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INTRODUCCION

1. Hormona tiroidea

La hormona tiroidea T3 (3,5,3'-L-triyodotironina), producida por la glandula
tiroides, es esencial para el desarrollo, la diferenciacion y el balance metabdlico (Lazar et
al., 1991; Zhang y Lazar, 2000; Zoeller et al., 2002). Las acciones de la hormona tiroidea
en el organismo son diversas y derivan de un aumento de la actividad metabdlica general.
Se incluyen: regulacion del metabolismo de glicidos, lipidos y proteinas, regulacion del

crecimiento y regulacion de la temperatura.

1.1. Sintesis y estructura

La presencia de yodo tiene un papel fundamental en la sintesis de hormona tiroidea.
El metabolismo del yodo y la funcidn tiroidea se hallan estrechamente ligados. Los iones
yoduro (I') ingeridos en la dieta son absorbidos a través del tracto gastrointestinal y llegan
a través de la sangre hasta los foliculos de la glandula tiroides, donde se oxidan para
formar yodo elemental (I,). El I, es utilizado para formar 3-monoyodotirosina (MIT) y 3,5-
diyodotirosina (DIT), ligadas ambas a una globulina (tiroglobulina). Dos moléculas de
yodotirosina se unen para formar las hormonas tiroideas: 3,5,3’-triyodotironina (T3) (MIT
+ DIT) y 3,5,3",5 -tetrayodotironina o tiroxina (T4) (DIT + DIT) (Figura 1). Las hormonas
tiroideas son liberadas al torrente sanguineo, donde viajan asociadas a proteinas
transportadoras, sobre todo a la o-globulina. La secrecion de hormonas tiroideas esta
regulada por el eje hipotalamico-hipofisario-tiroideo. Las concentraciones de T4 y T3 en
suero se mantienen mediante una retroalimentacion negativa que implica la inhibicion, por
parte de la T3, de la secrecion de hormona liberadora de tirotropina (TRH) en el

hipotdlamo y de la hormona estimulante del tiroides (TSH) en la hipofisis.

La homeostasis tiroidea en el cerebro es el resultado de diversas actividades: la
produccion de hormona por los foliculos tiroideos; el transporte en el plasma; el paso
transcapilar hacia los espacios extravasculares y la entrada en las células cerebrales y su
metabolismo en el interior de las mismas. Este Gltimo paso es especialmente importante,
dado que la T4 es convertida en T3 en las células del cerebro de una manera regulada. Por
tanto, el cerebro juega un papel principal en la disponibilidad hormonal y en el modo en

que se manejan las situaciones de hipo- o hipertiroidismo (Santos y Pérez-Castillo, 2000).
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I I
HOQCHZ— CH—COOH HOQCHZ— CH—COOH
NH;, I NH;,
3-Monoyodotirosina (MIT) 3,5-Diyodotirosina (DIT)

Hz

3.,5,3",-L-Triyodotironina (T3)

Hz

3,5,3",5"-L-Tetrayodotironina (T4 o tiroxina)

Figura 1. Estructura de las hormonas tiroideas y sus precursores.
1.2. Acciones gendmicas a través de receptores

Las acciones gendmicas de la hormona tiroidea se llevan acabo a través de
receptores nucleares que son especificos para T3. Por tanto, la principal funcion de la T4 es
actuar como prohormona, siendo la T3 la hormona activa. Una vez en las células diana, la
T4 es convertida en T3 por la accion de dos tipos de desyodasas. Los tipos 1 y 2 de
desyodasa transforman la T4 y la T3 en T3 y 3,3'T2 (3,3"-L-diyodotironina)
respectivamente. La desyodasa 2 (D2) es responsable de la conversion de T4 a T3 en
aquellos tejidos que presentan altos niveles de receptores nucleares, como el cerebro y el
tejido adiposo pardo. La uniéon de la T3 con su receptor inicia una cascada de eventos
nucleares que conduce a un aumento o una inhibiciéon de la expresion de determinados
genes (Oppenheimer y Schwartz, 1997). Estudios de hibridacion in situ han mostrado que
los astrocitos del tercer ventriculo y de la eminencia media son las células que expresan
predominantemente el mRNA de D2 en el cerebro neonatal de rata (Guadafio-Ferraz et. al.,

1997). El hecho de que la neurona sea el tipo celular con los niveles més altos de
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receptores de hormona tiroidea sugiere la existencia de un estrecho acoplamiento funcional
entre astrocitos y neuronas: los astrocitos captarian la T4 del plasma, la convertirian en T3

y la liberarian para ser utilizada por las neuronas.

En la célula diana, los receptores de hormona tiroidea (TRs) se encuentran en el
nucleo unidos constitutivamente a secuencias concretas de DNA, incluso en ausencia de
hormona tiroidea (Lazar et al., 1991). Los receptores de la hormona tiroidea son factores
de transcripcion dependientes de ligando que pertenecen a una superfamilia de receptores
nucleares (Evans, 1988) que también incluye a receptores para otros compuestos
lipofilicos, como esteroides, acido retinoico y vitamina D3, entre otros. Las secuencias a
las que se unen los TRs se denominan elementos de respuesta a hormona tiroidea (TREs) y
se localizan en los promotores de los genes diana de estas hormonas (Oppenheimer y
Schwartz, 1997). EI TR, en ausencia de T3, reprime la transcripcion génica basal mediante
el reclutamiento de un complejo co-represor. La union del ligando (la T3) al TR altera su
conformacién de tal modo que el complejo co-represor se libera y se recluta un complejo
co-activador. El complejo co-activador incluye, entre otras moléculas, multiples histonas
acetiltransferasas. Estas enzimas producen la hiperacetilacion de las histonas de los
octameros de los nucleosomas, lo que hace que disminuya la interaccion entre el DNA y
los nucleosomas. Esto favorece la apertura de la cromatina y facilita el ensamblaje de la
maquinaria de transcripcion del DNA (Zhang y Lazar, 2000). En contraposicion, el
complejo co-represor incluye histona deacetilasas, cuya funcioén es la opuesta. También se
conoce que las hormonas tiroideas regulan la transcripcion de mRNAs especificos de
manera directa, y que de manera secundaria influyen en la sintesis proteica mediante el
incremento del transporte de aminoacidos hacia el interior de las células del cerebro,
influyendo asimismo sobre la sintesis de ribosomas y la estabilidad del mRNA (Porterfield

y Hendrich, 1993).

En general las acciones gendmicas de la hormona tiroidea necesitan que acceda al
interior celular mediante la translocacion de la hormona al nicleo, provocando alteraciones
en las velocidades de transcripcidon génica, generacion de mRNAs especificos y cambios
en el contenido celular. Normalmente se necesitan varias horas para que estos mecanismos

genéticos se manifiesten.
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1.3. Acciones no genomicas

Los efectos genomicos de las hormonas tiroideas son bien conocidos, pero
recientemente se ha empezado a prestar atencion a los efectos no genomicos y la capacidad
de las hormonas como moduladores de la actividad neuronal a través de proteinas distintas
a los receptores clasicos (TRs), aunque no se conozca un papel fisiologico claro (Zhang y

Lazar, 2000; Santisteban y Bernal, 2005).

Uno de los mejores ejemplos de una accidon no gendomica de las hormonas tiroideas
es la regulacion dindmica de la cantidad de fibras de actina en los astrocitos. Como
consecuencia de una perdida de filamentos de actina el astrocito no puede anclar laminina
a su superficie celular, perdiendo la guia molecular que permite un crecimiento correcto de

las neuritas y la migracion neuronal (revisado por Leonard, 2008).

Algunas acciones no gendémicas de la hormona se han atribuido a la isoforma
truncada de TR y también al receptor de membrana plasmatica, integrina aVP3 (Davis et
al., 2008). En el trabajo de Caria et al. (2009) se presentan evidencias de acciones no
genomicas de la hormona tiroidea sobre la excitabilidad neuronal en giro dentado en ratas
adultas Iin vivo y efectos antagonicos entre T4 y T3 en respuestas inducidas por
noradrenalina en células de CAl in vitro. Puia y Losi (2011) demostraron que tanto T3
como T4 afectan de forma selectiva a la neurotransmision GABA¢érgica fasica y tonica,
sugiriendo que la actividad neuronal del cerebro puede ser modulada de forma diferente en

funcidn de la cantidad relativa de estas dos hormonas.
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2. Hipotirodismo

Los niveles de hormona tiroidea en neonatales y niflos tienen una gran importancia
a largo plazo sobre su comportamiento, habilidad motora, lenguaje, audicién y cognicién
(Chan y Kilby, 2000). Se suele hacer referencia a un periodo critico en el que son
absolutamente esenciales unos niveles correctos de hormona tiroidea para un desarrollo
cerebral normal (Rovet et al., 1992). En los seres humanos este periodo comienza
tardiamente en la gestacion y se prolonga hasta uno o dos afios de edad (Oklund y Timiras,
1977). En la rata, el equivalente se situd inicialmente en los primeros 10-12 dias postparto
(Oklund y Timiras, 1977), pero posteriormente el equivalente se tomo desde el dia 18 de
gestacion hasta el dia 21 postnatal (Dussault y Ruel, 1987). La deficiencia de hormona
tiroidea durante este periodo critico causa tal dafio al desarrollo de la estructura y
organizacion del cerebro que la terapia sustitutiva aplicada posteriormente nunca podra
corregirlo por completo (Porterfield y Hendrich, 1993; Koibuchi e Iwasaki, 2006). Si la
hormona tiroidea no puede actuar durante esta ventana de desarrollo nunca se podré tener
una funcion normal, como se observa en el cerebelo (Koibuchi et al., 2003) o en la coclea

(Karolyi et al., 2007).

Las hormonas tiroideas son imprescindibles sobre todo durante las tltimas semanas
de vida intrauterina. Cuando faltan las de origen fetal, s6lo pueden ser sustituidas en parte
por las maternas, aunque las cantidades de tiroxina que pasan de la circulacién materna a la
fetal a través de la placenta son muy reducidas. En este sentido hay que sefalar que la
permeabilidad de la placenta a las hormonas tiroideas varia entre las distintas especies
(Oppenheimer y Schwartz, 1997). En la rata se ha detectado la presencia de T3 y T4 de
origen materno antes del comienzo de la secrecion de hormona tiroidea fetal (Obregon et
al., 1984). En los seres humanos tanto T3 como T4 se han detectado en el cerebro antes de
que la glandula tiroides se vuelva activa, indicando que las hormonas tiroideas maternas
juegan un papel importante en el desarrollo (Bernal y Pekonen, 1984; Sinha et al., 1997).
Las hormonas tiroideas son fundamentales en el desarrollo cerebral en el primer y segundo
trimestre (Chan y Kilby, 2000). La falta de hormona tiroidea durante la etapa prenatal
provoca alteraciones cerebrales que ya no se pueden corregir después del nacimiento,

mientras que en un hipotiroidismo que surja postnatalmente se puede impedir el
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establecimiento de alteraciones cerebrales definitivas mediante una terapia hormonal

sustitutiva.

2.1. Modelo de roedor para el estudio del hipotiroidismo

El modelo del roedor es excelente siempre y cuando se comparen estados de
desarrollo equivalentes entre el ser humano y la rata. La rata nace con un cerebro
relativamente poco desarrollado y con el eje hipotalamico-hipofisario-tiroideo atn
inmaduro (Oppenheimer y Schwartz, 1997). El estado del cerebro de la rata en el
nacimiento se puede equiparar al del cerebro humano en el 5° o 6° mes de gestacion
(Dussault y Ruel, 1987), mientras que el cerebro de la rata en el dia 10 postnatal estd en un
estado de desarrollo comparable al del cerebro humano en el momento del nacimiento. Por
tanto, los estados de desarrollo que se producen en el ultimo trimestre de gestacion en el
ser humano ocurren postnatalmente en la rata. Por esta razon, un gran ntimero de trabajos
experimentales sobre hormona tiroidea se han llevado a cabo en ratas neonatales

(Porterfield y Hendrich, 1993).

Tanto en la rata como en el ser humano se diferencian tres fases en el desarrollo
del sistema nervioso con respecto a la influencia de la hormona tiroidea (Porterfield y

Hendrich, 1993):

* La fase I es el periodo del desarrollo que ocurre antes de la sintesis de hormonas
tiroideas por parte del feto. Si el cerebro en desarrollo estd expuesto a hormona
tiroidea solo puede ser de origen materno. Son los primeros 17 dias de gestacion en
rata, o las primeras 10-12 semanas en el ser humano. No se conoce el papel de las

hormonas tiroideas en el desarrollo neuroldgico en esta fase (Figura 2).

» La fase II es el periodo en el que la glandula tiroides fetal sintetiza y libera
activamente hormona tiroidea. El cerebro fetal, estd expuesto a hormona fetal v,
quiza, materna. Se produce migracion neuronal en la fase I, pero hasta la fase Il no
se observa una maduracion neuronal significativa, formacion de neuritas o

desarrollo sinaptico en el prosencéfalo (Figura 2).
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Figura 2. Esquema comparativo del desarrollo neurologico del cerebro con respecto a la funcion
tiroidea en la rata y el ser humano. TH=hormonas tiroideas; E=edad embrionaria; P=edad

postnatal. Adaptado de Porterfield y Hendrich, 1993.

* La fase III es el periodo postnatal. El cerebro depende de la tiroides del neonato.
En el ser humano, los niveles de hormona tiroidea presentes en la leche no son
suficientes para proporcionar proteccion al cerebro de un neonato atiroideo. En la
rata, la fase III engloba una gran parte del periodo de proliferacion neuronal,
migracion y diferenciacion en el cerebelo. En el cerebro anterior, la neurogénesis y

migracion ya se han completado en este punto, pero es un importante periodo de

mielinizacion (se sabe que todos estos procesos requieren unos niveles correctos de

sinapsis 'y
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hormona tiroidea). Dado que el cerebro humano se encuentra en un estado de
desarrollo posterior al de la rata en el momento del nacimiento, la mayor parte de la
proliferacion, migracion y diferenciacion cerebelar en los seres humanos ocurre en
la fase II, aunque atn contintian en la fase III. En los seres humanos, aunque la
mielinizaciéon comienza en la fase II, la mayor parte de la gliogénesis y

mielinizacion ocurren en la III (Figura 2).

Las hormonas tiroideas deben estar disponibles antes del denominado periodo
critico para que se produzca un desarrollo normal. Si la terapia sustitutiva se produce
después de este periodo critico la recuperacion sélo serd parcial (Chan y Kilby, 2000).
Estudios de comportamiento en ratas ponen de manifiesto que la reversibilidad de los
efectos de la tiroidectomia practicada en el nacimiento esta directamente relacionada con la
edad a la cual comienza la terapia. Si comienza antes de los dias 10 a 15, la recuperacion
parece completa, pero si se pospone hasta el dia 24, la recuperacion solo es parcial (Eayrs,
1960). Estos conocimientos apoyan la idea de que la deficiencia de hormona tiroidea puede
originar cambios irreversibles y ponen de manifiesto que los fallos de la terapia sustitutiva
en el tratamiento del hipotiroidismo congénito en el hombre son debidos a la deficiencia de

hormona tiroidea en el tero.

2.2. Efectos del hipotiroidismo sobre el hipocampo

Las hormonas tiroideas presentan efectos muy amplios sobre el sistema nervioso
central. El hipotiroidismo puede conllevar cambios estructurales y funcionales
especialmente durante el desarrollo del sistema nervioso, provocando un retraso mental. En
general, en las ratas hipotiroideas los cuerpos celulares de las neuronas periféricas y
centrales son mas pequefios y estan mas empaquetados (Oppenheimer y Schwartz, 1997;
Chan y Kilby, 2000). En ratas neonatas deficientes de hormona tiroidea desde el dia 18 de
gestacion se ha observado una disminucidon en la arborizacion dendritica en células
piramidales y granulares del hipocampo (Rami et al., 1986b). Existe asi mismo una
disminucién del volumen de fibras musgosas procedentes de giro dentado y del ntimero de
sinapsis que estas fibras efectlian con las neuronas piramidales de CA3 en ratas en las que
se indujo hipotiroidismo durante diversos periodos del desarrollo (Madeira y Paula-
Barbosa, 1993). También se ha observado un retraso en la mielinizacion (Bernal, 2005),

una reduccion de la mielina total (Balazs et al., 1969; Bernal, 2005) y un retraso en la



INTRODUCCION

expresion de enzimas especificas en neuronas de corteza cerebral, visual y auditiva,

hipocampo y cerebelo en animales hipotiroideos (Cocks et al., 1970).

El nimero y tamafio de las neuronas se ven afectados por el hipotiroidismo de
forma region-especifica. En las areas CA1 a CA4 del hipocampo de las ratas hipotiroideas
los somas de las neuronas piramidales son mas pequefios a partir del dia 10 postnatal
(Rami et al., 1986b). Estudios realizados con ratas a las que se indujo hipotiroidismo desde
el momento del nacimiento muestran una reduccion irreversible del nimero total de células
piramidales en el area CA1 del hipocampo tanto en animales jovenes como en adultos.
Dado que la proliferacién y migracion de estas células acaba antes del nacimiento, este
hecho sélo puede explicarse por muerte neuronal. Sin embargo, en el area CA3 el niimero
de células piramidales no se ve afectado por este tipo de hipotiroidismo experimental,
aunque si se observa una reduccion del volumen de la capa de células piramidales
(Madeira et al., 1992). Por otra parte, en el giro dentado si se observa un severo retraso en
la migracion de células desde la zona proliferativa hacia la capa granular en ratas
hipotiroideas (Rami et al., 1986a), asi como una reduccién en el nimero total de células

granulares (Madeira et al., 1991).

Las hormonas tiroideas regulan el crecimiento neuronal y la formacion de sinapsis
en el cerebelo (Clos et al.,, 1974) y en el area CA3 del hipocampo (Madeira y Paula-
Barbosa, 1993). Se piensa que la incapacidad de los hipotiroideos neonatos de mostrar
caracteristicas normales en estos aspectos es el resultado de anormalidades en el desarrollo
del citoesqueleto. El hipotiroidismo podria estar alterando el ensamblaje, estabilizacion y
composicion de las proteinas de los microtubulos. El crecimiento de las neuritas asi como
la adquisicion de la polaridad neuronal depende de la formacion de los microtiibulos y este
proceso esta dafiado en los casos de hipotiroidismo (Nufiez et al., 1992). El crecimiento de
los procesos neuronales normales también depende de la formacion de las cantidades
apropiadas de microtiibulos y de la sintesis normal y transporte axonal de los componentes
del citoesqueleto (tubulina, proteinas asociadas a microtubulos y proteinas de los
neurofilamentos). Las hormonas tiroideas podrian ejercer su accion a través de la sintesis
de estas proteinas. Se ha comprobado que las hormonas tiroideas incrementan la sintesis de
tubulina cerebral en el feto y en el neonato, juegan un importante papel en el ensamblaje y
estabilidad de la tubulina (Nufiez et al., 1991) y regulan la expresion de dos proteinas

especificas, como tau (Aniello et al., 1991) y MAP2 (Silva y Rudas, 1990).
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Todas estas deficiencias se observan en varias estructuras que incluyen el
hipocampo, la corteza cerebral visual y auditiva y el cerebelo. Todas estas areas afectadas
pueden explicar los distintos problemas en el aprendizaje y las habilidades motoras que

presentan los animales hipotiroideos (Oppenheimer y Schwartz, 1997).

En trabajos anteriores de este laboratorio se ha descrito que existen alteraciones a
nivel de plasticidades sindpticas en los animales hipotiroideos. En relacion a la plasticidad
sindptica a corto plazo en ratas hipotiroideas la facilitacion se encuentra notablemente
disminuida, siendo este efecto reversible cuando se administra T3. Esta disminucion de la
facilitacion esta relacionada con un incremento en la probabilidad basal de liberacion de
neurotransmisor (Vara et al., 2002). La plasticidad sindptica a largo plazo de origen
postsinaptico (LTP, LTD, de-depresion, depotenciaciéon) en animales neonatos
hipotiroideos en el area CA1 del hipocampo no se encuentra alterada. Por el contrario, en
animales adultos, el hipotiroidismo facilita el mantenimiento de la expresion de la LTD,
incrementandose por otra parte la expresion de la de-depresion con respecto a los animales

controles (Vara et al, 2003).

La reduccion de los niveles de hormona tiroidea durante periodos criticos de
desarrollo del sistema nervioso puede tener efectos permanentes y devastadores sobre la
funcién neuroldgica y concretamente en términos de habilidad cognitiva (Correia et al.,
2009). Por otra parte, el hipotiroidismo experimental en ratas neonatas provoca
deficiencias en el aprendizaje (Hashimoto et al., 2001), retraso en el desarrollo locomotor
(Hashimoto et al., 2001) e hiperactividad (Akaike et al., 1991). En el pasado, el hipocampo
no era considerado una region diana de las hormonas tiroideas. Hoy estd claro que estas
hormonas ejercen una accidn directa sobre el hipocampo, sin embargo, los mecanismos de

accion por los cuales las hormonas afectan al hipocampo no son muy conocidos.
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3. Hipocampo: estructura y funcion

El hipocampo es una region de la arquicorteza que se sitia entre la paleocorteza
olfatoria y la neocorteza. Generalmente, el término hipocampo se utiliza para referirse a la
formacion hipocampal, formada por el asta de Ammon, el giro dentado, el subiculum y el
prosubiculum, dejando de lado la formacion parahipocampal, que engloba la corteza
entorrinal, el presubiculum y el parasubiculum. El asta de Ammon, o cornu Ammonis
(CA), fue subdividido en cuatro areas, desde CA1 hasta CA4, por Lorente de N6 (1934).
En una seccion perpendicular al eje longitudinal del hipocampo, el area CA1 abarca casi
toda la region superior, CA2 y CA3 contintan formando la curva del arco del hipocampo,
y CA4 se encuentra en la region inferior, adyacente al giro dentado. En el area CA1 se

pueden apreciar varias capas en funcion de la organizacion celular existente (Figura 3):

* Stratum alveus: formado por los axones mielinizados de las neuronas piramidales
hipocampales, por fibras del tracto alveolar procedentes de la corteza entorrinal y por
proyecciones desde el septum.

* Stratum oriens: formado por las dendritas basales de las neuronas piramidales y por
aferencias comisurales procedentes del hipocampo contralateral, que constituyen fibras
mayoritariamente amielinicas. Contiene varios tipos de neuronas de axon corto,
principalmente inhibitorias.

* Stratum pyramidale: contiene los somas densamente empaquetados de las neuronas
piramidales, que constituyen el principal tipo neuronal del hipocampo. Ademas, en esta
capa se localizan las células en cesto, que forman glomérulos alrededor de los somas de
las piramidales.

o Stratum radiatum: formado por las ramas dendriticas apicales de las neuronas
piramidales.

 Stratum lacunosum-moleculare: formando por las ramificaciones de las dendritas

apicales de las células piramidales.

12
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Figura 3. Esquema del hipocampo. Aparecen representadas las diferentes capas del area CAl,
asi como el circuito trisinaptico existente entre los principales tipos celulares. Las flechas indican

la direccion del flujo de informacion.

Se considera que el hipocampo estd funcionalmente relacionado con la memoria y
el aprendizaje. En roedores es bien conocido el papel del hipocampo en la memoria
(Morris y Frey, 1997, Zeng et al., 2001), habiéndose mostrado su implicacion en el
aprendizaje espacial (Morris et al., 1982) y en algunas formas de aprendizaje no espacial
(Moyer et al., 1990). En los seres humanos se conocen sus funciones a través del estudio
de lesiones debidas a cirugia o a procesos degenerativos o vasculares. Estas lesiones suelen
producir cuadros de amnesia anterograda, consistentes en deficiencias en la adquisicion de

nuevas memorias.
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4. El potencial de accion

4.1. Bases del estudio del potencial de accion

Posiblemente, los descubrimientos mas importantes en relacion con el estudio de
los potenciales de accion fueron realizados en 1952 por Hodgkin y Huxley. Estos autores,
haciendo uso de la técnica de fijacion de voltaje (voltage-clamp) llevaron a cabo los
primeros registros de las corrientes que fluyen a través de la membrana durante los
potenciales de accion. Gracias a esta técnica los autores demostraron que, aplicando pulsos
despolarizantes, se produce una rapida corriente de entrada seguida de una corriente de
salida de desarrollo mas lento y que, fijando el voltaje a un potencial de membrana cercano
al potencial de equilibrio para el sodio (aproximadamente +60 mV en estos experimentos),
la corriente de entrada desaparece, mientras que la corriente de salida se mantiene

(Hodgkin y Huxley, 1952a).

Aplicando la ley de Ohm a los registros obtenidos mediante la fijacion de voltaje,
Hodgkin y Huxley realizaron estimaciones de las conductancias de sodio y potasio en cada
pulso de voltaje, lo cual les permitio estudiar en profundidad las cinéticas de dichas
conductancias. Con estos analisis, los autores encontraron que, ante un pulso
despolarizante sostenido, la conductancia al sodio primero aumentaba rapidamente
(activacion) y luego disminuia mds lentamente (inactivacién)a pesar de mantenerse el
potencial de membrana en valores despolarizados demostrando que las conductancias de
sodio podian presentar diferentes estados (Hodgkin y Huxley, 1952a,b). En relacion a esto,
los autores observaron que para recuperar la conductancia de sodio previamente inactivada,
habia que repolarizar de nuevo la membrana durante varios milisegundos para que esta
conductancia pudiera volver a activarse, y que, dependiendo del potencial de membrana, la
recuperacion era mas o menos rapida, explicando el porqué del periodo refractario para la

generacion de otros potenciales de accion (Hodgkin y Huxley, 1952b,c).

Con estos estudios y la formulacion del modelo matematico conocido hoy dia como
modelo de Hodgkin-Huxley se llega a la conclusion de que los impulsos nerviosos son
descargas eléctricas controladas por una conductancia selectiva a diversos iones y que estas

conductancias presentan diferentes estados. Tras una breve despolarizacion, el potencial de
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membrana tenderia a repolarizarse lentamente siguiendo las propiedades pasivas de la
membrana, sin embargo, algunas conductancias de sodio se activan y la membrana se
despolariza mas, lo cual recluta a su vez nuevas conductancias de sodio y asi
sucesivamente, dando lugar a un bucle autoregenerativo de activacion de conductancias de
sodio. Por otro lado, antes de llegar al pico del potencial de accion, las conductancias de
sodio comienzan a inactivarse y empiezan a aparecer las corrientes de potasio, que también
se activan con la despolarizacion pero que, al presentar una cinética de activacion mas
lenta, ejercen su maximo efecto después de las corrientes de sodio coincidiendo con la fase
de repolarizacion. De este modo, las conductancias de potasio, junto a la inactivacion de
las corrientes de sodio, llevan al potencial de membrana a valores cercanos a los de
equilibrio para el potasio, el cual es similar al potencial de reposo de la membrana. Sin
embargo, conviene tener en cuenta que, aunque el potencial de membrana tras el potencial
de accion se halla en valores similares a los del potencial de la membrana en reposo, la
concentracion idnica del interior celular se iria alterando poco a poco debido a la entrada
de sodio y a la salida de potasio. Por lo tanto, debe haber algin mecanismo que lleve estas
concentraciones a los valores iniciales, y la principal proteina encargada de este proceso

seria el intercambiador Na'/K -ATPasa (Glynn, 1956; 1957; revisado en Glynn, 2002).

4.2. Canales que intervienen en el potencial de accion

Los potenciales de accion del axon del calamar se forman a partir de dos tipos de
canales dependientes de voltaje (Hodgkin y Huxley, 1952d), sin embargo en las neuronas
centrales de vertebrados se expresan al menos una docena de tipos diferentes de canales
ionicos de membrana dependientes de voltaje (Llinds, 1988; Hille, 2001). Por un lado
dentro de los canales de potasio hay varios tipos dependientes de voltaje que intervienen en
la repolarizacion del PA pertenecientes a la familia Kv1-Kv4 (implicados entre otras en las
corrientes A y D), y cada uno tiene propiedades y cinéticas distintas, interviniendo cada
uno en diferentes partes de la repolarizacion (Johnston et al., 2010). Ademas de los canales
dependientes de voltaje, también intervienen en la repolarizacion canales de potasio
dependientes de calcio como los BK, también conocidos como Ic (Lancaster y Adams,
1986; Lancaster y Nicoll, 1987; Storm, 1987). Por otro lado, los canales de sodio
dependientes de voltaje son los principales responsables de la fase de despolarizacion de

los potenciales de accion (revisado por Goldin, 2001). Por tanto cualquier alteracion en el
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numero o propiedades de estos canales puede repercutir en la morfologia del potencial de

accion y con ello alterar la forma o efectividad de la transmision entre neuronas.
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5. Patron de disparo de las neuronas piramidales de CAl

5.1. Patron de disparo regular o en rafaga

Fundamentalmente las neuronas presentan dos patrones de disparo de potenciales de
accion bien diferenciados: disparo regular o disparo en rafaga (bursts), y el cambio de un
patrén a otro puede alterar drasticamente la forma de procesar la informacion. La rafaga de
potenciales de accion puede ser una unidad de informacién en si misma, como sugiere el
trabajo de Izhikevich et al. (2003), en el cual se pone de manifiesto como la rafaga de
potenciales de accidon es un mecanismo efectivo de comunicacion entre neuronas. La duracion
de la rafaga, el nimero de espigas por rafaga, o la frecuencia de las mismas pueden servir
como formas especificas de codificacion (Harris et al., 2001; Kepecs et al., 2002). Ademas, la
capacidad de disparar de una forma u otra puede dar a la neurona la habilidad de regular
dindmicamente la informacion a través del tren de espigas, modulando la eficacia sinaptica

(Brumberg et al., 2000).

Los potenciales de accion de las neuronas que disparan con un patrén en rafaga son
seguidos por una despolarizacion lenta y gradual, la despolarizacion postpotencial o ADP
(after-depolarization potential) que es capaz de generar una o varias espigas adicionales. En
las neuronas con un patrén regular, o bien el PA no es seguido por una despolarizacion
postpotencial o bien este ADP no es suficiente para alcanzar el umbral para generar un nuevo
PA. En situaciones fisiologicas, el patrén de disparo predominante varia en distintas areas
cerebrales, se alterna entre regular y en rafaga en el tadlamo segun el estado suefio-vigilia, o
durante la transmision del dolor visceral a la corteza cerebral. Este cambio entre un disparo
regular a uno en rafaga o viceversa parece ser responsable de muchos desordenes
neuroldgicos, por ejemplo se observa un aumento del disparo en rafaga en la epilepsia,
mientras que una disminucidén podria asociarse con una red neuronal deprimida (Beck y
Yaari, 2008; Cheong et al., 2008; Graef et al., 2009). También se piensa que el disparo en
rafaga es importante en la consolidacién de nuevos recuerdos, proceso en el que es necesaria
la intervencion del hipocampo (Buzsaki, 1989; Cattaneo et al., 1981). De cualquier forma, el
disparo en rafaga en el hipocampo es importante tanto en el procesamiento como en el
almacenamiento de la informacion neuronal (Magee y Carruth, 1999) y es fundamental

durante el desarrollo de esta region como se vera mas adelante.
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5.2. Generacion del disparo en rafaga por una despolarizacion postpotencial

Para la generacion de un disparo en rafaga son necesarios una serie de elementos. Por
un lado, para iniciar una rafaga, los potenciales de accion deben ser capaces de generarse en el
soma y alcanzar las dendritas (backpropagation). Por otro lado, estos potenciales tienen que
activar canales de calcio sensibles al niquel presentes en el arbol dendritico (Williams y
Stuart, 1999). En las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo todo esto ocurre gracias a
los canales i6nicos dependientes de voltaje de las dendritas, que regulan el procesamiento y
almacenamiento de la informacion de entrada y modulan el patron de disparo de los
potenciales de accion entre regular a en rafaga. Aunque el disparo en rafaga no sea el patron
comun en las células piramidales de CA1 es muy importante en la funcion del hipocampo en
relacion con la memoria y el aprendizaje. Por ejemplo, se han visto correlaciones entre el
disparo en rafaga de las neuronas piramidales de CA1 con estudios de aprendizaje (Muller et

al., 1987; Harris et al., 2001) y con un aumento de las sinapsis (Pike et al., 1999).

