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La deficiencia de hormonas tiroideas durante las edades posnatales tempranas afecta la
citoarquitectura y funcion de las areas telencefalicas, incluyendo la neocorteza, causando un
amplio espectro de enfermedades neuroldgicas y mentales. Las areas neocorticales envian la
mayoria de sus axones interhemisféricos a través del cuerpo calloso y en menor medida a través
de la comisura anterior (CA), mientras que las areas limbicas proyectan principalmente por la
CA vy las comisuras hipocampicas.

Datos de resonancia magnética funcional de nifios con hipotiroidismo congénito con
memoria de procesamiento verbal anormal sugieren que las conexiones telencefalicas ipsi- y
contra- laterales estan alteradas. El hipotiroidismo gestacional afecta el desarrollo de la CA,
pero el posible efecto del hipotiroidismo posnatal transitorio o crénico, como ocurre en los
neonatos con hipotiroidismo congénito diagnosticados tardiamente y en nifios que crecen en
zonas deficientes en yodo continta siendo desconocido.

Nosotros hemos estudiado el desarrollo de la CA, usando imagenes de resonancia
magnética in vivo (IRM) y microscopia electronica (ME), en ratas macho controles e
hipotiroideas. Se han estudiado cuatro grupos de ratas tratadas con metimazol (MMI). Un grupo
fue tratado desde el dia posnatal (P) O hasta P21; algunas de estas ratas fueron tratadas
adicionalmente con L-tiroxina (T4) de P15-21, como modelo de hipotiroidismo temprano
transitorio. Otras ratas fueron tratadas con MMI de P0-150 y el grupo restante desde el dia
embrionario 10 hasta P170, ambos como modelo de hipotiroidismo crénico. Los resultados se
compararon con ratas controles de la misma edad. El cociente T,r, obtenido con IRM, fué mayor
en ratas MMI y correlaciono con el descenso del nimero y porcentaje de axones mielinicos,
obtenidos con ME. En las ratas MMI a P150, el cociente g y la velocidad de conduccion de los
axones mielinicos fue similar al de las ratas control, pero el retraso de conduccion de la sefial
entre zonas homotdpicas contralaterales fue menor.

Estos datos muestran que el hipotiroidismo posnatal transitorio y cronico altera la
maduracion de la CA, lo cual no puede ser revertido con un tratamiento tardio con T4. Estas
alteraciones afectan las conexiones contralaterales a través de la CA, incluyendo las de la
corteza piriforme y areas amigdaloides. Nuestros datos apoyan el retraso neurocognitivo
encontrado en los nifios con hipotiroidismo congénito tratados tardiamente con T4, y podria
ayudar a entender la fisiopatologia de enfermedades psiquiatricas asociadas al sistema limbico

tales como el desorden bipolar.
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Thyroid hormone deficiency at early posnatal ages affects the cytoarchitecture and function of
telencephalic areas, including the neocortex, resulting in a wide spectrum of neurological and mental
diseases. Neocortical areas send interhemispheric axons mostly through the corpus callosum and to a
lesser extent through the anterior commissure (AC), while limbic areas mostly project through the AC
and hippocampal commissures.

Functional magnetic resonance data of children late diagnosed for congenital hypothyroidism
with abnormal verbal memory processing suggest altered ipsi- and contra- lateral telencephalic
connections. Gestational hypothyroidism affects AC development but the possible effect of transient and
chronic posnatal hypothyroidism as occurs in late diagnosed neonates with congenital hypothyroidism
and in children growing up in iodine deficient areas still remains unknown.

We have studied the AC development, using in vivo magnetic resonance imaging (MRI) and
electron microscopy (EM) in hypothyroid and control male rats. Four groups of methimazole (MMI)
treated rats were studied. One group was MMI-treated from posnatal day (P) 0 to P21; some of these rats
were additionally treated with L-thyroxine (T4) from P15-21, as a model for early transient
hypothyroidism. Other rats were MMI-treated from P0-150 and the remaining from embryonic day 10 to
P170, as a chronic hypothyroidism group. The results were compared with age paired control rats. The T,
ratio obtained with MRI was higher in MMI-treated rats and correlated with the decreased number and
percentage of myelinated axons obtained with EM. In MMI-treated rats, the myelinated axon g-ratio and
conduction velocity was similar to C rats, but conduction delays between homotopic contralateral areas
decreased.

These data show that early posnatal transient and chronic hypothyroidism alters AC maturation,
which cannot be reverted after delayed T4-treatment. These alterations affect contralateral connections
through the AC, including those between the piriform cortex and amygdaloid areas. Our data support the
neurocognitive delay found in late T4-treated children with congenital hypothyroidism, and may help to
understand the physiopathology of psychiatric diseases associated to the limbic system such as the bipolar

disorder.
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Abreviaturas

BHE: Barrera hematoencefalica

C: ratas controles

CA: Comisura anterior

CC: Cuerpo calloso

D1, D2 y D3: Yodotironinas desyodasas tipo 1, 2 y 3:
DIT: Diyodotirosina

E: Dia embrionario

HC: Hipotiroidismo congénito

HPT: Eje hipotalamo, pituitaria, tiroides

HT: Hormonas tiroideas

IRM: Imagen de resonancia magnética

KCIlOy: Perclorato potasico

LAT: Transportador de amino acidos neutros de gran tamaio
MCT: Transportadores monocarboxilato

ME: Microscopia electronica

MIT: Monoyodo tirosina

MMI: Metimazol

MO: Microscopia Optica

NIS: Simportador de sodio/yoduro

OATP: Transportador de polipéptidos anidnicos organicos
P: Dia posnatal

R-ant: Rama anterior de la comisura anterior

RDI: Region de interés

R-post: Rama posterior de la comisura anterior

rT3: 3, 3’, 5’-Triyodotironina o T3 reversa

SLC10A1: Polipéptido co-transportador de sodio/taurocholato
SNC: Sistema nervioso central

T,p: Imagen de resonancia magnética ponderada en T2.
T,r: Cociente de T2

T3: 3,3",5-Triyodotironina
T4:37,5",3,5-Tetrayodo-L-tironina

TPO: Tiroperoxidasa

TR: Receptores nucleares de hormonas tiroideas

TRH: Hormona liberadora de tirotropina

TSH: hormona estimuladora del tiroides o tirotropina
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1.1 Las hormonas tiroideas

1.1.1 Biosintesis de hormonas tiroideas

Las hormonas tiroideas (HT) son esenciales para el correcto desarrollo y crecimiento de
los vertebrados. Tienen efectos sobre casi todos los tejidos del organismo y entre sus funciones
principales actian en el desarrollo y funcion del sistema nervioso central (SNC) y periférico,
regulan el metabolismo basal, tienen acciéon termorreguladora, influyen en la sintesis y
degradacion de carbohidratos, grasas y proteinas y aumentan el consumo de oxigeno. Un
desequilibrio en el balance de las HT en adultos suele ser reversible con un tratamiento
adecuado. Por el contrario, la deficiencia de HT durante el desarrollo causa dafios irreversibles,
tanto mas graves como temprana, prolongada y severa sea dicha deficiencia (Berbel et al.,
2007).

Las HT se sintetizan en la glandula tiroides que estd compuesta de foliculos,
considerados desde el punto de vista estructural y funcional como las unidades secretoras. Las
células de los foliculos (tirocitos) constituyen un epitelio monoestratificado y son las que
sintetizan las HT, mientras que el lumen es el almacén de reserva, cuyo interior contiene una
mezcla de proteinas, siendo la mas importante la tiroglobulina. La organizacion folicular y la
polaridad de los tirocitos son esenciales para la biosintesis de las HT (Dumont et al., 2011).

Las HT, la tiroxina (3°,5°,3,5-tetrayodo-L-tironina; T4) y la 3",3,5-triyodotironina (T3),
son tironinas yodadas, siendo el yodo un elemento indispensable para su sintesis. El yodo
reducido en forma de yoduro entra en los tirocitos por el simportador de sodio/yoduro (NIS; De
la Vieja et al., 2000) y a la luz folicular por el canal iénico pendrina (Fig.1; Bizhanova y Kopp,
2009). Tanto la oxidacion del yoduro como su union a los residuos de tirosina de la
tiroglobulina para producir monoyodo tirosina (MIT) y diyodo tirosina (DIT), y su posterior
acoplamiento para generar residuos de T3 y T4 son catalizados por la tiroperoxidasa (TPO)
localizada en la membrana apical de los tirocitos en presencia de peréxido de hidrégeno (Song
et al., 2007). Sin embargo, s6lo una pequefia proporcion de los residuos de MIT y DIT se
acoplan para formar T3 (DIT con MIT) o T4 (DIT con DIT). En respuesta a una disminucion de
la concentraciéon de T3 y T4 en sangre, las tiroglobulinas pasan al interior del tirocito por
pinocitosis y son hidrolizadas por cathepsinas en los lisosomas (Rousset et al., 2015), liberando
moléculas de MIT, DIT, T3 y T4 (Tokuyama et al., 1987). La tirotropina (TSH) regula
positivamente este proceso uniéndose a receptores especificos acoplados a proteinas G de la
membrana basal de los tirocitos, aumentando la concentracion del calcio intracelular y la de
adenosin monofosfato ciclico, lo cual incrementa la actividad pinocitotica (Rousset et al., 2015).
Existe también un mecanismo de regulacion negativa, llevado a cabo por las tiroglobulinas
acumuladas en los foliculos que inhibe la expresion génica en tirocitos (Suzuki et al., 1999).

Datos recientes muestran que la tiroglobulina folicular induce la expresion del transportador de

7



monocarboxilato (MCT) 8 (Ishido et al., 2015) por el que las HT pasan al torrente sanguineo
(Friesema et al., 2003).

El yoduro inorganico aportado por la dieta es necesario para la sintesis de HT. Aunque,
el reciclaje de yoduro en el interior de los tirocitos a partir de los residuos de MIT y DIT es
también crucial. Este reciclaje es mediado por la dehalogenasa Dehall de la membrana apical de
los tirocitos (Gnidehou et al., 2004) y esta codificada en humanos por el gen DEHALI (Moreno
et al., 2001). La Dehall desyoda MIT y DIT, recuperando yodo para nueva sintesis de HT. Este
proceso de reciclaje de yodo es muy importante ya que se han encontrado mutaciones DEHALI
" en pacientes con hipotiroidismo central grave (Moreno et al., 2008).

En condiciones de yodo suficiencia es mayor el nimero de residuos DIT frente al de
MIT (Dunn y Dunn, 2000). Mientras que en condiciones de yodo-insuficiencia grave o
moderada (yodo en orina en nifios en edad escolar entre 20-49 mg/l y 50-100 mg/l,
respectivamente), la glandula tiroides responde rapidamente a través de mecanismos de
autorregulacion (independiente de TSH) favoreciendo la sintesis de T3 y por tanto el cociente
T4/T3 disminuye. Como consecuencia, los niveles circulantes de T3 se mantienen normales, o
incluso pueden aumentar ligeramente, y la TSH circulante no aumenta, como ocurre en la
hipotiroxinemia (Morreale de Escobar et al., 2000, 2004).

En el torrente sanguineo, las HT pueden circular libres (aproximadamente el 0,03% de
la T4 y el 0,3% de la T3 totales; Pappa et al.,, 2015) o unidas a una serie de proteinas
transportadoras (Refetoff et al., 1970) tales como la tiroglobulina fijadora de hormonas
tiroideas, la albimina sérica y la transtiretina, uniendo el 75%, 19% y 2% de la T4 circulante
total, respectivamente (Oppenheimer, 1968). En ausencia de proteinas transportadoras,
cualquier alteracion aguda en la sintesis de HT resultaria en una rapida deplecion de la T4
extratiroidea. Estas proteinas sirven como mecanismo de proteccion contra la perdida de yodo

en orina y ayudan a distribuir uniformemente las HT a los tejidos, (Mendel et al., 1987).

1.1.2 Transporte de hormonas tiroideas al interior de la célula

El influjo y eflujo celular de HT esta facilitado por proteinas transportadoras
transmembrana que se expresan en un amplio nimero de tejidos (Friesema et al., 2005; Kinne et
al., 2011). Para que las HT alcancen las células diana en el cerebro es necesario que atraviesen
las barreras que restringen el paso de sustancias desde la circulacion. Las principales barreras
son el plexo coroideo y la barrera hematoencefalica que estan formadas por tanicitos y células
endoteliales, respectivamente. Existen 4 familias de transportadores con capacidad para
transportar yodotironinas a través de las membranas celulares, tales como los transportadores

MCT, los de polipéptidos anidnicos organicos (OATP), los de amino acidos neutros de gran
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Figura 1. Biosintesis de las hormonas tiroideas. Se muestran las principales vias metabdlicas
en los tirocitos involucradas en la yodacion de la tirosina y en el acoplamiento de MIT y DIT para formar
las HT. El co-transportador de sodio/yoduro (NIS) transporta el yoduro a los tirocitos, luego pasa al
lumen coloidal a través de un canal de aniones (pendrina; PE). La tiroperoxidasa (TPO) oxida el yoduro
en presencia de peroxido de hidrogeno (H,0;) que luego se transfiere a los residuos de tirosina de la
tiroglobulina (Tg) para formar el MIT y DIT (reaccion de yodacion). Una vez mas, la TPO en presencia
de H,0, cataliza el acoplamiento de DIT y MIT, y de DIT y DIT para formar los residuos de T3 y T4,
junto a la Tg (reaccion de acoplamiento). En el lisosoma, se liberan los residuos de MIT, DIT, T3 y T4.
Parte de los residuos de MIT y DIT son metabolizados por la enzima DEHAL1 mientras que T3 y T4
pasan a la sangre, pricipalmente a través de los transportadores MCT 8 y 10. El H,O, se produce en la
membrana plasmatica apical por una NADPH oxidasa dual (DUOX), en presencia de calcio. Una alta
concentracion intracelular de calcio favorece tanto la yodacion como las reacciones de acoplamiento. Una
alta concentracion intracelular de yoduro favorece la yodacion, pero inhibe el acoplamiento (Figura

modificada de Berbel y Morreale de Escobar, 2011).



tamano (LAT) y el polipéptido co-transportador de sodio/taurocholato (SLC10A1,comiinmente
llamado NTCP). La importancia de estos transportadores en el control de la accion de las HT
esta reportada en el sindrome asociado a mutaciones en el MCT8 o sindrome de Allan-Herndon-
Dudley (Allan et al., 1944; Dumitrescu et al., 2004; Friesema et al., 2005; Bernal, 2011a).

Hasta la fecha, se han identificado transportadores en las células endoteliales de los
capilares cerebrales (OATP1a4, OATPIcl, LATI1, LATI1, MCTS), en los tanicitos del plexo
coroideo (OATPI1cl, MCTS), en astrocitos (OATP1cl, LAT1, MCTS), microglia (OATP2bl,
LATI1, LAT2, MCTS8, MCT10), neuronas (LAT1, LAT2, MCTS8, MCT10) y células precursoras
de oligodendrocitos (LAT1, LAT2, MCTS) (Abe et al., 2002; Friesema et al., 2005; Bernal,
2005; Gao y Meier, 2001; Sugiyama et al., 2003; Ohtsuki et al., 2004; Roberts et al., 2008;
Ceballos et al., 2009). Sin embargo, la identificacién de mutaciones patogénicas y los resultados
de estudios realizados en animales indican que s6lo MCTS, MCT10 y OATPICI tienen un
papel fisiopatologico en el transporte de las HT y pueden inducir enfermedades graves que se

manifiestan en el feto y neonato (Bernal, 2011a; Schwartz y Stevenson, 2007).

1.1.3 Metabolismo de las hormonas tiroideas

Las HT se metabolizan mediante la glucoronizacion, sulfatacion y desyodacion, siendo
esta ultima la mas importante. Se han identificado tres selenoproteinas encargadas de desyodar
T4 y T3: las desyodasas de yodotironinas tipo 1 (D1), 2 (D2), y 3 (D3). Las D1 y D2 tienen
actividad desyodasa sobre el anillo externo de las tironinas metabolizando T4 a T3 y T3 reversa
(T3r) a 3,3°-T2 (T2). Las DI y D3 tienen actividad desyodasa sobre el anillo interno,
metabolizando T4 a T3ry T3 a T2 (Fig.2).

La D1 se expresa principalmente en el higado, rifién y tiroides, mientras que las D2 y
D3 se expresan en el SNC, en tejido adiposo marron y en musculo. La principal funcion de la
D1 es el metabolismo de T3r a T2 y el de T4 a T3, aumentando la T3 plasmatica (Bianco et al.,
2002; Bianco y Larsen, 2005; Bianco y Kim, 2006). En el SNC, la D2 se expresa en astrocitos y
tanicitos (Guadafo-Ferraz et al., 1997) y su principal funcion es la de adaptar el estado tiroideo
celular a las necesidades fisiologicas, mediante la generacion local de T3, pero no contribuye
significativamente al aumento de la T3 circulante (Bianco et al., 2002; Bianco y Kim, 2006). La
D3 se expresa en tejidos fetales y en el cerebro adulto. La expresion de D3 puede cambiar bajo
ciertas condiciones patologicas tales como enfermedades criticas o en algunos canceres (Huang
et al., 2002; Peeters et al., 2005).

El papel determinante de las desyodasas en la regulacion local de las HT estd bien
ilustrado en el desarrollo de la céclea, donde la D3 se expresa después del inicio de la actividad
de la D2 (Ng et al., 2004; 2009). En etapas inmaduras, la D3 disminuye la concentracion local

de T3, mientras que posnatalmente, la expresion de D2 aumenta lo que resulta en un aumento
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local de T3, desencadenando el inicio de la funcion auditiva. Algo similar ocurre también en el

desarrollo del cerebelo (Peeters et al., 2012) y de la retina (Ng et al., 2010).
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Figura 2. Estructura de las HT y metabolismo mediado por desyodasas en el SNC. La D2
cataliza la conversion tanto de T4 a T3 como de T3r a T2. La D3 transforma la T4 en T3r y la T3 en T2.
Esta ultimas se encuentran en la membrana plasmatica (pm) de las neuronas, mientras que D2 se
encuentra en el reticulo endoplasmico (er) de astrocitos y tanicitos. (Figura de Berbel y Morreale de

Escobar, 2011).

1.1.4 Accién intracelular de las hormonas tiroideas

Las HT activan en células diana vias de sefalizacion gendmica si se une a receptores
nucleares, y no genomica, si se une a receptores citoplasmicos. En la via de sefializacion
genomica, la T3 tiene una mayor afinidad por los receptores nucleares de hormona tiroidea (TR)
que la T4, actuando esta ultima como prohormona.

La accion principal y mejor estudiada es la gendmica, donde la T3 se une a TR que son
factores de trascripcion dependientes de ligando, codificados por los genes TRa y TRf. Estos
genes codifican las isoformas TRal, TRB1, TRB2 y TRB3 con diferente afinidad a T3 (Forrest y
Vennstrom, 2000; Bernal, 2005). En ausencia de T3, los TRs interactian con moléculas
coreguladoras, como el receptor de retinoide X y con moléculas corepresoras. La unioén de T3 al
TR, induce la regulacion positiva y negativa de genes especificos (Gil-Ibafiez et al., 2017). En el
SNC, los TR se expresan predominantemente en las neuronas, pero se han detectado también en
oligodendrocitos en cultivo, astrocitos y microglia (Lima et al., 2001), y regulan la expresion de
muchos genes implicados en el desarrollo y maduracion del cerebro (Bernal, 2002; Morte et al.,
2010; Chatonet et al., 2015; Berbel et al., 2014). Se observado recientemente en cultivos

primarios de células cerebro-corticales que la T4 también tiene actividad gendémica, presentando
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una mayor actividad sobre los genes regulados negativamente (1/5 de la actividad de T3) que
sobre los regulados positivamente (1/40 de la actividad de T3; Gil-Ibafiez et al., 2017).

Las acciones no gendmicas de las HT intervienen en muchos procesos fisiologicos de
células diferentes y son ejercidas por union a receptores de la membrana plasmatica y del
citoplasma, activando canales ionicos, fosforilacion oxidativa y segundos mensajeros (Bassett et
al., 2003). Se ha descrito que la T4 tiene alta afinidad por la integrina avp5, activando la via de
sefializacion de MAPK (ERK1/2) y subsequentemente, la angiogénesis y el crecimiento celular
(Cohen et al., 2011). También el receptor citoplasmatico de HT, TRB1 es capaz de activar la
fosfatidil inositol 3 quinasa, regulando la expresion postranscripcional del factor 1-a inducible
por hipoxia (Taglieri et al., 2017). Ademas, las HT también regulan la funciéon de las
mitocondrias (Vidali et al., 2016) y median respuestas termogénicas rapidas (Lombardi et al.,
2015).

No obstante, la sefializacion de las HT puede ser atin mas diversa y compleja. Estudios
recientes contemplan factores tales como el control de la disponibilidad de ligando, cambios en
la sensibilidad de las células a los efectos de T3 e interacciones con otras vias de sefializacion

(Flamant et al., 2007).

