, a los 3 o0 4 dpf. Los mecanismos moleculares
precisos por los cuales el IOP inducen muerte celular aun no han sido completamente
esclarecidos; sin embargo, este modelo podria ser ventajoso y proporcionar
informacion relevante para su estudio futuro.

De manera consistente con lo anterior, se ha demostrado que las modificaciones
morfolégicas inducidas por la desregulacion del estado tiroideo generan alteraciones
fisioldgicas, lo que a su vez impacta el comportamiento visual en los peces (Golz y
col., 2022; Li y col., 2021). En este estudio, las fluctuaciones de las HTs bajo los
tratamientos afectaron la preferencia de color innata evaluada a los 5 dpf, lo que
indica que estas alteraciones en la GCL también modifican parametros conductuales.
Dado que no se encontraron cambios en el tamafio de la ONL (este estudio) ni el
numero de células de esta capa (Lazcano y col., 2024), los cambios observados en
la preferencia de color pueden deberse, al menos en parte, a modificaciones en el
numero de células de la GCL. Es bien sabido que, ademas de participar en la correcta
transmision de informacion desde los fotorreceptores al cerebro, estas células
también intervienen en la integracién fina de sefales neuronales que conducen a la

discriminacion del color (Baden, 2021; Thoreson y Dacey, 2019; Zhou y col., 2020).
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Ademas, la formacion adecuada de la INL y la GCL es fundamental para el correcto

funcionamiento del sistema visual (de Abreu y col., 2021).
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7. CONCLUSION

En este estudio se resalta el papel fundamental de la sefializacién de las HTs durante
el desarrollo y la funcion de la retina en larvas de pez cebra. En resumen, los genes
que codifican a los elementos de la sefalizacion tiroidea se expresan en la retina del
pez cebra en el desarrollo y se regulan positivamente de manera coordinada,
coincidiendo con la maduracion de la retina, sugiriendo su participacion en este
proceso. Un hallazgo novedoso en este trabajo es el aumento significativo en la
expresion de la enzima Dio3b, asi como su posible papel modulador en la
maduracion y supervivencia de las células retinales durante las primeras etapas del
desarrollo.

Los hallazgos revelan que un desequilibrio en la T3 provoca cambios estructurales
en la retina, afectando principalmente el tamafio y numero de células de la GCL.
Cabe senalar que estas alteraciones en la estructura de la retina correlacionan con
cambios en el comportamiento de la preferencia de color, lo que sugiere que las
disrupciones en la sefializacion de las THs pueden afectar la percepcién visual. Este
trabajo resalta la importancia de la expresion de los elementos de la sefalizacion de
las THs para la regulacién del desarrollo retinal a lo largo de la evolucion de los

vertebrados.
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