Hace tiempo que la mayoria de los estudios estan de acuerdo en que es necesaria la
generacion de una despolarizacion postpotencial para la aparicion de multiples espigas y el
disparo en rafaga (Jensen et al., 1994; 1996; White et al., 1989; Wong y Prince, 1981). El
ADP es la despolarizacion que sigue al potencial de accidn, existiendo una relacion directa
entre la distribucion de las neuronas que disparan en rafagas y el gradiente en amplitud del
mismo (Jarsky et al., 2008). Entender los mecanismos i6nicos que determinan el tamafio
del ADP en neuronas normales y patologicas es muy importante para entender los cambios
en el patron de disparo. En la generacion del ADP intervienen distintos canales idnicos
dependientes de voltaje. Asi, entre las corrientes implicadas encontramos a la corriente T
de calcio que contribuye significativamente a la corriente de entrada durante el ADP al
activarse a potenciales subumbrales. La corriente persistente de sodio también contribuye
al ADP (Beck y Yaari, 2008). Esta corriente suele ser producida por la apertura prolongada
de los canales de sodio y es conocida como corriente persistente de sodio (Crill, 1996). Por
el contrario, la despolarizacion postpotencial disminuye por corrientes de potasio que se
activan a potenciales subumbrales y limitan el tamafio y la duracion del ADP (Yue y Yaari,
2004; 2006), tales como: la corriente M (1), cuyo bloqueo facilita tanto el ADP como el
disparo en rafaga (Morin et al., 1998; Safiulina et al., 2008); y la corriente A, cuyo bloqueo
selectivo a nivel de dendritas induce la conversion de disparo regular a en rafaga (Magee y

Carruth, 1999).
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Los canales de calcio de las corrientes T, R y L son los responsables del disparo en
rafaga, fundamentalmente los canales de calcio de la corriente T, debido a sus caracteristicas:
bajo umbral de activacion y cinéticas lentas de desactivacion (Randall y Tsien, 1997; Su et al.,
2002). Ademas, el bloqueo de los canales de calcio T y R con niquel inhibe el disparo en
rafaga, en mucha mayor medida que el bloqueo de los canales de calcio L, N o P/Q. Estos
resultados indican que los canales de calcio dependientes de voltaje sensibles al niquel son los
mas importantes para generar el disparo en rafaga (Magee y Carruth, 1999). Por otra parte,
Chen et al., 2005 publico que el bloqueo de los canales de potasio, especificamente los de la
corriente A, facilitan este patron de disparo. Estos autores también concluyen que el
comportamiento de disparo en rafaga no se ve afectado por el bloqueo de la transmision

sinaptica excitatoria o inhibitoria con bloqueantes especificos.

Chen et al. (2005) también sugieren que la corriente persistente de sodio es
necesaria para la propagacion desde el soma a las dendritas de los potenciales de accion
encargados de activar a los canales de calcio. Asimismo, Magee y Carruth (1999) sostienen
que el papel de los canales de sodio dendriticos es permitir la propagacion de los
potenciales de accion desde el soma a las dendritas a fin de activar los canales de calcio.
En resumen, la activacion de los canales de calcio dependientes de voltaje, a través de la
propagacion retrograda de los potenciales de accion, genera la despolarizacion postpotencial

que dispara una rafaga de potenciales de accion en las neuronas piramidales de CAl.

Sin embargo, Yue et al. (2005) restan importancia a los canales de calcio en la
generacion de la despolarizacion postpotencial, argumentando que son los canales de la
corriente persistente de sodio los responsables de la mayor parte de la despolarizacion
necesaria para alcanzar el ADP y disparar con un patron en rafaga. Ademas consideran que
esta corriente persistente de sodio se encuentra a su vez controlada por la corriente M de
potasio, de modo que el bloqueo de la corriente M permitiria a la persistente de sodio

generar la despolarizacion postpotencial.

En definitiva este juego entre corrientes de entrada y salida que estan activas
durante la despolarizacion postpotencial regula el tipo de disparo de la neurona (Figura 4).
Una alteracion en alguna de estas corrientes podria conllevar un cambio en el patron de

disparo de la célula.
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Figura 4. Papel de las corrientes que intervienen en el ADP. Tres despolarizaciones
postpotenciales distintas se han superpuesto generadas a partir de 3 potenciales de accion idénticos.
It = corriente T de calcio; In,p = corriente persistente de sodio; Iys = corriente catidnica no

especifica; Iy; = corriente M de potasio. (Schorge y Walter, 2009).

5.3. Patron de disparo durante el desarrollo

Durante el desarrollo postnatal el patron de disparo de las neuronas es diferente al
que tienen en su estado adulto. Ademds estos cambios en el modo de disparo son
esenciales para una correcta maduracion del sistema nervioso. Por otra parte, en las
primeras semanas postnatales la excitabilidad intrinseca aumenta progresivamente, los
potenciales de accion se vuelven mas rapidos y de mayor amplitud (Spigelman et al., 1992)
y el ADP aumenta su duracion (Chen et al., 2005). Estos acontecimientos se relacionan con
una tendencia de las neuronas piramidales de CA1 del hipocampo a manifestar disparos
con un patréon en rafaga (Costa et al., 1991). Asi, en el trabajo de Chen et al. (2005) se
observa como el porcentaje de células piramidales de CA1 que disparan en rafaga varia en
las primeras semanas de vida postnatal. Antes del octavo dia postnatal ninguna neurona
dispara en rafaga, en los siguientes dias aparece este patrén, incrementdndose hasta
alcanzar un méaximo en torno al P18-19, donde el 74% de las células disparan en rafaga,
para a partir de este dia revertir al patrébn de disparo regular del adulto. Los autores
relacionan este periodo transitorio de disparo con el refinamiento de las conexiones
sinapticas en el desarrollo de las neuronas hipocampales. De hecho, este periodo coincide
con una intensa proliferacion y ramificacion de las dendritas apicales y la formacion de
sinapsis excitatorias en las mismas (Pokorny y Yamamoto, 1981a,b). Por ultimo, los
resultados de Van Elburg (2010) sugieren una relacion entre la morfologia de las células y
el disparo en rafaga. Asi alteraciones en el tamafio o la morfologia de las células

piramidales, como las observadas en el Alzheimer, en el retraso mental, la epilepsia o el

20



INTRODUCCION

estrés cronico, podrian cambiar el patron de disparo de las neuronas, afectando en ltimo

término al procesamiento de la informacion y a los procesos cognitivos.
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6. Excitabilidad intrinseca

Las propiedades eléctricas intrinsecas de las neuronas determinan las caracteristicas
del patron de disparo de la célula y la manera en que integran las sefiales sinapticas, por lo que
son fundamentales para su funcion en el sistema nervioso. Las neuronas del sistema nervioso
central convierten las aferencias sinapticas excitatorias e inhibitorias en una sefal de salida
cuya informacion estd codificada mediante el patron de disparo; integran las aferencias
sindpticas mediante su excitabilidad intrinseca y lo expresan mediante el disparo de
potenciales de accion. De modo que la relacion entrada-salida de un circuito neuronal, como
el que constituye el hipocampo, depende tanto de la conectividad sinaptica dentro del circuito,
como de la excitabilidad intrinseca de las neuronas que lo componen. Las distintas
propiedades eléctricas intrinsecas de las neuronas se encargan de perfilar su excitabilidad, de
modo que cambios en la magnitud o distribucion de las conductancias iénicas de canales
dependientes de voltaje o de calcio, entre otros, provocan alteraciones de la misma. La
excitabilidad intrinseca varia durante el desarrollo en modelos animales de patologias del
sistema nervioso (tales como epilepsia, Alzheimer, dolor neuropatico, encefalomielitis
autoinmune, estrés...) y en la plasticidad sinéptica (Weiss et al., 2005; Beck y Yaari, 2008;
O’Leary et al., 2010). Asimismo, aumentos en la excitabilidad de las neuronas hipocampales
facilitan la plasticidad sindptica y el aprendizaje dependiente del hipocampo (Lopez de

Armentia et al., 2007; Oh et al., 2009).

6.1. Plasticidad de la excitabilidad intrinseca

Los neurocientificos en las ultimas décadas han mostrado gran interés en estudiar los
cambios actividad-dependientes que se producen en los circuitos neuronales. Dichos cambios
pueden estar relacionados con cambios en la eficacia de las conexiones sinapticas excitatorias
o inhibitorias entre las neuronas. Pero ademads, pueden ser debidos a fendémenos que alteran el

acoplamiento entre los potenciales postsinapticos y el potencial de accion.
La plasticidad sinaptica afecta la relacion entrada-salida de la informacion de las

neuronas, interviene en el almacenamiento de dicha informacion, esta relacionada con los

cambios del comportamiento y juega un papel importante en los procesos de memoria y
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aprendizaje. Los mecanismos moleculares responsables de la expresion de esta plasticidad
han sido estudiados intensamente a lo largo de los ultimos afios y se pueden localizar tanto a
nivel presindptico (la en la Figura 5), como postsinaptico (1b en la Figura 5) (Malinow y
Malenka, 2002; Zucker y Regehr, 2002; Malenka y Bear, 2004; Neher y Sakaba, 2008;
Kessels y Malinow, 2009). Sin embargo, ademas de estas plasticidades, algunos autores
postulan la existencia de una plasticidad neuronal intrinseca (2 en la Figura 5), la cual
provocaria modificaciones en la regulacion actividad-dependiente del mensaje neuronal,
mediante cambios en las propiedades funcionales intrinsecas de estructuras no-sinapticas, sin

alterar la transmision sinaptica (Beck y Yaari, 2008; Nelson y Turrigiano, 2008).

1synaptic scaling
Célula presinaptica Célula postsinaptica

Firing rate

Input
2 Intrinsic plasticity

Firing rate

Input

Figura 5 . Plasticidad sindptica versus no-sinaptica o intrinseca. La plasticidad sinaptica esta
controlada por las modificaciones en la eficacia sinaptica a nivel presinaptico (1a) o postsinaptico
(1b); por el contrario la plasticidad intrinseca (2) estd regulada por los cambios en las propiedades
funcionales intrinsecas de las estructuras no-sindpticas tanto en la neurona presindptica, como en la
postsinaptica. Estas plasticidades controlan de un modo distinto la relacion entrada-salida de la
neurona. Una neurona dispara mas o menos potenciales de accién dependiendo del conjunto de
entradas sinapticas excitatorias e inhibitorias que recibe en un momento dado. Asi la relacion
entrada-salida de la neurona varia de arriba abajo (1) durante la plasticidad sinaptica. Por el contrario,
la regulacion de la plasticidad intrinseca modifica la curva entrada-salida hacia la izquierda o hacia la
derecha (2). Es decir, la neurona dispara mas o menos potenciales de acciéon para las mismas

conexiones sinapticas. Ademas la plasticidad intrinseca puede modificar la pendiente de la curva.

Este fenomeno ha sido estudiado en preparaciones de vertebrados e invertebrados
sugiriendo que la actividad modula la excitabilidad intrinseca (Turrigiano et al., 1994; Moody,
1998). En preparaciones de invertebrados, la actividad puede cambiar una neurona de tonica a
fasica mediante una regulacion del balance de corrientes de entrada y salida (Turrigiano et al.,

1995). La plasticidad neuronal intrinseca se ha descrito en numerosas regiones del cerebro,
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tanto in vivo como in Vitro, entre las que merecen destacarse el hipocampo, el cerebelo y la

neocorteza (Daoudal y Debanne, 2003; Zhang y Linden, 2003; Nelson y Turrigiano, 2008).

La mayoria de tipos de plasticidad intrinseca dependen de cambios en la densidad de
los canales i6nicos dependientes de voltaje, o en sus propiedades funcionales. Como en una
neurona los canales no se distribuyen de forma homogénea por su superficie, los mecanismos
de plasticidad intrinseca son diferentes entre dendritas, somas y axones neuronales (revisado

por Beck y Yaari, 2008).

6.1.1. Plasticidad intrinseca en las dendritas

Los canales i6nicos de las dendritas regulan la excitabilidad de las mismas y la
integracion de las sefales de varias formas (H&usser et al., 2000). En primer lugar mediante la
atenuacion tanto de los potenciales sinapticos como de los potenciales de accion retrogrados.
En segundo lugar los canales de calcio y sodio dependientes de voltaje dendriticos son
capaces de generar espigas que se propagan al soma, con la suficiente amplitud como para
provocar potenciales de accion en el mismo. Actualmente se han descrito plasticidades a nivel
de canales ionicos que se encuentran distribuidos preferentemente en las dendritas, como son
los canales de la corriente A y de la corriente H (Frick et al., 2004; Fan et al., 2005;
Narayanan et al., 2010).

6.1.2. Plasticidad intrinseca en el soma: umbral del potencial de accion

La funcion integradora de una neurona dentro de un circuito esta fuertemente afectada
por el umbral del voltaje necesario para generar un PA. Abraham et al. (1986) observaron que
el umbral del PA presenta plasticidad. Asi se ha visto que disminuye después de la induccion
de la potenciacion a largo plazo. En este caso el cambio de umbral es debido probablemente a
cambios en las propiedades voltaje-dependientes del canal de sodio (Xu et al., 2005).
También se han observado cambios en el umbral en animales con epilepsia cronica por
cambios en la corriente A de potasio y en modelos animales de dolor cronico por cambios en

la corriente T de calcio (Beck y Yaari, 2008).

6.1.3. Plasticidad intrinseca en el disparo repetitivo
Como ya se ha visto las propiedades del patron de disparo en respuesta a
despolarizaciones prolongadas presentan plasticidad, pudiendo pasar de un disparo regular a

uno en rafaga o viceversa, y este cambio interviene en un gran nimero de modelos de
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desordenes neuroldgicos. Hay que tener en cuenta que cuando se produce una despolarizacion
prolongada, y su consiguiente disparo repetitivo sea del tipo que sea, también intervienen
otras conductancias, entre las que se pueden incluir corrientes de potasio calcio-dependientes
que causan hiperpolarizaciones y reducen el disparo de PAs. Se las conoce como After-
Hyperpolarization Potential (AHP), con cinéticas lentas (SAHP) o medias (mAHP), y estan

moduladas en diversos aprendizajes (Beck y Yaari, 2008).

6.2. Efectos funcionales de la plasticidad intrinseca

De una forma muy genérica cualquier tipo de plasticidad neuronal puede
clasificarse de dos formas: plasticidad homeostatica o no homeostatica. La clave segun
autores como O’Leary et al. (2010) estd en si es reversible. Estos cambios en las
propiedades intrinsecas son fendmenos homeostaticos, que en funcion de las
perturbaciones externas modifican continuamente las propiedades de las neuronas. Por el
contrario una plasticidad no homeostatica es la propia de la plasticidad sindptica a largo
plazo, donde los cambios se mantienen relativamente estables en el tiempo, propiedad muy

importante para cualquier modelo de aprendizaje y memoria.

La plasticidad intrinseca ayuda a la neurona a mantener estables sus funciones a lo
largo del tiempo. Muchos ejemplos de esta plasticidad se observan tras periodos
prolongados de actividad neuronal alterada. Por ejemplo, con incrementos cronicos en la
actividad se ven cambios que disminuyen la excitabilidad intrinseca neuronal (Marder y
Goaillard, 2006). Por el contrario, depresiones en la actividad causan un incremento en la
excitabilidad intrinseca a través de cambios en canales dependientes de voltaje (Turrigiano
et al.,, 1994; Desai et al.,, 1999). En definitiva una neurona es capaz de adaptarse y
mantener su actividad dentro de un rango aunque soporte situaciones dispares, gracias
entre otras cosas a la alteracion de sus propiedades intrinsecas, mediante cambios en los

canales i6nicos que presentan en su membrana.
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7. Canales dependientes de voltaje

Los canales i6nicos dependientes de voltaje son responsables de algunas de las
propiedades eléctricas intrinsecas de las neuronas, son proteinas que integran la membrana
y forman poros altamente selectivos para el paso de iones especificos a través de la
membrana plasmatica (Hille, 2001). Estos canales ionicos presentan distintos estados
(abierto, cerrado...) y la transicion entre ellos se debe a cambios conformacionales de la
proteina causados por cambios eléctricos del potencial de membrana (Bezanilla y Perozo,
2003). Los canales dependientes de voltaje para iones de sodio, calcio y potasio son los
principales responsables de las propiedades activas de membrana de las neuronas (Llinas,
1988). Esta tesis se centrara en el estudio de los canales dependiente de voltaje de calcio

encargados de la corriente T y los canales de potasio encargados de las corrientes A y D.
7.1. Canales dependientes de voltaje de calcio

Los canales de calcio han sido divididos en tres grandes familias, Cavl (tipo L),
Cav2 (tipos N, P/Q y R) y Cav3 (tipo T) (Ertel et al., 2000). Cada canal tiene distintas
subunidades, a, B, Y y 0, siendo la estructura mas habitual a;0,0By (Catterall, 2000). Los
canales de alto umbral (HVA, high-voltage-activated) son los de tipo L, N, P/Q y R y los
de bajo umbral los de tipo T (LVA, low-voltage-activated).

Los canales de tipo L juegan un papel crucial en el flujo de calcio, tanto del soma
como de las dendritas, en muchas neuronas del sistema nervioso central de mamiferos.
Estos canales estdn involucrados en la sefializacion dendritica de calcio que provoca:
potenciales de accion retrogrados, plasticidad sindptica, amplificacion de la sefial sindptica
y el acoplamiento excitacion-transcripcion. En neuronas de mamiferos se expresan
preferentemente los canales Cav 1.2 y 1.3 (diferenciandose entre si por la subunidad ;) y

apenas se aprecian los Cav 1.1 y 1.4 (Johnston et al., 2003).
Los canales de tipo N, P/Q y R regulan la liberacion de neurotransmisores de las

terminaciones nerviosas presinapticas (Trimmer y Rhodes, 2004) y pertenecen a la familia

de canales Cav?2.
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Los canales de tipo T se caracterizan por presentar corrientes pequeias y
transitorias que se activan a potenciales mas negativos que el potencial de membrana en
reposo. Estos canales son fundamentales para regular la permeabilidad al calcio de la
membrana cuando ésta se encuentra cerca del potencial de reposo y durante los potenciales
de accion. Se diferencian del resto de canales de calcio de alto umbral por su activacion a
voltajes mas hiperpolarizados, una inactivacion mas rapida, una desactivacién mas lenta y
una menor conductancia al bario (Pérez-Reyes, 2003). La familia de canales Cav3 son los
responsables de esta corriente, y tienen distintos patrones de expresion en el cerebro de
mamiferos. Asi los Cav3.1 se encuentran muy expresados en el cerebelo, a nivel de las
dendritas de las células de Purkinje humanas, de rata (Talley et al., 1999) y de raton
(Yunker et al., 2003). El canal Cav3.2 no se ha estudiado a nivel proteico, sin embargo se
ha estudiado su mRNA en el hipocampo de rata; encontrandose altos niveles del mismo en
las células granulares del giro dentado y en las neuronas piramidales (Talley et al., 1999).
Por tultimo, el tipo de canal Cav3.3 se expresa por todo el cerebro (incluyendo neuronas
piramidales de CA1 y CA3) aunque su mayor expresion se produce en el bulbo olfatorio y
en el mesencéfalo (Yunker et al., 2003). Estos subtipos se diferencian entre si por sus

cinéticas y su distinta sensibilidad al niquel (Pérez-Reyes, 2003).

7.1.1. Corriente T

La corriente T de calcio se llamé en un principio corriente de calcio de bajo umbral
(LVA) ya que se puede activar a potenciales mas negativos que el potencial de membrana
en reposo. Se observa en una gran variedad de neuronas del sistema nervioso central,
mediante registros de fijacion de voltaje, pero especialmente en el soma y dendritas de
neuronas caracterizadas por presentar una gran calcio-dependencia con respecto al
comportamiento de disparo de potenciales de accion, como ocurre con las neuronas de
relevo taldmicas o las neuronas de Purkinje del cerebelo. Entre los papeles que se le
atribuyen a la corriente T se encuentran: generacion de espigas de bajo umbral que
provocan disparo en rafaga, promocion de comportamientos oscilatorios intrinsecos;
incremento de los potenciales sindpticos e influencia en el fendémeno de potenciacion
sindptica (Huguenard, 1996). Quiza la funcion mas clara es la generacion de espigas de
bajo umbral descrita en multitud de neuronas: desde reticulares (Mulle et al., 1986),
talamicas de relevo (Deschénes et al., 1982; Llinas y Jahnsen, 1982), de la oliva inferior
(Llinds y Yarom, 1981), interneuronas hipocampales (Fraser y MacVicar, 1991), de la

habénula lateral (Wilcox et al., 1988), neocorticales (Friedman y Gutnik, 1987), hasta una
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subpoblacion de neuronas de la formacion reticular pontina (Gerber et al., 1989). Una
consecuencia secundaria de la generacion de disparo en rafaga es promover una actividad
intrinseca oscilatoria, siempre que la presencia de corriente T sea significativa (Giffin et
al.,, 1991; Hamill et al., 1991). En relacion a las neuronas hipocampales de CAl en
desarrollo, la corriente T es crucial para la generacion de las despolarizaciones
postpotencial y para el control del comportamiento de disparo (Jahnsen y Llinas, 1984;
Chen et al., 2005). Ademas de todas estas funciones no hay que olvidar que los canales de
corriente T regulan directamente las concentraciones intracelulares de calcio, el cual es un
segundo mensajero muy importante para una gran variedad de procesos celulares (Perez-

Reyes, 2003).

La dependencia del voltaje de la activacion y la inactivacion de la corriente T ha
sido descrita en multitud de preparaciones. La comparacion de estos estudios es
complicada si se tiene en cuenta las diferentes condiciones de registro (Huguenard, 1996).
Bajo condiciones fisioldgicas de registro el umbral de activacion de la corriente T se
encuentra cerca del potencial de membrana en reposo, de -50 a -60 mV, con una maxima
activacion entre -20 y -30 mV. En la mayoria de los casos la activacion de la corriente T es
gradual, siendo la velocidad de activacion muy dependiente del voltaje. Asi, el tiempo al
pico (time peak) de la corriente disminuye al aumentar la despolarizacion (Huguenard,
1996). Por otra parte, se ha visto un retraso significativo en el inicio de la corriente T que
indica que los canales responsables de la misma pasan por diferentes estados antes de

abrirse (Herrington y Lingle, 1992).

La inactivacién de la corriente T es una de las principales caracteristicas que
distinguen a esta corriente de las corrientes de calcio de alto umbral. La inactivacion se
caracteriza principalmente por tres propiedades: el tiempo de caida de la inactivacion
(time-dependent inactivation), la estabilizacion de la inactivacion (Steady-state
inactivation) y la recuperacion de la inactivacion. Existe mucha mas heterogeneidad
celular con respecto a las propiedades de la inactivacion que con respecto a las de la
activacion de la corriente T; excepto en el proceso de recuperacion de la inactivacion, el
cual es muy dependiente de voltaje para todos los tipos celulares, considerandose en la
mayor parte de los casos bifasico y de varios segundos de duracion (Coulter et al., 1990;
Hernandez-Cruz y Pape, 1989; Herrington y Lingle, 1992; Takahashi et al., 1991).

Concretamente, en neuronas piramidales disociadas de CAl, la corriente T presenta una
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inactivacion rapida, con una constante de tiempo de inactivacion de 25 ms a -20 mV y un

V5o de la inactivacion a -76 mV (Thompson y Wong, 1991).

. .y . 2+ ’
Los canales de corriente T presentan una permeabilidad selectiva para Ca”', asi
: . + + .
como para otros iones divalentes, como el Ba’" o el Sr*". No obstante, aunque la amplitud
al pico de corriente es una funcion saturable de la concentracion del i6n divalente, cuando

se sustituye el Ca®" extracelular por Ba>" la corriente disminuye (Huguenard, 1996).

Los bloqueantes de los canales de corriente T son una serie de cationes divalentes y
trivalentes, como La’", Ni*", Cd*" y Zn®" (Kaneda et al., 1990; Milinar y Enyeart, 1993;
Narahashi et al., 1987). En el caso del niquel la concentracién necesaria para bloquear el
50% de corriente (ICsp) varia entre 30 y 780 uM, dependiendo del tipo celular. Existen
también otros antagonistas como la nicardipina, flunarizina o el mibefradil que se utilizan
para bloquear la corriente T (Huguenard, 1996). También se ha visto que el bloqueante de
la corriente H (ZD7288) bloquea la corriente T (Felix et al., 2003; Sanchez-Alonso et al.,
2008).

7.2. Canales dependientes de voltaje de potasio

Cléasicamente los canales de potasio son aquellos que estabilizan el potencial de
membrana alejandolo del umbral de disparo. En general, los canales de potasio mantienen
el potencial de reposo, reducen la duracion de los potenciales de accion, terminan periodos
de intensa actividad, controlan la frecuencia de descarga y en general disminuyen la
eficacia de las entradas excitatorias cuando estan abiertos (Hille, 2001). Las corrientes de
potasio son fundamentales en la repolarizacion del potencial de accion, principalmente los
canales de la clase Kv, que presentan una estructura de 6TM. A esta familia pertenecen los
canales responsables de la corriente rapida transitoria A (I), la corriente de inactivacion
lenta D (Ip) y la corriente retrasada rectificadora K o delayed rectifier (Ix), todas ellas se
activan por despolarizacion de la membrana. Diferencias en el tipo, densidad y propiedades

de estos canales contribuyen a determinar el patron de disparo (Locke y Nerbonne, 1997).

En mamiferos la expresion de muchas de las subunidades a de estos canales Kv
esta restringida a neuronas, aunque hay células gliales que pueden expresar algunas de

ellas. En general, existen diferentes familias de canales Kv que se expresan en
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localizaciones diferentes: el canal Kv1 se encuentra principalmente en axones y terminales
nerviosas; el canal Kv2 en soma y dendritas; el canal Kv3 varia entre axon o dendritas en
funcién del tipo celular y el canal Kv4 se concentra en la membrana somatodendritica

(Trimmer y Rhodes, 2004).

Aparte de estas diferencias entre las subunidades o, existen varias subunidades
accesorias que modifican en mayor o menor medida al canal de potasio. La mejor
caracterizada es la subunidad Kvf que se asocia a la familia Kv1 (Pongs et al., 1999). La
subunidad Kvf1.1 cuando forma un complejo con Kvl.1 o Kv1.2 altera dramaticamente
las propiedades de apertura del canal, convirtiendo una corriente sostenida, de tipo
rectificadora en una de inactivacion rapida o tipo A. Para los canales de la familia Kv4
también se han identificado diferentes subunidades accesorias. Por un lado proteinas
calcio-dependientes llamadas KChIPs, las cuales en general aumentan la densidad de
canales en superficie, enlentecen la inactivacion y aceleran las cinéticas de recuperacion de
la inactivacion de los canales Kv4 (An et al., 2000; Shibata et al., 2003). Por otro lado
Nadal et al. (2003) identificaron a la proteina depeptidyl-peptidase-like protein DPPX (o
también llamada DPP6) como una subunidad accesoria del canal Kv4. Subunidad que tiene
un papel critico en la funcion dendritica y en la excitabilidad de membrana y estd muy
relacionada con el trafico de canales Kv4 hacia superficie (Kim et al., 2008; Sun et al.,

2011).

7.2.1. Corriente D

La corriente D fue descrita por primera vez en neuronas de CA1 por Storm (1988),
otorgandole el nombre D por su relacion con el retraso (delay) en el disparo de potenciales
de accion. Es una corriente de potasio que se activa rapidamente, en el rango de
milisegundos, y se inactiva lentamente, en torno al segundo. Se distingue de otras
corrientes de potasio por su insensibilidad al TEA, su gran sensibilidad a la 4-AP (30 uM)
y por su activacion a potenciales de membrana por debajo de -60 mV. En trabajos mas
recientes la dendrotoxina (DTX) ha pasado a ser el bloqueante especifico de esta corriente
(Storm, 1993; Coetzee et al., 1999). La corriente D se asocia con la familia de canales Kvl1,
encontrandose presentes en las células piramidales de CA1 entre los dias postnatales 11 al
16, como se demuestra en los estudios de Martina et al. (1998) que detectaron mRNA de la

subunidad Kv 1.2, una de las responsables de este canal.
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La corriente D, ademas de ser la responsable del retraso en la aparicion del primer
potencial de accion tras una despolarizacion de membrana, interviene en la repolarizacion
del PA, esta implicada en el patron de disparo y modula la liberacion de neurotransmisores
(Storm, 1988). La corriente D juega un papel critico en la transformacién de senales de
entrada (transmisiones sindpticas) en sefales de salida (potenciales de accion) y en la
regulacion de la excitabilidad neuronal (Bekkers y Delaney, 2001), puesto que se activa a
voltajes inferiores al umbral de disparo del potencial de accion (Wu y Barish, 1992; Locke
y Nerbonne, 1997) y se localiza principalmente en el soma y axon (Kole et al., 2007; Shu
et al., 2007). En el trabajo de Cudmore et al. (2010) la expresion de esta corriente provoca
una desincronizacion de los potenciales de accidén en neuronas en cultivo de hipocampo, lo
que conlleva una reduccion de la sincronizacion de los circuitos neuronales. La corriente D
también juega un cierto papel en el patron de disparo de las neuronas, asi el bloqueo de
esta corriente con DTX en las células de Purkinje provoca un aumento del disparo en
rafaga (Haghdoust et al., 2007). Metz et al., (2007) también demostraron que la corriente D
reduce la despolarizaciéon postpotencial, asi su bloqueo con DTX aumenta el ADP en

células piramidales de CAL.

7.2.2. Corriente A

La corriente transitoria de potasio conocida como corriente A la presentan neuronas
de muchas regiones del sistema nervioso central y fue descrita por primera vez en neuronas
de molusco por Connor y Stevens (1971a). La corriente A se caracteriza por ser transitoria,
presentar una activacidon, inactivacion y recuperacion de la inactivacion rapidas y
dependientes de voltaje y por activarse a potencial de membrana subumbral (Maffie y
Rudy, 2008). La corriente A de las neuronas piramidales del hipocampo es sensible a
concentraciones milimolares de 4-AP (Mitterdorf y Bean, 2002) e insensible a TEA (Klee
et al.,, 1995). Se asocia con la familia de canales Kv4 y dentro de esta familia se han
identificado 3 genes en mamiferos que codifican 3 subunidades distintas: Kv4.1, Kv4.2 y
Kv4.3 (Shibata et al., 2003, Maffie y Rudy, 2008). Los genes Kv4.2 y Kv4.3 son los que se
expresan predominantemente en el cerebro (Serodio y Rudy, 1998). Las neuronas
piramidales de CA1 presentan mRNA de las subunidades Kv4.2 y Kv4.3, responsables de

la corriente A, entre los dias postnatales 11 al 16 (Martina et al. 1998).

La corriente A se relaciona con la excitabilidad celular y regula distintos procesos:

la retropropagacion de los potenciales de accion en las dendritas de las neuronas, entre
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otras las hipocampales; la iniciacion del potencial de accion en dendritas; la propagacion
de los potenciales de meseta de calcio; la duracion de los potenciales de accion y el
“broadening” (ensanchamiento de los potenciales de accion a lo largo de una
despolarizacién continuada) (Hoffman et al., 1997; Cai et al., 2004; Kim et al., 2005;
Losonczy y Magee, 2006). En general la corriente A es importante en la regulacion de la
excitabilidad dendritica (Beck y Yaari, 2008). Ademas, contribuye a la repolarizacion del
potencial de accién y modula la frecuencia de descarga durante el disparo repetitivo
(Connor y Stevens, 1971b; Johnston et al., 2000). La contribucion de esta corriente en la
repolarizacion del potencial de accidon varia con el desarrollo, asi varios estudios muestran
como la corriente A es mas prominente en las neuronas inmaduras que otras corrientes de

potasio y pierde relevancia durante el desarrollo (Spigelman et al., 1992; Klee et al., 1995).

La subunidad Kv4.2 tiene un papel especifico en la regulacion de la actividad
sindptica a nivel dendritico en las células piramidales de hipocampo (Kim et al., 2007).
Asi, los canales de corriente A actian evitando la activacion subumbral de los canales de
sodio durante la generacion de potenciales excitatorios postsindpticos (Hoffman et al.,
1997), por lo que la internalizacion de Kv4.2 disminuiria este bloqueo sobre los canales de
sodio (Kim et al., 2007). La plasticidad sindptica también se encuentra relacionada con esta
corriente en las neuronas piramidales de CAl. Asi, el trabajo de Watanabe et al. (2002)
muestra que la potenciacion a largo plazo es mediada por la inactivacion de los canales de
corriente A. Ademas, Frick et al. (2004) demostraron que durante la potenciacion a largo
plazo se produce una invaginacion de los canales Kv4.2 en las dendritas piramidales de

hipocampo.

Los canales de la corriente A son dianas de varios sistemas neuromoduladores
(Hoffman et al. 1997; Hoffman y Johnston, 1999; Pan y Colbert, 2001; Frick et al., 2004).
Los canales pueden estar regulados a través de una fosforilacion directa, por las enzimas
PKA, PKC (Hoffman y Johnston, 1998) o MAPK (Adams et al., 1997), a través de otros
mecanismos mediados por el acido araquidonico (Villarroel, 1993), por concentraciones
intracelulares de calcio (Frick et al., 2004) o incluso por acidos grasos poliinsaturados
(Boland et al., 2009). Este alto grado de regulacion sugiere que la corriente A tiene un
papel fundamental en la modulacion de la excitabilidad neuronal. De hecho, un tratamiento

agudo farmacoldgico sobre la subunidad Kv4.2 o una disminucion de su expresion en las
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neuronas piramidales de CA1 provoca un aumento de la excitabilidad (Kim et al., 2005;

2007).
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El papel regulador de la horm  ona tiroidea durante el desarrollo cerebral es bie n
conocido, asim ismo s e sabe que su ause ncia desem boca en graves deficiencias
neurologicas. Sin em bargo, el sustrato fi  sioldgico de estas anom  alias no ha sido
investigado en profundidad. Tan solo se conoce que el hipotiroidismo altera la eficacia 'y
algunas plas ticidades sinaptica s en e | hipoca mpo, pero se descono ce si la excitabil idad
intrinseca esté af ectada. Por to do ell o, para estudiar el e fecto de la aus encia de hor mona
tiroidea sobr e la excitabilidad intri nseca de las neur onas p iramidales d el area CAl del

hipocampo, se plantearon los siguientes objetivos:

e Caracterizar el efecto que provoca laau  sencia de hormona tiroidea sobre las

propiedades electrofisiologicas basicas en reposo.

e Estudiar las alteraciones sobre la morfologia de los potenciales de accion inducidas

por el hipotiroidismo.

e Analizar los efectos del hipotiroidism o sobr e los patrones y la frecuencia de

descarga.

e Investigar las corrien tes subyacentes im plicadas en los cam bios provocados por el

hipotiroidismo sobre la excitabilidad intrinseca.

e Realizar un estudio comparativo de todos cambios provocados sobre la excitabilidad

intrinseca por el hipotiroidismo a lo largo del desarrollo.

e Enlo posible, investigar la reversibilid ad de las alteraciones que pudieran hallarse

en el hipotiroidismo mediante la administracion de hormona tiroidea exogena.
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1. Animales de experimentacion

Los experimentos se llevaron a cabo en ratas de raza Wistar de ambos sexos criadas
en el animalario de la Facultad de Biologia de la Universidad Complutense de Madrid. Las
ratas hembras fueron cruzadas con machos, considerando como dia cero de la gestacion el
que se observo el tapon vaginal. Posteriormente, el dia de nacimiento de las crias se
designé como dia cero de la vida postnatal. En los experimentos se utilizaron dos rangos de
edades, un grupo de entre 9 y 12 dias (P9-12) y otro de entre 16 y 19 dias (P16-19) de
edad.