1.1.5 Regulacion de la sintesis de hormonas tiroideas

El aporte de HT esta regulado por un mecanismo de retroalimentacion que incluye el eje
hipotalamo, pituitaria y glandula tiroidea (eje HPT). El eje HPT libera la hormona liberadora del
tirotropina (TRH), producida por neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo y la TSH,
sintetizada en las células tirotropas de la pituitaria que modula la sintesis y secrecion de T4 y T3
por la glandula tiroides (Chiamolera et al., 2009). Las HT son las principales encargadas de la
regulacion negativa del eje HPT, controlando la secrecion de TRH y TSH (Garcia et al., 2004).

La T4 alcanza las neuronas productoras de TRH del hipotalamo cruzando la barrera
hematoencefalica y el plexo coroideo, accediendo al liquido cerebroespinal. La T4 pasa los
tanicitos del tercer ventriculo mediante transportadores MCT8, donde es metabolizada a T3 por
la D2. En las neuronas del hipotalamo, la T3 regula negativamente la transcripciéon de TRH. Por
lo tanto, en las neuronas hipotalamicas, la D2 que regula la concentracion intracelular de T3 y la
D3 que incrementa T3r, son encimas reguladoras de la funcion hipotalamica frente a cambios
agudos de T4 circulantes (Galton et al., 2009; Fekete y Lechan, 2007). Por otro lado, la T4 (y en
menor medida la T3) alcanza a las células tirotropas de la pituitaria desde la circulacion
sistémica. La T3, obtenida por accion de la D2 de las células tirotropas, se une al receptor
nuclear TR, impidiendo la transcripcion de TSH (Cheng et al., 2010).

También se ha identificado un circuito muy corto de control de la secrecion de TSH a
nivel local que involucra las células tirotropas y las estrelladas de la pituitaria anterior, las

cuales expresan el receptor de TSH. La TSH secretada, se une a ellas activando la via de
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sefializacion JAK/STAT5a, induciendo la expresion del factor de crecimiento transformante B2.
Este factor estimula a receptores en células tirotropas, disminuyendo la secrecion de TSH
(Brokken et al., 2005). Este efecto autoregulatorio paracrino local de la TSH no soélo interviene
en la modulacion negativa de la secrecion de TSH, sino que también puede estar involucrado en
cambios oscilatorios de TSH (Prummel et al., 2004).

Ademas de este sistema de regulacion hormonal, parece existir una via de regulacion a
través de circuitos neuronales, independiente de HT, en respuesta a condiciones fisiologicas
tales como el ayuno, las bajas temperaturas y los ritmos circadianos (Costa-e-Sousa et al.,

2012).

1.1.6 Lafuncion tiroidea maternay del neonato durante la lactancia

Aunque los recién nacidos disponen de yodo almacenado en el tiroides durante la vida
intrauterina, éstos requieren un aporte de yodo materno adicional durante la lactancia y durante
los dos primeros afios de vida, por la ingesta de alimentos, para que su glandula tiroides
funcione correctamente y garantize el desarrollo del cerebro (Morreale de Escobar et al., 2004;
Zoeller y Rovet, 2004; Glinoer 2004, 2007).

En las mujeres lactantes, practicamente todo el yodo absorbido por la dieta se reparte en
el epitelio secretor de la glandula mamaria, el tiroides y el rifidn (Brown-Grant, 1957; DeGroot,
1966). El simportador NIS controla la entrada de yoduro a la glandula mamaria y su expresion
aumenta durante la lactancia, bajo la influencia de las hormonas prolactina, estradiol y oxitocina
(Rilema y Hill, 2003; Azizi y Smyth, 2009). La concentracion de yodo en la leche materna
humana es entre 20 y 50 veces superior a la presente en el plasma que en condiciones de yodo
suficiencia es de 150-180 pg /1 (Azizi et al., 2009). Por ello, se ha estimado que la ingesta
materna de yodo recomendada durante la lactancia debe ser de 250-300 pg/dia, segin la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la Asociacion Americana del Tiroides (ATA) y el
Consejo Internacional para el Control de Desordenes por Deficiencia de Yodo (ICCIDD,
Zimmermann y Delange, 2004 Zimmermann, 2007; Andersson et al., 2007; Stagnaro- Green et
al., 2011a).

Un elevado nimero de mujeres embarazadas y lactantes tienen una ingesta de yodo
inadecuada, incluso en zonas donde se ha promovido el consumo de sal yodada desde hace afios
y que han sido clasificados como libres de la deficiencia de yodo como el Reino Unido (Azizi et
al., 2003; Lazarus y Smyth, 2008; Zimmermann, 2011). La ingesta de sal yodada que ha
demostrado ser suficiente para los niflos escolares, no lo es para las mujeres lactantes
(Andersson et al., 2007; Hollowell y Haddow, 2007; NHANES III, 1988-1994). En vista de esta
situacion, la ATA ha publicado unas guias para el diagnostico, tratamiento y prevencion de
enfermedades del tiroides durante la gestacion y posparto, avaladas por la OMS, donde se

recomienda dar un suplemento de 150 pg de yodo (200 pg de KI) a todas las mujeres que
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planeen quedar embarazadas, durante el embarazo y la lactancia (Becker et al., 2006, Stagnaro-
Green et al., 2011b; Alexander et al., 2017). Un suplemento de 100-200 mg de yodo al dia
durante un periodo de aproximadamente 15 meses (embarazo y lactancia) no representa peligro
para el feto y el neonato (Andersson et al., 2007; Zimmermann, 2007; Velasco et al., 2009;
Alexander et al., 2017).

Asi como el yodo en leche materna es crucial para el desarrollo del neonato, el papel de
las HT esta poco claro. La cantidad de T3 y T4 en la leche materna de diferentes especies es
muy variable (Akasha y Anderson, 1984; Koldovsky y Thornburg, 1987) y estudios mas
recientes muestran que la concentracion de tiroxina en la leche materna es demasiado baja para

alterar el estado hipotiroideo del lactante (Van Wassenaer et al., 2002; Alexander et al., 2017).

1.1.7 Hipotiroidismo congénito

El hipotiroidismo congénito (HC) es un tipo frecuente de hipotiroidismo neonatal con
una incidencia de 1 de cada 3000-3500 recién nacidos. Esta enfermedad estd causada
comunmente por problemas en el desarrollo de la glandula tiroides (disgenesia) y por un
desorden en la sintesis de HT (dishormonogénesis), resultando en un HC primario.

El HC secundario central (HCC) se caracteriza por un déficit de la sintesis, secrecion y
bioactividad de TSH, y resulta en una estimulacion inapropiada de la glandula tiroides. En la
actualidad, se han identificado mutaciones causantes del HCC en los genes TSHB (codifica la
subunidad Beta de la TSH), el TRHR (codifica el receptor TRH) y recientemente, en el factor 1
de la superfamilia de las inmunoglobulinas (Sun et al., 2012, Tajima et al., 2013). Por tltimo, el
HC secundario periférico que se caracteriza por alteraciones en los mecanismos de transporte,
metabolismo o accion de las HT.

Todos estos casos de HC primario y secundario causan un hipotiroidismo permanente,
si no es tratado. No obstante, el HC secundario puede ser transitorio si estd causado por factores
maternos y neonatales transitorios. Los factores maternos incluyen medicacion antitiroidea,
anticuerpos anti receptores de tirotropina y exposicion a una deficiencia o exceso de yodo. Los
factores neonatales incluyen, deficiencia o exceso de yodo, hemangiomas congénitos en el
higado y mutaciones para los genes de codifican DUOX y DUOX2 (Aycan et al., 2017).

Las caracteristicas clinicas del HC, ya sea primario, secundario central o periférico,
frecuentemente son sutiles por lo que muchos recién nacidos no son diagnosticados al nacer.
Esto es en parte debido al aporte de HT maternas a través de la placenta, lo que proporciona
una proteccion temporal para el desarrollo cerebral del neonato (Calvo et al., 1990). Ademas,
parte de la tiroides sigue activa en la forma mas comin de HC, manteniendo una funcion
moderada. Por lo que, debido al lento desarrollo de sintomas clinicos apreciables junto con la
importancia de un tratamiento temprano, se han implantado de forma generalizada, programas

de cribado para la deccion precoz del HC en recién nacidos. Las pruebas se realizan
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normalmente entre el segundo y quinto dia de vida posnatal, y excepcionalmente, se repiten
entre la segunda y sexta semana de edad en algunos programas de cribado. Normalmente,
primero se miden los niveles de TSH y si estos son elevados (>9 mU/L), se realiza otro test para
ver si los valores de T4 libres han disminuido (< 0,6 ng/dL). Este orden puede invertirse
dependiendo del centro de salud y de sus programas de cribado. Sin embargo, con ninguno de
estos programas se pueden detectar los casos de HC periférico. Para ello, se han realizado
ensayos pilotos midiendo a la vez los niveles de T4 libres y TSH en neonatos (Van Tijn Da et
al., 2005). Con este tipo de cribado mas riguroso ha aumentado la incidencia de HC de 1:3500 a

1:1200 (Deladoey et al., 2011; Albert BB et al., 2012).

1.1.8 Hipotiroidismo posnatal y desarrollo neurolégico

En humanos, el HC causa enfermedades neurologicas y psiquiatricas, tales como déficit
intelectual, espasticidad y alteraciones en la marcha y la coordinacion (Dussault and Ruel, 1987;
Rovet et al., 1992; Rovet, 1999; Brown, 2012; Rovet, 2002; Léger, 2015; Krude et al., 2015;
Clairman et al., 2015; Aycan et al., 2017). Como resultado de los programas de cribado, los
nifios con HC detectado tempranamente presentan un desarrollo fisico, neurolégico y
psicologico normal o cercano a la normalidad. Sin embargo, debido a que los nifios afectados
sufren un circunscrito periodo de insuficiencia de HT, estan en riesgo de sufrir dafios selectivos
(Rovet, 2002). Se ha observado que el desarrollo neuro-psicoldgico de nifios con HC depende
del grado de HC, retraso en la deteccion del mismo y del tratamiento recibido (Heyerdahl y
Oerbeck, 2003).

Por lo tanto, estudiar en modelos animales las alteraciones causadas por un déficit
posnatal de HT puede ayudar a entender cual es el sustrato morfo-funcional de alteraciones

neuro-psiquiatricas anteriormente citadas.
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1.2 Comisuras interhemisféricas

1.2.1 Neocorticogenesis en la rata

En general, los procesos mas importantes que tienen lugar durante el desarrollo de la
corteza cerebral de los mamiferos son la proliferacion y migracion de neuronas y glia, y el
establecimiento de los circuitos neuronales. Los dos primeros tienen lugar principalmente
durante el periodo embrionario, mientras que el tercero se alarga hasta la vida juvenil.

En la rata, la génesis de la corteza cerebral se inicia hacia el dia embrionario (E) 12 a
partir del neuroepitelio que tapiza dorsalmente las paredes de los ventriculos laterales de las
vesiculas telencefalicas. Los neuroblastos situados cerca de la superficie dorsal ventricular que
dejan de dividirse se convierten en neuronas jévenes que migran radialmente. La migracion
radial, se produce siguiendo un posicionamiento “inside-out” (Angevine y Sidman, 1961) en el
que las primeras neuronas en migrar ocupan las capas mas profundas mientras que las siguientes
se afiaden a las capas superficiales (excluida capa I). Asi las células localizadas en la parte
inferior de la corteza son mas antiguas que las superficiales (Rakic, 1972; Marin-Padilla, 1990).
Estas neuronas se convertirdn en neuronas glutamatérgicas (70%). Mientras que las neuronas
GABA-érgicas derivan de neuroblastos situados cerca de la superficie ventricular lateral y
migran tangencialmente hasta las zonas mas mediales del telencéfalo (De Carlos et al., 1996;
Jimenez et al., 2002). En ratas, la migracion radial comienza alrededor de E13 y el grueso de la
misma acaba a E20 (Bayer y Altman, 1991). Mientras que, en los seres humanos, ocurre entre
las semanas 6 y 24 de gestacion (Marin-Padilla, 1978).

Una vez las neuronas han migrado hasta su posicion final desarrollan un patron de
conexion muy especifico, estableciendo conexiones con neuronas de su misma 4rea cortical
(conexiones intrinsecas), con areas distintas (conexiones asociativas), ya sea en el mismo
hemisferio (conexidnes ipsilaterales) o en el hemisferio opuesto (conexiones contralaterales o

interhemisféricas), y con areas subcorticales (conexiones de proyeccion).

1.2.2 Desarrollo de las comisuras interhemisféricas

En animales con simetria bilateral, la integracion de la informacion proveniente del lado
derecho e izquierdo del cuerpo es crucial para procesar funciones sensoriales y motoras. Esto se
consigue en el telencéfalo de los vertebrados mediante conexiones entre neuronas telencefalicas
localizadas en la sustancia gris, que proyectan sus axones a regiones contralaterales de la
corteza, originando las comisuras interhemisféricas.

Las comisuras interhemisféricas ademas de axones contienen vasos sanguineos, algunas
neuronas y células gliales (astrocitos, oligodendrocitos y microglia). Generalmente los axones
forman haces segin sus patrones de conexion (Innocenti et al. 2014). La comisura anterior

(CA), la comisura hipocampica y el cuerpo calloso (CC) son las tres mas importantes del
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telencéfalo. La comisura hipocampica y la CA reciben axones de areas del sistema limbico,
mientras que el CC recibe axones de areas neocorticales.

Las comisuras interhemisféricas ya estan presentes en el embridn, pero se desarrollan
posnatalmente (Innocenti., 1991). La maduracion de estas conexiones comprende la formacion
de proyecciones transitorias, que incluyen conexiones homo- y hetero-topicas seguidas de
apoptosis celular y retraccion axonal. En paralelo a la pérdida de conexiones transitorias, los
axones que establecen conexiones permanentes aumentan de calibre, se mielinizan algunos de
ellos y se desarrollan los arboles terminales funcionales maduros (Innocenti, 1995). Siendo
todos estos procesos esenciales para mantener la funcionalidad de las areas corticales (Stiles y
Jernigan, 2010).

En la CA de monos se ha observado una importante pérdida de axones entre el
nacimiento y el segundo mes posnatal (La Mantia y Rakic, 1984). Sin embargo, no se han
observado dichos cambios en la CA del raton (Sturrock, 1987) ni de la rata (Guadaiio et al.,
1994). En el CC de gato, la eliminacion de conexiones transitorias tiene lugar entre el final de la
gestacion y el primer y segundo mes posnatal (Innocenti y Price, 2005) y mas del 70% de las
conexiones callosas son eliminadas en los primeros meses posnatales (Berbel e Innocenti,
1988). Por el contrario, en el CC de la rata no se ha encontrado esta sobreproduccion axonal
(Gravel y Hawkes., 1990, Berbel et al., 1994). En humanos, el niimero de axones en el CC
puede estar cerca de su maximo en un cerebro recién nacido, y el proceso de estabilizacion y
maduracion axonal ocurre después del nacimiento (Kostovic y Jovanov-Milosevic, 2009).

El proceso de maduracion de las conexiones interhemisféricas acaba después de
finalizar el proceso de mielinizacion. (Berbel e Innocenti, 1988). En estudios in vitro utilizando
nanofibras inertes, se ha visto que los oligodendrocitos pueden mielinizar fibras de mas de 400
pum y que por debajo de este diametro muy pocas aparecen mielinizadas (Lee et al., 2012). Esto
demuestra que el calibre podria ser un factor clave para iniciar el proceso de mielinizacion.
Otros procesos cruciales del desarrollo axonal como la actividad funcional podrian ser también
determinantes para la mielinizacion de un axon (Waxman y Swadlow, 1976; Rakic et al., 1986;
Innocenti y Berbel, 1991).

La mielinizacion induce cambios importantes en el contenido de lipidos y proteinas, y
en la compactacion del tracto. La capa lipidica de la mielina esta compuesta por colesterol,
fosfolipidos y glicolipidos en una proporcion aproximada de 4:3:2 para la mielina del SNC.
Tanto los glicolipidos como el colesterol tienen la capacidad de interactuar con el agua
(Barkovich et al., 2000), pudiendo compartimentalizarla (Matsumae et al., 2001). Estas
interacciones son importantes para la obtencion de imagenes de resonancia magnética (IRM;
Barkovich et al., 1988; Kucharczyk et al., 1994). La mielinizacion ocurre en paralelo a la
génesis y maduracion de los oligodendrocitos (Thomas et al., 2000). En la CA y CC de la rata,

la mielinizacion comienza después de haberse estabilizado el niamero total de axones (Gravel et
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al., 1990), mientras que en el CC del gato (Berbel e Innocenti, 1988) y mono (LaMantia y
Rakic, 1994) comienza después de la fase rapida de pérdida de axones transitorios. A lo largo de
este proceso el espacio extracelular que hay entre los axones comisurales disminuye
drasticamente lo cual también repercute en las interaciones y compartimentalizacion de las
moléculas de agua. En humanos, la mielinizacion de las comisuras interhemisféricas tiene lugar
desde la segunda mitad del embarazo hasta la adolescencia, aunque presenta un pico durante el
primer afio posnatal (Miller et al., 2012). La progresion de la mielinizacion varia entre las
distintas regiones del cerebro. En estudios posmortem se ha visto que sigue un patrén caudal-
rostral y progresa desde el centro a la periferia, por lo que los tractos sensoriales y motores

maduran antes que los de asociacion (Brody et al., 1987; Kinney et al., 1988).

1.2.3 Comisura anterior

La formacion de la CA de la rata resulta de la unién de 4 haces de axones, dos
anteriores, uno posterior y la estria terminalis (De Olmos e Ingram, 1972; Haberly y Price,
1978a, 1978b; Jouandet y Hartenstein 1983; Valverde, 1965; Suarez et al., 2014). La rama
anterior (r-ant) recibe axones del nucleo olfatorio anterior, la corteza piriforme anterior y el
tubérculo olfatorio (Haberly y Price, 1978a, 1978b; Jouandet y Hartenstein 1983;). La rama
posterior (r-post) recibe axones del nucleo amigdaloide lateral y de la corteza piriforme,
entorrinal y temporal posterior (Brodal A, 1948; Haberly y Price, 1978b; Jouandet y Hartenstein
1983). La estria terminalis recibe axones del niicleo del tracto olfatorio lateral y de los nucleos
de la amigdala basolateral, basomedial y cortical (Haberly y Price, 1978a, 1978b; Turner y
Knapp, 1967; Valverde, 1965). En la rata, la principal funcion de la CA es la transferencia
interhemisférica de informacion olfativa. Sin embargo, en el gato también lleva informacion
somatosensorial y auditiva (Jouandet, 1982). En primates no humanos la CA recibe axones de
todo el lobulo temporal, el area 13 de la corteza orbito-frontal, de las subdivisiones frontal y
temporal de la corteza pre-piriforme y de los nucleos profundos y corticales de la amigdala
(Demeter et al., 1990). Mientras que en humanos, las areas de proyeccion incluyen la parte
inferior de los 16bulos temporal y occipital, la convexidad occipital y posiblemente la fisura
central y la convexidad prefrontal (Di Virgilio et al., 1999; Patel et al., 2010).

Durante el desarrollo posnatal de la rata, el area transversal de la CA aumenta
rapidamente de tamafio siendo la r-ant tres veces mayor a la r-post, en paralelo al aumento del
nimero total de axones entre E18 y P4, que se mantiene practicamente constante después
(Guadafio-Ferraz et al., 1994). La mielinizacion se inicia alrededor de P12, observandose un
aumento rapido del numero de axones mielinicos hasta el final del segundo mes y mas lento
después. El didmetro medio de los axones mielinicos aumenta con la edad empezando a

mielinizarse los de mayor calibre (Guadano-Ferraz et al., 1994, Berbel et al., 1994).
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1.2.4 Importancia de las HT en el desarrollo de las comisuras interhemisféricas

El déficit de HT afecta a la migracion neuronal, la cito-arquitectura cortical y la
distribucion y maduracion de las conexiones. Las alteraciones en estos procesos tienen
consecuencias en el desarrollo del cerebro y, en particular, en el de las comisuras
interhemisféricas.

Se ha estudiado la migracion radial durante la cortico-génesis en el cerebelo y corteza
cerebral de ratas hipotiroideas (Bernal, 2005; Goodman y Gilbert, 2007; Berbel et al., 2007). En
las areas corticales auditiva y somato-sensorial, se observd una alta proporciéon de neuronas
ectopicas en la sustancia blanca subcortical aisladas (Lucio et al., 1997; Berbel et al., 2001) y
formando agrupaciones (Goodman y Gilbert, 2007). La presencia de neuronas ectopicas en la
sustancia blanca subcortical muestra claramente una alteracion de la migracion celular durante
la corticogénesis. En las ratas hipotiroideas adultas, los bordes entre capas de la neocorteza son
difusos (Berbel et al., 1993). Estos cambios son mas visibles en la corteza somato-sensorial,
donde el tamafio de barriles es un 23% menos en las ratas hipothiriodeas en comparacion con
las normales (Berbel et al., 2001).

Aunque la proliferacion y migracion celular es uno de los factores mas importantes que
afectan la corticogénesis, también lo son otros factores como el deterioro en la maduracion
neuronal y la conectividad cortical (Ausoé et al., 2001). La distribucion radial de las fibras
aferentes talamicas en la capa de los barriles de ratas hipotiroidea, es similar entre ratas
normales e hipotiroideas. Sin embargo, los aboles axdnicos terminales en ratas hipotiroideas
tienen un area de proyeccion menor y siguen trayectorias mas erraticas (Auso et al., 2001). Las
conexiones intrinsecas de la corteza auditiva estan afectadas en ratas hipotiroideas,
disminuyendo el numero de terminales inmunoreactivos a parvalbumina (principalmente
perisomaticos) en las capas II-VI respecto a las ratas normales (Berbel et al., 1996). Adermas,
en ratas hipotiroideas adultas, el nimero total de axones en la CA (Guadafo-Ferraz, et al., 1994)
y del cuerpo CC (Gravel et al., 1990) no esta afectado pero si lo estd el numero de axones
mielinicos (Gravel y Hawkes, 1990; Berbel et al., 1994), en la CA de las ratas hipotiroideas a
P180, una reduccion del 66% en el nimero de axones mielinicos con respecto a las ratas
controles (Berbel et al., 1994).

El proceso de mielinizacion en las comisuras también depende de la génesis y
maduracion de los oligodendrocitos (Thomas et al., 2000). Estudios in vitro han demostrado que
la T3 regula la transcripcion de genes involucrados en la diferenciacion de los oligodendrocitos
humanos y de raton, mediante la union a THRal (Farsetti et al., 1991; Tokumoto et al., 2001;
Billon et al., 2002; Billon et al., 2004; Fernandez et al., 2004; Dugas et al., 2012). En ratas
hipotiroideas neonatales, se ha encontrado alterada la expresion de genes tales como la proteina

basica de mileina y la proteina proteolipica de la mielina, la CNPasa y la glicoproteina asociada
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a la mielina (Rodriguez-Pefia et al., 1993; Ibarrola y Rodriguez-Penia 1997; Barradas et al.,
2001). Por ultimo, estudios recientes muestran que las HT regulan la angiogénesis de la materia
blanca, activando la via del factor inducible por hipoxia la. Este proceso es critico para el
mantenimiento de células comisurales, incluyendo los axones y los oligodendrocitos (Yuen et

al., 2014).

1.2.5 Enfermedades neurolégicas y psiquiatricas en humanos, asociadas a

alteraciones de las comisuras telencefélicas

Se han asociado alteraciones en la conectividad interhemisférica con el desarrollo
neurocognitivo durante la infancia y la adolescencia (Schumann et al., 2004; Goodman et al.,
2014; Wheeler et al., 2015) y con desérdenes mentales y trastornos de ansiedad generalizados
(Shin y Liberzon, 2010; Tromp et al., 2012; Green et al., 2016), dislexia (Hynd et al., 1995),
trastornos del espectro autista (Bauman y Kemper, 2005; Schumann y Amaral, 2006; Bellani et
al., 2013), TDAH (Priven et al., 1997, Li et al., 2014a,b), esquizofrenia (Innocenti et al., 2003;
Santos et al., 2012; Guo et al., 2013; Mukherjee et al., 2014; Kikinis et al., 2015), trastorno de
depresion mayor (Bellani et al., 2011) y trastornos bipolares (MclIntosh et al., 2009; Ozerdem et
al., 2016). Recientemente, se han observado alteraciones en IRM de las comisuras
interhemisféricas de nifios nacidos de madres tratadas por hipotiroidismo durante diferentes
periodos del embarazo, revelando la importancia de las HT maternas para el correcto desarrollo
de las conexiones interhemisféricas (Samadi et al., 2015). Tambien, se han utilizado para medir
el volumen del hipocampo en ratas y humanos hipotiroideos, durante el desarrollo (Hasegawa et
al., 2010; Wheeler et al., 2011).

El estudio de la CA es muy importante porque conectan a través de ella areas
telencefalicas relacionadas con la olfacion y la conducta emocional. En biopsias de pacientes, se
han encontrado alteraciones en la substancia blanca en pacientes con esquizofrenia y trastornos
bipolares, (Brambilla et al., 2009; Saxena et al., 2012; Marlinge et al., 2014; Bora, 2015a,b) y
un aumento del nimero de oligodendrocitos apoptdticos en la corteza prefrontal (Uranova et al.,
2001; Vostrikov et al., 2007). Mientras que las biopsias de la corteza basolateral frontal de
pacientes esquizofrénicos muestran una disminucion de la densidad de espinas en las dendritas
basales de las neuronas piramidales de la capa IlI, reflejando que las aferencias de la capa III
estan atrofiadas, incluidas las comisurales (Lewis et al., 2013). Estas alteraciones se han
confirmado con estudios usando IRM, observandose alteraciones comisurales en pacientes que
sufren trastornos bipolares (Walterfang et al., 2009; Saxena et al., 2012), esquizofrenia (David
et al.,, 1993) y autismo (Just et al., 2000). IRM ofrece un método para observar in vivo el
desarrollo de ciertas estructuras, su potencial deterioro frente a una determinada situacion
experimental y la recuperacion eventual del dafio tras un tratamiento adecuado. Ademas, es una

excelente herramienta para estudiar las comisuras interhemisféricas, puesto que los tractos
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axonales modifican los niveles de resonancia segun su estado morfo-funcional (Chandran et al.,
2012; Powell et al., 2012; Thiessen et al., 2013; Alonso-Ortiz et al., 2015; Jelescu et al., 2016).
Con microscopia electronica (ME) se ha descrito en ratas adultas con hipotiroidismo
cronico desde E12, un descenso drastico en el numero de axones mielinicos presentes en la CA
y en el CC (Gravel y hawkes, 1990; Berbel et al., 1994). Sin embargo, hasta la fecha no se ha
estudiado con IRM el efecto del hipotiroidismo en el desarrollo posnatal de las comisuras
telencefalicas y en particular de la CA, determinando distintos periodos criticos sensibles a una
posible recuperacion tras un tratamiento adecuado. En particular, seria muy importante conocer
en detalle cambios en la maduracion de las comisuras telencefalicas causadas por un déficit de
HT durante la lactancia, usando IRM in vivo y su relacion con posibles alteraciones

ultrastructurales estudiadas con ME.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1 Hipotesis generales

Nuestra principal hipdtesis es que la carencia de HT durante el periodo de lactancia y
posnatal temprano afecta la maduracion de las conexiones de la CA de las crias, y que estas
alteraciones se pueden detectar con IRM. Ademas, un tratamiento tardio con T4 no revierte el
posible dafio causado.

Se pueden correlacionar datos obtenidos con IRM con datos cuantitativos publicados
con ME, relacionados con la compactacion del tejido tales como aumento del calibre de los
vasos y grado de mielinizacion. Consecuentemente, se pueden obtener funciones de regresion
que permiten estimar datos cuantitativos sobre axones comisurales en otras condiciones
experimentales.

Con ME, se observaran cambios en el desarrollo de las comisuras de todos los grupos
experimentales a P150. Como estos grupos han sido previamente estudiados con IRM,
podremos verificar el ajuste de las estimaciones obtenidas.

Los datos obtenidos ayudaran a explicar alteraciones neuroldgicas asociadas al HC.
Ademas, se aportarian evidencias para el diagndstico y tratamiento de la disfuncion tiroidea del
neonato. Un diagnostico y tratamiento preventivo precoz evitara un retraso en la maduracion de
las comisuras telencefalicas del niflo, reduciendo el riesgo de sufrir alteraciones neurologicas y

contribuira a aumentar su calidad de vida.

2.2 Objetivos especificos

1. Estudiar usando IRM alteraciones durante el desarrollo posnatal de la CA en
ratas con hipotiroidismo crénico (gestacional y posnatal) y transitorio (posnatal
durante la lactancia).

2. Verificar usando IRM si un tratamiento con T4 a madres hipotiroideas
transitorias al final de la lactancia (de P15 hasta P21) revierte el dafio producido
en la CA.

3. Correlacionar los datos de IRM obtenidos con datos publicados previamente
referentes al numero y porcentaje de axones mielinicos y niumero de axones
amielinicos de la CA. Obtener las ecuaciones de regresion que permitan estimar
valores referentes al grado de maduracion de la CA a partir de IRM.

4. Calcular valores estimados de nimero y porcentaje de axones mielinicos en los
distintos grupos estudiados y compararlos con los obtenidos con ME a P150.

5. Cuantificar con microscopia optica (MO) el aumento de drea y con ME la
densidad y diAmetros de axones, espesor de la vaina de mielina y el cociente g en la

CA de las ratas C e hipotiroideas (créonicas y transitorias).

6. Calcular la velocidad y retraso en la conduccion de las areas contralaterales
homotépicas que proyectan a través de la CA.
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3. MATERIALES Y METODOS

27



UNIVERSITAS
Miguel
Hernandez |




3.1 Animales de experimentacion

Utilizamos ratas de la cepa Wistar mantenidas en las instalaciones del animalario del
Campus de San Juan de la Universidad Miguel Herndndez, sometidas a un control veterinario
bajo supervision de un comité ético y cumpliendo las directrices de la Union Europea. Las ratas
estan a una temperatura de 22-24°C y a ciclos alternativos de 14 horas de luz y 10 de oscuridad.

En nuestro estudio, el dia de la aparicion del tapon vaginal se considero EO y el dia del
nacimiento PO, ocurri6 entre E21-23. El periodo de lactancia comprende desde PO a P21. A P2-
3 las camadas se igualaron a 8 crias. A partir de P21, las crias que no se utilizaron (hembras),
fueron anestesiadas mediante inhalacién de isoflurano al 1,5-2% (Laboratorios Dr. Esteve, S.A.,
Barcelona, Espaifia) en 02 (0,9 L O2/min) y sacrificadas por decapitacion. En todos los grupos
se han utilizado animales de la misma edad, sexo (machos) y peso similar.

Para inducir el hipotiroidismo, se afiadié en el agua de bebida methimazole (MMI,
Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) al 0,02%. Adicionalmente, se afiadid perclorato potasico
(KClOy) al 1% en el agua de bebida hasta P21, para bloquear la funcion tiroidea fetal y de las
crias lactantes. E1 MMI y el KClO, inhiben la sintesis de HT de manera diferente. Por un lado,
el KClOy inhibe el transporte de yoduro al interior del tirocito y de la glandula mamaria,
mientras que el MMI impide la oxidacion del yoduro y la incorporacion de este a los residuos de
tirosina de la tiroglobulina (Morreale de Escobar et al., 1989). En funcion del inicio y duracion
del tratamiento se han obtenido 5 grupos experimentales (Figura 3) que se detallan a
continuacion:

Grupo Control (C). Ratas eutiroideas, mantenidas con agua de bebida sin MML.

Grupo MMIg,. Hipotiroidismo materno y de las crias durante la gestacion y posnatal:
El hipotiroidismo materno, fetal y neonatal se ha inducido administrando a ratas gestantes MMI
desde E10 hasta el dia de sacrificio de las crias a P150 para ME y a P170 para IRM.

Grupo MMlp,. Hipotiroidismo materno y de las crias durante el periodo posnatal:
Tratamiento con MMI desde P0-150.

Grupo MMlp,;. Hipotiroidismo materno y de las crias durante la lactancia: A las
madres y crias se les ha tratado con MMI desde PO hasta P21 (dia del destete).

Grupo MMlpg,1+T4p155;. Ratas MMlpg,; tratadas con T4 de P15-21. La T4 se
administré subcutineamente, mediante el uso de pico-bombas osmoéticas colocadas
quirtrgicamente en la zona escapular, con una tasa de liberacion de 1 pl/h/dia (ALZET, model
2001; Alza Corporation, Mountain View, CA).

A lo largo del texto, los grupos MMlpgo1+T4p1521 Y MMlIpy,; se referiran como ratas
hipotiroideas transitorias, excepto cuando se encuentren diferencias significativas entre ellos. De

la misma forma, los grupos MMIp; y MMl se referiran como ratas hipotiroideas cronicas.
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Figura 3. Grupos experimentales y tratamientos. El dibujo muestra los grupos experimentales
estudiados. Las barras horizontales muestran los distintos tratamientos, las barras blancas muestran el
tiempo en el que estuvieron vivos y en la parte inferior una escala de tiempo. Las barras verticales dentro
de las barras blancas muestran la edad en la que se hicieron los escaneres de IRM. El hipotiroidismo fue
inducido afiadiendo en el agua de bebida metimazol al 0,02% (MMI; barras verdes). La T4 (barra roja)
fue administrada subcutaneamente mediante el uso de mini bombas osmoticas (tasa de liberacion de 1
uL/h/day). Los grupos MMI fuero tratados con MMI desde la edad indicada hasta el dia de sacrificio (fin
de barra blanca). El grupo MMIp 5+ T4p5.5; fue tratado de manera adicional con T4 de P15-21. Todas las
crias tratadas con MMI también se trataron con 1% KCLO, (barras amarillas) hasta P21, para bloquear la
funcion tiroidea durante el periodo fetal y la lactancia. Cuatro crias (1 por camada) de cada grupo
experimental se sacrificaron a P150 y se estudiaron con ME. Todas las crias se escanearon con IRM a la
edad de P150 antes del sacrificio, con excepcion de las ratas C y MMIg;q que no se usaron para EM, las

cuales se siguieron escaneando con IRM en las edades indicadas.

3.2  Control del hipotiroidismo

Bajo anestesia con isofluorano (Laboratorios Dr. Esteve, S.A., Barcelona, Espafa), 8
ratas macho por grupo (2 por camada) se pesaron y se les extrajo sangre del corazon (aprox. 1
mL) a P15, P21 y P50. Para ello, se us6 una aguja heparinizada al 0,17% en solucion salina
estéril, una vez extraida la sangre se centrifugo durante 20 min a 2000 rpm y se recogio el
plasma, almacenandose a -20°C hasta el momento de las determinaciones de los niveles totales
de T3 (T3t) y T4 (T4t), realizadas mediante radioinmunoensayo (Morreale de Escobar et al.,
1985).
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3.3 Microscopia electronica

Cuatro ratas por grupo (1 por camada) fueron procesadas para ME a la edad de P150.
Todos los animales se anestesiaron mediante inhalacién de isofluorano al 1,5-2% en O2 (0,9 L
02/min) y se perfundieron con solucidn salina (NaCl al 0,009%), seguido de paraformaldehido
al 4%, glutaraldehido al 1%, 0,1M de sacarosa y CaCl2 al 0,002% en buffer fosfato (PB; pH:
7,3-7,4) 0,IM. Los cerebros se posfijaron por inmersion en la misma solucion fijadora a 4°C
durante la noche, se extrajeron y se cortaron sagitalmente con un vibratomo en rodajas de 250
pum de espesor. Las dos rodajas mas mediales de cada hemisferio se posfijaron en OsO, al 2%
durante 30 min a temperatura ambiente y se tifieron con acetato de uracilo al 2% en oscuridad,
durante 1 h a 4°C, se deshidrataron en etanol, se sumergieron en oxido de propileno (Lab Baker,
Deventry, Holland) y se incluyeron en araldita durante toda la noche (Durcupan, Fluka, Buchs
SG, Switzerland). Después, se hicieron cortes semi-finos (1,5 pm) con un ultramicrotomo
(Ultracut UC-6, Leica, Heidelberg, Germany) y se tifieron con azul de toluidina al 1%. Los
cortes ultrafinos (80-70 nm) se tifieron con citrato. Las imagenes se obtuvieron con un
microscopio electronico de transmision (FEI Tecnai Spirit G2, Eindhoven, The Netherlands),
usando una camara digital (Morada, Soft Imaging System, Olympus). En la CA, se tomaron 6
fotomicrografias equidistantes con ME en la rama anterior (r-ant) y 4 en la posterior (r-post;

Figura 9, circulos negros) a 16.500x.

3.4 Estudio morfométrico de los axones de la comisura anterior

Con el microscopio optico, se fotografiaron los cortes semi-finos tefiidos con azul de
toluidina y se midi6 el area transversal de la CA.

Con las fotos de ME se ha obtenido la densidad de axones, el didmetro interno de los
axones mielinicos y amielinicos y el didmetro externo de los mielinicos (i.e.: diametro interno
mas el ancho de la vaina de mielina) a partir de los trazados dibujados usando el software
“Cellgraph” (Microptic S.L., Barcelona, Spain). El niimero total de axones en la r-ant y r-post
fueron calculados multiplicando la media de la densidad de axones en cada rama por su
correspondiente area transversal. Ademas, hemos calculado el cociente entre el diametro interno
y el externo de los axones mielinicos (cociente g) asi como la velocidad de conduccion (v) como
5,5 veces el diametro externo (Innocenti, 2017).

A partir de las IRM (Figura 4), hemos calculado las distancias entre algunas de las areas
que proyectan contra-lateralmente a regiones homotdpicas a través de la r-ant (tubérculo
olfatorio y la corteza piriforme anterior) y de la r-post (corteza perirhinal y piriforme posterior y
el nucleo amigdaliano lateral) de la CA (Figura 15, tabla 5). Tambien se han calculado los

retrasos en la conduccion entre las areas homotopicas (Figura 15, Tabla 6).
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Debido a un posible encogimiento de los cerebros de las ratas MMI respecto a las C, se
han buscado referencias anatomicas para identificar niveles equivalentes entre los distintos
grupos (Figura 4). Para las areas que proyectan por la r-ant, se tomo como referencia cuando la
rama antero-lateral de la r-ant empieza a aparecer cortada transversalmente (alrededor de 1,89
mm de Bregma en las ratas C; a este nivel, el tubérculo olfatorio y la corteza piriforme anterior
estuvieron presentes en las ratas C y MMI). Para las areas que proyectan por la r-post, la
referencia fue cuando los nicleos habenulares empiezan a aparecer (alrededor de -3,36 mm de
Bregma en las ratas C; a este nivel las cortezas perirrinal y piriforme posterior y el nucleo
amigdalino lateral estan presentes). Considerando que el ancho de las IRM es de 500 pum, se

estima un error en el calculo de la distancia de aproximadamente 250 um por hemisferio.

3.5 Adquisicion y procesamiento de las imagenes de resonancia
magnética

Para la adquisicion de las IRM las ratas fueron anestesiadas, primero en una camara de
induccidon con isofluorano al 3-4% en aire (0,8-1 L/min) y después se mantuvieron al 2%
durante el escaneado.

La cabeza de las ratas se inmoviliz6 mediante una barra en los dientes y unos conos en
las orejas. Esto permitié evitar artefactos por movimiento y colocar de manera precisa a los
animales con respecto a la bobina y al iman. Durante el escaneado se monitorizé la frecuencia
cardiaca y la temperatura corporal, que se mantuvo alrededor de los 37°C con una manta
térmica. La adquisicion de las imagenes se llevo a cabo en un escaner horizontal de 7 Teslas con
un diametro de 30 cm (Biospec70/30v, Bruker Medical, Germany). El equipo tiene una bobina
de gradiente de 675 mT/m (Bruker, BGA 12-S) con un diametro interno de 11,4 cm.

Considerando el diametro antero-posterior de la CA (en promedio, pasa de medir 505
um en ratas MMIg; a P8 a medir 850 um en ratas C a P365) y el ancho de cada IRM (500 um),
la seleccion correcta del plano coronal de estudio ha sido crucial para evitar un solapamiento
con la materia gris que pudiera estar por delante o por detras de la CA. Para esto, se obtuvieron
imagenes preliminares en 3D ponderadas en T, (T,p), usando la secuencia rapida de adquisicion
de spin-echo con aumento de la relajacion (RARE-8), aplicando los siguientes parametros:
campo de vision 40 x 40 mm, 15 imagenes, grosor de la imagen 1 mm, matriz 256 x 256,
tiempo de echo efectivo 56 ms, tiempo de repeticion 2000 ms, y un tiempo total de adquisicion
de 1 min 4 s (Hennig et al., 1986; Hennig y Friedburg, 1988). Las T,p dptimas para el estudio
de las comisuras, se obtuvieron en el plano coronal (también se adquirieron parasagitales en las
ratas a P150) usando la secuencia RARE-8 con los siguientes parametros: campo de vision 20 x
20 mm, 25 imagenes, grosor de la imagen 0,5 mm, matriz 200 x 200 (resolucion del pixel 100 x
100 x 500 um’), tiempo de echo efectivo 56ms, tiempo de repeticion 3728 ms, promediado 4

veces y un tiempo total de adquisicion de 12 min 26 s.
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Se han obtenido IRM de 8 ratas por grupo (2 por camada) a edades entre PO y P365
(mirar las barras verticales negras en la figura 3 y la tabla 2 para detalles) y se han analizado
usando el software “ImageJ” (National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). La region de
interes (RDI) de la CA contiene la porcion medial de la CA, ubicada a + 0,7 mm de la linea
media (Figura 5, lineas verticales blancas en P150C). Los cocientes de T, (T,r) se han calculado

dividiendo la sefial de T,p de la RDI con la del liquido cerebro espinal del ventriculo lateral.

3.6 Andlisis estadistico

El andlisis estadistico se ha realizado usando el software GraphPad Prism 5
(www.graphpad.com). Para la concentracion de hormonas circulantes, los valores de T,r, el
numero y porcentaje de axones mielinicos, el nimero de axones amielinicos, el diametro interno
de los mielinicos y amielinicos, el ancho de las vainas de mielina, el cociente g, la velocidad de
conduccioén, la distancia entre las areas de proyeccion y el retraso en la conduccion, se ha
realizado el test de ANOVA de una via seguido del “test de Tukey” para identificar diferencias
significativas entre las medias. El nivel de significacion estadistica se establecio en P < 0,05 (*);
P <0,01 (**); P<0,001 (***).