El hipotiroidismo congénito se indujo desde el noveno dia de gestacion, mediante la
administracion de methimazole (metilmercaptoimidazol, MMI) a las madres prefiadas,
diluido al 0.02% en el agua de bebida. Este método de induccion del hipotiroidismo ya ha
sido previamente descrito (Pipadn et al., 1992; Vara et al., 2002; Oh-Nishi et al., 2005;
Giné et al., 2010), ademas se considera un método muy seguro al evitar la cirugia en
animales neonatales. La administracion de methimazole o propylthiouracil en el agua de
bebida o en la comida bloquea la oxidacion del i6n yoduro (I') a yodo (1), bloqueando asi
la formacién de T4 y T3 en la glandula tiroides materna. Dado que estas drogas atraviesan
la barrera placentaria y que ademas se transmiten a las crias lactantes a través de la leche,
los fetos y neonatos desarrollan hipotiroidismo congénito (Morreale de Escobar et al.,
1988). El tratamiento se mantuvo durante la lactancia de las crias y hasta que alcanzaron la
edad en la que fueron sacrificadas para su utilizacién en los experimentos. El estado
hipotiroideo viene demostrado por la disminucion del crecimiento de los animales y sus
bajos niveles de T4 y T3 (Pipadn et al., 1992; Alvarez-Dolado et al., 1998; Giné et al.,
2010). En esta tesis se ve una clara disminucion del peso de los animales hipotiroideos
respecto a los controles (Figura 6): en el grupo P9-12 los animales controles pesaron 20,61
+ 0,36 g (n=123) y los hipotiroideos 16,59 + 0,29 g (n=109, p < 0,001 vs. control), en el
grupo P16-19 los controles pesaron 38,91 + 1,49 g (n=144) y los hipotiroideos 27,35 +
0,47 g (n=109, p < 0,001 vs. control).
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Figura 6. Fotografia de dos ratas de 11 dias: hipotiroidea (izquierda) y control (derecha).

La reversibilidad de los efectos del hipotiroidismo se estudid administrando
hormona tiroidea a las crias mediante tres inyecciones intraperitoneales de T3 en tampon
fosfato salino (PBS) a dosis saturante (20 pug de T3/100 g de peso corporal), una cada 24
horas, tres dias antes de ser sacrificadas. Tratamientos similares han demostrado la
restauracion de niveles hormonales en los animales tratados de este modo (Thompson,
1996). El mismo tipo de inyecciones de PBS pero sin T3 se administr6 a las ratas controles

correspondientes.

38



MATERIAL Y METODOS

2. Obtencion de las rodajas y células disociadas de hipocampo

Todos los experimentos se llevaron a cabo en preparaciones in vitro de neuronas
piramidales del area CA1 del hipocampo. Los animales se sacrificaron por decapitacion sin
anestesia. De inmediato se procedi6 a la extraccion del cerebro y a la diseccion de ambos
hipocampos. Para mantener el tejido en condiciones Optimas, se aplicd constantemente
solucion Krebs-Ringer-bicarbonato (KRB) (cuya composicion se detalla en la Tabla 1,
Solucion 1) burbujeada con gas carbdgeno (95%0;, 5%CO,) a una temperatura inferior a
4°C. Se colocaron los hipocampos extraidos sobre una ldmina de agar situada bajo la
cuchilla de un cortador manual y se realizaron cortes transversales de 400 micras (para
registros en rodaja) o de 500 micras (para registros en células disociadas) de grosor,
desechando los extremos septales y temporales de los hipocampos. Las rodajas asi
obtenidas se retiraron de la cuchilla del cortador con un pincel, se depositaron en una placa
Petri llena de KRB frio y oxigenado, e inmediatamente se transfirieron a una camara de
mantenimiento. El tiempo total transcurrido desde el sacrificio de la rata hasta la

colocacion de las rodajas en la cdmara de mantenimiento fue inferior a diez minutos.

Todos los experimentos se realizaron a temperaturas entre 27 y 30°C. Para los
registros en fijacion de corriente las rodajas fueron transferidas a la camara de registro
mediante una pipeta de vidrio y perfundidas constantemente con la Solucion 1 oxigenada
(1,5-2 ml/min). Los registros en fijacion de voltaje se realizaron en células disociadas a
partir de las rodajas de hipocampo de 500 micras. Las rodajas se sometieron primero a un
proceso enzimatico y a continuacién a otro mecanico, siguiendo el protocolo de Kay y
Wong (1986). En resumen, de cada rodaja de hipocampo se extrajo el area CA1l que se
dividié en cubos de aproximadamente unos 0,5 mm de lado, los cuales se sumergieron
durante 15 minutos a temperatura ambiente (27-30°C) en un bafio de incubacion en el que
se ha anadido la proteasa (Sigma type XIV) a una concentracion de 2mg/ml en la Solucion
2 (Tabla 1). A continuacion se lavo la enzima con la Solucién 2 sin proteasa, repitiéndose
tres veces el lavado a fin de eliminar por completo la proteasa. Posteriormente, se realiz6 el
proceso mecanico utilizando pipetas Pasteur de distintos didmetros (didmetros
aproximados: 0,9 mm a 0,1 mm). La solucion final con las células en suspension se
extendid sobre un cubre de cristal pretratado con poly-L-lysine (para fijar las células recién

disociadas) situado sobre al fondo de una placa de Petri. Al final, se colocé la placa de
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Petri en la camara de registro y se esperd cinco minutos antes de registrar, manteniendo a

las células con un flujo constante (1-1,5 ml/min) de Solucién 3 (Tabla 1).

Tabla 1. Soluciones extracelulares.

Solucién 1 | Solucién 2 | Solucion 3

NaCl 120 105 105

KCI 2,5 5 2,5

MgCl, 1,3 1,3 1,3
CaCl, 2,5 1 2

NaHCO, 26,2 - 26,2
Glucosa 11 25 11
HEPES - 10 -

Tabla 1 Resumen de las soluciones extracelulares expresadas en mM.
Los tres tipos de soluciones fueron preparadas diariamente con agua
desionizada Milli-Q (Millipore). Durante los experimentos las
soluciones extracelulares fueron burbujeadas con gas carbégeno con el

fin de mantener la correcta oxigenacion y un pH en torno al 7,2.
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3. Camara de mantenimiento

Tras la obtencion de las rodajas existe un periodo de tiempo en el que no se detecta
actividad sinaptica en el tejido, presumiblemente debido al trauma que supone la
preparacion (Selig y Malenka, 1997). Todas las rodajas se mantuvieron un minimo de una
hora en la cdmara de mantenimiento a temperatura ambiente, tiempo suficiente para
permitir la recuperacion de su actividad y la estabilizacién de las células. Esta cadmara
(Figura 7) consiste en un recipiente cerrado en el que el tejido se conserva en interfase
KRB-aire sobre un papel de filtro empapado en solucion KRB (Solucion 1 o Solucion 3)
contenida en una placa Petri. La atmoésfera de la cdmara se mantiene oxigenada y saturada
en vapor de agua mediante un difusor de gas carbdgeno inmerso en el agua con que se
llena el fondo de la camara. El tiempo maximo que las rodajas permanecieron en la camara

de mantenimiento antes de utilizarse para los experimentos fue de 6 horas.

Tapa agujereada
— Placa petri

I I llena de KRB

|_—"(Solucion 1 o 3)
\\ 1

Agua — | O°

Difusor de gas carb6geno

Papel de filtro

Plataforma
de
metacrilato

0 o
0 O

Figura 7. Esquema y fotografia de la cAmara de mantenimiento empleada para la incubacion de

las rodajas de hipocampo.
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4. Unidad de registro

Tanto en los registros en fijacion de corriente de neuronas piramidales en rodajas de
CA1l, como en los registros en fijacion de voltaje de neuronas disociadas se utilizd la
misma unidad de registro (Figura 8), situada sobre una mesa antivibratoria en una campana
de Faraday. La preparacion se perfundid con una solucion extracelular oxigenada con gas
carbogeno que por gravedad llega a la zona de registro, de donde es recogida de forma
suave por un tubo conectado a una bomba, manteniendo el volumen del liquido en la zona
de registro constante. Se empled un microcopio situado sobre la cdmara de registro para

visualizar la preparacion.

Figura 8. Fotografia de la unidad de registro con una ampliacion del bafio.

1.- Electrodo de registro. 4.- Entrada de solucion extracelular (1 o 3).
2.- Placa de registro. 5.- Salida de solucion extracelular.
3.- Objetivo del microscopio. 6.- Tierra.
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5. Soluciones intracelulares

A continuacion se detallan los liquidos intracelulares empleados en la elaboracion
de esta tesis (Tabla 2). La Solucion 1 se empled para registrar los potenciales de accion de
las neuronas en rodaja. Las Soluciones 2 y 3 se emplearon para registrar las corrientes de
calcio y potasio respectivamente de células disociadas. Las soluciones se prepararon
disolviendo en agua desionizada Milli-Q los distintos compuestos a excepcion del Tris-
ATP. Tras el ajuste del pH a 7,2 y la osmolaridad entre 270 y 300 mOsm (ver Tabla 2), se
hicieron alicuotas que se congelaron a -20°C hasta el dia del experimento. El Tris-ATP se
afade fresco cada dia, ya que la descongelacion de este compuesto en una solucion acuosa

altera sus propiedades.

Tabla 2. Soluciones intracelulares.

Solucion 1 (registro de| Solucion 2 (registro de |Solucién 3 (registro de
potenciales de accion) | corrientes de calcio) | corrientes de potasio)
K-Gluconato 125 - -
Cs-Gluconato - 80 -
KCl - - 80
Sacarosa - - 40
EGTA 10 10
BAPTA - -
HEPES 10 10 10
NaCl 8 - -
Tris-ATP 3 5 4
GTP 0,3 0,3 0,3
TEA-C1 - 20 -
MgCl, 2 5 4,5
CacCl, 0,5 0,5 -
Fosfocreatina 20 20 15
Creatina fosfoqui *
(U/ml()]umasa 50 50 i
Osmolaridad * (mOsm) 300 270 275

Tabla 2. Resumen de las soluciones intracelulares (concentraciones expresadas en mM

excepto *). El pH se ajusté con KOH en las Soluciones 1 y 3 y con CsOH en la Solucion 2.
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6. Reactivos y drogas

Las drogas que se utilizaron en los experimentos se prepararon con antelacion como
soluciones stock muy concentradas (1000X) para alterar lo menos posible la composicion
del liquido extracelular al afadirlas, excepto la 4-AP que se prepar6 a 100X. Todas se

disolvieron en agua desionizada Milli-Q excepto la linopiridina que se disolvio en etanol.
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7. Técnicas electrofisiologicas

7.1. Técnica de patch-clamp

La técnica de pinzamiento de membrana en modo de célula entera (whole-cell
patch-clamp) permite registrar ¢l comportamiento eléctrico de la membrana de una tnica
neurona gracias al establecimiento de comunicacion directa entre el medio interno

(citoplasma) de dicha neurona y el liquido que se encuentra en el interior de la micropipeta.

7.1.1. Registro en rodaja

En el caso del registro en rodaja se utilizé el método ciego (Blanton et al., 1989;
Coleman y Miller, 1989) para registrar intracelularmente por pinzamiento de membrana en
célula entera las neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo. Para dichos registros
se emplearon micropipetas de vidrio fabricadas a partir de capilares de vidrio (borosilicato
de 0.86 mm de didmetro interno), utilizando un estirador de micropipetas horizontal de la
marca Sutter Instruments. Posteriormente, las micropipetas se rellenaron con solucion

intracelular (Solucion 1, Tabla 2) presentando unas resistencias de entre 4 y 10 MQ.

Micropipeta
de registro

Figura 9. Esquema de registro intracelular en una neurona piramidal de CA1.

Para obtener los registros de las neuronas piramidales en rodaja, se situd la
micropipeta sobre el stratum pyramidale de CA1, con una disposicion paralela a la capa de
somas (Figura 9). Se aplicoé una presion positiva de entre 4 y 5 ml en el interior de la
micropipeta utilizando una jeringa de 10 ml conectada por un tubo de polietileno al soporte
(holder) de la micropipeta, para evitar que algin resto de tejido tapone la punta de la
micropipeta, mientras se va introduciendo en el tejido mediante un micromanipulador.

Durante todo este proceso se aplicaron pulsos negativos de voltaje (3 mV de amplitud, 60
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ms de duracion, frecuencia de 5 Hz) a través de la punta de la micropipeta mediante el
amplificador (Axoclamp 2A) en modo de registro de fijacion de voltaje a 0 mV, mientras
se monitorizaba la corriente registrada en el osciloscopio. Cuando se observd una
disminuciéon en el tamano del pulso de corriente, supuestamente producida por el
acercamiento de una membrana de una célula a la punta de la micropipeta, se ejercid
presion negativa a través de la jeringa, consiguiéndose en muchas ocasiones la formacion
de un sello de la punta de la micropipeta con dicha membrana, detectandose un aumento de
la resistencia de la micropipeta hasta valores de gigaohmios. Cuando el sello era estable,
tras fijar el voltaje a -65 mV, se realizdo una ligera succion para abrir el parche de
membrana, comunicando el interior de la micropipeta con el citoplasma celular. Una vez

finalizado este proceso se paso a registrar en fijacion de corriente.

7.1.2. Registro de células disociadas

En el caso del registro de células disociadas no se empled el método ciego, puesto
que las células estan visibles en todo momento (Figura 10). Se utilizaron las mismas
micropipetas que en el caso anterior, pero modificadas para que la punta de la micropipeta
sea mas corta y de mayor diametro. Posteriormente, las micropipetas se rellenaron con la
solucion intracelular (Solucion 2 o Solucion 3), presentando unas resistencias de entre 3 y
7 MQ). Para realizar estos registros se situ6 la micropipeta, mediante un micromanipulador,
encima de una de las células disociadas, en este caso no es necesaria la aplicacion de
presion positiva en la punta de la micropipeta, y se descendio la punta del electrodo hasta
hacer contacto con la membrana plasmatica de la neurona. El resto de la técnica fue similar

a la descrita para el registro de neuronas piramidales en rodajas, a excepcion de:

- El amplificador empleado, Axopatch 1D para los registros de corrientes de calcio
y el Axopatch 200B para los registros de corrientes de potasio.

- El pulso negativo para la obtencion del sello, que en el caso del amplificador
Axopatch 200B fue de 5 mV de amplitud y 10 ms de duracion.

Finalizado este proceso se mantuvo a la neurona en fijacién de voltaje para registrar

las corrientes.
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Figura 10. Imagenes de neuronas recién disociadas del area CA1 del hipocampo registradas con la

técnica de patch-clamp.

7.2. Registros en fijacion de corriente

Para los experimentos realizados en rodajas de hipocampo se utilizé el modo de
fijacion de corriente, que permite fijar el potencial de la membrana por medio de inyeccion
de corriente y registrar los cambios de voltaje para una corriente determinada. Los registros
fueron adquiridos a través de un Headstage HS-2 de ganancia 0,1 acoplado a un
amplificador Axoclamp 2A y digitalizado con Digidata 1322 (Molecular Devices). Como
electrodo de referencia se utilizd una pildora de plata clorurada sumergida en la solucion
de perfusion de la cdmara de registro, conectada a un cable que, en su otro extremo, se unio
al conector de tierra del Headstage. Las células piramidales incluidas en este estudio tenian
un potencial de membrana en reposo de al menos -60 mV y el pico de sus potenciales de
accion siempre superaban los 0 mV. Las células fueron mantenidas brevemente por
fijacion de corriente en -60 mV para medir las propiedades basicas de membrana. La

resistencia en serie fue compensada en estos registros.

En la mayoria de registros en rodaja se afadi6 al medio extracelular el antagonista
del receptor de glutamato 6-cyano-7-nitro-quinoxaline-2,3-dione (CNQX, 15 uM) para
bloquear potenciales rapidos postsinapticos excitatorios y el antagonista del receptor de
GABA picrotoxina (PTX, 100 uM) para bloquear los potenciales rapidos postsinapticos

inhibitorios.
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7.3. Registros en fijacion de voltaje

La permeabilidad de la membrana de cualquier i6n es funcion de dos variables:
tiempo y voltaje. Para poder estudiar la permeabilidad de forma cuantitativa es necesario
poseer control experimental de una de estas dos variables. Con la técnica de control de
voltaje se consigue este objetivo, fijando el valor del potencial de membrana a un valor
constante para observar como la permeabilidad varia en funcidon de la otra variable
(tiempo). De este modo se puede medir la corriente de membrana que fluye a un potencial
de membrana fijo y utilizar los cambios en el tiempo de las corrientes de membrana como
un indice de la evolucion temporal de los cambios subyacentes en la conductancia i6nica
de la membrana. Cuando el potencial fijado es diferente al potencial de membrana, el
amplificador pasa corriente a fin de llevar el potencial de membrana al valor que
deseamos. Esta corriente es positiva cuando el potencial fijado es mas positivo que el
potencial de membrana de reposo, y es negativa cuando el potencial fijado es mas
negativo. La cantidad de corriente que pasa el amplificador para mantener el potencial de

membrana igual al potencial fijado es la que se registra y se estudia.

Los registros en fijacion de voltaje en neuronas piramidales disociadas se pueden
dividir en dos grupos: a) registros para corrientes de calcio, realizados con el amplificador
Axopatch 1D, utilizando la solucién intracelular 2 (Tabla 2) y compensando la resistencia
y la capacidad de membrana un 75-80%; b) registros de corrientes de potasio, realizados
con el amplificador Axopatch 200B, utilizando la solucién intracelular 3 (Tabla 2) y
compensando la resistencia y la capacidad de membrana un 80%. En ambos tipos se
digitalizaron las sefales analdgicas mediante el digitalizador Digidata 1322. Se eligieron
para registrar aquellas neuronas que presentaban un tono brillante y uniforme. Las
neuronas bajo estas condiciones aguantan hasta 40 minutos de registro. Solo se utilizaron
aquellas neuronas que presentaron una resistencia de acceso por debajo de 20 MQ y una
resistencia de membrana por encima de 150 MQ. Tampoco se registraron células con una
capacidad de membrana por debajo de 10 pF. Ademas, en el caso de los registros de
corrientes de potasio tampoco se utilizaron las células con una capacidad por encima de 30

pF.
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8. Analisis de los registros

Todos los registros fueron digitalizados a 20 kHz y analizados con los programas
pClamp 9.2 y Origin. Al emplear distintos liquidos intracelulares y extracelulares el
junction potencial varia de unos experimentos a otros, por lo que todos los datos que se
muestran en esta tesis han sido normalizados teniendo en cuenta su junction potential para

que sean comparables entre si.
8.1. Medicion de las propiedades basicas de membrana en células en rodaja

El potencial de membrana en reposo (Vm) se midi6 al inicio de los registros, antes

de fijar la célula a un voltaje determinado.

El resto de las propiedades basicas de membrana se midieron manteniendo las
células a -60 mV en fijacion de corriente, para evitar diferencias en la resistencia de la
membrana voltaje-dependientes y variaciones en el potencial de membrana. Se
administraron pulsos cuadrados hiperpolarizantes, de entre 10 y 30 pA de amplitud y 300
ms de duracidn, a través de la micropipeta de registro y se midio la respuesta de voltaje

producida (Figura 11).

El valor de la resistencia de membrana (Rm) se calcul6 a partir de la Ley de Ohm.
Es decir, la relacion entre la intensidad del pulso de corriente (I) y la diferencia de voltaje
(AV) que genera este pulso (Rm = AV/I), donde AV es la diferencia entre el voltaje inicial
(Vi) antes del pulso y el voltaje final que se alcanzaria de forma pasiva si no existieran
conductancias dependientes de tiempo y voltaje (como las corrientes de sodio y potasio
activadas por la hiperpolarizacion). Para calcular este voltaje final se tomaron los valores
de voltaje de los 100 milisegundos del comienzo del pulso, cuando el cambio de voltaje en
la membrana aun no ha llegado a un valor méximo estable, y se realizo una simulacion en
el programa Origin donde se alcanza el valor méximo estable para ese pulso pero sin la

interferencia de estas conductancias.

La constante de tiempo (1) es el tiempo en el cudl se alcanza el 63% del voltaje

total. En el caso de que la membrana sélo tuviera propiedades resistivas, un pulso de
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corriente que atraviesa la misma provocaria un cambio de potencial instantaneo. Sin
embargo, la membrana neuronal tiene propiedades capacitivas ademas de las resistivas que
tienen como efecto una reduccién de la velocidad a la que cambia el potencial de
membrana en respuesta a un pulso de corriente. El tiempo que tarda en alcanzar el voltaje
maximo varia dependiendo de las propiedades capacitivas y resistivas de cada neurona.
Para conocer dichas propiedades se estudia la constante de tiempo de la membrana que se
define como el producto de la resistencia a la entrada de corriente por la capacidad de la
membrana. La constante de tiempo se calculdé experimentalmente, correspondiendo al

tiempo que tarda el potencial de membrana en alcanzar 63 % de su valor maximo estable.

La capacidad de membrana (Cm) se calculd a partir de la relacion de la constante

de tiempo y la resistencia de membrana (Cm =t/ Rm).

Cm=——
Rm

Figura 11. Registro en fijacion de corriente con un pulso negativo de 300 ms de duracion y
una intensidad de 20 pA. La linea gris discontinua se representa la simulacion realizada con el

programa Origin.

8.2. Clasificacion del patron de disparo

Las neuronas piramidales de CA1 presentan dos modos de disparo ante un pulso
despolarizante: un disparo en rafagas o BS (Burst-spiking) o un disparo regular o RS
(Regular-spiking). Aunque el comportamiento en la mayoria de los casos se puede
distinguir claramente se realizd un estudio de los intervalos de tiempo entre las espigas
para clasificar con mayor rigor a las neuronas. Para cada célula se midio el intervalo entre
espigas o ISI (interspike interval) mas corto para un pulso despolarizante que cause un tren
de potenciales de accion (entre 4-8 espigas) y se dividio entre el ISI promedio de dicho
pulso, obteniendo asi un ratio conocido como ISI ratio. Cuando este ISI ratio es menor de

0,4 la célula se clasifico como BS, cuando el ISI ratio es mayor de 0,4 se considerd RS.
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8.3. Medicion de los parametros del potencial de accion (PA)

Los parametros del potencial de accion fueron analizados en el primer PA inducido
tras un pulso de corriente despolarizante en neuronas piramidales de CA1 (Figura 12), a
excepcion del estudio del ensanchamiento de los potenciales de accion (apartado 3.3 de
Resultados) en donde también se analizd el potencial de accidon que se produce a los 600 +

25 ms del inicio del pulso, para compararlo con el primer PA del mismo pulso.

El umbral de disparo fue definido como el voltaje en el que la velocidad de
despolarizacion sobrepasaba los 10 V/s. Criterios similares han sido adoptados por otros

autores (Stuart et al., 1997; Fricker et al., 1999).

La amplitud del potencial de accion se calculdo como la diferencia entre el potencial
de membrana inmediatamente anterior a la administracion del pulso de corriente y el valor
de voltaje maximo alcanzado por el potencial de accion, y se la denomino amplitud
maxima. En el estudio de los PA del apartado 3.3 de Resultados se empled como medida la
amplitud umbral, definida como la diferencia entre el potencial de membrana del umbral

de disparo del PA y el valor del voltaje maximo alcanzado por el PA.

La duracion del PA se calculdo como el tiempo que transcurre desde que el PA
alcanza el potencial de -20 mV hasta que decae al mismo voltaje, denominandola duracion
a -20 mV. En el apartado 3.2 de Resultados, al estudiar PA de neuronas que se encuentran
en diferentes potenciales de membrana, se emple6 la duracion media, definida como el
tiempo que transcurre desde que el PA alcanza el voltaje que corresponde al 50 % de su

amplitud maxima hasta que decae al mismo voltaje.

La despolarizacion y la repolarizacion méaxima del potencial de accidon se midieron
tomando el valor maximo y minimo, respectivamente, de la primera derivada del PA

respecto al tiempo.
La repolarizacion méaxima del primer tercio se midi6é tomando el valor méximo de

la pendiente en el primer tercio de la fase de repolarizacion, comenzando 300 ps después

del pico del potencial de accion.
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Figura 12. Registro de un potencial de accion. En gris se representa la primera derivada

respecto al tiempo del registro.

8.4. Medicion de los parametros de la despolarizacion postpotencial (ADP)

La despolarizacion postpotencial o ADP se generd tras una inyeccion de corriente
despolarizante de 5 ms, con una intensidad suficiente para generar un potencial de accion,
en registros de fijacion de corriente. Se analiz6 la duracion media y la amplitud maxima

del ADP (Figura 13).

La amplitud maxima del ADP se midi6é como la diferencia entre el pico maximo de
voltaje del ADP y el potencial de membrana inmediatamente anterior a la administracion
del pulso. Algunas células no presentan un pico maximo bien definido, en estos casos el
valor de voltaje tomado como maximo fue aquel que coincidia en el tiempo con el

promedio de los picos maximos de las células que si presentan un pico bien definido.

El inicio del ADP se defini6 como el tiempo en el que el potencial de accion
alcanza su valor minimo de velocidad de repolarizacion, medida a partir de la primera
derivada frente al tiempo. El intervalo de tiempo entre el inicio del ADP y el tiempo en el

cual ha caido un 50% de su amplitud méxima es lo que se toma como duracién media.
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PA

pnydwy

Duracion media 5mV

ewixew

Inicio ADP

Figura 13. Registro de un potencial de accion y su despolarizacion postpotencial (ADP).

8.5. Medicion de 1 a densid ad de corriente en los exp erimentos en fijacion de

voltaje

La cantidad de corriente registrada en una neurona es dependiente del tamafio
celular, por lo que no se debe usar unicamente el valor de la corriente registrada para
analizarlas debido a que la capacidad de membrana varia entre los animales controles e
hipotiroideos durante el desarrollo. Para normalizar estos valores, se calcul6 la densidad de
corriente (pA/pF), que se relaciona con el nimero de canales por unidad de superficie. Se
midié dividiendo la amplitud al pico de la corriente (pA) registrada entre su capacidad de
membrana (pF). En el caso de las corrientes obtenidas por sustraccion (corriente T,
corriente D y corriente A aisladas por prepulso de inactivacion), la amplitud al pico para
cada caso se midid con respecto a la linea base que se corresponde con el valor de 0 pA
debido a la sustraccion (Figura 14, izquierda). En el caso de la corriente obtenida sin
sustraccion (corriente A aislada por farmacologia), la amplitud se midi6 como la diferencia
entre el pico de la corriente y el promedio del valor de la corriente durante los Gltimos 50

ms de la inyeccién del pulso, tomando este valor como la linea base (Figura 14, derecha).
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Corriente T Corriente A
Amplitud 1, Amplitud 1,
. - linea base (dltimos 50 ms)
Corriente D
...... |250 pA N_}
500 pA 150 ms
Amplitud |, :

Figura 14. Izquierda: ejemplos representativos de
0 pA corrientes obtenidas por sustraccion de dos registros:
Corriente A corriente T, corriente D y corriente A aislada por
T prepulso de inactivacion, en donde la linea base para
medir la amplitud de la corriente se corresponde con
Amplitud |, J 200 pA el valor de 0 pA. Derecha: ejemplo representativo de

: 50 ms la corriente A aislada por farmacologia, en donde la

linea base para medir la amplitud de la corriente

0 pA = corresponde al promedio del valor de la corriente

durante los tltimos 50 ms de la inyeccion del pulso.

8.6. Obtencion de las constant es de ti empo de caida de la s corrientes en los

experimentos en fijacion de voltaje

Las cinéticas de inactivacion indican como decae la corriente a lo largo del tiempo
a un voltaje determinado. Para el estudio de las mismas se emplearon dos métodos. Por un
lado, para las corrientes obtenidas de la sustraccion de dos registros, la corriente T y la
corriente D, se calculd la constante de tiempo de caida, es decir el tiempo que tarda la
corriente en caer un 63% de su amplitud total (Figura 15, izquierda), obteniendo una tnica
constante de tiempo de caida. Por otro lado, para la corriente obtenida sin sustraccion de
dos registros, la corriente A aislada por farmacologia, se utilizé el programa pClamp 9 para
ajustar la caida a una exponencial doble, obteniendo dos constantes de tiempo de caida,

una rapida (Trs) y otra lenta (tg0w) (Figura 15, derecha).
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Corriente T Thast Corriente A

| 500 pA

250 ms

Amplitud

Figura 15. Analisis de las constantes de tiempo de caida de las corrientes registradas en fijacion de
voltaje. Izquierda: Ejemplo de un registro de corriente T obtenida por sustraccion. La flecha indica el
tiempo donde se mide la constante de caida, al 63% de la amplitud total. Derecha: Ejemplo de un
registro de corriente A obtenida por farmacologia. En este caso las constantes de caida se miden
utilizando el programa pClamp, ajustando la caida a una doble exponencial (azul), obteniendo dos

constantes de tiempo de caida (rojo).

8.7. Obtencion de las graficas de activacion

Las curvas de activacion que se presentan en esta tesis fueron normalizadas frente a
la conductancia méaxima a partir de curvas de la relacion corriente-voltaje (I-V). La
conductancia (G) fue calculada dividiendo la amplitud de la corriente entre la fuerza
electromotriz o driving force. La driving force se define como la diferencia entre el
potencial de inversion de un i6n determinado (en nuestro caso Ca’" 0 K”) y el potencial al
cual se obtuvo la corriente. Las conductancias obtenidas para cada voltaje fueron
normalizadas con respecto a las conductancias maximas, promediadas y representadas en
las Figuras 39, 44 y 51. La curva continua de la grafica representa el ajuste de los datos a la
ecuacion de Boltzmann (G=1 / [1+exp (Vs0-V) / k]), donde Vs es el voltaje de activacion

medio (cuando el 50% de los canales estan abiertos) y k es la pendiente de la curva.

55



MATERIAL Y METODOS

8.8. Medicion de la carga total de corriente D-like

Dentro de las corrientes estudiadas en esta tesis la corriente D es la que presenta las
cinéticas de inactivacion mas lentas, por lo que, ademas de conocer su densidad de
corriente al pico, también es importante conocer la densidad de carga total de la corriente
D-like a lo largo del tiempo. La carga total fue calculada como el area debajo de la curva
del registro de la corriente D (corriente e tiempo). Al dividirla entre la capacidad de
membrana de la célula se obtiene la densidad de carga total. Para medir el area debajo de la

curva se realizo la integral de cada registro (Figura 16).

\500 PA

250 ms

Integral

Figura 16. Obtencion del valor de la carga total de corriente D medida como area en pA - ms (gris) a

partir de la integral de un registro de corriente D aislada por sustraccion.
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9. Analisis de imagen

Las imagenes de las células disociadas fueron realizadas con una cdmara CCD-IRIS
justo antes del comienzo de los experimentos. Se midio el area de los somas y de las
dendritas con el programa Adobe Photoshop CS3, considerando a cualquiera de las
proyecciones del soma como dendritas cuando el diametro de la misma fue menor de 3,5

micras (Figura 17).