Se han correlacionado los valores de T,r con los parametros cuantitativos previamente
publicados con ME (numero y porcentaje de axones mielinicos) y el ancho de la vaina de asi
como el cociente g, con el didmetro de los axones mielinicos. Para esto, se ha realizado el
analisis de correlacion, calculando el coeficiente de correlacion de Pearson (r). Posteriormente,

se ha realizado un andlisis de regresion y calculado el coeficiente de determinacion (R”).
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Figura 4. Imiagenes de IRM mostrando las RDI de las areas telencefalicas que proyectan a
través de la CA. Imagenes T,p (A-J) de secciones coronales del cerebro de ratas MMI y C a P150
mostrando la seleccion de areas que proyectan a través de la CA. A,F. Contornos mostrando los limites de
las areas seleccionadas en las ratas C, de acuerdo con Paxinos et al., 2015. A 1,89 mm de Bregma en las
ratas C, la rama antero-lateral (AL) de la r-ant empieza a aparecer cortada transversalmente. Esta ha sido
la referencia anatémica para las ratas MMI. A este nivel, se puede observar el tubérculo olfatorio (OT) y
la corteza piriforme anterior (AP) en las ratas C y MMI (B-E). A -3,36 de Bregma en las ratas C (F), el
nucleo habenular lateral y medial (Hb) aparece mas oscuro que el neuropilo adyacente (flecha). Esto se ha
tomado como referencia para las ratas MMI. A este nivel, las cortezas perirrinal (PR) y piriforme
posterior (PP) y el nucleo amigdaloide lateral (LA) pueden verse en las ratas C (F) y en las MMI (G-J).
Las distancias contralaterales se han medido entre las regiones de interés homotopicas (RDIs; puntos)
localizadas en la superficie de la pia de la zona media de las areas seleccionadas y de las zonas centrales

de la LA. Misma escala para todas las figuras.
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4.1 Peso corporal y nivel de hormonas tiroideas

El peso corporal ha aumentado rapidamente hasta alcanzar un valor promedio de 400 +
20 g en las crias C e hipotiroideas transitorias, aumentando més lentamente después en las ratas
C (446 £ 13 g a P365). En las crias hipotiroideas crénicas, el peso corporal ha sido
significativamente inferior al resto de grupos (en promedio, 75 + 25 g; P <0,001; Figura 5A).

A P15, los niveles plasmaticos de T4t (en promedio 7,2 + 0,9 ng/ml) y T3t (en promedio
0,05 + 0,01 ng/ml) en las ratas MMI han sido significativamente inferiores (P < 0,001) a los de
las ratas C (40,1 + 5,8 ng T4t/ml y 0,26 + 0,03 ng T3t/ml; Figuras 5B,C; Tabla 1). A P21, los
niveles de T4t y T3t de las ratas MMlIpj,,;+T4p;55, alcanzan los valores de las ratas C, y a P50

los alcanzan los de las ratas MMIpg.p,; (Figuras 5B,C; Tabla 1).
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Figura 5. Peso corporal y niveles de HT en plasma. A. Evolucion del peso corporal con la
edad en las ratas C y MMI. Notese el menor crecimiento de las ratas MMIp, y MMIg;o. B,C. Los
diagramas de barras muestran las concentraciones de T4t y T3t a las edades indicadas. Las
concentraciones de HT estan recuperadas en las ratas hipotiroideas transitorias a P50. Las barras
representan la media + la desviacion estandar. n.s.: diferencias no significativas; ***P < 0,001 (n = 8-11

ratas por grupo).
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Tabla 1. Concentracion total de hormonas en plasma.

Edad

MMlpo.21

(dias) C +Thpien MMlpg_21 MMlIpq MMIg1o

T4t (ng/ml)

P15 40,1+ 5,8 78+04 82+1,0 59+0,1 6,9+1,0

P21 549+ 3,5 50,9+ 2,6 59+15 56+27 43+0,1

P50 49,0+ 12,5 41,3+7,8 412+ 34 12,7+25 13+0,5
T3t (ng/ml)

P15 0,26 + 0,03 0,06 £+ 0,03 0,04 £ 0,03 0,06 + 0,05 0,04 + 0,01

P21 0,46 + 0,05 0,40 £ 0,05 0,04 £ 0,03 0,04 £ 0,01 0,03 +0,01

P50 0,38 £ 0,10 0,39 £ 0,06 0,42 £ 0,07 0,05 £ 0,02 0,09 + 0,01

Los datos representan la media + la desviacion estandar.

4.2 Estudio de la CA con IRM

En los escaneres T,p, a edades tempranas la CA aparece mas clara que el neuropilo
adyacente, tanto en las ratas C como en las MMI, haciendo practicamente indetectable la CA.
Los T,r decrecen progresivamente con la edad, y cuando los T,r son < 0,45, lo cual ocurre a P22
en las ratas C y a edades superiores en las MMI, el contraste y la nitidez de los limites de la CA
aumentan (flechas y lineas gruesas en la figura 6A,B, respectivamente: tabla 2). La CA apenas
se distingue en las ratas MMlIpy a P40 y en las MMIg;y a P60 (cabezas de flechas en la figura
6A). En las ratas C, los T,r disminuyeron rapidamente de P8 a P40 y mas despacio después (T,r
= 0,21 a P365). Los T,r también disminuyen rapidamente en las ratas tratadas con MMI, pero
permanecen mas altos que los de las ratas C (Figura 6B, C; Tabla 2).

A P40, se han encontrado diferencias significativas entre los T,r de las crias MMIp,.
211 T4p15.21, MMIpg.21 y MMIp (P < 0,05) y las diferencias aumentan (P < 0,001) respecto a las C
y MMlIg, (Figura 6C; Tabla 2). A P150, los T,r son similares en las ratas hipotiroideas
transitorias y diferentes a los de las ratas C (P < 0,05), MMIp, (P < 0,05) y MMIg;, (P < 0,001;
Figura 6C; Tabla 2). Estos datos muestran que la maduracion de la CA esta retrasada, al menos

hasta P150, en las ratas tratadas con MMI.
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Figura 6. IRM y T,r de la CA a distintas edades posnatales. A. A todas las edades, las T,p de

P75
Age (days)

la CA (flechas y puntas de flecha) de las ratas MMI han estado menos contrastadas que las C (las puntas
de flecha apuntan CA no distinguibles). La CA permaneci6 apenas detectable en las ratas hipotiroideas
cronicas a P150 (flecha). Se muestra una RDI (4rea entre las barras verticales blancas) de la CA en las
ratas C a P150. B. Evolucion de los Tor a distintas edades posnatales; los puntos gruesos muestran valores
de T,r cuando la CA es mas oscura que el neuropilo adyacente. En las ratas C, el T,r decrecio
rapidamente desde P8 hasta P50 y mas despacio después. Las ratas MMI mostraron una tendencia similar,
pero con valores de T,r mayores a los de las ratas C. C. Histogramas de barras mostrando T,r a las edades
indicadas. En todas las edades, el T,r fue significativamente mayor en las ratas MMI que en las C. Las
barras representan la media + la desviacion estandar. n.s.: diferencias no significativas; P < 0,05 ***P <

0,001 (n = 8 ratas por grupo).
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Tabla 2. Valores de T,r en la CA a diferentes edades posnatales.

Edad

MMIlpo.21

(dias) C Thm MMIpo.o1 MMIpo MMlg1o
P8 0,59 + 0,01° 0,66 + 0,02° 0,67 + 0,02° 0,66 + 0,02? 0,65 + 0,02°
P15 0,57 +0,02° 0,50 + 0,01° 0,52 + 0,02° 0,52 + 0,03 0,56 + 0,02?
P20 0,47 +0,02°

P22 0,42 + 0,02 0,45 + 0,01° 0,47 + 0,02° 0,45 + 0,02° 0,54 +0,02°
P24 0,38 + 0,01

P27 0,37 + 0,02

P30 0,34 + 0,01 0,35+ 0,01 0,37 + 0,02 0,40 + 0,01° 0,46 + 0,02°
P40 0,26 + 0,02 0,32+ 0,01 0,35 + 0,02 0,37 +0,02° 0,44 +0,01°
P50 0,27 + 0,01 0,29 + 0,01 0,30 + 0,01 0,31 +0,01° 0,43 +0,01°
P60 0,25 + 0,01 0,27 + 0,01 0,29 + 0,01 0,30 + 0,01 0,38 + 0,02°
P75 0,23 + 0,01 0,25 + 0,02 0,28 + 0,01 0,29 + 0,01 0,35 + 0,02
P100 0,23 + 0,01 0,25 + 0,01 0,25 + 0,01 0,29 + 0,02 0,35 + 0,02
P125 0,23 + 0,01 0,26 + 0,01 0,26 + 0,01 0,28 + 0,01 0,35 + 0,01
P150 0,22 + 0,01 0,24 + 0,01 0,25 + 0,01 0,28 + 0,02 0,35+ 0,01
P180 0,20 + 0,01 0,35 + 0,01
P365 0,21 + 0,01

Los datos representan la media + la desviacion estandar. a: la CA tiene el mismo contraste que el
neuropilo adyacente. b: la CA tiene el mismo contraste que el neuropilo adyacente. c: la CA es
ligeramente mas oscura que el neuropilo adyacente. Los valores restantes corresponden a CA mas oscuras
que el neuropilo adyacente.

4.3 Correlacion entre valores de T,r y datos cuantitativos de ME

Usando datos cuantitativos de ME obtenidos en la CA de ratas C durante diferentes
edades posnatales (Berbel et al., 1994; Tabla 3), hemos encontrado una correlacion significativa
entre los T,r y el namero (R” = 0,96; Figuras 7A,B) y porcentaje (R*> = 0,96; Figuras 7C,D) de
axones mielinicos. Sin embargo, el numero de axones amielinicos presenta una correlacion
pobre con los T,r (R2 =0,79; Figuras 7E,F).

Usando las funciones de regresion obtenidas con las ratas C hemos estimado el niimero
y porcentaje de axones mielinicos para las ratas MMIg,, a partir de sus valores de T,r. No se
han encontrado diferencias significativas entre los valores estimados para las ratas MMIg y los
publicados (grupos MMIg o y MMIg 0+ Tps; Berbel et al., 1994; Figuras 8 A,B). Ademas, usando
las funciones de regresion obtenidas en las ratas C, también hemos estimado el nimero y
porcentaje de axones mielinicos en los otros grupos de ratas tratadas con MMI. A P150, las
estimaciones muestran una disminucion significativa en el niimero de axones mielinicos en las
ratas hipotiroideas transitorias (17,0%), MMlp, (36,8%) y MMlgy (65,9%) respecto a las C
(Figura 8C). También se ha estimado una disminucion significativa del porcentaje de axones

mielinicos entre las ratas MMI y C (Figura 8D).
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Tabla 3. Datos cuantitativos de la CA, obtenidos con
ME a diferentes edades posnatales.

C
P12 1152.4 3.3 *
P20 1127.2 61.2 *
P60 881.6 186.9 *
P150 679.2 283.9 ?
P365 627.2 387.4 ?
P8 978.8 . -

P22 11219 28.3 *
P120 8915 119.1 *

(AT B 8145 T T TyBes T "
MMlgg+ Tps _
P14 925.5 6.0 *

o P17 10607 57
P20 1038.9 147 *
P30 1090.4 34.1 *
P55 903.9 75.8 *
P130 959.5 117.2 *
_ P8O 7349 1069 127

Los datos son valores absolutos (n=1). Datos de Berbel et
al. (1994). Ax.: axoén. Amiel.: amielinico. Miel.: mielinico.
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Figura 7. Correlacion entre los valores de T,r y datos publicados con ME de la CA. A,C,E.
Graficas mostrando el nimero y porcentaje de axones mielinicos y el nimero de axones amielinicos en
las ratas C (lineas rojas; los datos de ME que se muestran en A, C y E estan publicados en Berbel et al.,
1994) y los Tor (lineas negras). B,D,F. Funciones de regresion entre estos parametros. Se ha encontrado
altas correlaciones entre los Tor y el nimero (B; R* = 0,961) y porcentaje (D; R* = 0,955) de axones
mielinicos, mientras que el nimero de axones amielinicos presento una baja correlacion con los Tor (F;

R?=0,787).
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Figura 8. Valores estimados para las ratas tratadas con MMI. A,B. Valores estimados
(verde) del nimero (A) y porcentaje (B) de axones mielinicos para las ratas MMIg;, obtenidos mediante
el uso de las funciones de regresion mostradas en las figuras 7B,D. Estos valores han sido similares a los
obtenidos con ME (datos publicados por Berbel et al., 1994) en las ratas MMl (gris) Y MMIg o+ Tps
rats (gris oscura). Estas funciones de regresion también se usaron para estimar el numero y porcentaje de
axones mielinicos a edades posnatales en las ratas C, hipotiroideas transitorias y cronicas, como se
muestra en C,D. A P150, el nimero y porcentaje de axones estimados (Est. val) en las ratas C ha sido
similar a los valores publicados (EM val.; Berbel et al., 1994). C. El nimero de axones mielinicos
estimados disminuye en las ratas hipotiroideas transitorias (en promedio, 17%), en las MMlyp, (38,8%) y
MMl (65.9%) respecto a las C. D. Se ha encontrado una disminucion similar en el porcentaje de

axones mielinicos.
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4.4 Estudio con ME de la CA a P150

Para verificar los datos estimados, hemos cuantificado el nimero y porcentaje de axones
mielinicos en microfotografias de ME de las ratas C y MMI de este estudio a P150 (4 por grupo;
1 por camada). Ademas, el analisis cuantitativo se ha completado con el diametro de los axones
mielinicos y amielinicos, el ancho de la vaina de mielina, el cociente g y la velocidad y retraso
de la conduccion.

Las caracteristicas ultraestructurales de la r-ant y post de la CA han sido similares a
aquellas previamente descritas (Guadafio-Ferraz et al., 1994; Figura 9), siendo destacable, el
aumento en la densidad de axones mielinicos en la r-ant respecto a la r-post en cada grupo
(comparar Figuras 9C,G,K,0,S con las figuras 9D,H,L,P.T, respectivamente) y ademas, la
densidad de axones mielinicos esta disminuida en la r-ant de las ratas hipotiroideas cronicas,
comparada con los otros grupos (comparar figuras 90,S con 9C,G.K).

El 4rea transversal media de la CA de las ratas C ha sido de 201.428 + 18.914 um’ y ha
disminuido significativamente hasta 175.863 + 18.863 um” en las ratas hipotiroideas transitorias
(P < 0.05), y en las crénicas hasta 124.781 + 14.088 um* (P < 0,001), lo que representa una
reduccion del 13,5 y 38,4% respecto a las ratas C. El porcentaje del drea ocupada por la r-ant en
las ratas C y las MMI ha sido, en promedio, el 72,3% del total del area de la CA (contornos de
la columna izquierda en la figura 9).

De acuerdo con datos previos, el nimero total de axones en la CA ha sido similar entre
las ratas C y las MMI a P150, con valores que han ido desde el 1.009.160 en las MMlIp, hasta el
1.114.058 de axones en las ratas MMIg, (1.088.607 en las ratas C). Ademas, el nimero total de
axones amielinicos en la CA aumenta, aunque no significativamente, en las ratas MMIg
respecto a las C (Figura 10A; Tabla 4). Sin embargo, el numero y porcentaje de axones
mielinicos disminuye significativamente en las ratas hipotiroideas transitorias (P < 0,05) y
cronicas (P < 0,001), lo que resulta en una disminucion del 16.9 % y 55.2 %, respectivamente
respecto a las ratas C (Figura 10; Tabla 4). En todos los grupos experimentales, el nimero de
axones mielinicos ha sido superior en la r-ant que en la r-post (72,3 % en las C, 73,2 % en las
ratas hipotiroideas transitorias y 82,5 % en las cronicas; Figuras 10E,F; Tabla 4). Encontrandose

diferencias similares en el porcentaje de axones mielinicos (10H,I; Tabla 4).
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Figura 9. MO y ME de la estructura de la CA a P150. A,E,ILM,Q. Cortes semifinos
mostrando la CA. Los limites de la CA con el neuropilo y cada una de sus ramas se muestran en sus
contornos correspondientes (B,F,J,N,R). Notese el descenso en el area transversal medio-sagital de la CA
en las ratas MMI comparadas con las C. Columnas central y derecha. Imagenes de ME mostrando la
ultraestructura de la r-ant y post. Notese la menor densidad de axones mielinicos en la r-post comparada
con la r-ant. En todos los grupos, el ancho de la mielina ha sido similar. Los puntos en B muestran la
posicion aproximada en donde se tomaron las fotomicrografias de ME. Misma escala para las imagenes

de MO (barra en R) y para las micrografias de ME (barra en T).
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Tabla 4. Numero y porcentaje de axones a P150.

r-ant

No. ax. miel.

(x10%) 208,8+42,1 176,7+34,7 1743325 110,0+x250 104,6+18,6

r-post

No. ax. gniel.

x10 80,0+121 64,5+ 15,9 63,9+21,2 254+104 185+5,5

CA

No.ax.amiel.  ,e08,703 2412+628 23824609 1354+465 1231+445

Los datos representan la media + DS. Cuatro ratas por grupo. Ax: axén. Amiel.: amielinico. Miel.:
mielinico.
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Figura 10. Datos cuantitativos de ME de la CA a P150. Los histogramas de barras muestran el
numero de axones amielinicos (A-C), y el numero (D-F) y porcentaje (G-I) de axones mielinicos
encontrados en la CA, la r-ant y r-post. No se han encontrado diferencias significativas en el total de
axones amielinicos de las ratas MMI y las ratas C en la CA, la r-ant y la r-post. (A-C). Sin embargo, el
numero (D-F) y porcentaje (G-I) de axones mielinicos en la CA, r-ant y r-post ha sido significativamente
inferior en las ratas tratadas con MMI. Las barras representan la media = DS. n.s.; diferencias no

significativas. Diferencias significativas: *P < 0,05, **P < 0,01 and ***P < 0,001 (n = 4 ratas por grupo).
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De forma interesante, el nimero y porcentaje de axones mielinicos obtenidos a P150
con ME han sido similares a los valores estimados con las funciones de regresion de las ratas C.
En la CA, se han calculado 288,765 frente a 292.645 estimados en las ratas C, 239.707 frente a
234,880 estimados en las ratas hipotiroideas transitorias y 129.231 frente a 133.427 en las
hipotiroideas cronicas (Figura 11A), lo que resulta en un 26,9 frente a un 29,6 % de axones
mielinicos estimados en las ratas C, en un 23,2 frente a un 23,0 % en las hipotiroideas

transitorias y un 12,4 frente a un 12,3 en las hipotiroideas cronicas (Figura 11B).

No. myelinated axons (x1000) % myelinated axons
08 WEM val. sl
300 — 0O Est. val. 40 7
- 30 -
200 — .
il 20
100 - 40 'H
0 = T T T T 0 71 T T T T
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A P0-21 E10 B PO-21
T4 151 *T4050

Figura 11. Comparacién entre los valores estimados a partir de los T,r y los valores

MMI,,  MMI_,

observados con ME. Los histogramas de barras muestran los valores experimentales obtenidos con ME
(barras negras) y los estimados a partir de los T,r (barras blancas) para los parametros numero (A) y
porcentaje (B) de axones mielinicos. Notese que los valores observados y estimados son similares. Las

barras negras representan la media + DS.

En la CA, no se han encontrado diferencias significativas en el didmetro interno de los
axones amielinicos y mielinicos (en promedio, 0,21 = 0,07 y 0,52 &+ 0,19 pm, respectivamente)
entre las crias C y las MMI (Tabla 5). En la r-ant, el didmetro de axones amielinicos es similar
entre grupos (en promedio, 0,21 £ 0,06), mientras que el didmetro de los axones mielinicos
disminuye (P < 0.05) en las ratas hipotiroideas cronicas (0,52 + 0,17 um frente a 0,55 + 0,22
um en las ratas hipotiroideas transitorias y C; Figuras 12A,D,G,J,M; Tabla 5). En la r-post, tanto
el diametro de los axones amielinicos como el de los mielinicos (en promedio, 0,21 + 0,07 y
0,51 + 0,18 pum, respectivamente) han sido similares entre las ratas C y las tratadas con MMI
(Figuras 13A,D,G,J,M; Tabla 5). En la r-ant y la r-post, el porcentaje de axones mielinicos
superiores a 1,0 pm ha sido del 3,5, 1,6 y 0,9 % en las ratas C, hipotiroideas transitorias y

cronicas, respectivamente (Figuras 12A,D,G,J,M y Figuras 13A,D,G,J,M).
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Tabla 5. Diametro de axones (um), ancho de mielina (um), cociente g y velocidad de
conduccion (m/s) a P150.

c MMipo 21 + MMilpo 21 MMlpo MMilgso
T4P15-21
CA
D':nr:‘iéf‘x' 0,20 + 0,06 0,21 + 0,07 0,23 + 0,07 0,20 + 0,07 0,21 + 0,07
(media) (0,20) (0,21) (0,23) (0,19) (0,20)
D'a”r‘ﬁi'é‘lt' ax. 0,53+0,21 0,54 + 0,21 0,53 + 0,21 0,52 + 0,17 0,51 + 0,17
(media) (0,49) (0,50) (0,51) (0,50) (0,49)
rﬁ::ﬂ:]g 0,083+0,033 0,083+0,031 0,081+0,026 0,089+0,028 0,090 + 0,025
(media) (0,073) (0,074) (0,073) (0,084) (0,085)
Cociente g 0,75 + 0,08 0,75 + 0,08 0,76 + 0,07 0,74 + 0,06 0,73 + 0,07
(media) (0,76) (0,76) (0,76) (0,74) (0,73)
C\c’)ﬁ'éfé‘i?gn 3,80 + 1,38 3,87 + 1,32 3,83 + 1,29 3,84+ 1,12 3,84 + 1,04
r-ant
D':rr:i'e?x' 0,20 + 0,06 0,22 + 0,06 0,23 + 0,07 0,20 + 0,05 0,22 + 0,06
D'a”r‘ﬁi'é‘lt' ax. 0,55+0,23 0,55 + 0,22 0,55 + 0,22 0,52 + 0,18 0,51+0,17
(media) (0,50) (0,51) (0,51) (0,49) (0,49)
rﬁ;ﬁg‘; 0,090 + 0,039 0,089 +0,034 0,088+0,031 0,093+0,028 0,094 + 0,094
(media) (0,078) (0,078) (0,078) (0,085) (0,092)
Cociente g 0,75 + 0,07 0,75 + 0,07 0,75 + 0,07 0,73 +0,06 0,72 + 0,07
(media) (0,75) (0,75) (0,76) (0,73) (0,72)
C\éifjé‘i?gn 3,99 + 1,51 3,08 + 1,41 3,08 + 1,41 3,90 + 1,15 3,85+ 1,08
r-post
D';‘rr:iéf‘x' 0,20 + 0,06 0,21 + 0,08 0,22 + 0,07 0,21 +0,08 0,20 + 0,07
D'arrr;i::lt' axX- 049+0,19 0,52 + 0,20 0,52 +0,19 0,52 + 0,14 0,51+ 0,16
rl:::eﬁlrr]; 0,073+0,019 0,073+0,019 0072+0,016 0,076+0,022 0,079 + 0,016
(media) (0,069) (0,070) (0,070) (0,070) (0,079)
Cociente g 0,75 + 0,08 0,77 + 0,07 0,77 + 0,07 0,77 + 0,06 0,75 + 0,07
(media) (0,77) (0,78) (0,78) (0,77) (0,75)
C\éﬁg’jé‘i?gn 3,51 + 1,09 3,67+1,14 3,64 + 1,08 3,66 + 1,00 3,70 + 0,01

Los datos son la media = DS. Cuatro ratas por grupo. Ax.: axon. Diam.: didmetro. Miel.: mielinico.
Amiel.: amielinico. Int.: interno.
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Figura 12. Distribucién del diAmetro de axones mielinicos y el ancho de la vaina de mielina
en la r-ant a P150. A,D,G,J,M. Histogramas mostrando la distribucion del diametro de axones
amielinicos y mielinicos en la r-ant. La media de los amielinicos ha sido similar entre las ratas C y las
MMI, mientras que el didmetro de los axones mielinicos disminuye (P < 0,05) en las ratas hipotiroideas
cronicas. B,E,H,K,N. Histogramas mostrando la distribucion de frecuencias del ancho de mielina. El
valor medio del ancho de mielina es mayor (P < 0,05) en las ratas hipotiroideas cronicas (en promedio,
0,094 + 0,027 pum) respecto a las hipotiroideas transitorias y C (en promedio, 0,089 + 0,035 pm).
C,F,LL,O. Diagramas de dispersion mostrando la correlacion entre el didmetro interno del axon y el
ancho de mielina. Noétese la baja correlacion encontrada. Sin embargo, las pendientes de las funciones de
regresion han sido mayores en las ratas C (5.0 deg) que en las tratadas con MMI (en promedio, 3,6 + 0,1
deg). Se indica el coeficiente de correlacion (R?), el niimero de axones estudiados (n) y las medias (n =

media + DS).
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Figura 13. Distribucién del diaAmetro de axones mielinicos y el ancho de la vaina de mielina

r-post a P150. A,D,G,J,M. Histogramas mostrando la distribucion del didmetro de axones

amielinicos y mielinicos en la r-post. El didmetro de los axones amielinicos (en promedio, 0,21 + 0,07

pum) y mielinicos (en promedio, 0,51 £+ 0,18 um) ha sido similar entre las ratas C y las MMI. B,E,H,K,N.

Histogramas mostrando la distribucion de frecuencias del ancho de mielina. El valor medio del ancho de

mielina es mayor (P < 0,05) en las ratas hipotiroideas cronicas (en promedio, 0,078 + 0,018 pm) respecto

a las hipotiroideas transitorias y C (en promedio, 0,072 + 0,018 um). C,F,L,L,0. Diagramas de dispersion

mostrando la correlacion entre el didmetro interno del axén y el ancho de mielina. Notese la baja

correlacion encontrada. En todos los grupos, las pendientes de las funciones de regresion han sido muy

bajas (en promedio, 0,9 + 0,4 deg). Se indica el coeficiente de correlacion (R?), el numero de axones

estudiados (n) y las medias (p = media = DS).
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En la CA, y en la r-ant, el ancho de la vaina de mielina es mayor (P < 0,05) en las ratas
hipotiroideas cronicas (en promedio, 0,086 + 0,027 y 0,094 + 0,027 um, respectivamente, frente
a 0,083 £ 0,030 y 0,089 £ 0,035 um en los otros grupos; Figuras 12B,E,H,K,N y Tabla 5). En la
r-post, el ancho de la vaina de mielina también ha sido mayor (P < 0,05) en las ratas
hipotiroideas cronicas (en promedio, 0,078 + 0,018 frente a 0,073 = 0,018 pm en los otros
grupos; Figuras 13B,E,H,K,N y Tabla 5). El mayor ancho de mielina relativo encontrado en las
ratas hipotiroideas cronicas sugiere un retraso en la maduracion de los axones. En la r-ant y la r-
post, no se ha encontrado una correlacion significativa entre el ancho de mielina y el diametro
interno del axén. Sin embargo, la pendiente de la funcioén de correlacion ha sido mayor en la r-
ant (en promedio, 3,9 + 0,6 deg) que en la r-post (en promedio, 0,9 £ 0,4 deg; Figuras
12C,F,ILL,O y 13C,F,I,L,0), reflejando un mayor aumento progresivo del ancho de la vaina de
mielina conforme aumenta el diametro del axon, indicando un mayor grado de mielinizacion de
los axones mielinicos de la r-ant, a P150.

En la CA y la r-ant, el cociente g ha sido menor (P < 0,05) en las ratas hipotiroideas
cronicas (en promedio, 0,73 £+ 0,07 frente a 0,75 = 0,07 en las ratas C e hipotiroideas
transitorias; Figuras 14A,C,E,G,I y Tabla 5). La pendiente de la funcion de correlacion entre el
diametro del ax6n mielinico y el cociente g ha sido similar entre grupos y mayor en la r-post (en

promedio, 16,7 frente a 11,3 deg en la r-ant; Figura 14).

45 Datos funcionales de la conectividad de la CA a P150

La velocidad de conduccion ha sido similar entre las ratas C y las MMI, aunque ha sido
menor en la r-post (en promedio, 3,64 + 1,04 m/s) que en la CA y en la r-ant (en promedio, 3,94
+ 1,31 m/s; Tabla 5). En la r-ant, el retraso en la conduccion entre el tubérculo olfatorio y la
corteza piriforme anterior disminuye en las ratas hipotiroideas transitorias (en promedio, 8.2%)
e hipotiroideas cronicas (en promedio, 32,5%), respecto a las C (Figura 15 y tabla 5). En la r-
post, el retraso en la conduccion entre las cortezas perirrinal y piriforme posterior y los niicleos
amigdalinos también ha disminuido en las ratas hipotiroideas transitorias (en promedio, 9,5%) y

cronicas (en promedio, 24,2%), respecto a las ratas C (Figura 15 y tabla 5).
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Figura 14. Correlacion entre el diAmetro del ax6n y el cociente g en la r-ant y post a P150.
Los diagramas de dispersion muestran la correlacion entre el didmetro interno del axén y el cociente g en
la r-ant (A,C,E,G,I) y en la r-post (B,D,F,H,J) a P150. En la r-ant, el cociente g en las ratas hipotiroideas
cronicas (en promedio, 0,73 £ 0,07) ha sido menor (P < 0,05) que en las hipotiroideas transitorias y en las
C (en promedio, 0,75 + 0.07), mientras que en la r-post ha sido similar entre las ratas C y MMI (en
promedio, 0,76 £ 0,08). Los valores de cociente g han ido desde 0,72 + 0,07 hasta 0,75 £ 0,07 en la r-ant,
y desde 0,75 £+ 0,08 hasta 0,77 + 0,07 en la r-post. Tanto en la r-ant como en la r-post, las correlaciones
entre el diametro interno de los axones mielinicos y el cociente g han sido bajas. Se indican las medias del

cociente g (u= media + DS) y los coeficientes de correlacion (R?).
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Tabla 6. Distancia y retraso en la conduccion entre las areas que proyectan a través de la CA a
P150.

r-ant

Distancia
Corteza (mm) 15,3 14,3 13,7 10,4 10,1
piriforme Retraso en la
anterior conduccién 38+15 36+1,3 34+1,2 2,7+0,8 2,6+0,7
imsi
?rfrﬁ’;”c'a 18,2 17,4 17,3 15 14,2
Corteza
perirrinal Retraso _gn la
conduccion 5,2+1,6 47+15 48+1,4 41+1,1 3,8+0,9
ms

Distancia
Ncleo (mm) 14,6 13,7 13,7 11,8 11,4
amigdalino  Retraso en la
lateral conduccion 42+14 3,7+x1,3 38+1,2 32%+1,0 3,1+0,8
(ms)

Los datos son la media + DS. Cuatro ratas por grupo.
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Figura 15. Retraso en la conduccion entre areas conectadas a través de la CA. El dibujo
muestra las principales areas corticales y subcorticales que envian axones a través de la r-ant (tubérculo
olfatorio y corteza piriforme anterior) y de la r-post (cortezas perirrinal y piriforme posterior y el nicleo
amigdalino lateral). Se indica la distancia media (mm) entre las areas contralaterales homotopicas (final
de la flecha) y los retrasos en la conduccion estimados (ms; puntas de flecha) para las ratas C (flechas
blancas), hipotiroideas transitorias (flechas grises) y cronicas (flechas negras). En la r-ant, el retraso en la
conduccion entre areas contralaterales homotopicas ha sido menor en las ratas hipotiroideas transitorias
(en promedio, 8,2%) y cronicas (en promedio, 32,5%) respecto a las ratas C. Mientras que en la r-post, el
descenso promedio ha sido de 9,5% en las ratas hipotiroideas transitorias y de 24,2% en las cronicas. Se

ha encontrado un descenso similar en la distancia media entre las dreas. st: estria terminalis.
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Nuestros datos muestran que el hipotiroidismo cronico y posnatal transitorio altera la
maduracion de la comisura anterior, la cual no se recupera con tratamiento tardio con T4. Los
T,r correlacionan con el nimero y porcentaje de axones mielinicos presentes en la CA de las
ratas C y MMI. Usando las correspondientes funciones de regresion, hemos estimado el nimero
y porcentaje de axones mielinicos en las ratas MMI a P150, estos han resultado similares a los
valores de ME y muestran una disminucion en el porcentaje y numero de axones mielinicos en
las ratas MMI respecto a las C a P150. El cociente g ha sido similar entre las ratas C y las MMI,
pero el retraso en la conduccion disminuyo tanto en la r-ant como en la r-post de las ratas MMI,

debido a que sus tractos comisurales son mas cortos.

5.1 Consideraciones metodoldgicas; limitaciones y puntos fuertes

El principal punto fuerte de este trabajo es la combinacién de imdgenes de la
maduracion de la CA obtenidas de manera no invasiva e in vivo con un estudio cuantitativo ex
vivo del numero de axones amielinicos y mielinicos y sus didmetros mediante microscopia
electronica en la misma rata. Los datos cuantitativos confirman el retraso en la maduracion de la
CA correlacionada con los Tor.

El estudio se ha limitado a ratas macho, puesto que se han descrito diferencias segtn el
sexo en el area medio sagital de la CA de varios mamiferos, incluidas las ratas (Noonan et al,
1998) y los humanos (Allen y Gorski, 1992). En ratas, la region postero-dorsal de la amigdala
medial y la region encapsulada de la estria terminalis son un 97,4 y un 85,2% mayores,
respectivamente, en las ratas macho, afectando el nimero de axones que conectan a través de la
r-post y la estria terminalis (Hines et al., 1992). El uso de crias macho evita posibles diferencias
basadas en el sexo respecto al area medio sagital de la CA y del nimero de axones amielinicos y
mielinicos.

La obtencion y el andlisis de las fotografias de ME requiere mucho tiempo y, por lo
tanto, el tamafo de la muestra del estudio de ME es relativamente bajo. El nimero final de ratas
por grupo se limitd a cuatro, y los datos obtenidos en las ratas MMIg;o y C a P150 han sido
similares a nuestros valores estimados y a los valores cuantitativos obtenidos en previos
estudios (Gravel et al., 1990; Guadafio-Ferraz et al., 1994; Berbel et al., 1994). Aunque es
pequetio, el tamafio muestral puede considerarse como suficiente para evaluar los promedios de
las medidas entre la r-ant y r-post y entre los grupos experimentales.

El hecho de que los T,r podrian depender no sélo del grado de mielinizaciéon debe ser
considerado. Estudios previos dicen que las caracteristicas histologicas del tejido nervioso, tales
como la mielinizacion y la reduccion del espacio extracelular, son factores importantes que
afectan al T,r (Chandran et al., 2012; Thiessen et al., 2013, Tsurugizawa et al., 2013; Alonso-
Ortiz et al., 2015; Jelescu et al., 2016). En las ratas C, el T,r disminuyo6 rapidamente desde P8

hasta P50, y a un ritmo mas bajo hasta P100, permaneciendo constante después. El T,r se ha

59



correlacionado con el nlimero y porcentaje de axones mielinicos de las ratas C, lo que también
corresponde con un aumento en el numero de células gliales y una reduccion del espacio
extracelular (Gravel et al., 1990; Berbel et al., 1994). En general, estas caracteristicas celulares
son indicadores del grado de maduracion de las comisuras de mamiferos. Como se ha dicho con
anterioridad, el T,r se mantiene constante desde P100 en adelante. Sin embargo, el numero de
axones mielinicos de la CA sigue aumentando después de P100 (Berbel et al., 1994), lo que
indica que este aumento es indetectable con los escaneres de IRM actuales. Esto es relevante
porque la deteccion temprana de los primeros signos de algunas enfermedades neurologicas y
psiquiatricas, que afectan la mielinizacion de los axones corticales, podrian no ser detectados
con los escaneres de IRM. Este es el caso de los pacientes que padecen leucoencefalopatia
toxica asociada al uso de drogas tales como los opioides y la cocaina (Buttner y Weis, 2006;
Alturkustani et al., 2017), donde la desmielinizacion de los axones de las comisuras y la materia
blanca empieza a ser detectable en etapas avanzadas de la enfermedad (Phan-Ba et al., 2012).
Lo mismo sucede en monos con la amigdala lesionada, donde las medidas con imagenes del
tensor de difusion parecen ser insensibles a cambios en la materia blanca durante las primeras
etapas de la recuperacion (Grayson et al., 2017). Esto es relevante puesto que la deteccion
temprana por medio de escaneres de IRM T2p de algunas enfermedades neuroldgicas y
psiquiatricas que afectan la mielinizacion de los axones corticales y otros factores importantes,
podria no ser posible. Se han desarrollado aproximaciones con IRM para estudiar cambios
sutiles durante el desarrollo. Las IRM contrastadas con inyecciones con Mn>" (Chan et al.,
2012) seran una herramienta util para estudiar la conectividad de las comisuras. El parametro
kurtosis obtenido en las imagenes de difusion, es muy sensible y especifico para detectar
cambios en la direccion asociados a cambios ultraestructurales en los procesos de maduracion
del cerebro (Cheung et al., 2009). Estas aproximaciones aportaran informacion relevante al
estudio de los cambios ultraestructurales en la materia blanca durante el desarrollo y la

plasticidad de las conexiones comisurales en ratas normales e hipotiroideas.

5.2 Transferencia de lainformacién alterada en las ratas MMI

La transferencia de informacidén interhemisférica a través de las comisuras
telencefalicas dependen de varios factores extrinsecos e intrinsecos, los cuales modulan
caracteristicas del axon tales como la morfologia y funcion. La longitud del axon, el diametro
interno, el ancho de mielina y la distancia internodal estan entre los principales factores que
determinan la funcién del axén (Rushton, 1951; Waxman, 1975). De hecho, el diametro interno
y el ancho de mielina estdn relacionados con la velocidad de conduccion del axén, que
combinada con la longitud del axon se relaciona con el retraso en la conduccion. Estos
parametros estdn bien establecidos en los axones mielinicos, pero permanecen relativamente

desconocidos en los amielinicos. El tamafio del arbol terminal y los botones de los axones
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callosos también estan relacionados con el diametro del axon (Innocenti, 2011; Innocenti y
Caminiti, 2017).

En la r-ant y r-post, el diametro interno de los axones amielinicos y mielinicos ha sido
similar entre las ratas hipotiroideas transitorias y las ratas C (Tabla 5), mientras que el diametro
interno de los axones mielinicos y el cociente g ha sido menor en la r-ant de las ratas
hipotiroideas crénicas con respecto a las ratas hipotiroideas transitorias y C (Tabla 5). La
velocidad de conduccion de los axones mielinicos ha sido similar en las ratas C y MMI (aunque
ha sido menor en la r-post que en la CA y la r-ant). Estos datos sugieren que la transferencia de
informacién entre hemisferios llevada a cabo por los axones amielinicos y mielinicos es similar
en las ratas C y MMIL. Sin embargo, el nimero y el porcentaje de axones mielinicos ha
disminuido significativamente en las ratas hipotidoideas transitorias (en promedio, 16,9%) y
cronicas (en promedio, 55,2%) comparado con las ratas C, reflejando un aumento en el
porcentaje de axones amielinicos puesto que el numero total de axones ha permanecido similar
en las ratas C y MMI (Tabla 4). El aumento en el nimero y porcentaje de axones amielinicos
encontrados en las ratas MMI van a causar una disminucion en general de la velocidad de
conduccion, asumiendo que la velocidad de conduccién de los axones amielinicos es menor que
los mielinicos, los cuales tienen mayores diametros internos. El diametro axonal y la
mielinizacion estan asociados, pero la longitud de los axones comisurales dependen de otros
factores adicionales. Sin embargo, como las distancias entre las areas homotopicas conectadas a
través de la CA han sido menores en las ratas MMI, el correspondiente retraso en la conduccion
estimado con los parametros de los axones mielinicos también ha disminuido. El estudio de las
comisuras interhemisféricas porporciona informacion adicional importante sobre los axones no
comisurales (Innocenti, 2017). El descenso en el nimero de axones mielinicos encontrados en la
CA de las ratas hipotiroideas transitorias y crénicas podria también reflejar conexiones
anormales ipsilaterales y subcorticales en las areas conectadas a través de la CA.