Figura 17. Ejemplos representativos de células disociadas. En azul se muestra el area del

soma y en verde el area de las dendritas.
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10. Analisis estadistico

Los valores promedios de los datos procedentes de cada tipo de experimento se
presentan como media * error estdndar. El andlisis estadistico utilizado para la
comparacion de las condiciones experimentales se basd en la determinacion de la
diferencia de medias de los grupos mediante el test de contraste de la t de Student. Cuando
las medias comparadas pertenecen al mismo registro, se utilizé la aplicacion del test para
medidas pareadas. En cambio, cuando se comparan medias de registros distintos, se aplicd
este test pero para medidas independientes. Las diferencias se consideraron significativas
cuando el valor de p result6 inferior a 0,05. Para todos los analisis estadisticos se utilizo6 el

programa Origin.
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4. RESULTADOS
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1. Efectos del hipotiroidismo sobre las propiedades basicas de la
membrana neuronal

En primer lugar, dentro del estudio comparativo entre animales controles e
hipotiroideos se estudiaron las propiedades electrofisiologicas basicas de membrana de las
neuronas piramidales del area CA1 durante el desarrollo postnatal. Estos experimentos se
llevaron a cabo en ratas de entre 9 y 19 dias de edad postnatal, mediante registros de patch-
clamp de membrana en célula entera en rodajas hipocampales y en neuronas disociadas.
Las propiedades electrofisiologicas basicas estudiadas fueron: el potencial de membrana en
reposo (Vm), la resistencia de membrana (Rm), la constante de tiempo (t) y la capacidad de
membrana (Cm). Hay que tener en cuenta que los resultados obtenidos en rodaja son mas
fisiologicos. Por un lado, las células disociadas presentan un arbol dendritico truncado
debido al proceso de disociacion, mientras que las células registradas en rodaja mantienen
su morfologia sin alteraciones. Por otro lado, los liquidos intracelulares empleados en los
registros en rodaja son mas similares a los fisiologicos que los empleados en los registros

en disociadas.
1.1. Propiedades de membrana de neuronas registradas en rodaja

1.1.1. Potencial de membrana en reposo

Se comenzd el estudio de las propiedades eléctricas comparando las posibles
diferencias entre ratas controles e hipotiroideas del potencial de membrana en reposo,
registrado en neuronas piramidales del area de CA1 del hipocampo. Para ello, se tomo el
valor del potencial de membrana en reposo (Vm) de 151 neuronas de ratas controles y de
152 hipotiroideas registradas en rodaja, en dos grupos de edad: de 9 a 12 dias y de 16 a 19
dias, encontrando que las neuronas hipotiroideas presentan un potencial de membrana

estadisticamente mas despolarizado que las controles (Tabla 3).

Tabla 3. Potencial de membrana en reposo de las neuronas registradas en rodaja expresado en mV

Edad Grupo Vm (mV) N° de células
Control -73,3+0,4 86
po-12 TX 71,7 + 0,4%* 65
Control -73,8 0,5 77
P16-19 TX 72,6 £ 0,4% 75

TX vs.Control: * p<0,05; ** p <0,01.
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1.1.2. Resistencia de membrana

A continuacidn se estudiaron las posibles diferencias en la resistencia de membrana
(Rm) entre ratas controles e hipotiroideas. Para que el factor del potencial de membrana no
influyera en los resultados, se controldé su valor durante la aplicacion de los pulsos de
corriente, manteniéndolo en -60 mV (ver Material y Métodos). Las neuronas hipotiroideas
presentan resistencias de membrana estadisticamente mayores que las controles en los dos
grupos de edad (Tabla 4). Estos datos se confirman al analizar el bias current que necesitan
las células para pasar de -60 a -80 mV, tanto en el grupo P9-12 (control: 56,64 + 3,44 pA,
n=32 vs. TX: 40,87 + 3,44 pA, n=20, p < 0,01) como en el grupo P16-19 (control: 123,35 +
7,67 pA n=24 vs. TX: 112,82 + 4,35 pA, n=24). Las neuronas hipotiroideas necesitan
menos corriente para llegar a -80 mV desde -60 mV debido a su mayor resistencia de

membrana.

Tabla 4. Resistencia de membrana de las neuronas registradas en rodaja expresada en MQ

Edad Grupo Rm (MQ) N° de células
Control 461 £ 20 86
Po-12 TX 609 + 29%* 65
Control 280 + 14 77
P16-19 TX 341 + 15%* 75

TX vs.Control: ** p <0,01.

1.1.3. Constante de tiempo de la membrana

La constante de tiempo se midi6 experimentalmente, correspondiendo al tiempo que
tarda el potencial de membrana en alcanzar el 63 % de su valor maximo estable. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las constantes de tiempo

obtenidas en las neuronas piramidales controles con respecto a las hipotiroideas (Tabla 5).

Tabla 5. Constante de tiempo de membrana de las neuronas registradas en rodaja expresada en ms

Edad Grupo T (ms) N de células
Control 53,7+1,5 86
P9-12 TX 54,9+ 1,8 65
Control 48,6 £ 1,8 77
P16-19 TX 46,5 +2,3 75
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1.1.4. Capacidad de membrana

La ultima propiedad que se estudi6 fue la capacidad de membrana (Cm). En el caso
de las células registradas en rodaja se calcula a partir de la relacion entre la resistencia de
membrana y la constante de tiempo (Cm = t / Rm). Después de realizar el analisis
estadistico se observo que existen diferencias muy significativas entre las ratas controles e

hipotiroideas, con una clara disminucion de la Cm en el hipotiroidismo (Tabla 6).

Tabla 6. Capacidad de membrana de las neuronas registradas en rodaja expresada en pF

Edad Grupo Cm (pF) N° de células
Control 127,4 £4,7 86
P9-12 ’ ’
) TX 98,1 & 3,2%** 65
Control 186,8 +5,8 77
P16-19 TX 140,8 + 4,3*** 75

TX vs.Control: *** p <0,001.

1.1.5. Cambios durante el desarrollo

Cuando se analizaron las propiedades electrofisiologicas basicas de membrana de
las neuronas piramidales del area CA1 durante el desarrollo postnatal, se observo que la
resistencia de membrana del grupo P16-19 era estadisticamente menor con respecto al P9-
12 mientras que la capacidad de membrana era estadisticamente mayor, tanto en el grupo
control como en el hipotiroideo (Tabla 7). Por tanto, la resistencia de membrana disminuye
mientras que la capacidad de membrana aumenta durante el desarrollo. En relacion a la
constante de tiempo, aunque no se encontraron diferencias entre controles e hipotiroideas
(Tabla 5), si se observo una disminucion durante el desarrollo en ambos grupos (Tabla 7).
Por el contrario, se mantiene constante el potencial de membrana en reposo durante el

desarrollo tanto en controles como en hipotiroideas (Tabla 7).

Tabla 7. Propiedades electrofisiologicas basicas de las neuronas registradas en rodaja durante el desarrollo

Grupo Edad Rm (MQ) Cm (pF) Cte. de tiempo (ms) Vm (mV)  N°de células
P9-12 461 +20 127,4 +£4,7 53,7+ 1,5 -73,3+04 86
Control
P16-19 280 + 14%** 186,8 £ 5,8%** 48,6 £ 1,8* -73,8+0,5 65
X P9-12 609 + 29 98,1 £3,2 549+1,8 -71,7+£0,4 77
P16-19 341 £ 15%** 140,8 + 4,3%** 46,5 £2,3%* -72,6 0,4 75

*p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.
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En resumen, en ausencia de hormona tiroidea las neuronas piramidales del area
CAL presentan: un potencial de membrana en reposo ligeramente despolarizado, una menor
capacidad y una mayor resistencia de membrana que las neuronas controles, sin alterarse la
constante de tiempo.

Durante el desarrollo, la capacidad de membrana aumenta y disminuyen la
resistencia y la constante de tiempo. Estos cambios se producen tanto en ausencia como en
presencia de la hormona tiroidea. Por el contrario, el potencial de membrana en reposo se

mantiene estable desde P9 a P19 en ambos grupos.

1.2. Propiedades basicas de membrana de neuronas disociadas

Dentro del estudio comparativo entre animales controles e hipotiroideos se han
estudiado las propiedades electrofisiologicas bésicas de membrana de las neuronas
piramidales disociadas. Esta preparacion se utilizé para estudiar tanto la corriente T (Ir) de
calcio, como las A (I4) y D (Ip) de potasio mediante la técnica de fijacion de voltaje. A fin
de realizar un analisis adecuado de las propiedades electrofisiologicas basicas, se han
distribuido a las células disociadas segun el tipo de solucion intracelular y amplificador
empleado en el experimento, obteniendo dos grupos de células, las registradas durante el
estudio de la corriente T de calcio (Solucion intracelular 2, amplificador Axopatch 1D), y
las registradas durante el estudio de las corrientes A y D de potasio (Solucion intracelular
3, amplificador Axopatch 200B) (ver Material y Métodos). En el estudio de las propiedades
basicas de Ir se utilizaron 70 neuronas piramidales de ratas controles, 81 de ratas
hipotiroideas (grupo TX) y 57 de ratas hipotiroideas con tratamiento con T3 (grupo
TX+T3.). En el estudio de la Iy y Ip se utilizaron 189 neuronas controles y 178
hipotiroideas, en este estudio no se midid el potencial de reposo debido a que las
concentraciones de potasio intracelular empleadas lo llevan a valores més despolarizados
de -50 mV, que lo hacen inestable. Ademas, al medirlo se compromete la viabilidad de las

neuronas.

1.2.1. Potencial de membrana en reposo
Al contrario de los resultados obtenidos en las neuronas registradas en rodaja
hipocampal, el potencial de membrana en reposo de las neuronas disociadas hipotiroideas

es similar al de las controles en ambos grupos de edad (Tabla 8).
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Tabla 8. Potencial de membrana en reposo de las neuronas disociadas expresado en mV

Edad  Grupo  Estudio de la It (n)
Control -59,7+ 0,2 (36)

9-12 TX -59,5+0,3 (37)
TX + T3 -59,3+£0,2 (30)
Control -59,8 £ 0,3 (34)

16-19 TX -59,6 £ 0,2 (44)
TX + T3 -58,6 £ 0,3 (27)

1.2.2. Resistencia de membrana

La resistencia de membrana de estas neuronas se obtuvo mediante el “test
membrane” del programa pClamp 9 al mismo voltaje de fijacion que se utilizo durante el
registro en rodaja (-60 mV). En el estudio de la corriente T, las neuronas hipotiroideas
presentan una resistencia de membrana mayor que las neuronas controles en ambos grupos,
aunque las diferencias no son estadisticamente significativas (Tabla 9). Por el contrario, si
es estadisticamente significativa la disminucion en la resistencia de membrana que se
produce en las células hipotiroideas que han recibido tratamiento con T3 respecto a las
hipotiroideas sin tratar. Las células tratadas revierten el valor de su resistencia hasta el de
las células control. Por otra parte, la elevada resistencia de membrana que presentan las
neuronas disociadas registradas en el estudio de la corriente T (Tabla 9) se debe a los

bloqueantes de canales de potasio (Cs y TEA intracelular) utilizados en dicho estudio.

Tabla 9. Resistencia de membrana de las neuronas disociadas expresada en MQ

Edad  Grupo Estudiode laIr (n)  Estudio de las I y Ip (n)

Control 1755+ 135 (36) 727 £ 38 (78)
9-12  TX 2056 + 146 (37) 753 + 42 (88)

TX+T3 1628+ 134 (30)"

Control 1703 + 126 (34) 625+ 31 (111)
16-19  TX 1933 + 112 (44) 606 + 28 (90)

TX+T3  1592+97 (27)"

TX+T3 vs. TX: " p<0,05.
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1.2.3. Capacidad de membrana

Para medir la capacidad de membrana de las células disociadas se utilizd también el
“test membrane” del programa pClamp 9. Las neuronas disociadas también presentan una
disminucién en la capacidad de membrana por la ausencia de hormona tiroidea, aunque es
de menor magnitud que en el caso de las registradas en rodaja, probablemente a
consecuencia de la perdida de la gran parte del arbol dendritico producida durante el
proceso enzimatico y de disgregacion de las células (Tabla 10). Dicha disminucion es
estadisticamente significativa en el grupo de neuronas disociadas para el estudio de las
corrientes de potasio. Por otra parte, se produce una recuperacion hacia los valores

controles cuando se trata con T3 a las ratas hipotiroideas.

Tabla 10. Capacidad de membrana de las neuronas disociadas expresada en pF

Edad Grupo  Estudiodelalr(n) Estudio delasIayIp(n)

Control  23,5+0,9 (36) 17,8 £0,5 (78)
9-12  TX 22,2+0,7 (37) 15,6+ 0,5 (88)**

TX+T3  23,3+0,7(30)

Control 22,1 +0,9 (34) 17,5+0,5 (111)
16-19  TX 20,2+ 0,5 (44) 15,5+ 0,5 (90)**

TX+T3  24,1+09 Q7"

TX vs.Control: ** p< 0,01. TX+T3 vs. TX: ™ p<0,01.

1.2.4. Constante de tiempo de la membrana

La constante de tiempo de las células disociadas se obtiene de distinta forma que en
las neuronas en rodaja. Puesto que se conoce la resistencia y la capacidad de la membrana
mediante el “test membrane” del programa pClamp 9, por definicion el producto de la
mismas es la constante de tiempo (t = Cm + Rm). La ausencia de hormona tiroidea no altera
significativamente la constante de tiempo en las células disociadas en ninguno de los
grupos (Tabla 11), de forma similar al resultado obtenido en las neuronas registradas en

rodaja.
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Tabla 11. Constante de tiempo de membrana de las neuronas disociadas expresada en ms

Edad Grupo  Estudiodelalr(n) Estudio delasIs yIp (n)

Control 39,9 +2,7 (36) 12,8 £ 0,7 (78)
9-12 TX 44,1 £2,8 (37) 11,6 £ 0,8 (88)

TX + T3 37,1 +£2,9(30)

Control 36,2 +2,4 (34) 10,6 £ 0,5 (111)
16-19 TX 38,0 £ 1,9 (44) 9,3+0,5(90)

TX+T3  372+18(27)

1.2.5. Cambios durante el desarrollo

En las neuronas piramidales disociadas desaparecen gran parte de las diferencias en
las propiedades electrofisiologicas basicas que presentan las neuronas registradas en rodaja
durante el desarrollo postnatal, tanto en controles como en hipotiroideas. Asi, las
diferencias observadas en la resistencia de membrana y en la constante de tiempo durante
el desarrollo en las neuronas registradas en rodaja desaparecen en el grupo de células
disociadas del estudio de la It de calcio (Tabla 12), pero se mantienen en el grupo de
células disociadas del estudio de las I, y Ip de potasio (Tabla 13). Desaparece por completo
el aumento de la capacidad de membrana del grupo P16-19 con respecto al P9-12 que se
observaba en las neuronas registradas en rodaja y que se relaciona con el aumento de la
superficie celular por el desarrollo del arbol dendritico (Tabla 12 y 13). Dicha desaparicion
posiblemente se debe a que el proceso de disociacion homogeniza el tamano celular. El
potencial de membrana sigue sin alterarse durante el desarrollo en el grupo de células

disociadas del estudio de la It de calcio, como ocurre en las neuronas registradas en rodaja.
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Tabla 12. Propiedades electrofisiologicas basicas de las neuronas

disociadas registradas en el estudio de la I durante el desarrollo

Grupo Edad Rm (MQ) Cm (pF) Cte. detiempo (ms) Vm(mV) N°de células

P9-11 1755+135 23,5+09 39,9 +2.7 -59,7+0,2 36
Control

P17-19 1703+ 126 22,1+0,9 36,2 +2,4 -59,8 £ 0,3 34

PO9-11 2056 + 146 222+0,7 37,1£29 -59,3+£0,3 37

P17-19 1933 +112 20,2+0,5 38,0+1,9 -59,6 £0,2 44

Tabla 13. Propiedades electrofisiologicas basicas de las neuronas

disociadas registradas en el estudio de las [ y Ip durante el desarrollo

Grupo Edad Rm (MQ) Cm (pF)  Cte. de tiempo (ms) N°de células

P9-12 727 £ 38 17,8 +0,5 12,8 +£0,7 78
Control

P16-19 625 +31* 17,5+0,5 10,6 +£0,5* 111

P9-12 753 £42 15,6 £0,5 11,6 £0,8 88

P16-19 606 + 28* 15,5+0,5 9,3+0,5% 90

Control vs. TX: * p <0,05.

1.2.6. Estudio morfologico de las neuronas disociadas

Como se describio en el apartado de Material y Métodos para obtener las células
disociadas se somete a las rodajas de hipocampo a un proceso enzimdtico y a otro
mecanico. Existe la posibilidad de que el proceso afecte de distinta forma a las células
piramidales hipotiroideas con respecto a las controles, considerando que las células
piramidales hipotiroideas presentan un arbol dendritico alterado y un tamafio celular menor
(Rami et al., 1986b). A fin de descartar esta hipotesis se realiz6é un estudio morfolégico de
las neuronas disociadas registradas, a partir de las imagenes tomadas justo antes del inicio

del registro, midiendo el area de soma y de dendritas (Tabla 14).

A partir de dicho estudio se ha comprobado que las diferencias observadas entre
controles e hipotiroideas en la capacidad de la membrana celular (Tabla 10), se relacionan
con las del tamafio somatico y no con las del arbol dendritico (Tabla 14). Estos resultados
permiten descartar que el proceso de disociacion afecte de distinta forma a las células

hipotiroideas frente a las controles, por lo que las diferencias encontradas en las
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propiedades bésicas no se relacionan con la extension del arbol dendritico, el cual se

normaliza durante el proceso de disociacion.

Tabla 14. Promedios del 4rea del soma y de las dendritas de neuronas disociadas expresados en pm’

Edad Grupo Area de soma Area de dendritas N° de células
Control 253,7+5,5 165,2 £ 6,0 110
P9-12
X 210,1 £ 5,4%** 156,2+ 5,6 119
Control 253,5+7,0 157,1 £5,5 148
P16-19
TX 213,8 £ 5,3%** 161,4+5,7 128
k% p < (0,001

En resumen, las propiedades basicas de membrana en las neuronas disociadas
sufren distintas alteraciones en ausencia de hormona tiroidea en funcion del estudio
realizado, bien sea para el estudio de la corriente T, o para el estudio de las corrientes de
potasio. La resistencia de membrana tiende a ser mayor en las neuronas disociadas
hipotiroideas para el estudio de la corriente T, produciéndose una recuperacion hacia
valores controles con el tratamiento con T3, sin embargo, en el estudio de las corrientes de
potasio la resistencia no se encuentra alterada en las neuronas disociadas hipotiroideas. La
capacidad de membrana tiende a disminuir en ambos grupos en ausencia de hormona
tiroidea, siendo esta disminucion estadisticamente significativa en las neuronas para el
estudio de las corrientes de potasio. Por el contrario, la constante de tiempo de membrana
no se altera significativamente en las neuronas disociadas hipotiroideas en ninguno de los
estudios, asi como tampoco se altera el potencial de membrana en reposo medido en las

neuronas para el estudio de la corriente T.

Durante el desarrollo, las neuronas disociadas para el estudio de las corrientes de
potasio presentan una disminucion de la resistencia y de la constante de tiempo de
membrana, sin cambiar la capacidad de membrana. Por otro lado, las neuronas disociadas
para el estudio de la corriente T no presentan ningin cambio significativo debido al

desarrollo.
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2. Efectos del hipotiroidismo sobre la excitabilidad intrinseca

2.1. Modificaciones en el patron de disparo de los potenciales de accion

A continuacion, dentro del estudio comparativo entre animales controles e
hipotiroideos se estudiaron las modificaciones en el patron de disparo de las neuronas
piramidales del area CA1 durante el desarrollo postnatal. Las neuronas pueden responder
ante una despolarizacion sostenida en el tiempo con diferentes patrones de disparo de
potenciales de accion. En el caso de las neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo
el patron de disparo puede clasificarse en dos grupos que se expresan de forma diferente
durante el desarrollo (Schwartzkroin, 1975). Un grupo que presenta un disparo regular
(regular-spiking, RS), el cual se caracteriza porque responde ante una despolarizacion
sostenida con un tren de potenciales de accion separados de manera uniforme a lo largo de
la despolarizacion (Figura 18A y 18C). Otro grupo que presenta un disparo en rafagas o en
burst (burst-spiking, BS), que se caracteriza por responder en forma de rafagas de dos, tres
0 mas potenciales de accion, de forma irregular mientras dura la despolarizacion (Figura

18B y 18D).

A RS B BS

-80 mV 50 ms

'60 mV 50 ms

/

500 pA 500 pA
J | I

Figura 18. Patrones de disparo en neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo de ratas
controles. Registros realizados manteniendo a la célula en un potencial de membrana de -80 mV o

de -60 mV, ejemplos de disparo regular o RS (A y C) y de disparo en rafaga o BS (B y D).
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A fin de conocer las modificaciones provocadas por la deficiencia de hormona
tiroidea sobre el patron de disparo de las neuronas piramidales del area CA1l durante el
desarrollo postnatal se realizaron una serie de experimentos mediante registros de patch-
clamp en el modo de fijacion de corriente en rodajas, manteniendo el potencial de
membrana de la célula en torno a -80 mV o a -60 mV. Los trenes de potenciales de accion
se provocaron mediante pulsos cuadrados despolarizantes de 300 ms de duracion y entre
50-500 pA de intensidad. Para conocer los posibles cambios provocados por el
hipotiroidismo durante el desarrollo el estudio se ha realizado en dos grupos de edad: grupo

P9-11 (de 9 a 11 dias de edad) y grupo P17-19 (de 17 a 19 dias).

En los registros en los que se fijo el potencial de membrana de la célula en torno a
-80 mV los animales hipotiroideos del grupo P9-11 muestran un mayor nimero de células
RS (89,2% n=58) que los animales controles (78,2% n=43). Consecuentemente el numero
de células con un comportamiento de disparo en rafaga es mayor en las neuronas controles
(21,8% n=12) que en las hipotiroideas (10,8% n=7). Estas diferencias en el patrén de
disparo practicamente desaparecen en el grupo P17-19, en este estadio del desarrollo la
mayoria de las neuronas controles e hipotiroideas disparan en rafaga (control: 97,7% de
células BS, n=42; TX: 95,9% de células BS, n=47) (Figura 19). Porcentajes similares de
células BS y RS se observan cuando el potencial de membrana de la célula se mantiene a

-60 mV (Figura 19).
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Figura 19. Efectos del hipotiroidismo sobre el patrén de disparo. Grafica de barras que muestra el

porcentaje de neuronas piramidales que disparan con un patron regular (RS) o en rafaga (BS),
manteniendo a la célula en un voltaje de -80 mV (izquierda) o de -60 mV (derecha). El numero de

células de cada tipo aparece en cada barra.
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A fin de clasificar con mayor rigor la distribucion de los patrones de disparo se
realiz6 un estudio sobre los intervalos de tiempo entre los potenciales de accion. Para cada
célula se calculo el ratio del intervalo entre espigas (o ISI ratio, shortest interspike interval
ratio), que se calcula dividendo el intervalo entre espigas mas corto entre el promedio del
intervalo entre espigas (ver “Material y Métodos”). Esto permite determinar como células
BS a las que tienen un ISI ratio inferior a 0,4 y como células RS aquellas cuyo ISI ratio
tiene un valor superior. Una vez realizado el célculo se representd a cada grupo en una
grafica de distribucion de probabilidad acumulativa (Figura 20), comparando los animales
controles frente a los hipotiroideos en los dos grupos de edad. En ambos casos la
distribucion acumulativa de ISI ratios es significativamente distinta entre controles e

hipotiroideos (grupo P9-11 p < 0,001; grupo P17-19 p < 0.001; test de Kolmogorov-

Probabilidad acumulativa

Smirnov).
P9-11 P17-19
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Figura 20. Distribucion de probabilidad acumulativa de los ISI ratios de los dos grupos de edad de

neuronas controles e hipotiroideas representadas en las graficas de barras de la Figura 19.

Cuando se analizan los ISI ratios de las neuronas durante el desarrollo postnatal
(Figura 21), las neuronas hipotiroideas de 9 a 11 dias de edad presentan un ISI ratio
estadisticamente mayor que las controles (control: 0,51 + 0,04, n=70 vs. TX: 0,63 + 0,05,
n=83; p < 0,001). Este resultado esta claramente relacionado con el menor nimero de
células que disparan en rafaga en los animales hipotiroideos a esta edad (Figura 19). Por
otra parte, las neuronas hipotiroideas de 17 a 19 dias de edad presentan el mismo ISI ratio
que las controles (control: 0,23 £+ 0,02, n=59 vs. TX: 0,23 + 0,04, n=65), resultado
estrechamente relacionado con que en este estadio del desarrollo la mayoria de las neuronas

disparan en rafaga, ya sean controles o hipotiroideas (Figura 19).
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A pesar de las similitudes entre las neuronas hipotiroideas y controles del grupo de
edad de 17 a 19 dias en relacion al porcentaje de células BS y al ISI ratio, si comparamos el
ISI promedio, observamos que los potenciales de accion presentan un mayor intervalo entre
espigas en las neuronas hipotiroideas que en las controles (control: 47,59 + 1,59 ms n=59
vs. TX: 54,81 + 1,93 ms n=65; p < 0,01). Por lo tanto, el disparo entre neuronas controles ¢
hpotiroideas no es igual, aunque ambos grupos disparen con un patron en rafaga. Por otra
parte, en este estadio de desarrollo se han encontrado diferencias entre controles e
hipotiroideas cuando se inducen rafagas rebote (rebound burst) (Figura 22). Las rafagas
rebote se generaron mediante la aplicacion de prepulsos hiperpolarizantes de 300 ms de
duracion a intensidades crecientes, a un potencial de membrana de -60 mV. Las neuronas
hipotiroideas presentan una reduccion significativa del nimero de potenciales de accion por
rafaga rebote respecto a las controles en todos los pulsos hiperpolarizantes realizados

(Figura 23).

Control ‘ ‘ X

2500 pA 1500 pA

Figura 22 . Ejemplos representativos de registros de rafagas rebote en una neurona control y otra
hipotiroidea del grupo P17-19 en respuesta a un prepulso de corriente hiperpolarizante de 300 ms de
duracion. El numero de potenciales de accion en el rebound tras el prepulso es mayor en la célula control a

pesar de que la corriente inyectada ha generado voltajes hiperpolarizantes similares en ambas neuronas.
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En resumen, teniendo en cuenta que las neuronas hipotiroideas del grupo de edad de
17 a 19 dias presentan un ISI promedio mayor y que disparan menor nimero de potenciales
de accion por rafaga rebote, los resultados sugieren que existen diferencias en el disparo
celular entre las neuronas controles e hipotiroideas a pesar de presentar un patréon de

disparo similar.
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2.2. Alteraciones en la frecuencia de descarga de los potenciales de accion

Las neuronas integran las aferencias sinapticas mediante su excitabilidad intrinseca
y lo expresan mediante el disparo de potenciales de accién. Cambios en la excitabilidad
intrinseca afectan a la relacion entrada-salida de la neurona. A fin de analizar como la
hormona tiroidea modula la excitabilidad se examind la generacién de potenciales de
accion en controles e hipotiroideas durante el desarrollo (P9-12 y P16-19) mediante dos

métodos.

En primer lugar se determind la capacidad de generar potenciales de accion en
respuesta a una misma inyeccion de corriente, a partir de un potencial de fijacion de -80
mV. Para ello se aplicé una serie de pulsos de corriente (10-450 pA) de 1 s de duracion
(Figura 24) y se analizo la corriente necesaria para disparar PAs a distintas frecuencias
mediante una curva de entrada-salida en la que se representa el nimero de potenciales de

accion disparados con respecto a la intensidad de la corriente inyectada (Figura 25).
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Figura 24. Ejemplos representativos de registros de potenciales de accion generados por pulsos
despolarizantes de 1 s de duraciéon y 200 pA de intensidad en neuronas controles e hipotiroideas de los
dos grupos de edad. Se observa como el comportamiento es distinto dependiendo de la edad o la ausencia

de hormona tiroidea.

Bajo estas condiciones se observa que los animales mas jovenes necesitan menos
corriente para generar el mismo nimero de potenciales de accidn, o lo que es lo mismo, los
animales mas jovenes disparan mas PAs para una misma intensidad de corriente (Figura 24
y 25). Por otra parte, si se analiza la grafica desde el punto de vista de la ausencia de
hormona tiroidea se observa que los animales hipotiroideos, para una misma intensidad de
corriente, disparan mas PAs que los controles. En resumen, la relacion intensidad del pulso
vs. numero de PAs se desplaza a la izquierda en los animales jovenes e hipotiroideos,
estando estos resultados relacionados con las diferencias en las propiedades bésicas de
membrana (Tablas 4 y 7). En la seccion 1.1. del apartado Resultados se demostrd que las
neuronas de los animales mas inmaduros e hipotiroideos presentan resistencias de
membrana estadisticamente mayores. Siguiendo la Ley de Ohm esto implica que frente a
un mismo pulso de corriente, a mayor resistencia, mayor serd la despolarizacion en la

membrana y se generara un mayor numero de potenciales de accion.
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En segundo lugar se determinaron las alteraciones en la frecuencia de disparo entre
controles e hipotiroideas que no estuvieran relacionadas con las diferencias en las
propiedades pasivas de la membrana, es decir, las alteraciones en la frecuencia de disparo
provocadas por cambios en las propiedades activas. Con este fin se elimind el factor
resistencia de membrana, utilizando la pendiente de voltaje de membrana (cambio del
potencial de membrana que se produce entre los 4 y 6,5 ms posteriores al inicio del pulso,
ver Figura 26) necesaria para disparar PAs a distintas frecuencias en vez de la intensidad de
corriente inyectada para generar el pulso. En una grafica se representd una curva de
entrada-salida que relaciona el nimero de PAs disparados frente a la pendiente de voltaje

de membrana (Figura 27).

| Figura 26 Ejemplos

: | representativos de registros

7’ /| , de neuronas controles e

7’ “ I i : hipotiroideas de ambos
/ Control R — grupos de edad inducidos

I' por pulsos despolarizantes
I de corriente de 1 s de
- I . . .
P9-12 _,20 mv duracién a las intensidades
| 200 ms
| indicadas en la grafica que
200 pA 170 pA generan la misma pendiente

de voltaje (1,5 mV/ms). En

el recuadro superior se ha
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|20 mV de mostrar la medicion de
200 .
ms la pendiente.
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Bajo estas condiciones desaparece el desplazamiento a la izquierda de la relacion
entrada-salida que presentan las neuronas de los animales jovenes e hipotiroideos en la
Figura 25. Por el contrario, las células mas maduras y controles necesitan menos pendiente
para disparar el mismo nimero de potenciales de accién, o lo que es lo mismo, para una
misma pendiente las cé€lulas del grupo de P16-19 son mas excitables que las mas jovenes, y

las controles mas que las hipotiroideas (Figura 27).

r . Figura 27. Grafica de la relacion entre el nimero
—uo— Control P9-12
30F —0— TX P9-12 /E’E/ de potenciales de accion generados por un pulso
—&— Control P16-19 ,!/i/i 3% de corriente despolarizante de un segundo de
[ —e—TX P16-19 it

duracion con respecto a la pendiente del voltaje
de membrana. Comparando los resultados de los
animales controles frente a los hipotiroideos se
encuentran diferencias significativas en el grupo
P9-12 a partir de ImV/ms (p < 0,05) y en el P16-
19 a partir de 0,7 mV/ms (p <0,001).

Nuamero de potenciales de accion

0,5 - 1,0 l 1,5 l 2,0 n =28 a 56 células.
Pendiente del pulso (mV/ms)

Cabe destacar que las frecuencias de descarga maxima generadas por los animales
mas jovenes fueron menores que las de los animales de més edad, tanto en el grafico que
representa el nimero de PAs disparados con respecto a la intensidad de la corriente
inyectada (Figura 25), como en el que representa la relacion entre el nimero de potenciales

de accion disparados frente a la pendiente de voltaje (Figura 27).

En resumen, dentro de las alteraciones que provoca la ausencia de hormona tiroidea
sobre la excitabilidad merece destacar que:

* El hipotiroidismo retrasa la aparicion del patron de disparo en rafaga y disminuye

el nimero de los potenciales de accion por rafaga.

* La excitabilidad de las neuronas procedentes de animales hipotiroideos es menor

que las controles considerando sus propiedades activas y mayor considerando sus

propiedades pasivas.
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3. Efectos del hipotiroidismo sobre la morfologia del potencial
de accion

El estudio de los efectos del hipotiroidismo sobre la morfologia del potencial de
accion se planted considerando que la unidad bésica de informacion de las neuronas son los
potenciales de accion y que la ausencia de hormona tiroidea modula la excitabilidad como

se ha descrito en el apartado anterior.

3.1. Efectos del hipotiroidismo y el desarrollo sobre los distintos parametros del

potencial de accion

Para realizar este estudio se realizaron experimentos de patch-clamp en célula
entera en fijacion de corriente a un potencial de fijacion de -80 mV en ratas controles e
hipotiroideas durante el desarrollo (P9-12 y P16-19). A fin de analizar como la hormona

tiroidea modula la excitabilidad se examino la generacion de PAs mediante dos protocolos:

En primer lugar se estudio la morfologia del potencial de accién que se genera
mediante un pulso de corriente despolarizante de 5 ms de duracion y de alta intensidad que
permite alcanzar el umbral de disparo a los pocos milisegundos del inicio del pulso. En
estas condiciones, todos los pardmetros analizados van cambiando a lo largo de las
primeras semanas del desarrollo postnatal tanto en las neuronas controles como en las
hipotiroideas (Tabla 15 y Figura 28). Resultados similares han sido descritos previamente
por Spigelman et al. (1992). Cuando se comparan dichos parametros entre el grupo control
e hipotiroideo se observan cambios estadisticamente significativos en las dos edades. Asi,
los potenciales de accion de las neuronas de CA1 hipotiroideas presentan: un umbral mas
despolarizado, una amplitud maxima menor, una velocidad de despolarizacion mas lenta,
una menor duracién a -20 mV y una velocidad de repolarizacion mas rapida, tanto la

maxima como la del primer tercio.
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Tabla 15. Caracteristicas del PA de las neuronas piramidales de CA1 generado mediante un pulso

corto y de alta intensidad.

Edad P9-12 P16-19
Grupo Control TX Control TX
Amplitud maxima (mV) 98,6+1,2 92,8 & 1,1 %#* 109,9 + 1,1 104,9 + 0,8%**
Umbral de disparo (mV) -55,9+£0,5 -53,2 £ 0,5%** -64,4+£0,7 -59,9 £ 0,6%**
Velocidad despolarizacién max. (mV/ms) 169,5+5,3 142,0 & 5,4%** 243,1+43 217,8 £ 5,2%**
Velocidad repolarizacién 1¢ tercio (mV/ms) -53,9+0,9 -58,6 £ 1,2%* -444+13 -50,3 £0,7*%*
Velocidad repolarizaciéon max. (mV/ms) -55,1+£1,0 -61,9 £ 1,2%%* -46,5+1,3 -50,8 +1,5%
Duracién a -20 mV (ms) 1,25+ 0,04 1,08 £ 0,02%** 1,88 £ 0,06 1,53 £ 0,04%**
Numero de células 38 39 24 30

Efectos del hipotiroidismo sobre la morfologia del PA generado mediante un pulso de 5 ms de duracion y

de alta intensidad, a un potencial de fijacion de -80 mV (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).
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Figura 28. Efectos del hipotiroidismo sobre la morfologia del PA. A la izquierda ejemplos representativos
de potenciales de accion generados con un pulso despolarizante de 5 ms de duracion y de alta intensidad, a
un potencial de fijacion de -80 mV, procedentes de neuronas controles e hipotiroideos de los dos grupos de
edad. A la derecha se representa la grafica de la relacion entre la velocidad de cambio de voltaje durante el
progreso del PA (primera derivada del PA, mV/ms) con respecto al potencial de membrana que presenta el
PA en dicho instante. En el recuadro se ha amplificado la fase de repolarizacion de la grafica para observar

mejor las diferencias. El nimero de neuronas promediadas se indica en la leyenda entre paréntesis.

78




Experimentos en fijacion de corriente RESULTADOS

En segundo lugar se estudi6 la morfologia del potencial de accidon que se genera
mediante un pulso de corriente despolarizante de 1s de duracion y de baja intensidad que
permite alcanzar el umbral de disparo a decenas de milisegundos desde del inicio del pulso.
Bajo estas condiciones desaparecen las diferencias estadisticas (Tabla 15) entre el grupo
control e hipotiroideo con respecto a las velocidades de repolarizacion en ambos grupos de
edades y con respecto a la duracion de los PAs para los animales mas jovenes (Tabla 16).
Para profundizar en las implicaciones de este resultado se compararon los pardmetros del
potencial de accion generado por el pulso de 1 s de baja intensidad frente al generado por el
pulso de 5 ms de alta intensidad. Asi, los PAs inducidos por el pulso largo de menor
intensidad presentan: una mayor amplitud, un umbral mas despolarizado, una mayor
duracién y menores velocidades de repolarizacion (Figura 29). Todos estos resultados se
observaron en los animales controles e hipotiroideas de los dos grupos de edad, aunque

estas diferencias fueron mas relevantes en los mas jovenes y en los hipotiroideos.

Tabla 16. Caracteristicas del PA de las neuronas piramidales de CA1 generado mediante un pulso

largo y de baja intensidad.

Edad P9-12 P16-19
Grupo Control TX Control TX
Amplitud maxima (mV) 105,5+0,9 102,5 + 0,7%* 111,0£0,9 106,7 + 0,8%**
Umbral de disparo (mV) -54.8+0.4 -52,0 £ 0,4%** -61,8+0,5 -58,2 £ 0,6%**
Velocidad despolarizacién max. (mV/ms) 168,5+ 54 143,5 £ 5,0%** 239,0+ 3,6 211,9 £ 5,7%**
Velocidad repolarizacién 1% tercio (mV/ms) -354+1,1 -33,0+ 1,1 -40,9+1,2 -43,5+1,1
Velocidad repolarizaciéon max. (mV/ms) -355+1,0 -33,7+ 1,1 424+12 -440+1,0
Duracion a -20 mV (ms) 2,13 £0,02 2,17 +£0,09 2,06+ 0,07 1,79 £ 0,04%**
Numero de células 38 39 24 30

Efectos del hipotiroidismo en la morfologia del potencial de accion generado mediante un pulso de 1 s de

duracion y de baja intensidad, a un potencial de fijacion de -80 mV (¥* p <0,01; *** p < 0,001).

Las diferencias observadas entre los PAs inducidos por los dos protocolos sugieren que
existen corrientes transitorias de potasio activas a potencial de membrana subumbral que son
funcionalmente mas relevantes en la repolarizacion del PA en los animales mas jovenes e
hipotiroideos. De modo que la parcial inactivacion de estas corrientes durante el pulso largo
provocaria la desaparicion de las diferencias en la velocidad repolarizacion entre hipotiroideas
y controles. Teniendo en cuenta que las corrientes subumbrales de potasio son la corriente A 'y
D, siendo solo la corriente A transitoria; y que dicha corriente es mds prominente en las

neuronas inmaduras del hipocampo con respecto a las otras corrientes de potasio
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(Spigelman et al., 1992; Klee et al., 1995), todo parece indicar que probablemente la
inactivacion de la corriente A es la causante de los cambios morfoldgicos observados en el
PA generado por un pulso largo de baja intensidad cuando lo comparamos con el PA

generado por un pulso corto de alta intensidad.
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Figura 29. Cambios en los parametros del potencial de accion cuando se compara un PA generado por
un pulso de baja intensidad de 1 s con el generado por un pulso de alta intensidad de 5 ms, procedentes
de neuronas controles e hipotiroideos de los dos grupos de edad. Arriba: ejemplos representativos de
potenciales de accion generados por los dos protocolos: pulsos cortos de alta intensidad (gris) o largos de
baja intensidad (negro). Abajo: grafica de barras resumen de los cambios entre los animales controles y
los hipotiroideos. Cuatro de los parametros medidos presentan cambios significativos, siendo de mayor
magnitud en las ratas mas jovenes. El numero de neuronas promediadas se indica en la leyenda entre
paréntesis.

TX vs. Control: * p <0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.

Pulso de 1 s vs. Pulso de 5 ms: * p <0,05; ##p< 0,01; ™ p <0,001.

Todos los parametros estudiados, tanto en células de animales controles como de
hipotiroideos, van cambiando a lo largo de las primeras semanas postnatales. Por un lado,
el potencial de accion sufre una serie de cambios con la edad, independientemente de como
sea generado (pulso corto de alta intensidad o largo de baja intensidad), consistentes en un
aumento de la amplitud méxima, un aumento de la velocidad de despolarizacién maxima y

una hiperpolarizacion del umbral de disparo (Tablas 17 y 18). Por otro lado, cuando el PA
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es generado por el pulso largo la velocidad de repolarizacion méxima aumenta con la edad

y disminuye su duracion a -20 mV. Sin embargo, si es generado por un pulso corto ocurre

lo contrario, la repolarizaciéon méxima disminuye con la edad y la duracién a -20mV

aumenta (Tablas 17 y 18).

Tabla 17. Caracteristicas del PA de las neuronas piramidales de CA1 generado mediante un pulso

corto y de alta intensidad durante el desarrollo.

Grupo Control TX
Edad P9-12 P16-19 P9-12 P16-19
Amplitud maxima (mV) 98,6 £ 1,2 109,9 £ 1,1%** 92,8 +1,1 104,9 £ 0,8%**
Umbral de disparo (mV) -559+0,5 -64,4 £0,7%** -53,2+0,5 -59,9 £ 0,6%**
Velocidad despolarizacién max. (mV/ms) 169,5+5,3 243,1 £ 4,3%** 142,0+£ 5,4 217,8 £5,2%**
Velocidad repolarizacion 1 tercio (mV/ms) -53,9+0,9 -44.,4 + ] ,3*** -58,6 £1,2 -50,3 £0,7***
Velocidad repolarizacién max. (mV/ms) -55,1+£1,0 -46,5 £ 1,3%*** -61,9+1,2 -50,8 &£ 1,5%**
Duracion a -20 mV (ms) 1,25+ 0,04 1,88 £ 0,06%** 1,08 £ 0,02 1,53 £ 0,04%**
Numero de células 38 24 39 30

Efectos del desarrollo en la morfologia del potencial de accion generado mediante un pulso de 5 ms de

duracion y de alta intensidad, a un potencial de fijacion de -80 mV (*** p < 0,001).

Tabla 18. Caracteristicas del PA de las neuronas piramidales de CA1 generado mediante un pulso

largo y de baja intensidad durante el desarrollo.

Grupo Control TX
Edad 9-12 16-19 9-12 16-19
Amplitud méxima (mV) 105,5+0,9 111,0 £ 0,9%** 102,5+0,7 106,7 + 0,8%**
Umbral de disparo (mV) -54.8+04 -61,8 £0,5%** -52,0+04 -58,2 £ 0,6%**
Velocidad despolarizacién max. (mV/ms) 168,5+ 5,4 239,0 + 3,6%** 143,5+5,0 211,9 £ 5,7***
Velocidad repolarizacion 1< tercio (mV/ms) 354 +1,1 -40,9 £ 1,2%* -33,0+1,1 -43.5 £ 1, *%*
Velocidad repolarizaciéon max. (mV/ms) -35,5+1,0 424 £ 1 2%%* -33,7+1,1 -44,0 £ ] ***
Duracién a -20 mV (ms) 2,13 +0,02 2,06 £ 0,07%** 2,17+0,09 1,79 £ 0,04**
Numero de células 38 24 39 30

Efectos del desarrollo en la morfologia del potencial de accion generado mediante un pulso de 1 s de

duracion y de baja intensidad, a un potencial de fijacion de -80 mV (¥* p <0,01; *** p < 0,001).
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3.2. Efectos del hipotiroidismo sobre el PA en su relacion con el tipo de disparo

Cambios en algunos parametros del potencial de accion, como el umbral de disparo,
la duracién y las velocidades de repolarizacion se han asociado a modificaciones en el
patrén de disparo (Akemann y Knodpfel, 2006). Por ello, es interesante analizar si los
cambios en la morfologia del potencial de accion producidos por la ausencia de hormona
tiroidea explican las diferencias observadas en el patrén de disparo entre animales controles
e hipotiroideos (Figura 19). Para realizar este estudio se analizé el primer potencial de
accion inducido por pulsos despolarizantes de 300 ms de duracion (utilizados durante la
clasificacion del patron de disparo en el apartado 2.1), mediante experimentos de patch-
clamp en célula entera en fijacion de corriente a dos potenciales de fijacion, -80 y -60 mV,
en ratas controles e hipotiroideas durante el desarrollo (P9-11 y P17-19). Cuando se
realizaron estos experimentos a potencial de fijacion de -80 mV, se obtienen diferencias
similares en los parametros del potencial de accidon entre las ratas controles e hipotiroideas
a las descritas previamente en la Tabla 16 (Tabla 19). Sin embargo, cuando se realizaron
los mismos experimentos a potencial de fijacion de -60 mV las diferencias en los
pardmetros del potencial de accion entre controles e hipotiroideas desaparecen (Tabla 20).
Por tanto, si consideramos que las diferencias en los parametros del potencial de accion
entre controles e hipotiroideas sélo se producen cuando el potencial de membrana es de -80
mV y que las neuronas controles presentan mayor porcentaje de células que disparan en
rafagas tanto a potenciales de fijacion de -60 mV como de -80 mV (Figura 19), no parece
que las diferencias en los parametros del potencial de accidon causados por la ausencia de la

hormona tiroidea sea el factor fundamental de los cambios en el patron de disparo.

Tabla 19. Caracteristicas del primer PA de las neuronas piramidales de CA1 generado mediante un

pulso de 300 ms de duracion a un voltaje de -80 mV.

Edad 9-11 17-19
Grupo Control TX Control TX
Amplitud maxima (mV) 98,6 0,9 96,3+0,7* [ 110,8+0,7 108,9 £ 0,6*
Umbral de disparo (mV) -50,6 £ 0,4 -49,3 +£0,6* -58,0+0,6 -56,5 £ 0,4*
Velocidad despolarizacién max. (mV/ms) 106,1 £3.8 102,1 £3,6 193.7 £3,7 192,7 £3,3
Velocidad repolarizacién max. (mV/ms) -299+1,0 31,5+ 1,1 -40,8+ 0,8 -45,1 £ 1,0%*
Duracioén media (ms) 2,95+0,10 2,84+ 0,10 2,22 + 0,04 2,00 + 0,04***
Numero de células 47 47 34 41

Efectos del hipotiroidismo en la morfologia del potencial de accion generado mediante un pulso de 300

ms de duracion a un potencial de fijacion de -80 mV (* p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

82




Experimentos en fijacion de corriente RESULTADOS

Tabla 20. Caracteristicas del primer PA de las neuronas piramidales de CAl generado

mediante un pulso de 300 ms de duracion a un voltaje de -60 mV.

Edad 9-11 17-19

Grupo Control TX Control TX
Amplitud maxima (mV) 88,57+ 1,4 85,4+24 95,26 +2,0 92,8+2,6
Umbral de disparo (mV) -46,4 +0,8 -47,4+0,6 -54.9+0,8 -53,3+£0,6
Velocidad despolarizacién max. (mV/ms) 128,15+8,3 124,07 +0,1 197.75+£9,0 192,6 £ 6,8
Velocidad repolarizacién max. (mV/ms) -36,84 £2,73 -342+363| -54,51+1,74 -51,21+1,7

Duraciéon media (ms) 2,09+0,12 2,11+0,13 1,58 £0,05 1,57 £ 0,05
Numero de células 10 12 18 15

Efectos del hipotiroidismo en la morfologia del potencial de acciéon generado mediante un pulso de 300

ms de duracion a un potencial de fijacion de -60 mV.

3.3. Efectos del hipotiroidismo y el desarrollo sobre el ensanchamiento del

potencial de acciéon o broadening durante el disparo repetitivo

La morfologia del potencial de accion cambia durante el disparo repetitivo. El
mayor cambio se produce sobre la duracion del potencial de accion el cual se incrementa
progresivamente dependiendo de la frecuencia. (Aldrich et al., 1979; Ma y Koester, 1996;
Shao et al., 1999). Este ensanchamiento del potencial de acciéon es un fendomeno que
presentan la mayoria de las neuronas y en el que es esencial la inactivacion de la corriente
A de potasio a lo largo del pulso (Aldrich, 1981). Con el fin de estudiar si la ausencia de
hormona tiroidea altera el ensanchamiento del potencial de acciéon durante un disparo
repetitivo, se realizaron experimentos de patch-clamp en célula entera en fijacion de
corriente a un potencial de fijacion de -80 mV en ratas controles e hipotiroideas durante el
desarrollo (P9-12 y P16-19). Para eliminar las diferencias en la resistencia de membrana,
los potenciales de accion se indujeron mediante una corriente despolarizante de 1 s de
duracioén que genera una pendiente de voltaje de 1,5 mV/ms, medida entre los 4 y 6,5 ms
posteriores al inicio del pulso. Durante el disparo repetitivo todos los pardmetros del PA
analizados en ratas controles e hipotiroideas durante el desarrollo se modifican cuando se
comparan los pardmetros del primer potencial de accion inducido por el pulso
despolarizante frente a los del potencial de accidon obtenido a los 600 £ 25 ms del inicio del
pulso (Figura 30). La amplitud méxima medida desde el umbral de disparo diminuye, el

umbral de disparo se despolariza, la duraciéon a -20 mV aumenta, y las velocidades
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maximas de despolarizacion y repolarizacion disminuyen, siendo todos estos cambios

estadisticamente significativos (p < 0,001) en todos los grupos.
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Figura 30. Cambios en los pardmetros del potencial de accion cuando se compara el primer PA inducido
por un pulso despolarizante frente al obtenido a los 600 + 25 ms del inicio del pulso. Arriba: ejemplos
representativos del primer PA (negro) frente al generado a los 600 + 25 ms del inicio del pulso (gris) de
registros de neuronas controles e hipotiroideas de ambos grupos de edad inducidos por pulsos
despolarizantes de corriente de 1 s que generan la misma pendiente de voltaje (1,5 mV/ms). Abajo:
grafica de barras resumen de los cambios entre los animales controles e hipotiroideos. La mayor
diferencia se encuentra en la duracion a -20 mV del PA, siendo mucho mayor en el grupo de menor edad.
El nimero de neuronas promediadas se indica en la leyenda entre paréntesis.

*p <0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Cuando se analiz¢ si la ausencia de hormona tiroidea altera el ensanchamiento del
potencial se observan diferencias estadisticas s6lo en el grupo P9-12. Asi, a los 600 ms del
inicio del pulso la duracion del PA a -20 mV aumenta en un 164,94 + 13,44 % frente al
primer PA en los animales controles y en un 226,22 + 23,67 en los hipotiroideos (p < 0,05).
Sin embargo en el grupo P16-19 las diferencias no son estadisticamente significativas entre

los animales controles y los hipotiroideos (control: 55,86 + 8,53% vs. TX: 63,89 + 6,23).
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Los resultados mas dramaticos obtenidos en el grupo P9-12 estan estrechamente
relacionados con la mayor inactivaciéon acumulativa de la corriente A que se observa en
este grupo y con el hecho de que esta corriente de potasio presenta mayor relevancia en las
células inmaduras respecto a las otras corrientes de potasio, que ganan importancia durante
el desarrollo, enmascarando el papel de la corriente A. En relacion a esta corriente A, al
comparar el PA tras 600 ms del inicio del pulso respecto al primer PA, en el grupo control
la velocidad méxima de repolarizacion también se ve mas afectada en el grupo P9-12,
diminuyendo un 64,1 £ 2.5 % (n=47), que en el grupo P16-19, que disminuye un 44,6 + 1,8
% (n=32), siendo esta disminucion estadisticamente mayor en el P9-12 que en el P16-19 (p
< 0,001). Se encuentran diferencias similares en el grupo hipotiroideo (P9-12: 66,2 + 2,1%,

n=47, vs. P16-19: 45,4 + 1,8%, n=42; p < 0,001).

En resumen, la morfologia del potencial de accidon se encuentra alterada en ausencia
de hormona tiroidea durante el desarrollo (Tabla 15), los potenciales de accidon presentan
menor amplitud, un umbral de disparo mas despolarizado y velocidades de despolarizacion
mas lentas. Las velocidades de repolarizacion por otra parte, o bien son mas rapidas en las
neuronas hipotiroideas (Tabla 15), o bien cuando se inactiva la corriente A debido a un
pulso largo despolarizante son iguales a las controles (Tabla 16). Lo que implica un papel
fundamental de esta corriente en las alteraciones descritas con el hipotiroidismo. Ademas,
es probable que esta corriente de potasio se encuentre alterada en el hipotiroidismo puesto
que la duracion del potencial de accidon aumenta durante los procesos de broadening

cuando se compara con los valores de duracion de los animales controles.
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4. Efectos del hipotiroidismo sobre la despolarizacion
postpotencial o ADP

Bajo condiciones fisiologicas en las neuronas piramidales de CAIl, la fase de
repolarizacion de un potencial de accidon no recupera el potencial de membrana que tenia la
célula justo antes del disparo. Normalmente la repolarizacion es seguida por una
despolarizacion postpotencial o ADP (spike afterdepolarization) (Schwartzkroin, 1975;
Jensen et al., 1996). Diversos autores han mostrado que el tamafo de la despolarizacion
postpotencial esta correlacionado con la tendencia de las neuronas a disparar potenciales de
accion en rafagas o en burst (Jensen et al., 1996; Metz et al., 2005). A fin de conocer si la
ausencia de hormona tiroidea altera la morfologia del ADP se realizaron experimentos de
patch-clamp en célula entera en fijacion de corriente a un potencial de fijacion de -80 mV
en ratas controles e hipotiroideas durante el desarrollo (P9-11 y P17-19). Para realizar este
estudio se emplearon pulsos despolarizantes de 5 ms de duracion que generan un potencial

de accion y su posterior despolarizacion postpotencial.

4.1. Diferencias en el ADP entre células que disparan con un patron en rafaga

(BS) o regular (RS)

Cuando se analiz6 el ADP registrado en las neuronas controles se observo que la
duracion media y la amplitud maxima eran significativamente mayores en las neuronas que
disparan con un patrén en rafaga (BS) que en las neuronas que disparan con un patron
regular (RS) (duracion media: RS: 28,79 + 1,02 ms, n=40 vs. BS: 32,92 + 1,00 ms, n=48, p
<0,01; amplitud méxima: RS: 15,76 + 0,81 mV, n=40 vs. BS: 24,92 + 0,54 mV, n=48, p <
0,001) (Figura 31). Se obtienen resultados similares en el caso de las neuronas
hipotiroideas con respecto a la amplitud méxima del ADP, las células hipotiroideas que
disparan en rafaga tienen una mayor amplitud maxima que las de disparo regular (RS:
15,31 £ 0,97 mV, n=49 vs. BS: 26,47 + 0,45 mV, n=47, p < 0,001). No ocurre lo mismo
con la duraciéon media, en las células hipotiroideas la duracion media del ADP no varia
entre las células BS y RS (RS: 26,68 + 1,41 ms, n=49 vs. BS: 27,73 + 0,85 ms, n=47)
(Figura 31).
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Figura 31. Cambios en la despolarizacion postpotencial entre neuronas con patron de disparo regular o
en rafagas de ratas controles e hipotiroideas de 9 a 19 dias de edad. A la izquierda se presentan dos
ejemplos representativos de potenciales de accion truncados y sus correspondientes ADPs, procedentes
de una neurona con patréon de disparo RS y de otra con patrén BS. A la derecha se presentan dos
graficas de los valores promedios de la duracion media y la amplitud de la despolarizacion
postpotencial de neuronas con patrones de disparo RS o BS procedentes de ratas controles e
hipotiroideas. El nimero de neuronas de cada tipo aparece indicado en cada barra.

(*p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).

4.2. Efectos del hipotiroidismo y el desarrollo sobre los distintos parametros de

la despolarizacion postpotencial

Estudios previos de otros autores han mostrado que el tamafio del ADP aumenta
entre P7 y P17 en las células piramidales de CA1 (Chen et al., 2005). Por lo tanto, se
analizé si el aumento de la proporcion de células que disparan en rafaga a lo largo del
desarrollo esta relacionado con un incremento del tamafio de la despolarizacion
postpotencial. Se ha encontrado que la amplitud méxima del ADP aumenta
significativamente con el desarrollo en las neuronas controles (P9-11: 17,1 £ 0,78 mV,
n=53 vs. P17-19: 25,68 + 0,33 mV, n=40, p < 0,001), mientras que la duracion media del
ADP no muestra un cambio significativo entre estas dos edades (P9-11: 30,9 + 1,07 ms,
n=53 vs. P17-19: 32,17 + 0,99 ms, n=40) (Figura 32). Cuando estudiamos estos mismos
parametros desde P9-11 a P17-19 en los animales hipotiroideos encontramos cambios muy
similares, la amplitud maxima aumenta con la edad, de 15,95 £ 0,91 mV en P9-11 a 26,36
+ 0,42 mV en P17-19 (p <0,001), y la duracién media no cambia (P9-11: 27,73 + 1,17 ms,
n=56 vs. P17-19: 26,55 + 0,91 ms, n=50) (Figura 32). Todos estos datos indican que existe
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una fuerte correlacion entre la aparicion del patron de disparo en rafaga (Figura 19) y la

amplitud maxima de la despolarizacion postpotencial durante el desarrollo (Figura 32).
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Figura 32. Cambios en la despolarizacion postpotencial durante el desarrollo en neuronas controles e
hipotiroideas. Graficas de los valores promedios de la duracion media y la amplitud maxima de la
despolarizacion postpotencial procedentes de ratas controles e hipotiroideas de los dos grupos de edad. El

numero de células analizadas aparece indicado en cada barra (* p < 0,05; *** p <0,001).

Como se ve en el apartado 2.1 de los Resultados, los animales controles del grupo
P9-11 presentan mayor proporcion de células BS que los animales hipotiroideos (Figura
19) y una semana después (P17-19) las neuronas controles presentan mayor numero de PAs
por rafaga que los hipotiroideos (Figura 23), a pesar de que la proporcion de neuronas BS
sea muy similar en ambos grupos. Para comprobar si estas diferencias en el disparo en
rafaga se correlaciona con incrementos en el ADP, se compararon los resultados de todas
las neuronas BS de animales controles e hipotiroideas de 9 a 19 dias. Se observa como las
neuronas BS hipotiroideas presentan una duracién del ADP significativamente menor que
las controles (control: 32,92 + 1,00 ms, n=48, vs. TX: 27,73 + 0,85 ms, n=49, p < 0,001).
Por el contrario la amplitud maxima de las neuronas BS hipotiroideas es algo mayor que la
amplitud de las controles (control: 24,92 + 0,54 mV, n=48, vs. TX: 26,47 + 0,45 mV, n=49,
p <0,05) (Figura 31).

Cuando se estudian las células en grupos de edad, independientemente de su patron
de disparo, se observa que la amplitud maxima del ADP aumenta significativamente
durante el desarrollo, tanto en controles como en hipotiroideas, sin encontrar diferencias

estadisticamente significativas en la amplitud debidas al hipotiroidismo (Figura 32). Por

88



Experimentos en fijacion de corriente RESULTADOS

otro lado, la duracion media del ADP no cambia durante el desarrollo, ni en animales
controles ni en hipotiroideos, aunque es mayor en el grupo control que en el hipotiroideo
para ambas edades (Figura 32). Estos resultados se relacionan con las Figuras 19 y 23,
deduciéndose que:
e Los animales hipotiroideos y controles de 17 a 19 dias son capaces de inducir
disparos en rafaga, puesto que ambos grupos presentan una amplitud méaxima del
ADP similar y suficiente para alcanzar el umbral del disparo.
e Los animales hipotiroideos disparan menor numero de potenciales de accion por
rafaga rebote que los controles, lo cual podria ser debido a la menor duracion del

ADP.

4.3. Estudio de l1as corrientes implicadas en la formacion de 1 ADP en animales

controles e hipotiroideos

Se han propuesto diferentes corrientes que intervienen en la generacion y forma de
la despolarizacion postpotencial y que provocan el disparo en rafaga durante el desarrollo
de las neuronas piramidales de CA1. Las mas relevantes para la generacion del ADP son la
corriente persistente de sodio y la corriente de tipo T voltaje-dependiente de calcio,
mientras que la principal corriente que se opone a esta despolarizacion es la corriente M de
potasio (Azouz et al., 1996; Magee y Carruth, 1999; Sanabria et al., 2001; Su et al., 2001,
2002; Yue y Yaari, 2004; Metz et al., 2005; Chen et al., 2005; 2008). Para estudiar el papel
que juegan estas corrientes en el hipotiroidismo se realizd un estudio farmacoldgico
utilizando bloqueantes de las corrientes implicadas en el ADP sobre neuronas controles e

hipotiroideas que disparan en rafagas.

Primero, se utiliz6 el bloqueante de canales de sodio TTX a una concentracion de
10 nM, para estudiar el papel de la corriente persistente de sodio sobre el ADP de las
neuronas BS de animales controles e hipotiroideos. El TTX provoca una leve reduccion
significativa de la duracion media del ADP, del 11,76 + 3,35% en las células controles (p <
0,01) y del 15,65 + 4,28% en las hipotiroideas (p < 0,01). La reduccion de la amplitud
maxima es minima, sin ser significativa en las células controles (-4,19 + 4,01%), aunque si
en las hipotiroideas (-6,73 + 1,69%, p < 0,001). Por otra parte, el TTX reduce el ADP de

modo similar entre ambos grupos, tanto en la duracion media (control: -11,76 + 3,35%,
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n=12 vs. TX: -15,65 + 4,28%, n=12), como en la amplitud méaxima (control: -4,91 + 4,01%,
n=12 vs. TX: -6,73 = 1,69%, n=12) (Figura 33).

Segundo, se comprobod si el bloqueante de la corriente M linopiridina (10 pM)
afecta al ADP de las neuronas BS de animales controles e hipotiroideos. La aplicacion de la
linopiridina produce un leve aumento en la amplitud maxima del ADP, significativo en las
células controles (8,9 + 2,78%, p < 0,05) y no significativo en las células hipotiroideas
(6,12 £ 3,6%). El efecto sobre la duracion media del ADP es muy variable y no
significativo, con un error muy elevado en los datos promedios, de -15,2 + 9,14% para las
neuronas controles y de -2,97+ 11,05% para las hipotiroideas. Por otro lado, los efectos de
la linopiridina son muy similares en ambos grupos, sin presentar diferencias estadisticas, ni
sobre la duracion media del ADP (control: -15,2 £ 9,14%, n=5 vs. TX: -2,97 + 11,05%,
n=7), ni sobre su amplitud maxima (control: 8,9 &+ 2,78%,m n=5 vs. TX: 6,12 + 3,6%, n=7)
(Figura 33).

Por ultimo, se evalud la participacion de la corriente de tipo T de calcio sobre el
tamafio y la forma del ADP de las neuronas BS de animales controles e hipotiroideos,
mediante la aplicaciéon de niquel (0,1 mM). A dicha concentracion el niquel bloquea
selectivamente los canales de calcio que se activan a bajo umbral (low-voltage activated,
LVA) y que se corresponden con los canales de calcio de tipo T voltaje-dependientes, sin
apenas afectar a los canales de calcio de alto umbral (high-voltage activated, HVA)
(Catterall et al., 2005). La aplicacion de niquel provoca una clara y muy significativa
disminucioén de la duracion media del ADP, que se reduce en un 32,43 + 2,7% en las
células controles (p < 0,001) y en un 41,95 £+ 2,47% en las hipotiroideas (p < 0,001). La
amplitud méxima aunque en menor magnitud también se reduce muy significativamente,
en un 13,36 £ 2.4% en las células controles (p < 0,001) y en un 24,4 + 2,47% en las
hipotiroideas (p < 0,001). El efecto de la aplicacion del niquel sobre el tamafio y la forma
del ADP es significativamente mayor en los animales hipotiroideos, tanto en la duracion
media del ADP (control: -32,43 £ 2,7%, n=6 vs. TX: -41,95 £+ 2,47%, n=6, p < 0,05), como
en la amplitud maxima (control: -13,36 + 2.4 %, n=6 vs. TX: -23,4 £+ 3,37 %, n=6, p <
0,05) (Figura 33).
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Figura 33. Grafico resumen sobre la sensibilidad de la despolarizacion postpotencial a distintos
bloqueantes farmacologicos. La duracion media del ADP es sensible a TTX y a niquel, pero no a
linopiridina. La amplitud méaxima del ADP es sensible a niquel, y se ve ligeramente afectada por
TTX y linopiridina. El tratamiento con niquel es el Ginico que causa un efecto distinto entre células
controles ¢ hipotiroideas. El nimero de células analizadas esta indicado en cada barra.

Control vs. TX: * p <0,05.

ADP sin bloqueante vs. ADP con bloqueante: * p < 0,05; *p < 0,01; * p <0,001.

4.4. Efectos del niquel sobre el patron de disparo y relacion con el ADP

El estudio farmacologico sobre las corrientes implicadas en el ADP pone de
manifiesto que el efecto del niquel sobre el ADP es mucho mayor que el del TTX o la
linopiridina, siendo el unico que afecta de modo distinto las células hipotiroideas con
respecto a las controles. A fin de comprobar si el efecto del niquel sobre el ADP se
correlaciona con el disparo en rafaga de las neuronas, se utilizo el ISI ratio como medida de
reconocimiento del patron de disparo (Metz et al., 2005; ver Material y Métodos), antes y
después de la aplicacion del niquel (0,1 mM) al medio extracelular (Figura 34). Los
resultados muestran como el ISI ratio aumenta muy significativamente, tanto en las células
controles, de 0,26 + 0,03 a 0,7 + 0,08 (n=6; p < 0,001) como en las hipotiroideas, de 0,17 +
0,019 a2 0,62 £ 0,1 (n=7; p <0,001) tras la aplicacion del niquel. De modo que el ISI ratio
cambia de estar por debajo de 0,4 a superar este valor (Figura 34). Ademads, cinco de seis
células controles y seis de siete células hipotiroideas cambian su patrén de disparo de BS a
RS. Estos resultados sugieren que durante el desarrollo los mecanismos de regulacion del
patron de disparo y el ADP postnatal dependen en gran medida de la activacion de
corrientes de calcio sensibles a niquel, como la corriente T. Por tanto, las diferencias
descritas en el comportamiento de disparo entre los animales controles y los hipotiroideos

podrian estar relacionadas con cambios en la corriente T.
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animales controles e hipotiroideos y mediante experimentos en fijacion de corriente, se han
encontrando modificaciones en el patron de disparo (BS o RS, Figura 19), que se
relacionan con cambios en el ADP (Figura 31). Asimismo, se han encontrado incrementos
y decrementos en la excitabilidad (Figuras 25 y 27), que se relacionan con las diferencias
en las propiedades pasivas (Tabla 7) y activas de membrana de las neuronas. Ademas, se
han encontrado alteraciones en la morfologia del potencial de accion (Tabla 15) que se
relacionan con posibles cambios en las corrientes de potasio. A continuacién mediante
experimentos de fijacion de voltaje se estudiaran: la corriente de calcio de bajo umbral,
dada su posible implicacion en los cambios observados en el ADP (Figura 33) y las

corrientes de potasio A y D posiblemente implicadas en los cambios morfologicos del

Hasta ahora, dentro del estudio comparativo entre neuronas piramidales de CA1 de

potencial de accidon y de la excitabilidad.
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Figura 34. Efecto de la aplicacion de niquel
sobre el patron de disparo. Arriba: ejemplo
representativo sobre el cambio en el patron
de disparo tras el tratamiento con niquel de
una neurona BS en respuesta a un pulso de
corriente despolarizante de 300 ms, antes y
después de la aplicacion de niquel. Abajo:
grafica de barras que resume el efecto del
niquel sobre el ISI ratio de neuronas BS
controles (n=6) e hipotiroideas (n=7) antes y
después del tratamiento. ** p < 0,01; *** p

<0,001.
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5. Efectos del hipotiroidismo sobre la corriente de tipo T de
calcio

La corriente de calcio de bajo umbral o corriente T tiene un papel crucial en la
generacion de la despolarizacion postpotencial y en el control del comportamiento de
disparo de las neuronas piramidales de CAl durante el desarrollo. Como se vio en el
apartado anterior el ADP es sensible al niquel, bloqueante de la corriente T de calcio
(Figura 33), ademas, la aplicacion de niquel es capaz de cambiar un comportamiento de
disparo en rafaga de una neurona piramidal a un patron regular (Figura 34). A fin de
comprobar la posible implicacion de la corriente T en el patron de disparo, se realizaron
registros de patch-clamp en célula entera en las neuronas piramidales de CA1 disociadas en

fijacion de voltaje a un potencial basal de fijacion de membrana de -60 mV.