No se habian publicado datos referentes al valor promedio del cociente g en la CA de
ratas, estos han sido similares a aquellos observados en otras especies, normalmente en el rango
de 0,6-0,8 (Chomiak y Hu, 2009; Campbell et al., 2017; Innocenti, 2017). Sin embargo, el
porcentaje de axones mielinicos en ratones control a P240 (29,9%) es similar a el encontrado en
ratas C a P150 (31.1 £ 4.7%) y a P365 (38.2%; Berbel et al., 1994). El diametro de los axones
mielinicos 0,53 + 0,19 um en ratones C a P240 frente a 0,55 £+ 0,23 en ratas C a P150) también
han sido similares. Aunque Sturrock (1975) no calcul6 el ancho de mielina, el nimero medio de
vainas de mielina (7,1 = 3,4) a P240 ha sido similar al encontrado en ratas C a P150 (en
promedio, 7,2; datos no publicados), lo que sugiere fuertemente que el ancho de mielina
también es similar entre las ratas y los ratones, resultando en un cociente g y una velocidad de

conduccidn similar.
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5.3 Comportamiento alterado en las ratas MMI

La CA de las ratas resulta de la fusion de 4 haces de axones. 2 haces se fusionan en la r-
ant y contienen axones de los nucleos olfatorios anteriores, la corteza piriforme anterior y el
tubérculo olfatorio. Otro haz constituye la r-post y contiene axones de las cortezas piriforme
posterior, perirrinal y temporal y del nticleo amigdaloide lateral. El cuarto haz, adyacente a la
rama posterior, es la estria terminalis y contiene axones del nucleo olfatorio lateral, basolateral y
basomedial y del nticleo cortical de la amigdala (ver esquema y referencias en Guadafio-Ferraz
et al., 1994). En primates, las areas que proyectan a través de las comisuras son mas amplias que
en roedores, en particular la CA recibe axones de todo el 16bulo temporal, el area 13 de la
corteza orbito-frontal, de las subdivisiones frontal y temporal de la corteza pre-piriforme y de
los nucleos profundos y corticales de la amigdala (Demeter et al., 1990). En humanos, las areas
de proyeccion incluyen la parte inferior de los lobulos temporal y occipital, la convexidad
occipital y posiblemente la fisura central y la convexidad prefrontal (Di Virgilio et al., 1999;
Patel et al., 2010). En particular, el nicleo amigdalino juega un importante papel en la
modulacion de las emociones y en los estados asociados a las emociones (Marks, 1987,
LeDoux, 2012, 2014). La amigdala recibe estimulos condicionados de las entradas sensoriales y
media reacciones de defensa (tales como la paralisis, la actividad del sistema nervioso autdbnomo
y la liberacion de hormonas) mediante la modulacion de la actividad del nucleo hipotalamico,
también gobierna las acciones orientadas a objetivos mediante la modulacion de la actividad del
estriado ventral (Davis et al., 2010; LeDoux, 2000; 2012). Una emocion alterada puede conducir
a diferentes enfermedades mentales y ha sido asociada con enfermedades tales como los
trastornos bipolares (LeDoux, 2000; Saxena et al., 2012; Towsend et al., 2013; Janiri et al.,
2017) y el TDAH (Humphreys et al., 2016). En ratas, las areas que proyectan a través de la CA
estan mayoritariamente involucradas en el olfato, y en el comportamiento de miedo y ansiedad
(Amaral, 2003).

Las ratas hipotiroideas cronicas y posnatales tempranas mostraron una mayor
preferencia por los brazos abiertos en el test del laberinto elevado en cruz (Navarro et al., 2015).
El tiempo empleado en los brazos abiertos fue del 81,1% en las ratas MMIg;q.pg y del 57% en
las MMlIpy pg9, comparadas con el 17,1% de las ratas C, y de forma similar, el nimero de
transiciones a lo largo de los brazos fue significativamente inferior en las ratas tratadas con
MMI (de media 4,2 frente a 12,3 en controles). Debido a que las ratas hipotiroideas se caen con
frecuencia del aparato, se argumentd que este comportamiento podria estar asociado a una
percepcion sensorial deteriorada. Nuestros datos muestran que las conexiones comisurales entre
areas amigdalalinas estan alteradas en las ratas hipotiroideas transitorias y cronicas, lo que
podria causar una disminucion de la ansiedad y una percepcion alterada de los entornos hostiles.

Por lo tanto, el comportamiento anormal de las ratas hipotiroideas cronicas en el test del
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laberinto elevado en cruz puede ser debido no sélo a una percepcion deteriorada, sino también a
una alteracion de la ansiedad y de la percepcion de los entornos hostiles. L.a maduracion alterada
de la CA puede resultar en un aumento de las decisiones impulsivas (Bari y Robbins, 2013), que
suelen variar en el cambio de la adolescencia a la edad adulta (Hunt et al., 2016). De acuerdo
con esto, se han descrito genes regulados por T3 a nivel de la transcripcion, involucrados en la
transicion de juvenil a adulto (Chatonnet et al., 2015). Por lo tanto, la percepcion reducida de
los entornos hostiles en las ratas MMI sugiere un comportamiento prolongado de tipo juvenil en

el que puede estar involucrado un retraso en la maduracion de la CA.

5.4 Implicaciones en enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas de
humanos

En roedores, se han encontrado varios cientos de genes, regulados por T3 a nivel de la
transcripcion, involucrados en eventos basicos del neurodesarrollo (Morte et al., 2010,
Chatonnet et al., 2015; Gil-Ibafez et al., 2014, 2017), y alguno de estos genes también se han
encontrado mutados en humanos que sufren enfermedades neurologicas y mentales (Berbel et
al., 2014). Aunque la maduracion posnatal de la corteza cerebral es comparativamente mas larga
en humanos que en ratas (Marin-Padilla, 1978), se pueden establecer semejanzas porque la
mayoria de estos genes regulados por T3, que afectan el establecimiento de las conexiones
neuronales, estan involucrados en vias conservadas evolutivamente (Morte et al., 2010; Berbel
et al., 2014; Chatonnet et al., 2015).

Las ratas hipotiroideas durante el periodo posnatal han sido utilizadas para imitar el
hipotiroidismo congénito en humanos (Baldzs, 1969; Morreale de Escobar et al., 1983).
Ademas, en ratas hipotiroideas durante el periodo posnatal, se han encontrado genes sub-
expresados involucrados en la adhesion de neuronas a glia, afectando su mielinizacion
(Rodriguez-Pena et al., 1993, Rodriguez-Pefia, 1999; Barradas et al., 2001; Sharlin et al., 2008).
También se han encontrado en pacientes con esquizofrenia y desordenes bipolares (Tkachev et
al., 2003). Entre los genes sub-expresados en la esquizofrenia y los trastornos bipolares se
encuentra la proteina basica de la mielina (MBP; Schoonover et al., 2004) y la autotaxina (Fuss
et al.,, 1997; Fox et al., 2003; Haas et al., 2004). La via de Erkl/2 esta involucrada en la
maduracion, promovida por autotaxina, de los oligodendrocitos (Liu et al., 2011; Lee y Petratos,
2016) y la expresion de Erk1/2 se ha encontrado disminuida en ratas hipotiroideas durante el
periodo embrionario (Berbel et al., 2010). Por lo tanto, la disminucion en el namero y
porcentaje de axones mielinicos de las ratas hipotiroideas cronicas y transitorias podria ser
consecuencia tanto de un menor crecimiento axonal como de una disminuciéon en la
proliferacion de los precursores de oligodendrocitos y de su maduracion, debido a deficiencia,

incluso transitoria, de HT.
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Conclusiones

1. Con IRM se observa un retraso en el desarrollo de la CA en ratas con
hipotiroidismo croénico (gestacional y posnatal) y transitorio (posnatal). Un retraso
de 15 dias en el tratamiento con T4 en ratas con hipotiroidismo transitorio durante

la lactancia no revierte los danos causados.

2. Durante el desarrollo de la CA, hay una alta correlacion entre el T,r y el niimero y
porcentaje de axones mielinicos en ratas con hipotiroidismo crénico. Se puede
estimar el nimero y porcentaje de axones mielinicos en la CA de ratas con
distintos grados de hipotiroidismo posnatal, usando las funciones de regresion

calculadas a partir de los valores de T,r.

3. A P150 dias, los datos obtenidos con MO (4rea transversal) y con ME (ntimero y
diametro de axones, grosor de la mielina y cociente g) muestran un claro retraso
en la maduracion de los axones comisurales, en concordancia con los datos de

IRM.

4. La velocidad de conduccion de los axones mielinicos comisurales ha sido similar
entre las ratas C y MMI. Sin embargo, la longitud de los tractos comisurales es
menor, y como consecuencia, los retrasos en la conduccién han sido inferiores en

las ratas MMI.

5. Los datos cuantitativos y funcionales obtenidos a P150 muestran que la
conectividad entre las areas conectadas a través de la CA en las ratas MMI esta
alterada. Un hipotiroismo transitorio durante la lactancia causa un retraso en el

desarrollo de la CA que no puede ser revertido con un tratamiento tardio con T4.
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Este trabajo ha respondido los objetivos planteados, sin embargo, como todo trabajo de
investigacion, abre nuevas preguntas, cuyas respuestas deben responderse en futuros proyectos
de investigacion.

Resultaria interesante estudiar in vivo el efecto de las hormonas tiroideas en el
desarrollo la CA mediante imagenes de IRM basadas en los tensores de difusion. En particular,
se podria estudiar los parametros de anisotropia fraccional y de kurtosis. Estos valores son muy
sensibles a cambios en la direccion de los tractos que forman la CA. Ademas, se podrian obtener
representaciones en tres dimensiones de los tractos, mediante el uso de tractografias, obteniendo
datos de las areas de proyeccion y del trazado de los tractos. Todos estos datos estan asociados a
cambios estructurales relacionados con la maduracion de la CA.

Otra linea de investigacion relevante, seria el estudio de otras comisuras telecefalicas de
la rata como el cuerpo calloso. Conocer, si el retraso observado en la CA, ocurre en igual
medida en el cuerpo calloso, obteniéndose ecuaciones de regresion parecidas, permitiria poder
avanzar en el entendimiento de los factores que determinan el proceso de maduracion de las
comisuras telencefalicas en la rata y en la de otros mamiferos, incluidos los humanos. De hecho,
si se demostrara que son capaces de estimar el grado de mielinizacion a partir de IRM de
humanos, las repercusiones adicionales que podrian tener en el diagnostico precoz de

enfermedades neurologicas y psiquiatricas tendria una gran importancia.
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Abstract

Thyroid hormone deficiency at early posnatal ages affects the cytoarchitecture and function of
neocortical and telencephalic limbic areas, leading to impaired associative memory and in a
wide spectrum of neurological and mental diseases. Neocortical areas project interhemispheric
axons mostly through the corpus callosum and to a lesser extent through the anterior
commissure (AC), while limbic areas mostly project through the AC and hippocampal
commissures. Functional magnetic resonance data from children with late diagnosed congenital
hypothyroidism and abnormal verbal memory processing, suggest altered ipsilateral and
contralateral telencephalic connections. Gestational hypothyroidism affects AC development but
the possible effect of transient and chronic posnatal hypothyroidism, as occurs in late diagnosed
neonates with congenital hypothyroidism and in children growing up in iodine deficient areas,
still remains unknown. We studied AC development using in vivo magnetic resonance imaging
and electron microscopy in hypothyroid and control male rats. Four groups of methimazole
(MMI) treated rats were studied. One group was MMI-treated from posnatal day (P) 0 to P21;
some of these rats were also treated with L-thyroxine (T4) from P15-21, as a model for early
transient hypothyroidism. Other rats were MMI-treated from P0-150 and from embryonic day (E)
10 to P170, as a chronic hypothyroidism group. The results were compared with age paired
control rats. The normalized T2 signal using magnetic resonance image was higher in MMI-
treated rats and correlated with the number and percentage of myelinated axons. Using electron
microscopy, we observed decreased myelinated axon number and density in transient and
chronic hypothyroid rats at P150, unmyelinated axon number increased slightly in chronic
hypothyroid rats. In MMI-treated rats, the myelinated axon g-ratio and conduction velocity was
similar to control rats, but with a decrease in conduction delays. These data show that early
posnatal transient and chronic hypothyroidism alters AC maturation that may affect the transfer
of information through the AC. The alterations cannot be recovered after delayed T4-treatment.
Our data support the neurocognitive delay found in late T4-treated children with congenital
hypothyroidism.
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INTRODUCTION

In humans, agenesis, dysgenesis (including ectopy) and dysfunction of the thyroid gland
commonly produces congenital hypothyroidism, causing neurological and psychiatric diseases,
such as intellectual disability, spasticity, and disturbances of gait and coordination (Dussault and
Ruel, 1987; Rovet et al., 1992; Rovet, 1999; Brown, 2012; Rovet, 2002; Léger, 2015; Krude et
al., 2015; Clairman et al., 2015; Aycan et al., 2017).

Screening programs are crucial for the early detection and treatment of congenital
hypothyroidism and the prevention of neurological and mental diseases in children that would
result from a late diagnosis (O’Callaghan et al., 1995; Kester et al., 2004; Rovet and Simic,
2008; Williams and Hume, 2008; Willoughby et al., 2014). Some neurological deficits may
persist even when diagnosis of congenital hypothyroidism is at birth (Rovet, 2002; Huo et al.,
2011). Disrupted associative processing in children with early posnatal thyroid hormone
insufficiency has been associated with a reduced volume and abnormal function of the
hippocampus (Wheeler et al., 2015). The incidence of primary transient congenital
hypothyroidism is increasing in some countries, particularly cases with milder thyroid gland
dysfunction (Pearce et al., 2010; Léger et al.,, 2015). The reasons for this remain poorly
understood, but may be related to changes in screening thresholds (Olivieri et al., 2013; Léger
et al., 2015) and to gestational and early posnatal iodine deficiency (Sava et al., 1984; Kdhler et
al., 1996; Pearce et al., 2004; Morreale de Escobar and Escobar del Rey, 2003; Berbel and
Morreale de Escobar, 2011; Walker et al., 2007; Berbel et al., 2007). In some mild iodine-
deficient areas, 3.9% of women developed hypothyroidism associated with postpartum
thyroiditis (Stagnaro-Green et al., 2011a), which is typically diagnosed at the sixth month
postpartum (Lazarus, 2011; Stagnaro-Green et al., 2011a), that is to say at the end of the
nursing period recommended by the WHO and UNICEF (Stagnaro-Green et al.,, 2011b).
Breastfeeding children born to hypothyroid women in iodine-deficient areas, where official
prevention programs and monitoring for iodine supplementation during gestation and lactation
are not yet implemented, will most probably have their thyroid function compromised.

In the majority of mammals (including humans), critical processes involved in
corticogenesis occur during pregnancy, while others such as the maturation and refinement of
cortico-cortical connections, including the commissural connections, mostly occur posnatally
(Innocenti, 1991). Telencephalic commissures in mammals are necessary for the transfer of
information between cerebral hemispheres and consequently for normal telencephalic function
(Innocenti, 1991, 1995). Several studies have associated developmental alterations of the
telencephalic commissures with psychiatric diseases such as dyslexia (Hynd et al.,, 1995),
attention deficit-hyperactivity disorder (ADHD; Hynd et al., 1991), autism spectrum disorder
(ASD; Piven et al., 1997) and schizophrenia (Innocenti et al., 2003). Abnormal connectivity of
limbic and several neocortical areas that are contra laterally connected through the anterior
commissure (AC) have been found in some of these diseases. Altered emotion, controlled by
limbic areas, has been associated with bipolar disorder (LeDoux, 2000; Saxena et al., 2012;
Townsend et al., 2013; Janiri et al., 2017) and ADHD (Humphreys et al., 2016). Recently,
magnetic resonance imaging (MRI), has been used to observe abnormal development of
interhemispheric connections in children born to women treated for hypothyroidism at different
periods of pregnancy, demonstrating the contribution of maternal thyroid hormone to this
process (Samadi et al., 2015). Electron microscopy (EM) data showed a significant reduction in
the number of myelinated axons in the AC of gestational and posnatal hypothyroid adult rats
(Berbel et al., 1994), but the effect of early transient posnatal hypothyroidism on the maturation
of telencephalic commissures remains unknown.

Our aim was to study the posnatal development of the AC, from birth to adult, in transient
and chronic hypothyroid rats using in vivo MRI and EM, and observe their recovery after
delayed L-thyroxine (T4)-treatment. T,-ratio (T.r; see methods) was correlated with quantitative
EM data. The g-ratio (see methods) and conduction velocity of myelinated axons were
estimated.
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MATERIALS AND METHODS
Ethics statement

Animal care and drug administration were performed under veterinary control according
to European Union Directive 86/609/EEC with approval from the Ethics Committee of the UMH
and CSIC.

Animals and treatments

Wistar rats were housed in temperature-controlled (22-24°C) animal quarters, with
automated light and darkness cycles of 14 and 10 h. Young adult females, weighing 250-300 g,
were mated with embryonic day (E) O counted when vaginal plug was detected . Hypothyroidism
was induced by adding 0.02% methimazole (MMI, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO) to the
drinking water. Four groups of MMI treated rats were studied (Figure 1). The MMIg; group was
treated from E10 to posnatal day (P) 150 and 170, and then sacrificed. MMIlpg»; and MMIpq
groups were treated from PO to P21 and P150, respectively, both being sacrificed at P150. The
MMlpo.21+T4p15.01 group had the same treatment as MMIpg.,1 pups with the addition of T4 (2.4
Mg/100 g of body weight/day) from P15 to P21 (sacrificed at P150). T4 was administered using
osmotic mini-pumps subcutaneously with a delivering ratio of 1 pyL/h/day (ALZET, model 2001;
Alza Corporation, Mountain View, CA). All MMI-treated rats received 1% KCIO, with the MMI
drinking solution up to P21. In the text, MMIlpg,; and MMIpg.,1+T4p15.01 groups are referred to
collectively as transient hypothyroid rats, except when significant differences between these two
groups were found. In a similar way, MMl and MMIgo groups are referred to as chronic
hypothyroid rats. Control (C) rats were sacrificed at P150, P180 and P365. Four litters per group
were used and culled to 8 pups per litter. After weaning, dams and female pups were
anesthetized by 1.5-2% isoflurane inhalation (Laboratorios Dr. Esteve, S.A., Barcelona, Spain)
in O, (0.9 L O,/min) and sacrificed by decapitation. Only male pups were used in this study.

Determination of total T3 and T4 concentrations in plasma

Under isoflurane anaesthesia, 8 rats per group (2 per litter) were weighted (Figure 2A)
and blood samples (approx. 1 mL) taken from the heart ventricle using a heparinized syringe, at
P15, P21 and P50. The blood was spun off and plasma kept at —20°C. Following extraction and
purification of the plasma samples, total thyroid hormone concentrations were obtained by
radioimmunoassay (Morreale de Escobar et al., 1985).

Electron microscopy

Four rats per group (1 per litter) were processed for EM at P150. Rats were
anaesthetized by 1.5-2% isoflurane inhalation (Laboratorios Dr. Esteve, S.A., Barcelona, Spain)
in medical air (0.9 L/min) and perfused with saline and then fixed with 4% paraformaldehyde,
1% glutaraldehyde, 0.1M sucrose, 0.002% CacCl, in 0.1M phosphate buffer (PB; pH:7.3-7.4).
The brains were removed and post-fixed by immersion in the same fixative overnight, at 4°C.
They were vibratome sectioned sagittally into 250 um slices. The two most medial slices from
each hemisphere were post-fixed in 2% OsO, for 30 min at room temperature and stained in 2%
uranyl acetate in the dark for 1 h at 4°C, dehydrated in ethanol, immersed in propylene oxide
(Lab Baker, Deventry, Holland) and embedded overnight in Araldite (Durcupan, Fluka, Buchs
SG, Switzerland). Ultramicrotome (Ultracut UC-6, Leica, Heidelberg, Germany) semithin
sections (1.5 pm) were stained with 1% toluidine blue and ultrathin sections (60-70 nm) with
lead citrate. Images were obtained with a transmission electron microscope (FEI Tecnai Spirit
G2, Eindhoven, The Netherlands), using a digital camera (Morada, Soft Imaging System,
Olympus).

Mid-sagittal transversal area of AC, anterior (ant-l) and posterior (post-l) limbs were
measured from semi-thin sections. Evenly spaced EM photomicrographs of each AC were taken
at 16,500x magnification; 6 in ant-l and 4 in post-I (Figure 6B dots). Axon density, unmyelinated
and myelinated axon inner diameter, and myelin thickness were obtained from plots using the
Cellgraph system (Microptic S.L., Barcelona, Spain). Unmyelinated and myelinated axon
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number in ant-l and post-l was calculated by multiplying the mean axon density by the
corresponding mid-parasagittal area measured in semi thin sections (see details in Guadafio-
Ferraz et al., 1994). Myelinated axon outer diameter was calculated from axon inner diameter
and myelin thickness. The ratio between inner and outer myelinated axon diameter (g-ratio), as
well as the conduction velocity taken as 5.5 times the outer axon diameter (Sanders and
Whitteridge, 1946; Waxman and Bennett, 1972; Innocenti, 2017) were calculated. The g-ratio
indicates the percentage of myelin thickness with respect of the outer diameter of the axon
since the percentage of myelin thickness = (1 — g-ratio) x 100. A higher g-ratio corresponds to a
lower percentage myelin thickness (Stikov et al., 2015) and is also related to conduction velocity
(Rushton, 1951).

MRI data acquisition and processing

For MRI data acquisition, rats were anesthetized in an induction chamber with 3-4%
isoflurane in medical air (0.8-1 L/min) and maintained with 2% isoflurane during the scanning.
Animals were placed in a custom-made MRI compatible holder with adjustable bite and ear
bars, and then positioned on the magnet isocenter. Body temperature was maintained at ~37°C
through a water heat-pad and monitored using a MRI compatible control unit (MultiSens Signal
conditioner, OpSens, Quebec, Canada). Scans were obtained with a horizontal 7 Tesla scanner
with a 30 cm diameter bore (Biospec 70/30v; Bruker Medical, Ettlingen, Germany), equipped
with a 675 mT/m actively shielded gradient coil (Bruker Medical; BGA 12-S) of 11.4 cm inner
diameter. A *H rat brain receive-only phase array coil with integrated combiner and preamplifier
(no tune/no match) was used, in combination with an actively detuned transmit-only resonator
(Bruker BioSpin MRI) and Paravision software (Bruker Medical).