25mV,2s
-60mv._ [ |-60mVv
| -100 mV, 3 s

LVA

Figura 35. Protocolo de sustracciéon de la corriente de tipo T de calcio. Arriba se muestran
superpuestos los diagramas de los protocolos de estimulacion, el trazado en negro con prepulso
hiperpolarizante y en gris y discontinuo sin prepulso. Abajo, izquierda: el registro negro se obtiene
tras un prepulso hiperpolarizante de 3 s y presenta las corrientes HVA+LVA y el registro gris se
obtiene sin el prepulso y presenta solo la corriente HVA. Abajo, derecha: la corriente T aislada es el
resultado de la sustraccion de los registros de la izquierda. La flecha en el protocolo de estimulacion

indica el inicio de los registros de las corrientes que se muestran abajo.

Para aislar la corriente de calcio de bajo umbral (LVA, Low-voltage activated) de
las corrientes de alto umbral (HVA, High-voltage activated) se sustrajo el registro de
corriente obtenido mediante un prepulso hiperpolarizante a -100 mV de 3s de duracién, que

presenta todas las corrientes, del registro de corriente que se obtiene sin prepulso
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hiperpolarizante que presenta solo las corrientes de calcio de alto umbral (Figura 35). La
corriente T registrada mediante el protocolo de sustraccion (Figura 36), asi como su
relacion corriente-voltaje (Figura 38) es coherente con el rango de activacion de las
corrientes de calcio de bajo umbral registradas por otros autores en las neuronas
piramidales disociadas del hipocampo (Thompson y Wong, 1991). Por tanto, se empled
este protocolo para estudiar la corriente T en neuronas disociadas de ratas controles,
hipotiroideas e hipotiroideas tratadas con T3 durante el desarrollo (P9-11 y P17-19) a un
potencial basal de fijacion de -60 mV. Todos los registros se realizaron en presencia de
TTX (0,5 uM) en el liquido extracelular para bloquear las corrientes voltaje-dependientes

de sodio y con TEA (20 mM) en el liquido intracelular para bloquear corrientes de potasio.

-60 mV -60 mV

-85 mV -65 mv

-100mV, 3 s

P17-19

Figura 36. Corrientes T registradas en neuronas disociadas controles, hipotiroideas (TX) e
hipotiroideas tratadas con T; (TX+T3) en los dos grupos de edad. Arriba se muestran los protocolos
de estimulacion utilizados para aislar la corriente T inducida mediante pulsos crecientes
despolarizantes (+5 mV) con o sin prepulso en un rango de voltaje de -65 a +5 mV. Abajo se
presentan ejemplos representativos de las corrientes aisladas en un rango de voltaje de -55 a -25 mV
en todos los grupos estudiados. Se observa una clara disminucién de la corriente T en el

hipotiroidismo y su recuperacion tras el tratamiento con Ts.
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5.1. Estudio de la densidad maxima de corriente T al pico

Primero, se analizaron las corrientes T obtenidas mediante pulsos crecientes de
voltaje despolarizante de 2 s de duracion y que se incrementan +5 mV desde -65 a +5 mV
(Figura 36). En la Figura 36 se muestran ejemplos representativos de estos registros donde
se aprecia una clara disminucidon de la corriente T en los animales hipotiroideos y su
recuperacion cuando se administra hormona tiroidea a las ratas hipotiroideas. Sin embargo,
no se pueden comparar las corrientes registradas entre animales controles e hipotiroideos
directamente debido a las diferentes capacidades de membrana que presentan estos
animales entre si. Por tanto, la densidad de corriente al pico se utiliz6 como medida de la
corriente T (dividiendo la amplitud de la corriente medida al pico entre la capacidad de la
membrana) para eliminar la influencia del tamafio celular sobre la cantidad de corriente
registrada. La Figura 37 muestra que la maxima densidad de corriente al pico (obtenida
mediante el protocolo de estimulacion de la Figura 36 y a partir del voltaje que presenta la
maxima amplitud al pico) es significativamente menor en las ratas hipotiroideas, en ambos
grupos de edad, tanto en P9-11 (control: -22,98 + 1,36 pA/pF, n=36 vs. TX: -16,71 + 1,15
pA/pF, n=37; p < 0,001), como en P17-19 (control: -39,00 £ 2,09 pA/pF, n=34 vs. TX:
-30,44 = 1.4 pA/pF, n=44; p < 0,001) (Figura 37). Para determinar si los niveles de
hormona tiroidea son los causantes de la disminucion observada en la densidad de corriente
T de calcio, se administré T3 a los animales hipotiroideos (grupo TX+T3, ver Material y
M¢étodos), y se encontrd que los valores de la corriente T se revierten a niveles similares al
valor control, tanto en P9-11 (TX: -16,71 + 1,15 pA/pF, n=37 vs. TX+T3: -21,53 + 1,36
pA/pF, n=30; p < 0,001), como en P17-19 (TX: -30,44 + 1,40 pA/pF, n=44 vs. TX+T3:
-36,14 + 2,05 pA/pF, n=27; p < 0,05).
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Figura 37. Grafica de barras con los valores promedios de la maxima densidad de corriente T
al pico en los distintos grupos a las dos edades estudiadas. EI numero de células registradas se

indica en cada barra (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001).

5.2. Estudio de la relacion corriente-voltaje de la corriente T

Segundo, se comprob6 si la ausencia de hormona tiroidea modulaba la relacion
corriente-voltaje. A partir de las corrientes T obtenidas mediante pulsos crecientes de
voltaje despolarizante de 2 segundos de duracion y que se incrementan +5 mV desde -65 a
+5 mV (Figura 36) se puede construir la relacion corriente-voltaje. Los resultados muestran
como la densidad de la corriente T de las ratas hipotiroideas del grupo de edad P9-11 se
reduce en un amplio rango de voltajes, desde -40 a 0 mV. Por otro lado en el grupo de edad
P17-19 la reduccion no es tan amplia, siendo la disminucion significativa inicamente en el
pulso de voltaje de -5 mV, que corresponde al voltaje al cual se obtiene la maxima
densidad de corriente al pico (Figura 38). Por otra parte, cuando se normaliza la relacion
corriente-voltaje con respecto a la maxima densidad de corriente al pico, se observa que las
neuronas hipotiroideas del grupo P9-11 presentan un desplazamiento a la derecha en los
pulsos registrados entre -35 mV y +5 mV, mientras que en las del grupo P17-19 el
desplazamiento a la derecha so6lo se produce entre los pulsos -20 mV a +10 mV (Figura

38).
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Figura 38. Relacion corriente-voltaje de las neuronas controles e hipotiroideas en los dos grupos
de edad. Arriba: Cada punto representa el valor promedio de la densidad de la corriente T al pico
para cada voltaje. Abajo: normalizacion de la relacion corriente-voltaje con respecto a la maxima
densidad de corriente al pico. El numero de células registradas se indica en la leyenda entre

paréntesis (* p <0,05; ** p <0,01).

5.3. Estudio de las curvas de activacion de la corriente T

Tercero, se analizoé si la ausencia de hormona tiroidea modulaba las curvas de
activacion. Para analizar en mayor profundidad el desplazamiento a la derecha de la
corriente T se requiere estudiar sus curvas de activacion normalizandolas en funcion de sus
conductancias. La conductancia (G) para cada voltaje se calcula dividiendo la corriente al
pico que se registra entre la fuerza electromotriz (que se define como la diferencia entre el
potencial de equilibrio para el calcio y el potencial al cual se obtuvo la corriente). Una vez
normalizada cada curva a su maximo de conductancia, se realiza un ajuste mediante la
ecuacion de Boltzmann (G=1/ [1+exp (Vso-V)/k]), donde V5o es el voltaje medio de
activacion, y k la pendiente de la curva. En el grupo P9-11 las neuronas hipotiroideas

presentan el voltaje medio de activacion desplazado hacia valores més despolarizados que
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las controles, mientras que en el grupo P17-19 los voltajes medios de activacion son mas

similares (Figura 39, Tabla 21).

Tabla 21. Parametros de las curvas de activacion de la corriente T.

Edad Tipo V50 (mV) k N° de células
Control -33,58+0,47 5,78 £0,26 36
P9-11
TX -29,05+0,56  7,49+0,29 37
Control -33,51+0,50 4,87 +0,24 34
P17-19
-32,40+0,52 5,28 +0,26 44
100}  P9-11 e 100f P17-19
S 75f = 75t
g E
g 50} E 50}
o .,
O 25} —o—Control (36) O 25} —a— Control (34)
—o—TX(37) —e—TX (44)
o} e . . ) 0} o ' . .
-60 -40 -20 0 -60 -40 -20 0
Voltaje (mV) Voltaje (mV)

Figura 39. Curvas de activacion de la corriente T para neuronas controles e hipotiroideas en los dos
grupos de edad. Los datos se han obtenido a partir de la normalizacion con respecto a la maxima

conductancia de las células de la Figura 38. El nimero de células registradas se indica en la leyenda

entre paréntesis.
5.4. Estudio de la cinética de inactivacion de la corriente T

Por ultimo, se estudido como la ausencia de hormona tiroidea modula la cinética de
caida de la corriente T a lo largo del tiempo, o lo que es lo mismo, la constante de tiempo
de inactivacion. Los resultados de dicho estudio muestran que la ausencia de hormona
tiroidea acelera significativamente las cinéticas de inactivacion a potenciales de membrana
por encima de 0 mV en neuronas del grupo P9-11 con respecto a las controles. En cambio,
las neuronas controles e hipotiroideas del grupo P17-19 presentan valores similares a todos

los potenciales de membrana estudiados (Figura 40).
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Figura 40 . Voltaje dependencia de la constante de tiempo de inactivacion de la corriente T
registrada en neuronas controles e hipotiroideas en los dos grupos de edad. Las neuronas
hipotiroideas del grupo P9-11 presentan diferencias estadisticamente significativas a potenciales
de membrana por encima de 0 mV. El nimero de células registradas se indica en la leyenda entre
paréntesis.

*p<0,05; ** p<0,01.

5.5. Estudio de la corriente T durante el desarrollo

Las corrientes de calcio dependientes de voltaje se desarrollan en las primeras
semanas postnatales hasta alcanzar un estado adulto en torno al dia 20 postnatal (Kortekaas
y Wadman, 1997). En los resultados se observa como la densidad maxima de corriente T al
pico aumenta significativamente con la edad, tanto en el grupo control como en el grupo
hipotiroideo (Figura 37) aumentando la densidad de -22,98 + 1,36 pA/pF en P9-11 a -39,00
+ 2,09 pA/pF en P17-19 en el grupo control (p < 0,001), y de -16,71 = 1,15 pA/pF a -30,44
+ 1,40 pA/pF en el grupo hipotiroideo (p < 0,001). Por otro lado, en el grupo control no
aparecen diferencias evidentes entre el grupo P9-11 y P17-19 ni en las curvas de activacion
(Tabla 21, Figura 39) ni en las constantes de tiempo de inactivacion de la corriente T
(Figura 40). Sin embargo, en el grupo hipotiroideo si aparecen diferencias a lo largo del
desarrollo, tanto de la curva de activaciéon como de las constantes de inactivacion, pasando
de ser diferentes a los controles en el grupo P9-11 (Figuras 39 y 40) a similares en el grupo
P17-19, indicando un posible retraso en la maduracion de estos pardmetros debido a la

ausencia de hormona tiroidea.
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Implicaciones funcionales de estos resultados : la densidad de corriente T al pico se
encuentra disminuida en ausencia de hormona tiroidea durante el desarrollo (Figura 37),
siendo mayor el efecto a P9-11, puesto que solo a esta edad existe disminucion de la
corriente T en la mayor parte de los potenciales de membrana registrados (Figura 38).
Asimismo, a P9-11, tanto la cinética de activacion (Figura 39), como la constante de
tiempo de inactivacion de la corriente T (Figura 40) presentan diferencias con respectos a
las controles, las cuales van disminuyendo con el desarrollo, siendo similares estos valores
entre controles e hipotiroideos en el grupo P17-19. Dichas diferencias favorecen la
disminucion de corriente T y podrian ser las causantes del retraso en la aparicion del patron

de disparo en rafaga y de las alteraciones del ADP en los animales hipotiroideos.
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6. Efectos del hipotiroidismo sobre la corriente de tipo D de
potasio

La corriente de tipo D de potasio es una corriente de salida, de activacion répida y
de inactivacion lenta, dependiente de voltaje y sensible a bajas concentraciones de 4-AP y a
a-dendrotoxina. Fue descrita por primera vez en las neuronas piramidales de CAl por
Storm en 1988. Esta corriente es la responsable del retraso en la induccion del primer
potencial de acciébn ante una despolarizacion de la membrana, interviene en la
repolarizacion del potencial de accion y modula la liberacion de neurotransmisores (Storm,
1988). A fin de comprobar la implicacion de la corriente D, en relacion a la disminucion de
la excitabilidad intrinseca y a los cambios en los pardmetros del potencial de accion
observados en los animales hipotiroideos, se llevaron a cabo experimentos de registro en
fijacion de voltaje en células disociadas, en dos grupos de edad, P9-12 y P16-19, a un
potencial basal de fijacion membrana de -50 mV. Los experimentos se realizaron en
presencia de TTX (0,5 uM), para bloquear las corrientes voltaje-dependientes de sodio, y
de cobalto (3 mM), para bloquear las corrientes voltaje-dependientes de calcio y las
corrientes de potasio dependientes de calcio, en el liquido extracelular. Para aislar la
corriente D del resto de las corrientes de potasio, se sustrajo el registro en presencia de 90
uM de 4-AP (bloquea la corriente D) del registro en ausencia de 4-AP (Figura 41).
Asimismo, se aplicd un prepulso de 50 ms a -50 mV antes del pulso despolarizante para
eliminar la corriente transitoria de potasio A. La corriente registrada mediante este
protocolo de sustraccion es una corriente D-like coherente con el rango de activacion de la

corriente D (Storm, 1988).

+10mV, 1s .
50 mV | 50 mv Figura 41. Protocolo  de
100V, 0.2 5 sustraccion de la corriente de
tipo D-like de potasio. Arriba
Control | se muestra el diagrama del

protocolo de estimulacion

utilizado para aislar la

+90 M 4-AP

I

corriente D. Esta corriente se
obtiene mediante la

sustraccion de dos registros

(abajo, izquierda): uno en el que se ha eliminado la corriente D mediante 4-AP (90 uM) (registro de las corrientes

de potasio menos la D) y otro el que no se ha aplicado el bloqueante. La corriente D aislada (abajo, derecha) es el

resultado de la sustraccion de los registros de la izquierda.
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6.1. Estudio de la densidad de corriente D-like al pico

RESULTADOS

Primero, se comprob¢ si la ausencia de hormona tiroidea modulaba la densidad de

corriente D-like al pico en neuronas piramidales disociadas de CA1 mediante un pulso de

voltaje que lleva a la célula a +60 mV. Se utilizé como medida de la corriente D-like la

densidad de corriente al pico (dividiendo la amplitud de la corriente al pico entre la

capacidad de la célula). Existe una disminucion de la corriente D-like en los animales

hipotiroideos del grupo P9-12 (Figura 42). Las células hipotiroideas del grupo P9-12

presentan una densidad de corriente D-like significativamente menor que las controles

(control: 85,95 + 5,53 pA/pF, n=18 vs. TX: 67,22 + 4,69 pA/pF, n=15; p < 0,05), sin

embargo el grupo P16-19 no presenta diferencias (control: 104,65 + 10,48 pA/pF, n=14 vs.
TX: 104,89 + 7,09 pA/pF, n=15) (Figura 42).

+60 mV, 1s
-50 mV
-100 mV, 0,2 s
P9-12 | wom
200 ms
Control

Ve

| -50 mv

X
- ==
o +* ‘l‘
2 __ 1004 f 1
—EI':I:'.'. 2 I
8 i 75+
8o
28 ™
n Qo
™ 254
(=] !
5 18 14
Control TX Control TX
P9-12 P16-19
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Figura 42. Efectos del
hipotiroidismo  sobre la
corriente D-like de potasio.
Ejemplos representativos de
registros de corriente D-like
en neuronas controles (negro)
¢ hipotiroideas (rojo) de los
dos grupos de edad. Grafica
de barras con los valores
promedios de la densidad de
corriente D-like al pico en los
diferentes grupos. El numero
de células registradas se
indica en cada barra (* p <

0,05).
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6.2. Estudio de la relacion corriente-voltaje de la corriente D-like

Segundo, se estudid si la ausencia de hormona tiroidea modulaba la relacion
corriente-voltaje de la corriente D-like. A partir de las corrientes D-like obtenidas mediante
pulsos crecientes de voltaje despolarizante de 1 s de duracion y que se incrementan +10
mV desde -50 a +60 mV se puede construir la relacion corriente-voltaje. En la Figura 43 se
muestra como la densidad de corriente al pico aumenta significativamente en las neuronas
controles con respecto a las hipotiroideas cuando se aplican pulsos de voltaje de +50 mV 'y

de +60 mV en el grupo de P9-12, sin presentar diferencias en la edad mas adulta.

Figura 43.  Relacion corriente-
100 O Control P9-12 (18)
© TXP9-12 (15) voltaje de las neuronas controles e
Control P16-19 (14
EE‘ 80} : T;:;Z.w (14) 4 hipotiroideas en los dos grupos de
O = edad. Cada punto representa el
% g_ 60 |- valor promedio de la densidad de la
E B' a0k corriente D-like al pico para cada
= 2 voltaje. El namero de células para
n a
g T 20} cada caso se indica en la leyenda
o entre paréntesis (* p <0,05).
0 E [ [ [ 1 M L

60 40 20 0 20 40 60
Voltaje (mV)

6.3. Estudio de las curvas de activacion de la corriente D-like

Tercero, se analizd si la ausencia de hormona tiroidea alteraba las curvas de
activacion. Cuando se normalizéd la relacion corriente-voltaje con respecto a su
conductancia maxima, como se hizo en el apartado anterior para la corriente T, se encontrd
que la voltaje dependencia de la curva de activacion es similar entre controles e
hipotiroideas en ambas edades (Figura 44). Asi como los valores del voltaje medio de
activacion y la pendiente de la curva, existiendo solo diferencias durante el desarrollo

(Tabla 22).
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Figura 44. Curvas de activacion de
la corriente D-like para neuronas
controles (negro) e hipotiroideas
(rojo) en los dos grupos de edad.
Los datos se han obtenido a partir
de la normalizacion con respecto a
la maxima conductancia de las
células de la Figura 43. Sélo se
observan diferencias debidas al

desarrollo. El numero de células

60 -40 20 0

20 40

Voltaje (mV)

para cada caso se indica en la

60

leyenda entre paréntesis

Tabla 22. Parametros de la curva de activacion de la corriente D-like.

Edad Tipo Vso (MV) k Ne de células
Control  -1,27 +1,35 14,27 £ 1,26 18
P9-12
X -4,01 £ 1,50 11,88 £ 1,20 15
Control -9,80 + 3,02 18,29 + 3,19 14
P16-19
X -4,76 + 3,10 20,49 £ 3,79 14

6.4. Estudio de la cinética de inactivacion de la corriente D-like

Cuarto, se analizo si la ausencia de hormona tiroidea cambiaba la cinética de caida

de la corriente D-like a lo largo del tiempo tras su activacion. Los resultados de dicho

estudio muestran que la ausencia de hormona tiroidea acelera significativamente las

cinéticas de inactivacion, como queda reflejado en unas constantes de tiempo de

inactivacion mas rapidas, cuando se administra un pulso despolarizante a +60 mV. La

constante de tiempo de las controles del grupo P9-12 es de 42,11 £ 5,65 ms (n=18),

mientras que el de las hipotiroideas es significativamente menor (28,07 = 2,78 ms, n=15; p

< 0,05). En el grupo P16-19 las controles también tienen una constante mayor, pero en este

caso la diferencia no es estadisticamente significativa (control: 61,36 = 10,82 ms, n=14 vs.

TX: 46,96 + 3,02 ms, n=14).
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6.5. Estudio de la densidad de carga total de la corriente D-like

Por tltimo, se comprobd como la ausencia de hormona tiroidea cambiaba la carga
total de la corriente D-like a lo largo del tiempo. Si se considera que los animales
hipotiroideos presentan una disminucion en la densidad de corriente al pico junto con unas
constantes de inactivacion mas rapidas, se deduce que debe haber una disminucion de la
carga total de la corriente. Ademas, puesto que la corriente D-like inactiva lentamente es
importante conocer la densidad de carga total. La densidad de carga total se mide como el
area debajo de la curva del registro de la corriente D-like aislada (corriente e tiempo) entre
la capacidad de membrana de la célula (ver Material y Meétodos). Los animales
hipotiroideos del grupo P9-12 presentan una densidad de carga total de la corriente
significativamente menor frente a los controles cuando se aplican pulsos de voltaje
superiores a +20 mV (Figura 45). En el caso del pulso despolarizante de +60 mV las
neuronas controles presentan una densidad de carga total de 17,37 £ 2,37 nA e ms/pF
mientras que las hipotiroideas de 8,56 + 1,74 nA e ms/pF (p < 0,05). No ocurre lo mismo
en el grupo P16-19, donde no existen diferencias estadisticamente significativas entre

controles e hipotiroideos a ningln voltaje.

Densidad de carga total

35¢
L O Control P9-12 (18) Figura 45. Relacion de la densidad
e, 30 o TRraA2 419 de carga total de la corriente D-like
™ L ® Control P16-19 (14)
= 25+ ® TXP16-19 (14) con respecto al voltaje de las
72 + S
E 20} neuronas controles e hipotiroideas
g 15 i en las dos grupos de edad. Cada
""'@ L punto representa el valor promedio
-
2 10 de la densidad de carga total de la
% 51 corriente D-like para cada voltaje.
0 _ El nimero de neuronas registradas

— se indica en la leyenda entre
-60 40 -20 O 20 40 60
Voltaje (mV)

paréntesis.

(* p<0,05; ** p<0,01).
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6.6. Estudio de la corriente D-like durante el desarrollo

Con respecto al desarrollo de la corriente D en estas primeras semanas postnatales,
los resultados muestran como la densidad de corriente al pico aumenta con la edad cuando
se aplican pulsos de voltaje +60 mV, siendo este aumento estadisticamente significativo en
el grupo hipotiroideo (p < 0,001) pero no en el control (Figura 42). Ademas, el aumento de
la corriente D-like en el grupo P16-19 con respecto al P9-12 en los animales hipotiroideos
es estadisticamente significativo en practicamente todos los voltajes estudiados (Figura 43),
mientras que en los animales controles el grupo P9-12 presenta valores mucho mas
cercanos al P16-19. La curva de activacion se desplaza con la edad hacia la izquierda, sobre
todo en los voltajes mas hiperpolarizados en ambos grupos, control e hipotiroideo (Figura
44). Por otro lado, las constantes de tiempo de la inactivacion se vuelven mas lentas con la
edad, sin ser significativo el cambio en el grupo control (P9-12: 42,11 £+ 5,65 ms (n=18) vs.
P16-19: 61,36 + 10,82 ms, n=14), pero si en el hipotiroideo (P9-12: 28,07 + 2,78 ms, n=15
vs. P16-19: 46,96 + 3,02 ms, n=14; p < 0,001). Estas cinéticas de inactivacion mas lentas
son en parte responsables de la mayor densidad de carga total de la corriente D en el grupo
P16-19 frente al P9-12 (Figura 45). En los animales controles el aumento de la densidad de
carga total de corriente D con el desarrollo so6lo es significativamente mayor en el rango de
voltajes de -30 a 0 mV (p < 0,05). Sin embargo, el aumento es significativamente mayor
para todos los voltajes (p < 0,001) en los animales hipotiroideos, al igual que ocurria con la

densidad al pico.

Implicaciones funcionales de estos resultados: la densidad de corriente D-like de
potasio se encuentra disminuida en ausencia de la hormona tiroidea entre los 9 y 12 dias de
edad (Figura 42 y 43). Asimismo, a P9-12, la constante de tiempo de inactivacion de la
corriente D-like de los animales hipotiroideos con respecto a los controles es mas rapida y
la densidad de la carga total menor (Figura 45). Sin embargo, estos resultados de la
corriente D-like no se pueden relacionar con las diferencias encontradas en relacion a la

excitabilidad y la morfologia del potencial de accion.
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7. Efectos del hipotiroidismo sobre la corriente de tipo A de
potasio

La corriente de tipo A de potasio es una corriente transitoria, de activacion e
inactivacion rapida, dependiente de voltaje (Hille, 2001). Interviene en la repolarizacion del
potencial de accién, modula la frecuencia de descarga y tiene un papel fundamental en el
procesamiento de las sefiales en las dendritas (Connor y Stevens, 1971; Hoffman et al.,
1997; Johnston et al., 2000). Con el fin de comprobar la implicacion de la corriente A, en
relacion a la disminucion de la excitabilidad intrinseca y a los cambios en los parametros
del potencial de accion observados en los animales hipotiroideos, se llevaron a cabo
experimentos de registro en fijaciéon de voltaje en células disociadas, en dos grupos de
edad, P9-12 y P16-19. Los experimentos se realizaron en presencia de TTX (0,5 uM) y de
cobalto (3 mM) y a un potencial basal de fijacion de membrana de -90 mV. La corriente A

se aislo mediante dos métodos.

7.1. Estudio de 1 a densidad de corriente A al pico aislad a por un prep ulso de

inactivacion

En un primer grupo de experimentos la corriente A se aislé mediante un prepulso de
inactivacion. A partir de un potencial basal de fijacion de -90 mV se aplico un pulso test de
voltaje para despolarizar la membrana a 0 mV, obteniendo una corriente con dos
componentes cinéticos, una rapido y otro lento. Si un prepulso de -40 mV y 50 ms de
duracion precede el pulso test, la mayor parte de la corriente transitoria se inactiva,
permaneciendo solo una corriente de inactivacion lenta (Connor y Stevens, 1971; Numann
et al., 1987; Klee et al., 1995; Mitterdorfer y Bean, 2002). La sustraccion de la corriente
obtenida con el prepulso de la obtenida sin el prepulso produjo una corriente transitoria de
activacion e inactivacion rapida con las mismas caracteristicas de la corriente A de potasio

(Figura 46).
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0mv

-40 mV

sin prepulso

-90 mV

200 ms
Figura 46. Protocolo para aislar la corriente A de potasio mediante un prepulso de inactivacion. A la
izquierda se muestra el diagrama del protocolo de estimulacion utilizado para aislar la corriente A,
mediante un prepulso de inactivacion (gris). Esta corriente se obtiene mediante la sustraccion de dos
registros (en el centro de la figura se muestra un ejemplo representativo de los mismos): uno en el
que se ha eliminado la corriente A mediante un prepulso de inactivacion (gris) y otro que se obtiene
sin el prepulso en el que se registran todas las corrientes de potasio (negro). A la derecha se muestra
un ejemplo representativo de la corriente A aislada mediante la sustraccion de los dos registros del

centro de la figura.

Cuando se estudio si la densidad de corriente A aislada eléctricamente se modificaba
por ausencia de la hormona tiroidea, se encontrd que las células hipotiroideas presentan
mayor densidad de corriente al pico que las controles, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa en el grupo de mayor edad, P16-19 (control: 62,15 + 4,01
pA/pF, n=71 vs. TX: 76,47 + 4,80 pA/pF, n=41; p < 0,05), pero no en el grupo de menor
edad, P9-12 (control: 68,69 + 4,16 pA/pF, n=28 vs. TX: 72,05 + 3,87 pA/pF, n=38) (Figura
47).
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Figura 47. Efectos del hipotiroidismo sobre la corriente A aislada por inactivacion mediante el
protocolo de prepulso descrito en la Figura 46. Izquierda: ejemplos representativos de registros de
corriente A sustraida por prepulso de inactivacion en neuronas controles (negro) e hipotiroideas
(rojo) de los dos grupos de edad. Derecha: grafica de barras de los valores promedios de la
maxima densidad de corriente A al pico en los distintos grupos. El numero de células registradas

se indica en cada barra. * p <0,05.
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7.2. Estudio de la densidad de corriente A al pico aislada por farmacologia

En un segundo grupo de experimentos la corriente A se aislo por farmacologia. Para
aislar farmacoldgicamente la corriente A se elimin6 del registro la corriente D, mediante la
administracion extracelular de 4-AP (30 uM), y la corriente K (corriente de potasio de
activacion muy lenta, que no se inactiva, y es sensible al TEA extracelular), mediante la
administracion extracelular de TEA (25 mM). La corriente que se registra en estas
condiciones se corresponde con la I,. En la Figura 48 se muestra el protocolo de
estimulacion de la corriente A aislada por farmacologia, en el que a partir de un potencial
basal de fijacion de -90 mV, se aplicoé un pulso test de voltaje para despolarizar la
membrana hasta +20 mV, precedido de un prepulso hiperpolarizante a -110 mV de 150 ms
de duracion. Mediante este protocolo de estimulacion la corriente aislada por farmacologia

presenta las mismas caracteristicas que la corriente A de potasio.

+20 mV

Figura 48. Corriente A aislada

por farmacologia. Arriba:
-90 mV |

NI | Protocolo de estimulacion de la
110 mV 150 ms

de la corriente A. Abajo: ejemplo
representativo de un registro
obtenido mediante dicho
protocolo de estimulacion en
presencia de los bloqueantes de
250 pA '
la corriente D (30 uM de 4-AP) y
150 ms
de la corriente K (25 mM de
TEA). La corriente  que
permanece presenta una

activacion e inactivacion rapidas

que corresponden con las

caracteristicas de la corriente A

de potasio.

Cuando se estudio si la densidad de corriente A aislada por farmacologia se
modificaba por ausencia de hormona tiroidea mediante el protocolo descrito en la Figura
48, se encontraron diferencias muy similares entre controles e hipotiroideas a las obtenidas
cuando se aisla por prepulso de inactivacion. Es decir, un aumento de la densidad de
corriente al pico de las neuronas hipotiroideas frente a las controles, siendo dicha diferencia

estadisticamente significativa en el grupo P16-19 (control: 152,03 + 9,85 pA/pF, n=26 vs.
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TX: 189,80 £+ 9,34 pA/pF, n=29; p < 0,01), pero no en el grupo P9-12 (control: 160,95 +
9,38 pA/pF, n=32 vs. TX: 173,23 + 6,87 pA/pF, n=35) (Figura 49). Para determinar si la
reduccion en los niveles de hormona tiroidea es la causa del aumento de la densidad de
corriente A, se administré T3 a los animales hipotiroideos (ver Material y métodos), y se
encontrd que el aumento de la densidad de corriente A al pico se revierte a niveles

similares a los obtenidos en los animales controles en las dos edades de estudio, P9-12

(142,31 £ 10,13 pA/pF, n=15; p < 0,05 vs. TX) y P16-19 (163,48 £ 19,33 pA/pF, n=18).
200
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Figura 49. Efectos del hipotiroidismo sobre la corriente A aislada por farmacologia. Izquierda:
ejemplos representativos de la corriente A aislada por farmacologia en neuronas controles
(negro), hipotiroideas (rojo) e hipotiroideas tratadas con T3 (azules) de los dos grupos de edad.
Derecha: grafica de barras de los valores promedios de la maxima densidad de corriente A al
pico en los distintos grupos. El nimero de células registradas se indica en cada barra.

*p <0,05; ** p<0,01.
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7.3. Estudio de la cinética de inactivacion de la corriente A

A continuacién se analizo si la ausencia de hormona tiroidea cambiaba la cinética
de caida de la corriente A, estudiando las constantes de tiempo de inactivacion. Cuando se
administra un pulso despolarizante a +20 mV, la corriente A presenta dos constantes de
tiempo de inactivacion, una rapida (tsns) y otra lenta (tgow), ajustandose la caida a una

ecuacion biexponencial (Tabla 23).

Tabla 23. Constantes de tiempo de inactivacion de la corriente A

Edad  Tipo Trast(MS) Tslow(MS) Ne de células
Control 15,67 +0,62 161,80 + 7,16 32
P9-12  TX 1545+0,39 144,58 + 4,46* 35
TX+T3 13,71+0,91% 160,69 + 7,09 15
Control 21,87 +1,32 215,63+12,59 26
P16-19  TX  18,65+0,88* 181,39 + 6,26* 29
TX+T3 18,66+1,8 259,63 + 35,06 18

Constantes de tiempo de inactivacion rapida (tpg) y lenta (t40y) para un voltaje de +20 mV.
TX vs. control: * p <0,05.
TX+T3 vs. TX: * p <0,05; i p <0,01.

Como se observa en la Tabla 23 la constante de tiempo de inactivacion lenta es
siempre menor en las neuronas hipotiroideas que en las controles, en ambos grupos de
edad, mientras que la constante rapida sélo es menor en las hipotiroideas de P16-19. El
tratamiento con T3 a las ratas hipotiroideas solo revierte a los valores controles a la
constante lenta (Tabla 23). La contribucion de la constante de tiempo rapida a la
inactivacion total es siempre mayor que la contribucion de la constante lenta en todos los
grupos, controles, hipotiroideos e hipotiroideos tratados (Figura 50), sobre todo en el grupo
P9-12, donde el porcentaje es del 80% para 1s, y s6lo del 20% para tgow. La contribucion
de la tpg presenta diferencias estadisticamente significativas en el grupo P16-19 entre
controles, hipotiroideas e hipotiroideas tratadas con T3, siendo la contribucion del 66,28 +
0,91% en controles, del 73,42 + 0,51% en hipotiroideas (p < 0,01 vs. control) y
recuperandose los valores controles tras el tratamiento con T3 (63,60 + 3,01%; p < 0,01 vs.

TX) (Figura 50).
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Figura 50 . Contribucion de Ia
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Figura 48. La diferencia respecto al
100% se corresponde con la contribucion de la Tgjow @ la inactivacion total de la corriente A. El niimero de

neuronas registradas se indica en cada barra. ** p <0,01.

7.4. Estudio de las curvas de activacion e inactivacion de la corriente A

Finalmente se examino el efecto del hipotiroidismo sobre la dependencia de voltaje
de la activacion e inactivacion de la corriente A. La curva de activacion se obtuvo a partir
de la corriente A generada mediante pulsos crecientes de voltaje despolarizante de 1,5 s de
duracion y que se incrementan +10 mV desde -50 a +50 mV partiendo de un voltaje de
-110 mV. Esta relacion corriente-voltaje se normaliza respecto a la conductancia maxima,
al igual que se hizo para la corriente T y D en los apartados anteriores. La curva de
inactivacion se obtuvo a partir de la corriente A generada mediante un pulso de voltaje
despolarizante a 0 mV de 1,5 s de duracion, precedido por prepulsos de 150 ms que se
incrementan +10 mV desde -120 mV hasta -10 mV, normalizando la relacion corriente-
voltaje respecto a la corriente maxima (Figura 51). En la Figura 51 se puede apreciar que la
dependencia de voltaje apenas varia, tanto en la curva de activacion como en la de
inactivacion, entre las neuronas controles, hipotiroideas e hipotiroideas tratadas (Tablas 24
y 25). Por lo que el aumento de la densidad de corriente al pico observado en las ratas
hipotiroideas no es debido a cambios en la dependencia de voltaje de los canales

implicados en la generacion de la corriente A.

112



Experimentos en fijacion de voltaje

RESULTADOS
50 mV

0mV
-90 mV E |_ -90 mV
= m 300 ms
Aomy  00ms Ao mv
100 100
‘-c"“' —
>~ 75 X 75t
— S—
m
P9-12 & :
g 50 E 50 |
—4 o Control (n=12) 9_ O Control (n=16)
h‘q 25} o TX (n=20) O x5l o TX (n=10)
— A& TX+T3 (n=11) A TX+T3 (n=10)
U L L L L 1 'l 0 1 31 1 1
-120 -100 -80 -60 -40 -20 -40 -20 0 20 40 60
Voltaje (mV) Voltaje (mV)
100 100
— ?
X 75+ S 7sf
"Hm E
E x
P16-19 %}
< S
® Control (n=29) L ®  Control (n=12)
‘“'4 25 ® TX(n=23) 25 ® TX(n=9)
= A TX+T3 (n=9) A TX+T3 (n=8)
U E 'l L L 0 N L i L " L A L " L i L " J
-120 -100 -80 -60 -40 -20 40  -20 0 20 40 60 80
Voltaje (mV) Voltaje (mV)

Figura 51. Curvas de activacion e inactivacion de la corriente A aislada por farmacologia. Protocolos

de inactivacion (arriba, izquierda) y activacion (arriba, derecha) de la corriente A. Curvas de

inactivacion (izquierda) y activacion (derecha) de neuronas controles, hipotiroideas e hipotiroideas

tratadas de los dos grupos de edad. Los datos para construir la curva de activacion se han obtenido a

partir de la normalizacion con respecto a la maxima conductancia. En cada grafica aparece su

correspondiente Vs, (voltaje de inactivacion y activacion medio) y k (pendiente de la curva en su punto

medio). El nimero de neuronas registradas se indica en la leyenda entre paréntesis.

Tabla 24. Parametros de la curva de inactivacion de la corriente A.

Edad Tipo Vs (MV) k N° de células
Control -51,74 + 0,57 7,02 +£0,32 21
po.1p TX 4988071 643050 20
TX+T3 -49,24+0,73 8,13+0,41 11
Control -52,43+0,73 7,51+0,44 29
p16.19 TX  -51,75:059 649%0,32 23
TX+T3 -53,47+1,73 8,47 £ 1,05 9
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Tabla 25. Pardmetros de la curva de activacion de la corriente A.

Edad Tipo Vso (MV) k N° de células
Control  -3,34+1,04 13,91 £ 0,86 16
PO-12 X -0,21+0,71 11,02 £ 0,52 20
TX+T3 265+1,14 12,20+ 0,68 10
Control  -0,86 + 1,14 13,68 + 1,00 12
P16-19 TX 0,69 + 0,63 12,82 + 0,58

TX+T3 4,58 +1,49 14,35+ 1,46

7.5. Estudio de la corriente A durante el desarrollo

Durante las primeras semanas postnatales la corriente A tiene una gran importancia
funcional (Spigelman et al, 1992), segun avanza el desarrollo esta corriente disminuye y
otras corrientes de potasio incrementan su expresion (Klee et al., 1995). En los resultados
(Figura 47 y 49) no se observan diferencias estadisticamente significativas en la densidad
de corriente A al pico con el desarrollo ni en el grupo control ni en el hipotiroideo. Si existe
en los animales controles una tendencia a que la corriente A disminuya con la edad, y por
el contrario, a que aumente en los animales hipotiroideos, probablemente debido a un
retraso en la maduracion de los animales hipotiroideos, lo cual puede repercutir en una
aparicion tardia de la méxima densidad de corriente A y de su posterior disminucion. Por
otro lado, las dos constantes de inactivacion de la corriente A aumentan de forma muy
significativa durante el desarrollo (Tabla 23, p < 0,001 para todos los valores comparando
P9-12 vs P16-19), tanto en el grupo control como en el hipotiroideo, pero la voltaje
dependencia de la corriente no parece verse alterada entre P9 y P19 (Figura 51, Tablas 24 y

25).

Implicaciones funcionales de estos resultados: La densidad de corriente A de las
neuronas hipotiroideas frente a las controles se encuentra aumentada, sobre todo en el
grupo de edad P16-19, y tras la administraciéon de hormona tiroidea se recuperan los
valores controles (Figuras 47 y 49). Este aumento no se debe ni a un cambio en la
dependencia del voltaje de la corriente A (Figura 51) ni a los cambios en sus cinéticas de
inactivacion (Tabla 23). Estos resultados podrian estar relacionados con los previamente
descritos en animales hipotiroideos, como la disminucién de la excitabilidad intrinseca

(Figura 27) o los cambios en los pardmetros del potencial de accion (Tabla 15).
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Los cambios en la excitabilidad intrinseca neuronal son cruciales durante el
desarrollo de los patrones de disparo y en el establecimiento de ritmos neuronales que son
la base del procesamiento cognitivo (Leung y Yim, 1991; Hu et al., 2002; 2009). Ademas,
se sabe que los paradigmas de condicionamiento cldsicos provocan un aumento a largo
plazo de la excitabilidad neuronal en las neuronas de CA1 (Moyer et al., 1996; Oh et al.,
2003). A lo largo de la tesis se demuestra que el déficit de hormona tiroidea altera la
excitabilidad intrinseca de dos formas antagénicas o contrarias. Por un lado, incrementa la
excitabilidad a través de las propiedades pasivas de membrana (aumento de la resistencia,
disminucién de la capacidad y despolarizacion del potencial de membrana) y por otro lado
la disminuye a través de las propiedades activas (aumento de la corriente A, disminucion
de la corriente T y disminucion de la corriente de sodio voltaje-dependiente). Estos datos
revelan nueva informaciéon de gran importancia para entender los déficits cognitivos que
causa la ausencia congénita de la hormona tiroidea, planteando que alguno de los
problemas de aprendizaje asociados al hipotiroidismo pudieran estar relacionado con los

cambios en la excitabilidad intrinseca descritos en esta tesis.

1. El Hipotiroidismo altera las propiedades de membrana en
reposo

Se conoce desde hace tiempo que la hormona tiroidea juega un papel crucial en el
desarrollo neuronal, Nicholson y Altman (1972) pusieron de manifiesto que las neuronas de
las ratas hipotiroideas son mas pequenas, se encuentran mas empaquetadas y presentan un
arbol dendritico menos desarrollado con alteracion de sus espinas dendriticas. Por ello,
primero se realizd un estudio con el fin de caracterizar y diferenciar los efectos del
hipotiroidismo sobre las propiedades pasivas de membrana, de los causados a través de

mecanismos activos.
1.1. Despolarizacion del potencial de membrana en reposo

En los resultados se ha puesto de manifiesto que el potencial de membrana de las
neuronas piramidales del area CA1 de las ratas hipotiroideas se encuentra mas despolarizado
en reposo que el de las ratas controles. A continuacion se discutiran las posibles corrientes

implicadas:
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Corrientes de sodio y potasio. El potencial de la membrana en reposo depende
principalmente de la permeabilidad de los canales de potasio y de sodio y de los potenciales
de equilibrio de dichos iones. Si nos atenemos a la ecuacion de Goldman para el potencial de
membrana en reposo, observamos que una disminucion de la permeabilidad de la membrana
al potasio conllevaria una menor contribucion relativa de este 16n al potencial de reposo de la
membrana, el cual derivaria hacia valores mas despolarizados. Existen varias posibilidades
que podrian explicar una menor permeabilidad al potasio y, por consiguiente, un potencial de
membrana en reposo mas despolarizado, como son una reduccion del nimero de canales por

unidad de superficie de membrana o una menor conductancia de dichos canales.

=ﬂl F)K [K]o + PNa[Na]o + F)CI [CI]I

Yo = "B (K] + PuNal + Py[cl]

Ecuacion de Goldman
0

Aunque en esta tesis no se ha realizado un estudio de los canales de sodio y potasio
que intervienen en el mantenimiento del potencial de membrana en reposo, si se ha observado
que las diferencias en el potencial de membrana que aparecen entre controles e hipotiroideas
en las células registradas en rodaja (Tabla 3) desaparecen cuando se registran células
disociadas (Tabla 8). Como la medicion del potencial de membrana en reposo de las neuronas
disociadas se realizo con TEA en el liquido intracelular (Tabla 2) que bloquea una gran
variedad de corrientes de potasio de forma inespecifica (Hille, 2001), es logico suponer que
estas corrientes sensibles a TEA puedan intervenir en las diferencias observadas entre el
potencial de membrana en reposo de las neuronas registradas en rodaja de las ratas
hipotiroideas con respecto a las controles, ya que al bloquearse en los registros de las

neuronas disociadas las diferencias en el potencial de membrana en reposo desaparecen.

Corrientes de fuga. El potencial de reposo de la membrana celular depende en gran
medida de las conductancias voltaje-independientes presentes, siendo la principal de ellas una
conductancia de potasio (Lamas et al., 2002). Estas conductancias voltaje-independientes,
también llamadas corrientes de fuga (leakage) o de fondo (background), cuya existencia fue
postulada por Hodgkin y Huxley (1952), constituyen un determinante principal del potencial
de membrana en reposo y de la resistencia de membrana, dos elementos clave de la
excitabilidad neuronal. Los canales de las corrientes de fuga presentan una estructura
molecular de 4 dominios transmembrana con dos regiones de poro (K2P, two-pore domain
K+ channel) (Lesage y Lazdunski, 2000), son selectivos para el potasio y codificados por 15

genes de la familia KCNK que se subdividen en 6 subfamilias basadas en secuencias
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similares: TWIK, TREK, TASK, TALK, THIK y TRESK. Los canales K2P, ademas de
mantener el potencial de membrana en reposo y regular la excitabilidad, estan implicados en
otras funciones celulares, tales como: el transporte de iones, la regulacion del volumen
celular, la regulacién metabolica y la apoptosis (Lotshaw, 2007). Los canales K2P, presentan
muy poca voltaje o tiempo dependencia, se encuentran abiertos en reposo y nunca se
inactivan (Patel y Honoré, 2001; Lesage, 2003). Una disminucion de la expresion o de la
conductancia de los canales K2P podria ser responsable de la despolarizacion del potencial de
membrana en reposo en las neuronas hipotiroideas, de modo similar a lo que ocurre cuando
estos canales se encuentran bloqueados farmacoldgicamente o a través de regulacion por

segundos mensajeros (Millar et al., 2000).

Corrientes H y M. La cooperacion de las corrientes M (corriente de potasio activada
por despolarizacion) y H (corriente cationica activada por hiperpolarizacion) es importante en
la estabilizacion del potencial de membrana en reposo (Halliwell y Adams, 1982). La
corriente M hiperpolariza la membrana cuando se despolariza, mientras que la H la
despolariza cuando se hiperpolariza (Hu et al., 2002; Storm, 1990). Por tanto, cabe la
posibilidad de que el hipotiroidismo pudiera estar afectando a alguna de estas dos corrientes

voltaje-dependientes, bien reduciendo la corriente M o bien aumentando la corriente H.

Bomba Na'/K*. También contribuye a fijar el valor del potencial de membrana en
reposo la bomba Na'/K" (Lamas et al., 2002). Dado que en el hipotiroidismo se encuentra
alterada la expresion de las dos formas moleculares de la Na'/K™ ATPasa de la membrana
plasmatica (Schmitt y McDonough, 1988), no se puede descartar la posible implicacion de

esta bomba en las alteraciones detectadas.

1.2. Aumento de la resistencia y disminucion de la capacidad de membrana

Las neuronas piramidales del hipocampo de rata sufren considerables cambios en sus
propiedades electrofisiologicas y morfologicas durante el primer mes de desarrollo postnatal.
Asi se ha observado un incremento en el diametro de su soma, en el grado de arborizacion
dendritica (Schwartzkroin et al., 1981; Rami et al., 1986; Oppenheimer y Schwatrz, 1997) y
en sus conexiones sinapticas (Pokorny y Yamamoto, 1981). Estos cambios morfoldgicos
conllevan una disminucién en la resistencia durante este periodo (Spigelman et al., 1992), ya

que la resistencia de membrana estd inversamente relacionada con el tamafio de su superficie.

118



DISCUSION

Similares resultados a lo largo del desarrollo se describen en esta tesis, en la que se muestra
claramente que la resistencia de membrana disminuye y la capacidad de membrana aumenta
durante las primeras semanas postnatales en las neuronas controles e hipotiroideas registradas
en rodaja. Sin embargo, existe un retraso en la maduracion de estos parametros en ausencia de
la hormona tiroidea, de modo que las neuronas hipotiroideas presentan una resistencia de
membrana mayor y una capacidad menor con respecto a las controles. Ademas, los valores en
las neuronas hipotiroideas no se igualan a los de las controles a lo largo de la maduracion, ya
que las ratas hipotiroideas adultas presentan cuerpos celulares mas pequefios y una menor
arborizacion dendritica (Oppenheimer y Schwartz, 1997; Chan y Kilby, 2000). En este
sentido, estudios de Rami et al. (1986b) muestran una reduccion en el volumen del soma de
las neuronas del hipocampo de ratas hipotiroideas, ademés de una disminucion en el nimero y
ramificacion de sus dendritas. Puesto que esto conlleva una disminucién de la superficie total
de la membrana, es logico pensar que el aumento de resistencia observado en las neuronas de
las ratas hipotiroideas pueda deberse a este motivo. Ademas, la disminucion de la superficie
de membrana se relaciona de forma directa con la capacidad de membrana que, como se ha
descrito en los resultados de estd tesis, se encuentra disminuida en las células hipotiroideas,
apoyando esta hipotesis. Por otra parte, otro factor que conduce a aumentar la resistencia de la
membrana es la disminucion en el niimero o conductancia de los canales de membrana. En
este sentido, las neuronas hipotiroideas presentan mayor resistencia especifica de membrana
que las controles, como se calcula al dividir la resistencia (Tabla 4) entre la capacidad de

membrana (Tabla 6).

1.3. La constante de tiempo de membrana no varia

Spigelman et al. (1992) demostraron que la constante de tiempo de membrana
disminuye durante el primer mes de vida postnatal en las neuronas de CA1 del hipocampo
de rata. Los resultados de esta tesis corroboran que esta constante disminuye desde P9 a
P19, tanto en los registros de neuronas en rodajas como en los de disociadas de animales
controles e hipotiroideos. Sin embargo, la constante de tiempo de membrana es similar
entre las neuronas controles e hipotiroideas (Tabla 5), a pesar de que las hipotiroideas
presentan mayor resistencia y menor capacidad de la membrana con respecto a las
controles (Tablas 4 y 6). Aparentemente los cambios en la resistencia membrana se
contrarrestan con los cambios capacitivos, sugiriendo la presencia de algun tipo de

mecanismo homeostatico que regula el ajuste entre el tamafio y la forma de los procesos
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neuronales y sus especificas propiedades pasivas y activas de membrana. La importancia
fisiologica de que las constantes de tiempo de membrana sean similares en ambos grupos
radica en que el tiempo que la membrana necesita para cambiar el voltaje ante un pulso de
corriente es igual, y por lo tanto, las oportunidades de inactivacion de las corrientes

transitorias seran las mismas.

1.4. Efectos sobre la excitabilidad neuronal

Los cambios de las propiedades de membrana en reposo de las neuronas
hipotiroideas aumentan su excitabilidad intrinseca. Asi, el aumento de la resistencia de
membrana (Tabla 4) justifica que ante una misma inyeccién de corriente las neuronas
hipotiroideas se despolaricen mas y generen mayor numero de potenciales de accion que
las controles (Figuras 24 y 25). Ademas, hay que considerar que el potencial de membrana

en reposo se encuentra mas despolarizado en ausencia de hormona tiroidea.

Menor tamairio celular

ﬁ @ Constante

Control

RN ya
ﬁ Excitabilidad

Vm despolarizado

~_ 7

Figura 52. Esquema de los efectos del hipotiroidismo sobre las propiedades de membrana en
reposo y su relacion con la excitabilidad intrinseca. La imagen de las células ha sido adaptada de

Rami et al., 1986.
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2. Elementos responsables de las alteraciones en el patron de
disparo en las neuronas hipotiroideas

Los procesos cognitivos estan regulados en gran parte por las secuencias de los
eventos sindpticos y por la excitabilidad intrinseca de las neuronas que codifican y
comunican las sefiales siguiendo patrones de comportamiento que determinan los disparos
neuronales. Durante la ltima década muchos estudios han demostrado como la ausencia
de hormona tiroidea afecta a la transmision sinaptica del hipocampo en multiples niveles,
incluyendo efectos presinapticos sobre la liberacion de neurotransmisor (Vara et al., 2002;
Sui y Gilbert, 2003) y alteraciones plasticas presindpticas a corto plazo y postsindpticas a
largo plazo (Vara et al., 2002; 2003; Gerges y Alkadhi, 2004; Fernandez-Lamo et al.,
2009). A pesar de estos conocimientos poco se conoce sobre los efectos del hipotiroidismo
congénito sobre la excitabilidad intrinseca de las neuronas y su impacto sobre el

comportamiento de disparo.
2.1. Importancia del disparo en rafaga

El cambio en el patron de disparo altera drasticamente el procesamiento de las
aferencias por parte de las neuronas (Magee y Carruth, 1999). Existen evidencias de que
los potenciales de accion disparados en rafaga pueden ser unidades de informacion mas
importantes que los potenciales de accion unicos (Lisman, 1997). Ademas, se ha sugerido
que la importancia del disparo en rafaga radica en la consolidacion de nuevas memorias,
proceso en el cual el hipocampo es una estructura fundamental (Buzsaki, 1989; Cattaneo et
al., 1981). La ausencia congénita de hormona tiroidea altera el comportamiento de disparo
neuronal durante las primeras semanas de desarrollo postnatal, retrasando la aparicion del
patron de disparo en rafaga y disminuyendo el nimero de los potenciales de accioén por
rafaga (Figuras 19, 22 y 23). Por otra parte, este patron de disparo regula tanto el
procesamiento como el almacenaje de la informacion neuronal (Magee y Carruth, 1999).
Puesto que el hipotiroidismo experimental en ratas neonatas provoca deficiencias en el
aprendizaje (Hashimoto et al., 2001), parte de estas deficiencias pueden estar causadas por
las alteraciones en el patron de disparo en los animales hipotiroideos (Figura 19). Los
posibles responsables de las diferencias en el patrén de disparo entre neuronas controles e

hipotiroideas pueden ser debidas a:
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» Cambios en la morfologia del potencial de accion que influyan en la capacidad de
la neurona para disparar con determinado patron de disparo.

+ Cambios en la morfologia de la despolarizacion postpotencial.

2.2. La morfologia del potenci al de accion no esta implicada en las diferencias

en el patron de disparo

Las neuronas hipotiroideas presentan diferencias en la morfologia del potencial de
accion con respecto a las controles cuando el voltaje de fijacion es de -80 mV y no cuando
es de -60 mV (Tablas 19 y 20). Sin embargo, el porcentaje de neuronas que disparan en
rafaga es menor para las neuronas hipotiroideas que para las controles, en ambos voltajes
de fijacion (Figura 19). Por lo tanto, las corrientes voltaje-dependientes responsables de la
morfologia no estan directamente implicadas en las alteraciones del patréon de disparo

descritas.

2.3. La despolarizacion postpotencial es ta implicada en las diferencias en el

patron de disparo

ADP y disparo en rafaga. Los cambios en la despolarizacion postpotencial del
potencial de accion estdn implicados en la aparicion del disparo en rafaga durante el
desarrollo de las neuronas piramidales de CA1 (Jensen et al., 1994; 1996; Chen et al.,
2005; Schorge y Walter, 2009; Jarsky et al., 2008). Existe una cierta discrepancia en los
mecanismos i6nicos responsables del ADP y cudl de ellos prevalece sobre los demés. Hay
estudios que sugieren que la corriente persistente de sodio es la responsable (Azouz et al.,
1996), otros que la mas importante es la corriente de calcio de bajo umbral (Hoffman et al.,
1997), mientras que Brown y Randall (2009) han visto como la activacion de la corriente
M disminuye el ADP. Teniendo en cuenta que la activacion de la corriente de calcio
sensible a niquel genera el disparo en rafaga (Williams y Stuart, 1999) la Figura 33 indica
que en ausencia de hormona tiroidea la responsable de los cambios en el ADP y en el

patrén de disparo es la corriente de calcio de bajo umbral,

Corriente persistente de sodio. La Figura 33 indica que el bloqueo de la corriente

persistente de sodio apenas afecta la morfologia del ADP, resultados similares han sido
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descritos por otros autores (Metz et al., 2005). Por lo que esta corriente no parece influir
demasiado en el ADP, al menos en las neuronas piramidales de CAl durante estas

primeras semanas postnatales.

Corriente M de potasio. El efecto de esta corriente sobre la morfologia del ADP,
segin los resultados obtenidos de su bloqueo con linopiridina, es escaso y parecido al
provocado por la corriente persistente de sodio en cuanto a la magnitud del efecto (Figura
33). Es posible que el efecto moderado de la corriente M sobre la morfologia del ADP esté
relacionado con la expresion durante el desarrollo del canal Kv7, responsable de la
corriente M. La subunidad Kv7.2 estd muy poco expresada en células piramidales
inmaduras de CA3 y aumenta su expresion posteriormente (Safiulina et al., 2008), al ser
una corriente que se opone al ADP, esto favoreceria la aparicion del patron de disparo en
rafaga durante las primeras semanas postnatales. El aumento en la expresion de Kv7 y el
de la corriente M tras los primeros dias postnatales explicaria que el patrén de disparo en

rafaga en el hipocampo se reduzca a partir del dia 20 postnatal (Chen et al., 2005).

Corriente T de calcio. Los resultados obtenidos por el bloqueo con niquel (Figura
33) sefialan a la corriente de bajo umbral de calcio como la principal causante de las
diferencias observadas en la morfologia del ADP entre controles e hipotiroideas. De hecho,
la aplicacion de niquel produjo mayor disminuciéon en el ADP que el resto de los
bloqueantes y ademas, los efectos del mismo son mayores en los animales hipotiroideos
que en los controles. Aunque farmacoldgicamente, cuando se bloquea con niquel no se
pueden diferenciar los canales de calcio de tipo T y R, es mas probable que los canales
responsables del cambio en el ADP sean los de tipo T, dado el bajo umbral de activacion y
las lentas cinéticas de desactivacion de los mismos respecto a los R (Randall y Tsien, 1997;
Su et al., 2002) Ademas, las neuronas hipotiroideas registradas presentan menor densidad
de corriente T (Figura 37), lo que sugiere que esta sea responsable de las diferencias en el

ADP y en el patron de disparo.

Corrientes A y D de potasio. Otras corrientes de potasio ademas de la M pueden
estar disminuyendo la despolarizacion postpotencial, como se sugiere en el trabajo de Metz
et al. (2005). La corriente A es improbable que puedan influir en el ADP debido a su
rapida inactivacion, la importancia de la misma en relacion al disparo en rafaga se

encontraria mas en la modulacion de la propagacion retrograda de los potenciales de
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accion dendriticos (Magee y Carruth, 1999). Por otro lado la corriente D segun el trabajo

de Metz et al. (2007) solo influiria en el inicio o primeros milisegundos del ADP.

En resumen, la disminucién en la densidad de las corrientes T y D en los animales
hipotiroideos explicaria la diferente morfologia del ADP de las neuronas BS. En concreto,
las neuronas hipotiroideas BS presentan un ADP de mayor amplitud y de menor duracion
que las controles (Figura 31). La disminucion en la densidad de corriente D contribuiria al
aumento de la amplitud al pico del ADP, considerando que el pico se produce cuando esta
corriente aun estd activa (primeros milisegundos del ADP). La disminucion en la densidad

de corriente T contribuiria a disminuir la duracion del ADP.

2.4. Modelo para la generacion del disparo en rafaga

Siguiendo el modelo de la generacion de disparo en rafaga propuesto por Magee y
Carruth (1999), la corriente transitoria de potasio (fundamentalmente la corriente A)
regularia el disparo de potenciales de accién de las neuronas piramidales de CAl
modulando la propagacion de los potenciales de accion dendriticos hacia el soma. La
reduccion de la corriente A permitiria a los potenciales de accion dendriticos activar
canales de calcio (fundamentalmente de tipo T y R) que aumentarian sustancialmente la
duracion de los mismos. Asi mismo, las corrientes de calcio se propagan al soma
generando un ADP capaz de iniciar multiples potenciales de accién somaticos y axonales.
Este proceso estaria regulado por una intrincada relacion entre los principales canales
ionicos dependientes de voltaje (K, Na" y Ca®"), por lo tanto la induccién del patron de
disparo en rafaga dependeria de todos ellos. El modelo propuesto por Magee y Carruth
permite explicar las diferencias en el patron de disparo de los animales hipotiroideos. Asi,
el aumento de la densidad de corriente A y la reduccién de la densidad de corriente T
descritas en este trabajo y la reduccion de la corriente de Na™ descrita por Potthoff y
Dietzel (1997) justifica que los animales hipotiroideos tengan mas dificultades para
expresar el patrén de disparo en rafaga y que su excitabilidad intrinseca se encuentre

disminuida.

Importancia funcional. Durante el desarrollo postnatal las neuronas presentan

diferentes patrones de descarga que son esenciales para la correcta maduracion del sistema
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nervioso (Chen et al., 2005). Asi, al disparo en rafaga se le atribuyen varias funciones. Por
un lado, es una forma especifica de codificacion a través de: la duracion de la rafaga, el
numero de espigas por rafaga o/y la frecuencia de las mismas (Harris et al., 2001; Kepecs
et al., 2002). Por otro lado, estd implicado en la modulacion de la eficacia sinaptica (Harris
et al., 2001; Brumberg et al., 2000). Ademas, uno de los mejores modelos celulares del
aprendizaje asociativo, la spike-timing dependent plasticity, depende de la coordinacion
temporal entre la propagacion retrograda de los potenciales de accidon y la actividad
sinaptica que afectan a los circuitos relacionados con el aprendizaje (Froemke y Dan, 2002;
Froemke et al., 2007; Wang et al., 2005), estos eventos plasticos deben tener lugar en una
estrecha ventana de tiempo entre la propagacion del potencial de accion y la entrada
sinaptica (Caporale y Dan, 2008). Parece razonable esperar que diferencias en la forma de
disparo, como el disparo en rafaga de potenciales de accion, puedan afectar a la duracion
de esta ventana y/o la extension de la spike-timing dependent plasticity (Kampa et al.,
2006; Froemke et al., 2006; 2007). Por lo tanto, las neuronas hipotiroideas podrian tener
problemas en cualquiera de estas funciones, al presentar alteraciones en el patron de

disparo en rafaga.

3. Alteraciones en la excitabilidad neuronal y su relacion con la
morfologia del potencial de accion

Excitabilidad intrinseca. Se ha sugerido que la maduracion postnatal de la
excitabilidad intrinseca coincide e interactia con el desarrollo de programas o procesos que
conllevan crecimiento neuronal de axones y dendritas, asi como con el desarrollo de las
conexiones sindpticas (Moody, 1998). Los resultados de esta tesis indican que la
deficiencia de hormona tiroidea reduce la excitabilidad intrinseca: despolariza el umbral de
disparo, disminuye la frecuencia de descarga ante la misma pendiente de voltaje y aumenta
la densidad de corriente A. Por otra parte, la menor excitabilidad de los animales menos
desarrollados (Figura 27) también se puede relacionar con el incremento de la corriente A

en estos estadios.

Frecuencia méaxima de descarga. La excitabilidad en los animales hipotiroideos

esta aumentada en respuesta a un pulso de intensidad fija, debido a la mayor resistencia de
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membrana (Figura 25) y estd disminuida debido a su patron de disparo (Figura 19) y a su
respuesta ante una pendiente de voltaje similar (Figura 27). Independientemente de estos
resultados los animales mas jovenes e hipotiroideos presentan menor frecuencia maxima
de descarga y alcanzan antes la saturacién, como se aprecia en las curvas de entrada-salida
de las Figuras 25 y 27. Estos resultados indican que el maximo numero de potenciales de
accion que pueden disparar los animales mas jovenes por unidad de tiempo es menor que
los més adultos, asi como también es menor en los animales hipotiroideos respecto a los
controles. La limitacion de la frecuencia maxima de descarga podria estar relacionada con
la expresion de los canales de corriente A, puesto que dicha corriente juega un papel muy
importante en la regulacion del disparo repetitivo (Connor y Stevens, 1971). Asimismo, y
relacionado con los resultados de esta tesis, Kim et al. (2005) han demostrado que la
frecuencia de disparo se reduce tras una sobreexpresion del canal Kv4.2. y otros
investigadores han puesto de manifiesto que la funcion de la corriente A es mayor en las
neuronas inmaduras con respecto al resto de las corrientes repolarizantes de potasio
(Spigelman et al., 1992; Klee et al., 1995). Por tanto, una posible causa de que las neuronas
hipotiroideas presenten una mayor densidad de corriente A seria debido a la inmadurez de
estas neuronas frente a las controles. Ademas, esto explicaria que la frecuencia de descarga

para una misma pendiente de voltaje sea menor en las hipotiroideas (Figura 27).

3.1. L a morf ologia del p otencial de accion se en  cuentra alterada en el

hipotiroidismo

Corrientes de sodio. Las neuronas tienen multiples canales dependientes de voltaje
que se activan durante la generacion de un potencial de accion y cuya activacion e
inactivacion a voltajes subumbrales modula la frecuencia de disparo. La deficiencia de
hormona tiroidea causa alteraciones en algunas de las caracteristicas de los potenciales de
accion de las neuronas piramidales del hipocampo, tales como las velocidades de
despolarizacion y repolarizacion, la amplitud, el umbral y la duracion (Figura 28 y Tabla
15). Varias corrientes podrian estar implicadas en estas diferencias. Por un lado, que las
neuronas hipotiroideas tengan un umbral de disparo mdas despolarizado y una menor
velocidad de despolarizacion puede deberse a una disminucion en la densidad de los
canales dependientes de voltaje de sodio (Hodgkin y Huxley, 1952; Carter y Bean, 2009).