Due to the AC antero-posterior diameter (ranging from 505 um in P8 MMIgyo to 850 um in
P365 C rats) and MRI section thickness (500 um), selection of the optimal coronal plane of
study was crucial in order to avoid partial volume effects (i.e., grey matter overlap in AC). The
final plane of study was determined from preliminary T2-weighted (T2w) images acquired in the
three orthogonal planes using rapid acquisition relaxation enhanced sequence (RARE) with the
following parameters: RARE factor 8, 15 slices, slice thickness 1 mm, field of view (FOV) 40x40
mm, matrix 256x256, effective echo time (TE¢s) 56 ms, repetition time (TR) 2000 ms, 1 average
for 1 min 4 s total acquisition time (Hennig and Friedburg, 1988; Perez-Cervera et al., 2018).
Using these anatomical images, final coronal MRI images were acquired using RARE sequence
with the following parameters: RARE factor 8, 25 slices, slice thickness 0.5 mm, FOV 20x20
mm, matrix 200x200 (voxel size 100x100x500 umS), TEe# 56 ms, TR 3728 ms, 4 averages for
12 min 26 s total acquisition time.

MRI images were obtained from 8 rats per group (2 rats per litter) at ages from P8 to
P365 (vertical lines within bars in Figure 1; Supplementary Table 2) and analysed using ImageJ
(National Institute of Health, Bethesda, MD, USA). The region of interest (ROI) of the AC
included the medial portion at £ 0.7 mm from of the midline (Figure 3A, vertical white lines in
P150C). The T2 ratio (T,r) was calculated as the ratio between the signal intensity of T2w in the
ROI to that of T2w in a ROI in the lateral ventricle cerebrospinal fluid. T,r was obtained in order
to compare T2w signals between rats and experimental groups.

We measured contralateral distances between selected homotopic contralateral areas
projecting through the AC using consecutive MRI scans, specifically the olfactory tubercle and
the anterior piriform cortex projecting through ant-l, and perirhinal and posterior piriform cortices
and lateral amygdaloid nucleus through post-1 (including the stria terminalis; see schema in
Guadafo-Ferraz et al., 1994; Figure 12; Table 3). Due to MMI brain shrinkage not found in C
rats, anterior and posterior anatomical landmarks were used to identify equivalent projecting
areas (Supplementary Figure 1). The anterior landmark was the point where the antero-lateral
branch of the ant-l begins to appear transversally cut (at 1.89 mm from Bregma in C rats;
Paxinos et al., 2015). At this level, olfactory tubercle and anterior piriform cortex were present in
MMI and C rats. The posterior landmark was the point where lateral and medial habenular
nuclei appeared darker than the adjacent neuropil (at -3.36 mm from Bregma in C rats; Paxinos
et al.,, 2015). At this level, perirhinal and posterior piriform cortices and lateral amygdaloid
nucleus were present in both MMI and C rats. Contralateral distances were measured between
the central zones of the lateral amygdaloid nuclei and between mid-zones of pial surfaces in
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other areas. Taking into account the 500 upm thickness of the MRI scans, distance
measurements may have an antero-posterior error of about 250 um per hemisphere.
Conduction delay between homotopic areas was calculated from the mean distance between
areas and conduction velocity (Table 3).

Statistical analysis

For statistical analysis, we used SYSTAT software (Systat Software, Inc., Chicago, IL).
Mean frequency distributions of MRI and EM data were analysed using two-way ANOVA
followed by either Tukey’'s (equal variances) or Games-Howell’s (unequal variances) tests to
identify significant differences (P < 0.05) between means among age and experimental groups.
The plasma concentration of thyroid hormones was analysed using one-way ANOVA followed
by either Tukey'’s test or the Student-Newman-Keuls method.

RESULTS
Body weight and thyroid hormone levels

In transient hypothyroid and control rats, body weight rapidly increased to 400 + 20 g by
P150 and then more slowly to 446 + 13 g in C rats at P365. Weight gain was significantly lower
(P <0.001) in chronic hypothyroid rats with an average value of 75 £ 25 g at P150 (Figure 2A).

At P15, plasma concentration levels of total T4 (tT4) and total T3 (tT3) in MMI rats had an
average value of 7.2 and 0.05 ng/ml respectively, and were significantly lower (P < 0.001) than
the control averages of 40.1 ng tT4/ml and 0.26 ng tT3/ml. Normal levels of tT4 and tT3 were
reached at P21 in MMlpg.21+T4p15.01 rats and at P50 in MMlpg.», rats. Levels of tT4 and tT3 in
P50 chronic hypothyroid rats, was significantly lower (P < 0.001) than in transient hypothyroid
and C rats of the same age (Figures 2B,C; Supplementary Table 1).

MRI data

AC appeared lighter than the adjacent neuropil in MRI scans of both MMI and C rats at an
early age, with the AC being hardly distinguishable. T,r progressively decreased with age and at
Tor < 0.45 which occurred at P22 in C rats and at older ages in MMI rats, AC darkened and
showed increased border definition (arrows and bold lines in Figures 3A,B; Supplementary
Table 2). The AC remained hardly distinguishable in MMIpg at P40 and in MMIgq rats at P60
(arrowheads in Figure 3A). In C rats, T,r decreased rapidly from P8 (Tor = 0.59 + 0.01) to P40
(T,or = 0.26 £ 0.02) and then more slowly, reaching T,r = 0.21 £+ 0.01 at P365. MMI rat, T,r also
decreased rapidly from P8 to P40 but remained higher than controls (Figure 3B;
Supplementary Table 2). At P40, significant T,r differences (P < 0.05) were found between
MMIlpg21+T4p15.01, MMIpg2; and MMIpg rats, which showed even greater differences (P < 0.001)
with respect to C and MMIgq, rats (Figure 3C; Supplementary Table 2). At P150, T,r was similar
in transient hypothyroid rats but not to C (P < 0.05), MMIp, (P < 0.05) and MMIgyo (P < 0.001)
rats (Figure 3C; Supplementary Table 2). These data show that AC maturation might be
delayed, at least until P150, in transient and chronic hypothyroid rats.

The biological significance of T,r was explored by correlating these values with
quantitative EM data, and generating the corresponding regression functions. Using the EM
data from the AC in C rats at different posnatal ages (Berbel et al., 1994), we found a significant
correlation between T,r and myelinated axon number (R® = 0.96; Figures 4A.B) and
percentage (R2 = 0.96; Figures 4C,D). Unmyelinated axon number (R2 = 0.79; Figures 4E,F)
correlated poorly with Tor. In order to validate these correlations, we used them to estimate
myelinated axon number and percentage in MMIg rats and compare the values obtained with
those published in the literature (Figures 4A,B). No significant differences were found between
estimated MMlgy values and those in previously published EM studies (MMIgqg and MMIg1o+Tpe
groups in Berbel et al., 1994; Figures 5A,B). Consequently, these regression functions were
used to estimate myelinated axon number and percentage for C, transient and chronic
hypothyroid rats. At P150, these estimations indicated a significant decrease in myelinated axon
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number in transient hypothyroid (17.0%), MMIpq (36.8%) and MMIg1, (65.9%) rats with respect to
C rats (Figure 5C). A similar decrease was also found in myelinated axon percentage with
respect to C rats (Figure 5D).

EM study

The ultrastructure of neuron, glial cell somata and commissural axons in ant-l and post-|
(Figure 6) was similar to that previously described in C (Sturrock, 1975, 1977; Guadafio-Ferraz
et al., 1994; Larriva-Sahd et al., 2002) and MMI-treated (Guadafio-Ferraz et al., 1994) rats. The
increased myelinated axon density in ant-l compared to post-l in each group (compare Figures
6C,G,K,0O,S with Figures 6D,H,LP,T, respectively), and the decreased myelinated axon density
in ant-l and post-I of chronic hypothyroid compared to transient hypothyroid and C rats (compare
Figures 70,S with 7C,G,K, and 7P,T with 7D,H,L, respectively) is noteworthy. The AC mid-
sagittal area was 201,428 + 10,377 um” in C rats and significantly decreased to 174,204 +
4,346 pmz in transient hypothyroid (P < 0.05), and to 123,988 = 7,842 umz2 in chronic
hypothyroid rats (P < 0.001), representing a 13.5 % and 38.4 % reduction, respectively with
respect to C rats. Ant-l area in C and MMI rats was, on average, 72.3 % of the total AC area (left
outlines in Figure 6)

In agreement with previous data, the total AC axon number was similar in C and MMI rats
at P150, ranging from 1,009,160 axons in MMIp, to 1,114,058 axons in MMIgy, rats (1,088,607
in C rats; Table 1). However, myelinated axon number decreased significantly in transient
16.9% (P < 0.05) and chronic 55.2% (P < 0.001) hypothyroid rats, with respect to C rats (Figure
7; Table 1). In all experimental groups, ant-l myelinated axon number was higher than in post-|
(72.3% axons in C, 73.2% in transient and 82.5% in chronic hypothyroid rats; Figures 7E,F;
Table 1). Similar differences were found in myelinated axon percentage (Figures 7H,I; Table
1). AC myelinated axon number and percentage was similar to that estimated using regression
functions for C rats. There were 288,765 myelinated axons in C compared to the 292,645
estimated, 239,707 transient compared to 234,880 estimated and 129,231 chronic hypothyroid
compared to 133,427 estimated (Figure 8A), giving the following percentages of real and
estimated myelinated axons: 26.9 and 29.6% in C; 23.2 and 23.0% in transient; 12.4 and.
12.3% in chronic hypothyroid rats (Figure 8B).

There were no significant differences in average unmyelinated and myelinated axon inner
diameter in the AC of C and MMI rats (0.21 + 0.07 and 0.53 + 0.20 um, respectively; Table 2).
In ant-I, unmyelinated axon diameter was similar between groups (on average, 0.21 + 0.06 um).
Myelinated axon inner diameter decreased (P < 0.05) in chronic hypothyroid rats (0.52 + 0.17
pm) compared to transient hypothyroid and C rats (0.55 + 0.22 um); Figures 9A,D,G,J,M;
Table 2). Post-l average axon diameter was similar in C and MMI rats for both unmyelinated
(0.21 + 0.07 pm) and myelinated (0.51 + 0.18 um) (Figures 10A,D,G,J,M; Table 2). In ant-l and
post-1 of C rats, 3.5% of the myelinated axons had an inner diameter greater than 1.0 um, whilst
in transient rats it was 1.6% and in chronic hypothyroid 0.9% (Figures 9A,D,G,J,M and
10A,D,G,J,M).

The average myelin thickness of AC (0.086 = 0.027) and ant-l (0.094 + 0.027 pm) in
chronic hypothyroid rats increased significantly (P < 0.05) compared to transient hypothyroid
and C rat AC (0.083 + 0.030) and ant-l (0.089 £ 0.035 pum). (Table2). Chronic hypothyroid
average myelin thickness also increased significantly to 0.078 = 0.018 (P < 0.05) in post-l,
compared to an average of 0.073 + 0.018 pm in the other groups; Figures 9B,E,H,K,N,
10B,E,H,K,N and Table 2). No significant correlation was found between myelin thickness and
inner axon diameter in ant-l and post-l. Notwithstanding, the slope of the ant-I regression
function was higher (on average, 3.9 + 0.6 deg) than in post-l (on average, 0.9 + 0.4 deg;
Figures 9C,F,l,L,O and 10C,F,l,L,0).

In chronic hypothyroid AC the average ant-l g-ratio (0.73 + 0.07) decreased significantly
(P<0.05) compared to the 0.75 + 0.07 ratio in C and transient hypothyroid rats (Figures
11A,C,E,G,l and Table 2). Similar MMI and C post-I g-ratios (0.76 + 0.08) were found (Figures
11B,D,F,H,J and Table 2). The regression function between inner axon diameter and g-ratio
was of a similar slope between C and MMI rats, being higher in post-l1 (16.7 deg) than in ant-|
(11.3 deg; Figure 11).
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Conduction velocity was similar between C and MMI rats, being lower in post-l (3.64 +
1.04 m/s average) than in AC and ant-l (3.94 = 1.31 m/s average; Table 2). The conduction
delay between ant-l, and the olfactory tubercle and anterior piriform cortex decreased in
transient (on average, 8.2%) and chronic hypothyroid rats (on average, 32.5%) with respectto C
(Figure 12 and Table 3). The conduction delay between perirhinal and posterior piriform
cortices and lateral amygdaloid nucleus in post-l, also decreased in transient (on average,
9.5%) and chronic hypothyroid rats (on average, 24.2%) with respect to C (Figure 12 and Table
3).

DISCUSSION

Our results show that early posnatal transient and chronic hypothyroidism alters anterior
commissure maturation, which cannot be recovered after delayed T4-treatment. T2r is
correlated with myelinated axon number and percentage in the AC of C and MMI rats. Using the
corresponding regression functions, myelinated axon number and percentage of MMI rats at
P150 was estimated and found to be similar to EM values, showing a decreased percentage
and number of myelinated axons in MMI with respect to C rats at P150. g-Ratio was similar
between MMI and C rats, but myelinated axon conduction delay decreased in both ant-l and
post-l1 of MMI rats due to their shorter commissural tracts.

Methodological considerations. Limitations and strengths

The major strength of this work is the combination of non-invasive in vivo neuroimaging of
AC maturation with an ex vivo quantitative study of unmyelinated and myelinated axon number
and diameter using electron microscopy. The quantitative data confirmed delayed AC
maturation correlated with Tor.

The study was limited to male rats, since gender based differences have been reported in
the mid-sagittal AC area of several mammals including rats (Noonan et al, 1998) and humans
(Allen and Gorski, 1992). In rats the postero-dorsal region of the medial amygdala and the
encapsulated region of the stria terminalis were found to be 97.4 and 85.2% larger, respectively,
in male rats, affecting the number of axons connecting through the post-I and stria terminalis
(Hines et al., 1992). The use of male pups avoids possible gender based differences in AC mid-
sagittal area and unmyelinated and myelinated axon nhumber.

EM methodology and measurement taking is particularly time consuming, and as such
the EM study sample size was relatively low. The final number of rats per group was limited to
four, given that data obtained for MMIg;o and C rats at P150 was similar to our estimated values
and to quantitative values obtained in previous studies (Gravel et al., 1990; Guadafio-Ferraz et
al., 1994; Berbel et al., 1994). Although reduced, this sample size can be considered sufficient
to evaluate mean measurement differences between ant-I and post-l and experimental groups.

The fact that Tor may not be specific to myelination must be considered. Previous studies
suggest that variation in T,r reflects changes in histological characteristics of nervous tissue,
such as increased myelination and reduction of extracellular space (Chandran et al., 2012;
Thiessen et al., 2013, Tsurugizawa et al., 2013; Alonso-Ortiz et al., 2015; Jelescu et al., 2016).
In control rats, T,r decreased rapidly from P8 to P50, and at a slower pace up to P100 after
which it levelled off. The P8-100 decrease is highly correlated to an increased number and
percentage of myelinated axons, as seen in previous studies (Berbel et al., 1994). EM studies
have shown however, that myelinated axon number in the AC continues to increase after P100
in parallel with an increased number of glial cells and reduced extracellular space (Gravel et al.,
1990; Berbel et al., 1994). No relevant changes in Tor were observed after P100 in MMI and C
rats, suggesting that changes in myelinated axon number are undetectable with currently
available MRI technique. This is the case of patients who suffer toxic leucoencephalopathy
associated with the use of drugs such as opioids and cocaine (Buttner and Weis, 2006;
Alturkustani et al., 2017) in which demyelination of commissural and white matter axons in the
cerebral cortex becomes detectable in MRI scans at an advanced stage of the disease (Phan-
Ba et al.,, 2012). Diffusion image measurements of amygdala-lesioned young monkeys are
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relatively insensitive to white matter changes during recovery (Grayson et al., 2017). This is
relevant since early detection by T2w MRI scans of some neurological and psychiatric diseases
that affect myelination of cortical axons, and other important factors may not be possible. MRI
approaches have been developed to study subtle developmental changes. Enhanced MRI
through Mn®* injection (MEMRI; Chan et al., 2012) will provide a useful tool to study
commissural connectivity. The diffusion kurtosis image (DKI) is highly sensitive and directionally
specific when detecting ultrastructural changes in the brain maturation processes (Cheung et
al., 2009). Approaches such as these will add valuable information to the study of
developmental ultrastructural changes in white matter and the plasticity of commissural
connections in normal and hypothyroid rats.

Altered interhemispheric transfer of information in MMI rats

The interhemispheric transfer of information through telencephalic commissures depends
on several intrinsic and extrinsic factors, which modulate axon characteristics such as
morphology and function. Axon length and inner diameter, myelin thickness and intermodal
distances are among the principal factors determining axon function (Rushton, 1951; Waxman,
1975). Importantly, inner diameter and myelin thickness are linked to axon conduction velocity,
which combined with axon length relates to conduction delay. These parameters are well
established for myelinated axons but remain relatively unknown for unmyelinated axons. Axon
diameter has also been related with the size of terminal arbours and boutons of callosal axons
in monkeys (Innocenti, 2011; Innocenti and Caminiti, 2017).

In ant-l and post-I, unmyelinated and myelinated axon inner diameter was similar between
transient hypothyroid and C rats (Table 2), while myelinated axon inner diameter and g-ratio
decreased in the ant-l of chronic hypothyroid rats with respect to transient hypothyroid and C
rats (Table 2). Conduction velocity of myelinated axons was similar in C and MMI rats (although
lower in post-l than in AC and ant-I). These data suggest that the transfer of information
between hemispheres carried out by unmyelinated and myelinated axons is similar in MMI and
C rats. However, myelinated axon number and percentage significantly decreased in transient
(on average, 16.9%) and chronic (on average, 55.2%) hypothyroid rats compared to controls,
reflecting an increase in the percentage on unmyelinated axons since the total axon number
remained similar in C and MMI rats (Table 1). The increased number and percentage of
unmyelinated axons found in MMI rats results in an overall decrease in conduction velocity,
assuming that the conduction velocity of unmyelinated axons is lower than in myelinated, which
have a greater inner diameter. While axon diameter and myelination are associated, the length
of commissural axons depends on other additional factors. However, since the distance
between homotopic areas connected through the AC was less in MMI rats, the corresponding
conduction delays estimated from myelinated axon parameters decreased. The study of
telencephalic commissures provides additional important information about non-commissural
axons (Innocenti, 2017). The decreased number of myelinated axons found in the AC of
transient and chronic hypothyroid rats may also reflect abnormal ipsilateral and subcortical
connections in cortical areas connected through the AC.

No data has been previously published concerning the mean g-ratio in AC of rats which is
similar to those observed in other species, usually ranging between 0.6-0.8 (Chomiak and Hu,
2009; Campbell et al., 2017; Innocenti, 2017). However, myelinated axon percentage in control
mice at P240 (29.0%) was similar to that found in C rats at P150 (31.1 + 4.7%) and at P365
(38.2%; Berbel et al., 1994). Myelinated axon diameter (0.53 = 0.19 pm in mice at P240 vs 0.55
+ 0.23 in C rats at P150) also remained similar. Although myelin thickness in mice was not
calculated by Sturrock (1975), the mean number of myelin lamellae (7.1 + 3.4) at P240 was
similar to that found in C rats at P150 (on average, 7.2; unpublished results), which strongly
suggests that myelin thickness was also similar between mice and rats, resulting in similar g-
ratio and conduction velocity.

Altered behaviour in MMI rats
Four axon bundles merge to form the AC of rats. Two merge in ant-l and contain axons

from anterior olfactory nucleus, anterior piriform cortex and olfactory tubercle. Another forms
post-l and contains axons from posterior piriform, perirhinal and temporal cortices, and lateral
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amygdaloid nucleus. The fourth bundle adjacent to post-l is the stria terminalis and contains
axons from lateral olfactory tract nucleus, and basolateral, basomedial and cortical nuclei of
amygdala (see scheme and references in Guadafio-Ferraz et al., 1994). In primates,
commissural projecting areas spread out more than in rodents and the AC also receives axons
from virtually the entire temporal lobe, area 13 of orbitofrontal cortex, frontal and temporal
subdivisions of pre-piriform cortex, and cortical and deep nuclei of amygdala (Demeter et al.,
1990). In humans, projecting areas through the AC also include the inferior part of temporal and
occipital lobes, occipital convexity and possibly central fissure and prefrontal convexity (Di
Virgilio et al., 1999; Patel et al., 2010). In particular, amygdaloid nuclei play a key role in the
modulation of emotion and emotion associated states (Marks, 1987; LeDoux, 2012, 2014). The
amygdala receives conditioned stimuli from sensory inputs, meditates defensive reactions (such
as freezing, autonomic nervous system activity and hormonal release) by modulating
hypothalamic nuclei activity and manages goal-directed actions by modulating ventral striatum
activity (Davis et al., 2010; LeDoux, 2000; 2012). Alterations in emotion may lead to different
mental illness and have been associated with diseases such as bipolar disorder (LeDoux, 2000;
Saxena et al., 2012; Townsend et al., 2013; Janiri et al., 2017) and ADHD (Humphreys et al.,
2016). In rats, AC projecting areas are involved mostly in olfactory, anxiety and fear behaviour
(Amaral, 2003).

Early posnatal and chronic hypothyroid rats showed a marked preference for open arms
in the elevated plus maze test (Navarro et al., 2015). Time spent in open arms was 81.1% for
MMlg10.p40 and 57.0 % for MMIpgpse rats compared to 17.1% for C rats. The number of arm
transitions significantly decreased in MMI-treated rats (on average, 4.2 compared to 12.3
transitions in controls). Hypothyroid rats frequently fell from the apparatus, and this behaviour
was associated with a deterioration in sensory perception (Navarro et al., 2015). Our data show
that commissural connections between amygdaloid areas are altered in transient and chronic
hypothyroid rats, which may lead to decreased anxiety and an altered perception of danger. The
abnormal behaviour observed in the elevated plus maze test of chronic hypothyroid rats could
be due to both deteriorated perception and alterations of anxiety and fear. The altered
maturation of the AC may lead to an increase in impulsive decisions (Bari and Robbins, 2013)
which change from adolescence to adulthood (Hunt et al., 2016). Transcriptional T3-regulated
genes involved in the juvenile-adult transition of vertebrates have been described (Chatonnet et
al.,, 2015). Delayed perception of dangerous environments and fear in MMI rats suggests a
protracted juvenile-like behaviour in which arrested AC maturation may play a role.

Implications for neurological and psychiatric diseases in humans

In rodents, several hundred genes regulated byT3 at the transcriptional level are known
to be involved in basic neurodevelopmental events (Morte et al., 2010, Chatonnet et al., 2015;
Gil-lbafiez et al., 2014, 2017), and some of these genes have also been found mutated in
humans suffering neurological and mental diseases (Berbel et al., 2014). Although posnatal
cerebral cortex maturation is comparatively longer in humans than in rats (Marin-Padilla, 1978),
similarities have been established since most of these T3-regulated genes are involved in
evolutionary preserved pathways affecting the establishment of neural connections (Morte et al.,
2010; Chatonnet et al., 2015; Berbel et al., 2014). Posnatal hypothyroid rats have been used to
mimic human congenital hypothyroidism (Balazs, 1969; Morreale de Escobar et al., 1983), and
genes involved in neuron-glia adhesion, affecting myelination, have been found to be under-
expressed in these rats (Rodriguez-Pefia et al., 1993, Rodriguez-Pefia, 1999; Barradas et al.,
2001; Sharlin et al., 2008). Some are implicated in schizophrenia and bipolar disorders
(Tkachev et al., 2003) as is the case for myelin basic protein (MBP; Schoonover et al., 2004)
and autotaxin (Fuss et al., 1997; Fox et al., 2003; Haas et al., 2004). The Erk1/2 pathway is
involved in autotaxin-promoted oligodendrocyte maturation (Liu et al., 2011; Lee and Petratos,
2016) and its expression is decreased in late foetal hypothyroid rats (Berbel et al., 2010). The
decreased number and percentage of myelinated axons found in transient and chronic
hypothyroid rats might result from not only arrested axon growth but also the decreased
proliferation of oligodendrocyte precursors and their maturation due to posnatal thyroid hormone
deficiency, albeit transient.
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CONCLUSIONS

To conclude, Tor increases in the AC of transient and chronic hypothyroid rats and these
values correlated with myelinated axon number and percentage in C rats. Quantitative EM data
showed that myelinated axon number and percentage decreases in MMI rats at P150, indicating
altered connectivity between commissural connected areas in MMI rats. The number and
percentage of myelinated axons were similar to those estimated from regression functions
obtained from T,r. g-Ratio in ant-l and post-l was similar in MMI and C rats, being low in ant-I,
because of decreased axon diameter. Conduction delay decreased in MMI rats coinciding with
the reduced length of commissural tracts. The AC in MMI rats at P150 showed an impaired
axonal maturation that could not be recovered by delayedT4-treatment. Mammals share T3-
regulated genes involved in basic signalling pathways during the development and maturation
of cortico-cortical connections. Our data may help to a better understanding of the
physiopathology of congenital hypothyroidism and calls to attention the increased risk for
children suffering posnatal hypothyroidism, albeit transitory, of suffering neurocognitive delay as
well as possible psychiatric disorders.
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Tables

Table 1. Axon number and percentage at P150.

Ant-|

208.8 £42.1 176.7 + 34.7 1743 +32.5 110.0+25.0 104.6 + 18.6

80.0+12.1 64.5+15.9 63.9+21.2 254+104 18.5+55

Myel. ax. no.

<10 288.8+72.3 241.2 +62.8 238.2£60.9 135.4 £ 46.5 123.1+ 445

Data are mean * SD. Four rats per group. Ax: axon. Unmyel.: unmyelinated. Myel.:
myelinated. Ant-Il: anterior limb. Post-I: posterior limb. AC: anterior commissure.
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Table 2. Axon diameter (um), myelin thickness (um), g-ratio and conduction velocity (m/s)

at P150.
c MMlpo 2, + MMIlpg.21 MMlpq MMiIg1o
T4P15—21
AC
ax%rr‘]“a’::n 020+0.06 021+0.07 023+0.07 020+007 0.21+0.07
(modian) (0.20) (0.21) (0.23) (0.19) (0.20)
mMri’:r' g;?r? 053+021 054+021 053+021 052+017 051+0.17
(median) (0.49) (0.50) (0.51) (0.50) (0.49)
Myelin 0.083 + 0.083 + 0.081 + 0.089 + 0.090 +
thickness 0.033 0.031 0,026 0.028 0.025
(median) (0.073) (0.074) (0.073) (0.084) (0.085)
g-ratio 0.75+0.08 075+0.08 0.76+0.07 074+0.06 0.73+0.07
(median) (0.76) (0.76) (0.76) (0.74) (0.73)
C‘\’/re“ljouc‘ﬁ;on 380+138 387+132 383+129 384+112 3.84+1.04
(median) (3.51) (3.62) (3.66) (3.74) (3.61)
Ant-|
agmﬁ/ae:n 020+0.06 022+006 023+007 020+005 0.22+0.06
(modian) (0.19) (0.22) (0.23) (0.19) (0.22)
mMg’eer' gé‘?:]‘ 055+023 055+022 055+022 052+018 051+0.17
(median) (0.50) (0.51) (0.51) (0.49) (0.49)
Myelin 0.090 + 0.089 + 0.088 + 0.093 + 0.094 +
thickness 0.039 0.034 0.031 0.028 0.094
(median) (0.078) (0.078) (0.078) (0.085) (0.092)
g-ratio 0.75+0.07 075+007 075+0.07 073 +0.06 0.72+0,07
(median) (0.75) (0.75) (0.76) (0.73) (0.72)
C?/re‘?ouc‘?:;o” 3.09+151 398+141 398+141 390+1.15 3.85+1.08
(median) (3.67) (3.73) (3.74) (3.74) (3.65)
Post-I
a)grr‘]";)i’::n 020+006 021+008 022+007 021+008 0.20+0.07
(modian) (0.20) (0.21) (0.23) (0.22) (0.20)
I?\"X;' jg?: 049+0.19 052+020 052+019 052+014 051+0.16
(median) (0.46) (0.49) (0.50) (0.52) (0.50)
Myelin 0.073 + 0.073 + 0.072 + 0.076 + 0.079 +
thickness 0.019 0.019 0,016 0.022 0.016
(median) (0.069) (0.070) (0.070) (0.070) (0.079)
g-ratio 0.75+0.08 077+007 077+007 077+006 0.75+0.07
(median) (0.77) (0.78) (0.78) (0.77) (0.75)
C‘\’/gfouc‘f:;"” 351+1.09 367+1.14 364+108 366+1.00 3.70+0091
(median) (3.34) (3.47) (3.61) (3.73) (3.60)

Data are mean = SD. Four rats per group. Diam: diameter; Myel: myelinated. Unmyel:
unmyelinated. Ant-l: anterior limb. Post-Il. posterior limb. AC: anterior commissure.
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Table 3. Distance between areas projecting trough the AC and conduction delay at P150.

Ant-|

Anterior ~ Distance 15.3 14.3 13.7 10.4 10.1
- (mm)
piriform Conduction
cortex 38+15  36+13 34+12 27+08 26+07
delay (ms)
N Distance 182 17.4 173 15 14.2
Perirhinal (mm)
cortex Conduction g, 16 47415 48+14 41+11 38+09
delay (ms

Lateral ?rfﬁ;”ce 14.6 13.7 13.7 11.8 11.4
amigdaloid Conduction
nucleus 42+1.4 3.7+1.3 3.8+1.2 3.2+1.0 3.1+0.8
delay (ms)

Ant-Il: anterior limb. Post-I: posterior limb. AC: anterior commissure.
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Figures

Figure 1
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Figure 1. Experimental groups and treatments. Cartoon shows the experimental groups
studied. Colour horizontal bars show different treatments, white bars show the lifespan and at the
bottom is a time scale. Vertical lines within white bars show the age of in vivo MRI scans.
Hypothyroidism was induced by 0.02% methimazole in the drinking water (MMI; green bars). T4
(red bar) was infused subcutaneously using osmotic mini-pumps (delivering ratio: 1 pyL/h/day). MMI
groups were MMI-treated from the indicated age to the day of sacrifice (end of white bar). MMIp.
21+T4p1501 group was additionally T4-treated (red bar) from P15 to P21. All MMI pups were also
treated with 1% KCIO, (yellow bars) up to P21, in order to additionally block thyroid function during
foetal and lactating periods. Four pups from 2 different litters per experimental group were
sacrificed at P150 and studied for electron microscopy (EM). In all groups, last MRI scan was just
before sacrifice at P150, except control (C) and MMIgy rats not processed for EM that were
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additionally scanned at P170 and P365 (C rats) and at P170 (MMiIg1q).
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Figure 2
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Figure 2. Body weight and plasma concentration levels of thyroid hormone (TH).
Changes of body weight with age in C and MMI rats (A). Note the arrested growth of chronic
hypothyroid pups. Bar histograms (B,C) show the total plasma concentrations of T4 (tT4) and T3
(tT3) at the indicated ages. TH plasma concentrations were recovered in transient hypothyroid rats
at P50. Bars: mean + SD. n.s.: non-significant differences. Significant differences: ***P < 0.001 (n =

8-11 rats per group).
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Figure 3
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Figure 3. MRI images and T,r of the AC at posnatal ages. At all ages, T2-weighted
images (A) of the AC (arrows and arrowheads) of MMI rats were less contrasted than in controls
(arrowheads point undistinguishable AC). It remained hardly visible in chronic hypothyroid rats at
P150 (arrow). A region of interest (ROI; area between vertical white bars) of the AC is shown in
P150 C rats. Changes of T,r at posnatal ages (B); bold dots show T,r values when AC was darker
than the adjacent neuropil. In C rats, T,r decreased rapidly from P8 to P50 and then more slowly.
In MMI rats, Tor values showed a similar trend but remained higher than in C rats. Bar histograms
(C) show that at all ages, T,r was significantly higher in MMI than in C rats. Bars: mean + SD. n.s.:
non-significant differences. Significant differences: *P < 0.05 and ***P < 0.001 (n = 8 rats per

group).
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Figure 4
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Figure 4. Correlation of T,r with EM data in the AC at posnatal ages. Line charts
(A,C,E,G) show myelinated axon number and percentage, unmyelinated axon number in C rats
(red lines; EM data in A,C and E are from Berbel et al., 1994) and T,r (black lines) at certain points
of posnatal age. Regression functions (B,D,F,H) between EM data and T,r. High correlations were
found between T,r and myelinated axon number (B; R? = 0.961) and percentage (D; R? = 0.955),
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while unmyelinated axon number (F; R® = 0.787) correlated poorly with Tor.
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Figure 5
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Figure 5. Estimated values for MMI treated rats. Estimated values (green dots) of
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myelinated axon number (A) and percentage (B) for MMIgy rats obtained using regression
functions shown in Figures 4B,D. These values were similar to those previously published in EM
studies (MMlgy - grey dots - and MMIg,o+Tpg - dark-grey dots- groups in Berbel et al., 1994). These

regression functions were used to estimate myelinated axon number (C) and percentage (D) at
posnatal ages in C, transient and chronic hypothyroid rats. At P150, estimated values (Est. val.) of

myelinated axon number and percentage of C rats was similar to published values (EM val.; Berbel
et al., 1994). Estimated values of myelinated axon number (C) for transient hypothyroid (on

average, 17%), MMIpo (38.8%) and MMIg,, (65.9%) decreased with respect to C rats. A similar

decrease was found for the estimated myelinated axon percentage (D).
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Figure 6
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Figure 6. Optical and electron microscope (EM) structure of the AC at P150. Semi-thin
sections showing the AC (A,E,I,M,Q). Outlines show the AC’s boundaries with the neuropil and
between limbs (B,F,J,N,R). Note the decreased midsagittal transversal AC area in MMI compared
to C rats. EM images (middle and right rows) show the ultrastructure of ant-l and post-l. Note the
decreased myelinated axon density in post-l compared to ant-l. In all groups, the myelin thickness

was similar. Dots (B) show the approximate sites where EM photomicrographs were taken. Same
magnification for optical (bar in R) and EM micrographs (bar in T).
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Figure 7
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Figure 7. Electron microscope (EM) quantitative data of the AC at P150. Bar
histograms show unmyelinated axon number (A-C), and myelinated axon number (D-F) and
percentage (G-I) in AC, ant-l and post-I. The total unmyelinated axon number in AC, ant-l and post-I
was similar between MMI and C rats (A-C). In contrast, myelinated axon number (D-F) and
percentage (G-I) in AC, ant-l and post-I decreased significantly in MMI with respect to C rats. Bars:
mean * SD. n.s.: non-significant differences. Significant differences: *P < 0.05 and ***P < 0.001 (n
= 4 rats per group).
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Figure 8
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Figure 8. Comparison between Tyr-estimated and electron microscope (EM)-
observed values. Bar histograms show EM (EM val.) and T.r-estimated values (Est. val.) of
myelinated axon number (A) and percentage (B). The myelinated axon humber and percentage in
AC was similar to that estimated using regression functions for C rats. Black bars: means + SD.
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Figure 9
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Figure 9. Distribution of myelinated axon diameter and myelin thickness in ant-l at
P150. Histograms (A,D,G,J,M) show unmyelinated and myelinated axon diameter distribution in
ant-l. Mean unmyelinated axon diameter was similar between MMI and C rats, while myelinated
axon diameter decreased (P < 0.05) in chronic hypothyroid rats. Histograms (B,E,H,K,N) show
myelin thickness distribution. The mean myelin thickness increased (P < 0.05) in chronic
hypothyroid respect to transient hypothyroid and C rats. Plots (C,F,I,L,O) show the correlation
between myelinated axon inner diameter and myelin thickness. Note the poor correlation found (R?
range 0.062-0.162). Nevertheless, the slope of the regression function was higher in C (5.0 deg)
than in MMI (on average, 3.6 £ 0.1 deg) rats. Correlation coefficient (RZ), number of axons (n) and
means (U = mean * SD) are indicated.
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Figure 10
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Figure 10. Distribution of myelinated axon diameter and myelin thickness in post-l at
Histograms (A,D,G,J,M) show unmyelinated and myelinated axon diameter distribution in
post-l. Unmyelinated and myelinated axon diameter was similar between C and MMI rats.
Histograms (B,E,H,K,N) show myelin thickness distribution. The mean myelin thickness increased
(P < 0.05) in chronic hypothyroid respect to transient hypothyroid and C rats. Plots (C,F,l,L,0)
show the correlation between myelinated axon inner diameter and myelin thickness. Note the poor
correlation found (R2 range 0.007-0.043). The slope of the regression function in C and MMI rats
was very low (on average, 0.9 = 0.4 deg). Correlation coefficient (RZ), number of axons (n) and
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Figure 11
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Figure 11. Correlation between g-ratio and axon diameter in ant-l and post-I at P150.
Plots show the correlation between g-ratio and myelinated axon inner diameter in the ant-I (A, C, E,
G, I) and post-I (B, D, F, H, J) at P150. In ant-l, g-ratio in chronic hypothyroid was lower (P < 0.05)
than in transient and C rats, while in post-l, it was similar between MMI and C rats. g-Ratio ranged
from 0.72 £ 0.07 to 0.75 + 0.07 in the ant-l, and from 0.75 + 0.08 to 0.77 + 0.07 in the post-I. In the
ant-l and post-l, the correlation between myelinated axon inner diameter and myelin thickness was
low. Mean g-ratio (U= mean * SD) and the determination coefficients (R?) are indicated.
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Figure 12
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Figure 12. Conduction delay between AC connected areas. Cartoon shows main cortical
and subcortical areas sending axons through ant-I (olfactory tubercle and anterior piriform cortex)
and post-l (perirhinal and posterior piriform cortices, and lateral amygdaloid nucleus). The mean
distance (mm) between homotopic contralateral areas (arrow-shaft end) and estimated conduction
delay (ms; arrowhead) for C (white arrows), transient (grey arrow) and chronic hypothyroid (black
arrows) rats are indicated. In the ant-l, conduction delay between homotopic contralateral areas
decreased (arrow-shaft) in transient (on average, 8.2%) and chronic hypothyroid (on average,
32.5%) with respect to C rats. While in post-l, the average decrease was 9.5% in transient and
24.2% in chronic hypothyroid rats. A similar decrease was found in the mean distance between
areas. st: stria terminalis.
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Supplementary figure 1
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Supplementary figure 1. MRI images showing ROIs of telencephalic areas projecting
through the AC. T2-weighted images (A-J) of coronal sections of MMI and C rats at P150 show
selected commissural projecting areas. Outlines (A,B) show the boundaries of the selected areas
in C rats, according to Patxinos et al. (2015). At 1.89 mm from Bregma in C rats (A), the
anterolateral (AL) branch of the ant-I begins to appear transversally cut. This has been taken has a
landmark for MMI rats. At this level, olfactory tubercle (OT) and anterior piriform (AP) cortex can be
seen in C (A) as well as in MMI (B-E) rats. At -3.36 mm from Bregma in C rats (B), the lateral and
medial habenular (Hb) nuclei appear darker than the adjacent neuropil (arrow). This has been
taken has a landmark for MMI rats. At this level, the perirhinal (PR) and posterior piriform (PP)
cortices and lateral amygdaloid (LA) nucleus can be seen in C (F) as well as in MMI (G-J) rats.
Contralateral distances were measured between homotopic regions of interest (ROIs; dots) located
at mid-zones of pial surfaces of selected areas and the central zones of LA. Same scale for all
figures.
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Supplementary Table 1. Total thyroid hormone concentration in plasma.

Age MMIpPo-21
(days) C TAP1521 MMIpPo-21 MMlpq MMlIgqq
tT4 (ng/ml)
P15 40.1£5.8 7.8+04 82+1.0 59+0.1 6.9+1.0
P21 549+ 35 509+ 2.6 59+15 5627 43+0.1
P50 49.0+ 125 41.3+7.8 412+ 3.4 12.7+£25 13+£0.5
tT3 (ng/ml)
P15 0.26 £ 0.03 0.06 £ 0.03 0.04 £ 0.03 0.06 + 0.05 0.04 £ 0.01
P21 0.46 £ 0.05 0.40 £ 0.05 0.04 £0.03 0.04 £ 0.01 0.03+0.01
P50 0.38£0.10 0.39 £ 0.06 0.42 £ 0.07 0.05 + 0.02 0.09 + 0.01
Data are mean £ SD (n = 6).
Supplementary Table 2. T,r values in the AC at different posnatal ages.
Age MMIPo-21
(days) C +T4pP15-21 MMIPo-21 MMlpq MMIE10
P8 0.59 + 0.01°% 0.66 + 0.02% 0.67 + 0.02% 0.66 + 0.02% 0.65 + 0.02%
P15 0.57 +0.02° 0.50 + 0.01* 0.52 + 0.02% 0.52 +0.03% 0.56 + 0.02%
P20 0.47 +0.02°
P22 0.42 +0.02 0.45+0.01° 0.47 £ 0.02° 0.45 +0.02° 0.54 + 0.02°
P24 0.38 £ 0.01
P27 0.37 £ 0.02
P30 0.34 £0.01 0.35+£0.01 0.37 £0.02 0.40 £ 0.01° 0.46 + 0.02°
P40 0.26 = 0.02 0.32+0.01 0.35+ 0.02 0.37 £ 0.02° 0.44 +0.01°
P50 0.27 £0.01 0.29 £ 0.01 0.30£0.01 0.31+0.01° 0.43 +0.01°
P60 0.25 £ 0.01 0.27 £ 0.01 0.29 £ 0.01 0.30 £ 0.01 0.38 + 0.02°
P75 0.23+£0.01 0.25 £ 0.02 0.28 £ 0.01 0.29 £ 0.01 0.35+£0.02
P100 0.23 £ 0.01 0.25 £ 0.01 0.25 £ 0.01 0.29 £ 0.02 0.35 £ 0.02
P125 0.23+£0.01 0.26 £ 0.01 0.26 £ 0.01 0.28 £ 0.01 0.35+0.01
P150 0.22 £ 0.01 0.24 £ 0.01 0.25 £ 0.01 0.28 £ 0.02 0.35+0.01
P180 0.20£0.01 0.35+0.01
P365 0.21 £ 0.01

Values are mean = SD (n = 8). ® the AC is lightly than the adjacent neuropil. ; the AC has
a similar contrast than the adjacent neuropil. ©: the AC is lightly darker than the adjacent
neuropil. The remaining values correspond to AC darker than the adjacent neuropil.
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