En relacion con esta hipdtesis en el trabajo de Hoffmann y Dietzel (2004) se muestra como
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la ausencia de hormona tiroidea en cultivos primarios de hipocampo provoca una
disminucién de las corrientes de sodio voltaje-dependientes. Por otro lado, las diferencias
en la duracion del potencial de accion y en su velocidad de repolarizacion de las neuronas
hipotiroideas se pueden deber a un aumento en las corrientes de potasio que intervienen en
esta repolarizacion, como son las corrientes A y D (Storm, 1987; Sah, 1996; Mitterdorfer y
Bean, 2002). Ademas los canales responsables de las corrientes A y D se encuentran
activos a potenciales de membrana subumbrales (Mitterdorfer y Bean, 2002), por lo que un
incremento en estas corrientes también puede contribuir en la despolarizacion del umbral

de disparo junto con la disminucién de las corrientes de sodio.

Corriente A. Los resultados de esta tesis demuestran que la parcial inactivacion de
la corriente A (potencial de accion inducido por un pulso largo de baja intensidad)
disminuye las diferencias en la duracion y elimina las diferencias en la velocidad de
repolarizaciéon de los potenciales de accidén entre animales controles e hipotiroideos
descritas cuando la corriente A no esta parcialmente inactiva (potencial de accién inducido
por un pulso corto de alta intensidad) (Tabla 15 vs. 16). Estos datos sugieren que el
incremento de la densidad de corriente A inducido por la ausencia de hormona tiroidea,
esta muy relacionado con las diferencias en la duracion y velocidad de repolarizacion del
potencial de accidon. De hecho, los resultados publicados en este laboratorio empleando
técnicas de Western blot (Sanchez-Alonso et al., 2012) confirman que la expresion de los
canales Kv4.2 y Kv4.3 es mayor en el area CA1 del hipocampo de las ratas hipotiroideas.
Por otro lado, los efectos de la corriente A sobre la velocidad de repolarizacion y duracion
del PA son mas relevantes en los animales inmaduros, con respecto a otras corrientes de
potasio, puesto que la inactivacion parcial de la misma provoca cambios mayores en el
grupo P9-12 con respecto al grupo P16-19 (Figura 29). Spigelman et al. (1992) obtuvieron
resultados similares en las neuronas inmaduras del hipocampo, es decir, mayor
participacion de la corriente A sobre la repolarizacion del PA con respecto al resto de
corrientes repolarizantes. Esta explicacion sobre los cambios en los parametros del
potencial de accion concuerda con los resultados empleando técnicas de Western blot
(Sanchez-Alonso et al., 2012), en los que se pone de manifiesto que la expresion de los
canales Kv4.2 y Kv4.3 es mayor en el area CA1 de las ratas mas inmaduras. Coincidiendo
con los trabajos de otros autores que argumentan que la expresion de la corriente A
disminuye con la edad, mientras que la expresion de otras corrientes de potasio aumentan

(Klee et al., 1995).
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Corriente D. Aunque la corriente D de potasio puede influir en la repolarizacion del
potencial de accion (Storm, 1987), los resultados de esta tesis indican que su disminucion
en los animales hipotiroideos frente a los controles no se relaciona con las diferencias en la
morfologia del potencial de accidon y en la frecuencia de descarga. Al contrario de lo que
ocurre con la corriente A y la expresion de sus canales, la expresion del canal Kv1.2
responsable de la corriente D de potasio aumenta desde P9-12 a P16-19 (Sanchez-Alonso et
al., 2012). Sin embargo, la disminucién de la corriente D en los animales hipotiroideos a
P9-12 (Figura 42), estd enmascarada por el aumento de la corriente A (Figuras 47 y 49), lo
que justifica el aumento en la velocidad de repolarizaciéon del potencial de accion.
Similares resultados obtuvieron Martina et al. (1998), quienes concluyeron que la mayor
parte de las neuronas piramidales de CA1 expresan el mRNA de Kv4 (89%), entre P11-16,
mientras que solo un 33% de ellas expresan el mRNA de Kv1.2. Todos estos resultados
ponen de manifiesto la importancia de la corriente A frente a la corriente D durante este

periodo de desarrollo postnatal.

3.2. El1 broadening au menta en ausencia de h ormona tiroidea y disminu ye

durante el desarrollo

El ensanchamiento de los potenciales de accion o broadening durante el disparo
repetitivo es un fenomeno generalizado en los somas y dendritas de las células nerviosas
(Aldrich et al., 1979; Gainer et al., 1986; Jackson et al., 1991; Andreasen y Lambert, 1995;
Ma y Koester, 1996). En el trabajo de Kim et al. (2005) se demuestra como la
sobreexpresion del canal Kv4.2 conlleva un aumento de este fendmeno en neuronas
piramidales de CA1 del hipocampo, aumentando la duracion media de los potenciales de
accion durante un disparo repetitivo. La relacion entre la corriente A y el broadening
permite explicar parte de los resultados obtenidos sobre este fendémeno. En ausencia de
hormona tiroidea la expresion de los canales responsables de la corriente A es mayor que
en las neuronas controles (Sanchez-Alonso et al., 2012) y consecuentemente el broadening
también, aumentando madas la duracion de los potenciales de accién en las neuronas
hipotiroideas con respecto a las controles durante el disparo repetitivo, sobre todo en el
grupo P9-12 como se aprecia en la Figura 30. Durante el desarrollo se observa que el
broadening es mas acusado en los animales mas jovenes, alterandose mas los parametros

del potencial de accidon durante el disparo repetitivo en el grupo P9-12 que en el grupo
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P16-19 (Figura 30). Esta diferencia puede estar causada por dos motivos. Por un lado,
como ya se ha comentado, en las neuronas inmaduras la funcion de la corriente A es mayor
con respecto al resto de las corrientes repolarizantes de potasio. (Spigelman et al., 1992;
Klee et al., 1995). Por otro lado, los canales BK de potasio dependientes de calcio, que en
animales adultos contribuyen significativamente a la repolarizacion y facilitan el aumento
de la frecuencia de descarga (Storm, 1987; Shao et al., 1999; Gu et al., 2007), no colaboran
en la repolarizacion del potencial de accion en neuronas jovenes, como se describe en los
trabajos de Mitterdorfer y Bean (2002) cuando eliminan el calcio extracelular. Por lo tanto,
siguiendo el modelo de Ma y Koaster (1996) sobre el mecanismo del broadening (Figura
53) se plantean dos situaciones: en el grupo P9-12, los canales de corriente A serian
predominantes sobre los demds, con muy poca participacion de los canales BK,
fomentando un aumento del broadening; en el grupo P16-19, la relevancia de la corriente
A en la repolarizacion del potencial de accién decrece, mientras que se incrementa
significativamente la contribucion de los canales BK, disminuyendo de este modo el

ensanchamiento de los potenciales de accion durante el disparo repetitivo.

Alta frequencia FiguraS3 . Resumen de las principales
de disparo corrientes que intervienen en el fenomeno del
K \+ broadening, adaptado de Ma y Koaster (1996).
Inactivacion Inactivacion En el grupo P9-12 la funcién de la corriente A
Corriente A Ik delayed rectifier )
Yy i es mayor con respecto al resto de las corrientes
repolarizantes y la corriente BK apenas
+\F +V
. colabora, por lo que se favoreceria el
Ensanchamiento del p q
Potencial de accion ensanchamiento de los potenciales de accion
—/( A+ i durante un disparo repetitivo. En el grupo P16-
+ Y+ + 19 aumenta la participacion de los canales BK y
ivaci Activacion Activacion . . .
A <« corrientes Ik la corriente A pierde relevancia, por lo que
BK + Calci i ., . .
=0 delayed rectifier|  gisminuiria el fenémeno de broadening.

En resumen, el aumento de la velocidad de repolarizacion en ausencia de hormona
tiroidea conlleva una disminucion de la duraciéon del potencial de accion (Tabla 15), por lo
que las neuronas hipotiroideas podrian presentar mayor frecuencia de descarga que las
controles. Sin embargo, la frecuencia de descarga maxima en los animales hipotiroideos
diminuye al aumentar el broadening (Tabla 30) provocado por la relevancia de la corriente

A frente al resto de las corrientes repolarizantes. En definitiva, la limitaciéon de la
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frecuencia maxima de descarga altera la capacidad de comunicacion de la célula y su

excitabilidad intrinseca.

4. Alteraciones en los canales dependientes de voltaje y su
relacion con la excitabilidad intrinseca

Hasta ahora se han discutido los resultados obtenidos en los experimentos en
fijacion de corriente registrados en las neuronas de rodajas hipocampales, analizando las
diferencias entre animales hipotiroideos y controles en cuanto al patrén de disparo, la
morfologia del potencial de accion, la despolarizacion postpotencial y la frecuencia de
descarga. Asimismo, se han relacionado estas diferencias con las posibles corrientes
responsables de las mismas. En este apartado se discutiran los resultados obtenidos en los
experimentos en fijacion de voltaje registrados en las células disociadas, analizando los
cambios entre animales hipotiroideos y controles en los canales voltaje-dependientes de
dichas corrientes y se trataran de explicar los posibles mecanismos implicados en estos

cambios.
4.1. La corriente T de calcio disminuye en ausencia de hormona tiroidea

Desarrollo de la corriente T. En muchos tipos de neuronas, incluyendo las
hipocampales, los canales de calcio voltaje-dependientes tipo T son los primeros que se
expresan durante el desarrollo (Yaari et al., 1987), mediante una regulacion hormonal
(Lory et al., 2006). La implicacion de estos canales en la diferenciacion neuronal ha sido
estudiada en modelos celulares que simulan estadios tempranos de esta diferenciacion. Un
ejemplo es el aportado por el trabajo de Chemin et al. (2002) que demuestra como la
inhibicion de la actividad del canal Cav3.2 reduce la neuritogénesis en la linea celular
neuroblastoma-glioma NG108-15. A partir de estos datos se puede pensar que la
distribucion anormal de las espinas dendriticas durante el desarrollo en los animales
hipotiroideos esta relacionada con la disminucion en la densidad de la corriente de calcio

LVA descrita en esta tesis.
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Isoformas del canal tipo T. En la rata adulta las neuronas piramidales de CA1l
expresan altos niveles de los 3 tipos de RNAs mensajeros y las proteinas para Cav3.l,
Cav3.2 y Cav3.3. (Talley et al., 1999; Craig et al., 1999; McKay et al., 2006). Se han
identificado a estas 3 isoformas como las responsables de la corriente T. Los tres subtipos
de canales Cav3.x se distribuyen por el soma y las dendritas apicales, aunque estudios de
inmunofluorescencia muestran como Cav3.1 se localiza principalmente en la region de las
dendritas proximales, Cav3.2 en la region dendritica media y Cav3.3 se extiende por las
dendritas distales (Craig et al., 1999; McKay et al., 2006). La subunidad Cav3.3 es
diferente desde el punto de vista de sus propiedades cinéticas. Asi, las subunidades Cav3.1
y Cav3.2 presentan propiedades cinéticas similares (Chemin et al., 2002) mientras que la
subunidad Cav3.3 presenta unas cinéticas mas lentas. Sin embargo todas comparten que
sus cinéticas de activacion son 10 veces mas rapidas que sus cinéticas de inactivacion. Por
otra parte, la subunidad Cav3.3 presenta la mayor conductancia de canal unico (Perez-
Reyes, 2003).

Los experimentos realizados en esta tesis demuestran que las neuronas piramidales
de las ratas hipotiroideas presentan menor densidad de corriente LVA de calcio. La

explicacion admite diversas hipotesis:

1. Expresion de Cav3 en el hipotiroidismo. La hipdtesis mas obvia que explicaria
la reduccion de la densidad de corriente LVA de calcio seria la disminucion en la
expresion de canales T en la membrana de las neuronas hipotiroideas. Sin embargo,
las diferentes cinéticas de la corriente T registrada en las neuronas hipotiroideas
indican que la proporcion de los subtipos de los canales expresados en las neuronas
hipotiroideas pudiera ser distinta al de las controles. Asi, la constante de tiempo de
inactivacion es mas rapida en las neuronas hipotiroideas del grupo P9-11 (Figura
40), lo que pudiera indicar que la ausencia de hormona tiroidea disminuye en
mayor medida la expresion de la isoforma Cav3.3. Aparte de las diferentes
cinéticas de la corriente T registrada en animales hipotiroideos, en esta tesis se
muestra que la despolarizacion postpotencial estd mas afectada en los animales
hipotiroideos que en los controles, tras la aplicacion de niquel en el liquido
extracelular (Figura 33). Si consideramos que la sensibilidad al niquel de la
isoforma Cav3.2 es del orden de 20 veces mayor que en las isoformas Cav3.1 y
Cav3.3 (Lee et al., 1999), una hipoétesis que explicaria la reduccion de la densidad

de corriente T en los animales hipotiroideos seria que estos animales presenten
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diferentes ratios en las subunidades Cav3.x. Facilitindose la expresion o insercion
en la membrana de la isoforma Cav3.2, con maés sensibilidad al niquel y de
inactivacion mas rapida, frente a la isoforma Cav3.3, de menor sensibilidad al
niquel y cinética mucho mas lenta. En este sentido, en el trabajo de Chevalier et al.
(2006) se argumenta que la isoforma Cav3.3 es capaz de generar el disparo en
rafaga por si sola. Por lo tanto, la hipotesis que se plantea seria que en condiciones
controles, durante la aparicion del comportamiento de disparo en rafaga se
expresaria en mayor proporcion la isoforma Cav3.3, que presenta unas cinéticas de
corriente mas lentas, con respecto a la expresion de la isoforma Cav3.2, de
inactivacion mas rapida. En el hipotiroidismo este proceso de maduracion se
encontraria alterado, de modo que la isoforma Cav3.3 no se expresaria en la

ventana de desarrollo adecuada.

2. Hipdtesis alternativa. Una hipotesis alternativa para explicar esta reduccion en la
corriente LVA de calcio es que la conductancia de canal unico se encuentre
desregulada en el hipotiroidismo por alteraciones enzimaticas. Los canales de tipo
T de calcio son sensibles a varias quinasas (Welsby et al., 2003; Iftinca y Zamponi,
2009; Joksovic et al., 2010) que a su vez estan reguladas por las hormonas tiroideas

(Alzoubi et al., 2004; Wang et al., 2010).

Sin embargo harian falta experimentos especificos para discernir cual de estas

hipotesis o una mezcla de ellas se ajusta mas a nuestros resultados.

Importancia funcional. En general, el calcio intracelular regula practicamente
todos los procesos celulares, incluyendo la proliferacion, diferenciacion, crecimiento,
apoptosis y muerte celular (Berridge, 1998). Los cambios que se producen durante el
desarrollo en los canales de calcio dependientes de voltaje tienen efectos importantes en
procesos calcio-dependientes, como el crecimiento de dendritas o la formacion de sinapsis
(Spitzer et al., 1995). En este sentido los canales LVA de las neuronas piramidales de CA1
presentan un desarrollo temprano durante las primeras semanas postnatales, para a
continuacion ir perdiendo importancia a favor de los HVA (Kortekaas y Wadman, 1997).
El desarrollo temprano de los LVA en las neuronas inmaduras permitiria el disparo en
rafagas y modularia las sefiales de calcio fundamentales para la neuritogénesis, la

sinaptogénesis y las primeras plasticidades (Spitzer, 1994; Spitzer et al., 1995). Es logico
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pensar que parte de las alteraciones que presentan los animales hipotiroideos en el
desarrollo del arbol dendritico se deban en parte a problemas en los procesos calcio-
dependientes, probablemente relacionados con la expresion de los canales de calcio LVA,
que como se ha descrito en esta tesis presentan una menor densidad de corriente en
ausencia de la hormona tiroidea. Ademads, existen plasticidades que se relacionan con
retraso mental, que podrian estar alteradas en el hipotiroidismo, como por ejemplo la LTD
mediada por mGluR (Bear et al., 2004) que depende de la activacion de los canales de tipo

T de calcio (Oliet et al., 1997).

4.2. Corrientes de potasio: la corrien te A au menta en ause ncia de h ormona
tiroidea, enmascarando 1 os efectos funci onales de la leve dis minucion de la

corriente D

En general, el incremento de la corriente A que se observa en los animales
hipotiroideos parece ser un factor determinante que controla la excitabilidad de las
neuronas piramidales de CAl, a pesar de la disminucion de la corriente D en estas mismas
neuronas. La mayor densidad de corriente A en los animales hipotiroideos no es debida a
una inactivacion mas lenta de sus canales, ya que las constantes de tiempo de inactivacion
son mas rapidas en los animales hipotiroideos (Tabla 23), lo que provocaria, por el
contrario, una disminuciéon de la corriente A. Su mayor densidad parece mas bien
relacionada con un aumento en la expresion de los canales de corriente A, tanto de la
expresion de Kv4.2 como de Kv4.3 (Sanchez-Alonso et al., 2012). En las células
piramidales de CA1 se han identificados ambos subtipos de canales en ratas de P11 a P16
dias de edad (Martina et al., 1998), mientras que en la edad adulta solo permanece el

subtipo Kv4.2 (Rhodes et al., 2004).

Expresion de Kv4 y sus subunidades auxiliares en el hipotiroidismo. La cinética
de inactivacion tiempo-dependiente de la corriente A es mdas rapida en las neuronas
hipotiroideas, puesto que sus constantes de tiempo de inactivacién son menores (Tabla 23).
Esto se puede explicar por un incremento de la expresion del subtipo Kv4.2 frente al Kv4.3
en las células hipotiroideas, ya que el subtipo Kv4.3 presenta una inactivacion mas lenta
que el Kv4.2 (Serodio et al., 1994; 1996; Jerng et al., 2004). Sin embargo, es imposible

comprobar esta explicacion mediante los estudios de Western Blot, ya que la contribucion
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relativa de cada subtipo no se puede estimar. Otra explicacion sobre la rapida cinética de
inactivacion de la corriente A en las neuronas hipotiroideas es que se deba a las
interacciones de Kv4.2 y Kv4.3 con sus subunidades auxiliares. Por un lado, aumentaria la
cinética en las neuronas hipotiroideas si predominara la subunidad auxiliar KChIP3 frente
a las otras, dado que la interaccion del canal Kv4.2 con KChIP3 presenta unas constantes
de tiempo de inactivacion menores. Sin embargo, este no es el caso dado que la interaccion
de Kv4.2 con sus subunidades auxiliares modifica las curvas de activacion e inactivacion
(An et al., 2000), las cuales son similares entre controles e hipotiroideas (Figura 51). Por
otro lado, la interaccion de la subunidad KChIP1 con el canal Kv4.3 disminuye las
constantes de tiempo de inactivacion sin alterar las dependencia del voltaje de las curvas de
activacion e inactivacion (An et al., 2000), por lo que una hipotesis posible para explicar
los cambios en la cinética de inactivacion de la corriente A de las neuronas hipotiroideas es
que existan alteraciones del canal Kv4.3 y sus subunidades auxiliares KChIP. Aunque
existen otras subunidades auxiliares del complejo del canal Kv4, como son las
dipeptidilpeptidasas, DPP6 y DPP10, no parecen afectadas en las neuronas hipotiroideas ya
que alterarian las curvas de activacion e inactivacion (Maffie y Rudy, 2008; Pongs y

Schwarz, 2010).

Importancia funcional. La corriente A contribuye a la repolarizacion del potencial
de accion, modula la frecuencia de los PAs en el disparo repetitivo (Connor y Stevens,
1971; Johnston et al., 2000), modula la amplitud del potencial de accién durante la
propagacion retrograda, se opone a la iniciacion del PA y regula las entradas y las
integraciones sindpticas (Cai et al., 2004; Hoffman et al., 1997; Kim et al., 2005; Losonczy
y Magee, 2006), siendo en resumen una importante reguladora de la excitabilidad (Beck y
Yaari, 2008). Cambios en la distribucidon y expresion de los canales responsables de esta
corriente o en la modulacion de sus propiedades cinéticas o en su dependencia del voltaje,
pueden tener consecuencias importantes en la integracion dendritica y en la actividad
neuronal. Se ha descrito que la reduccion de la corriente A se produce en varios desordenes
neurolégicos, tales como la epilepsia o malformaciones corticales (Bernard et al., 2004;
Castro et al., 2001). En la presente tesis se ha demostrado que la densidad de corriente A se
encuentra aumentada en las ratas hipotiroideas durante las primeras semanas postnatales,
relacionada con un aumento en la expresion de sus canales (Sanchez-Alonso et al., 2012).
Por lo tanto, se estaria produciendo una disminucion de la excitabilidad neuronal en los

animales hipotiroideos causada por un aumento de la corriente A, al contrario de lo que
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ocurre en modelos de epilepsia donde la disminucion de corriente A conlleva un aumento

de la excitabilidad neuronal (Graef y Godwin, 2010).

4.3. Hipot esis sobre la regulacion de estos canales a través de proteinas

quinasas y su posible alteracion en el hipotiroidismo

Se conoce que la excitabilidad neuronal se ve incrementada tanto por la activacion
de la proteina quinasa A (PKA) como por la proteina quinasa C (PKC) (Hu et al., 1987,
Slack y Pockett, 1991; Hu y Gereau, 2003). Ademas, estas quinasas se relacionan tanto con
la corriente A, como con la T. La corriente A disminuye tras la activacion de PKA o PKC
(Hoffman y Johnston, 1998; Hu y Gereau, 2003), probablemente a través de una
fosforilacion en los canales de potasio: por ejemplo Kv4.2 presenta en su secuencia de
aminoacidos posibles dianas de fosforilacion para estas quinasas (Baldwin et al., 1991;
Anderson et al., 1997). La corriente T por el contrario se ve aumentada tras la activacion
de PKA o PKC (Park et al., 2006; Chemin et al., 2007; Costa et al., 2011). Por lo tanto,
alteraciones en estas proteinas quinasas en el hipotiroidismo podrian ser las causantes de
parte de los efectos descritos en esta tesis, una disminucion de PKA o PKC aumentaria la
corriente A y disminuira la T. En este sentido el trabajo de Zhang et al. (2011) demuestra
que la isoforma PKCp se encuentra disminuida, tanto la expresiéon de su mRNA como sus
niveles de proteina, en neuronas de hipocampo con déficit de hormona tiroidea durante el
desarrollo postnatal. Si tenemos en cuenta que la isoforma B de PKC se expresa
predominantemente en la region CAl del hipocampo (Sun y Alkon, 2009), se puede
sugerir la disminucion de estas proteinas quinasas durante el desarrollo en los animales
hipotiroideos como un posible mecanismo que explicaria el aumento de la corriente A y la
disminucién de la corriente T y en definitiva la disminucion de la excitabilidad neuronal

intrinseca.

5. Excitabilidad intrinseca

La excitabilidad neuronal viene determinada por las propiedades y distribucion de

los canales i6nicos de la membrana plasmatica. Se puede definir como la capacidad de las
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neuronas de generar, a partir de un cierto umbral, una sefial de salida (el potencial de
accion) frente a una sefial de entrada (normalmente un potencial excitatorio postsinaptico).
En cuanto al mecanismo, el proceso requiere la apertura de canales i6nicos dependientes de
voltaje localizados en la membrana neuronal cuando una sinapsis excitatoria es activada.
Aunque el concepto es sencillo, la relacién entrada-salida de la neurona requiere
operaciones complejas y una modificacion de la sefial de entrada a través de los canales
i6nicos localizados en las dendritas, el soma y el axon (revisado por Daoudal y Debanne,
2003). Funcionalmente estos canales de membrana juegan un papel crucial, pueden
amplificar (como las corrientes de sodio voltaje dependiente o la corriente T de calcio) o
atenuar (como la corriente A de potasio y la corriente H) la amplitud del potencial
excitatorio postsinaptico (Reyes, 2002). Por lo que cualquier modificaciéon en las
propiedades o densidad de estos canales afectara a la sefial de salida y por lo tanto a la
excitabilidad intrinseca. Se ha visto que la excitabilidad intrinseca varia en modelos
animales de distintas patologias del sistema nervioso (epilepsia, Alzheimer, dolor
neuropatico, encefalomielitis autoinmune, estrés), en la plasticidad sinaptica y durante el
desarrollo (Weiss et al, 2005; Beck y Yaari, 2008; O'Leary et al., 2010). Asimismo,
aumentos en la excitabilidad de las neuronas hipocampales facilitan la plasticidad sinéptica
y el aprendizaje dependiente del hipocampo (Lopez de Armentia et al., 2007; Oh et al.,
2009).

Excitabilidad intrinseca en el desarrollo. La excitabilidad intrinseca de las
neuronas piramidales del area CA1 de hipocampo aumenta progresivamente durante el
desarrollo en las primeras semanas postnatales (Chen et al., 2005). En esta tesis se ha
confirmado su aumento desde P9 hasta P19. Los potenciales de accién durante este periodo
se vuelven mas rapidos y con mayor amplitud (Tabla 15 y Figura 28), tal y como describen
Spigelman et al. (1992). La neurona, a medida que avanza el desarrollo, es capaz de
disparar potenciales de acciéon con menor latencia durante estimulos prolongados y con
trenes de potenciales de accion de mayor frecuencia, aumentando su frecuencia de
descarga maxima (Figura 25 y 27). La amplitud de la despolarizacion postpotencial
también aumenta durante este periodo (Figura 32), contribuyendo a que las neuronas
cambien su patrén de disparo, pasando de una mayoria de neuronas disparando con un
patron regular entre los dias 9 y 12 postnatales, a que practicamente todas las neuronas

presenten un patréon en rafaga entre los dias 16 y 19. Estos resultados coinciden con el
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trabajo de Chen et al. (2005) realizado con neuronas de CA1 de hipocampo, en el cual se
muestra que el patron de disparo cambia de regular a rdfaga durante un periodo de edad
similar, alcanzando el méaximo porcentaje de disparo en rafaga entre P18-19. Por otra parte,
que el patron de disparo en rafaga aparezca durante las primeras semanas postnatales del
desarrollo y luego desaparezca de nuevo en la edad adulta, coincidiendo dicho patréon con
la intensa proliferacion, crecimiento somatico, ramificacion del arbol dendritico y
formacion de sinapsis (Pokorny y Yamamoto, 1981a,b), sugiere que la adquisicion del
patron en rafaga podria tener un papel importante sobre la correcta maduracion del
hipocampo durante este periodo tan critico del desarrollo, de modo que su modificacion

provocaria alteraciones permanentes en el hipocampo de la rata adulta.

Excitabilidad intrinseca en el hipotiroidismo. Estudios previos indican que la
hormona tiroidea puede regular la excitabilidad neuronal en el hipocampo (Cheng et al.,
2010). Hoffmann y Dietzel (2004) demostraron que la hormona tiroidea regula la
excitabilidad de las neuronas de la rata, puesto que el tratamiento con hormona tiroidea
conlleva un aumento de las frecuencias de descarga. Asimismo, Potthoff y Dietzel (1997)
mostraron como la hormona tiroidea provoca corrientes de sodio mayores en cultivos
primarios de células piramidales de hipocampo. En esta tesis se ha demostrado que en los
animales hipotiroideos disminuye la excitabilidad y la frecuencia de descarga méxima, asi
como aumenta el broadening y la densidad de corriente A, resultados relacionados con la
mayor expresion de los canales de corriente A en estos animales (Sanchez-Alonso et al.,
2012). Ademas, la disminucién de la densidad de la corriente T en los animales
hipotiroideos modifica el patrén de disparo, cuya alteracion provoca distintos desordenes
neurolégicos (Beck y Yaari, 2008). Lo cual repercutiria en diversas alteraciones en los
animales hipotiroideos, desde problemas en la eficacia sindptica (Brumberg et al., 2000)
hasta problemas en el procesamiento y almacenamiento de la informacidon neuronal

(Magee y Carruth, 1999).

Mecanismos homeostaticos del control de la excitabilidad. Existe un mecanismo
homeostatico que relaciona las propiedades intrinsecas de membrana y la densidad de los
canales i6nicos. Las neuronas expresan una gran variedad de canales idnicos, y por lo
tanto, a partir de diferentes combinaciones de conductancias se pueden conseguir

propiedades intrinsecas similares (Marder y Goaillard, 2006). De este modo, Swensen y
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Bean (2005) pusieron de manifiesto que neuronas disociadas de Purkinje que presentan un
potencial de membrana similar y un patréon de disparo idéntico, presentan unos ratios de
corrientes de sodio y calcio muy diferentes. Lo que se plantea en este trabajo es un
mecanismo similar para explicar los que sucede en las neuronas en ausencia de la hormona
tiroidea. Asi, las neuronas hipotiroideas mantienen los mismos valores en la constante de
tiempo que las controles, a pesar de su menor tamafio somatico y del escaso desarrollo de
la arborizacion dendritica, lo que implica una disminucion de la capacidad de membrana y
un aumento de su resistencia. Por ello, el decremento en la capacidad de membrana se debe
complementar con el aumento de la resistencia a fin de mantener similar el producto de las
mismas en controles e hipotiroideas. Por otro lado, un aumento de la resistencia de
membrana provoca que la neurona sea mdas excitable; sin embargo, se ha descrito que
durante el desarrollo la excitabilidad intrinseca aumenta, mientras que la resistencia de
membrana disminuye. En una situacion control las neuronas inmaduras (de menor tamafio
y de mayor resistencia de membrana) al desarrollarse aumentan su tamafio celular y
disminuyen su resistencia de membrana. Sin embargo, el desarrollo también modifica la
expresion y/o conductancia de sus canales, por lo que los potenciales de accion ganan
velocidad y amplitud, su frecuencia de descarga maxima aumenta, el broadening
disminuye permitiendo mayor frecuencia de disparo, etc... En definitiva: la excitabilidad
intrinseca aumenta durante el desarrollo, a pesar de la disminucion en la resistencia de
membrana. En ausencia de hormona tiroidea las neuronas se encontrarian en un estadio
mas inmaduro que las controles. Por lo que ante un mismo estimulo, una neurona
hipotiroidea responderd con menor frecuencia de descarga que una control debido a su

menor excitabilidad intrinseca y a pesar de su mayor resistencia de membrana.
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6. CONCLUSIONES
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La ausencia de hormona tiroidea durante el desarrollo postnatal provoca las

siguientes alteraciones sobre las neuronas piramidales del area CA1 del hipocampo:

1. Cambia las propiedades electrofisioldgi cas basicas en reposo: despo lariza el
potencial de m embrana, aum enta la resi stencia de m embrana y dism inuye la

capacidad de membrana.

2. Modifica la m orfologia de lo s potencial es d e accion : dis minuye su am plitud,
despolariza el um bral, dism inuye la velo cidad de despolarizacion, aum entala

velocidad de repolarizacion y disminuye la duracion.

3. Modificalam orfologia de la despolar  izacidn postpotencial: disminuye la

duracién sin modificar su amplitud.

4. Altera la excitabilidad intr inseca: despolariza el um bral de disparo, disminuye la
excitabilidad debido a sus propiedades act ivasy la aum enta por las pasivas,
retrasa la aparicion del patron de dispar o en rafaga y dism inuye el nim ero de

potenciales de accion por rafaga.

5. Disminuye la densidad de corriente T de calcio con alteracion de las cinéticas de
activacion e inactivacion y revierte a valo res controles cuando se adm inistra un
tratamiento sustitutivo de T3. La dism inucion de la corriente T se relaciona con:
el retraso en la aparicion del patrén de disparo en rafaga, la dism  inucion de la
duracion de la despolarizacion postpotenci al y la dism inucion del nim ero de

potenciales de accion por rafaga.

6. Disminuye la densidad de corriente D-like de potasio.

7. Aumenta la densidad de corriente A de potasio sin a lterar sus ¢ inéticas de
activacion e inactivacion y revierte hacia valores controles cuando se adm inistra
un tratamiento sustitutivo de T3. El aumento de la corriente A se relaciona con: el
aumento de la velocidad de repolarizacion y la dism inucion de la duracion del

potencial d e accidn, la dism inucidn de la excitabilidad, la disminucion de la
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frecuencia de descarga maxima y el aumento del ensanchamiento del potencial de

accion durante el disparo repetitivo.

El desarrollo provoca las siguientes alteracion es sobre las neuronas piram idales

hipotiroideas y controles del area CA1 del hipocampo:

1. Cambia las propiedades electrofisiologi cas basicas en reposo: dism  inuye la
resistencia de m embrana, aum enta la capacidad de m embrana y dism inuye | a

constante de tiempo de membrana.

2. Modifica la m orfologia de los potencia les de accidon: au menta su amplitud,
hiperpolariza el um bral, aum enta la velo cidad de despolarizacion y cam biala

velocidad de repolarizacion y la duracion.

3. Modifica la morfologia de la despolarizacion postpotencial: aumenta la amplitud

sin modificar su duracion.
4. Alterala excitabilida d intrins eca: aum entala excitab ilidad debido a sus
propiedades activas y la dism inuye por la s pasivas, hiperpolariza el umbral de

disparo y modifica el patrén de disparo de regular a en rafaga.

5. Aumenta la densidad de corriente T en a mbos grupos, pero solo el grupo

hipotiroideo presenta alteracion de las cinéticas de activacion e inactivacion.

6. Aumenta la densidad de co rriente D-like de potasio y su cin ética de inactivacion

en el grupo hipotiroideo.

7. Las constantes de tiem po de inactivacion de la corriente A aum entan en am bos

grupos.
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