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Introduccion

1. El sindrome de Down

El sindrome de Down (SD), la aneuploidia mds comun, es debido a la presencia de una
copia extra total o parcial del cromosoma 21 (HSA21, Homo sapiens autosome 21)
(Arumugam et al., 2016). Esta trisomia 21 puede clasificarse en cuatro categorias
segln el tamafo de la regidn gendmica triplicada: trisomia completa, parcial,
microtrisomia y duplicacion de un solo gen. Aunque la mdas comun es la trisomia
completa ya que alrededor del 95 % de las personas con SD tienen tres copias

completas del HSA21 (Dierssen et al., 2009).

El SD tiene una incidencia de uno entre 650-1000 nacimientos vivos en todo el mundo
(Bittles et al., 2007). Es un trastorno del neurodesarrollo que se asocia con muchas
complicaciones neurolégicas, incluyendo déficits cognitivos, convulsiones y
neuropatologia de inicio temprano que se asemeja a la de la enfermedad de Alzheimer
(Lott y Dierssen, 2010). Ademas de estos rasgos, esta aneuploidia da lugar en algunos
individuos a hasta 300 rasgos clinicos entre los que destacan el incremento del riesgo
de padecer alteraciones congénitas del aparato digestivo (ano imperforado, atresia
duodenal), cardiacas, de los sistemas inmune y endocrino (leucemia, hipotiroidismo,
diabetes) y alteraciones esqueléticas como el retraso en el crecimiento, la
braquicefalia y la alteracion de las extremidades (manos cortas y anchas vy
dermatoglifos caracteristicos) (Arumugam et al., 2016). Sin embargo, hay una gran
variabilidad en la proporcién de personas que presentan estas alteraciones y en la

gravedad de sus manifestaciones (Flérez et al., 2015).

Las causas mas frecuentes de mortalidad de los individuos con SD son las
enfermedades respiratorias (neumonia), las cardiopatias congénitas, los trastornos
circulatorios y la demencia (Oster et al., 1975; Howells, 1989; Englund et al., 2013). Sin
embargo, la tasa de supervivencia ha aumentado desde menos del 50 % a mediados de
la década de 1990 hasta el 95 % a principios de los afios 2000. En la actualidad la
esperanza de vida de las personas con SD es de alrededor de 60 afios (Englund et al.,

2013). Estos hechos pueden atribuirse a factores tales como la atencidon temprana, el
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tratamiento de las malformaciones cardiacas congénitas y enfermedades infecciosas y

una dieta mas saludable (Glasson et al., 2014).

1.1. Origen de la trisomia 21

Numerosos estudios han demostrado que existen diferentes causas que dan origen al
SD. Aproximadamente el 95 % de estos casos se producen por un fendmeno de no-
disyuncion meidtica del cromosoma HSA21 en la linea germinal de uno de los dos
progenitores, que daria como resultado una trisomia completa de dicho cromosoma
(figura 1). El 3.2 % de los casos es debido a translocaciones en las que una copia
completa o parcial del HSA21 se une a otro cromosoma, por lo general el HSA14,
origindndose una trisomia parcial. Por Ultimo, el 1.8 % restante da lugar a mosaicismo.
En este caso la no disyuncién se produce en las primeras divisiones embrionarias y por
tanto hay una mezcla de dos tipos celulares, algunos con los 46 cromosomas

habituales y otros que contendran 47 (Kava et al., 2004).

Figura 1. Cariotipo de una persona con SD con el HSA21 triplicado. Imagen modificada de

https://kdurotaract.files.wordpress.com/2016/04/zespol-downa-spl.jpeg
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1.2. El cromosoma 21 humano

El HSA21 es el autosoma mas pequefio del genoma y representa alrededor del 1.5 %
del contenido total de DNA en la célula. Esta compuesto por 33.5 millones de pares de
bases de DNA en su brazo largo (21q) y 285 mil en su brazo corto (21p) (Hattori et al.,
2000). Contiene aproximadamente 696 genes, de los cuales al menos 235 genes
codifican para proteinas y 142 son pseudogenes. Las proteinas codificadas a partir de
los genes que contiene el HSA21 estan involucradas en 636 procesos bioldgicos
diferentes, 304 funciones moleculares y participan en la formacién de 163
componentes celulares diferentes (Letourneau y Antonarakis, 2012). El HSA21 tiene
muy pocos genes en comparacion con otros cromosomas, lo que explica la mayor
viabilidad y esperanza de vida de las personas nacidas con trisomia del HSA21, en
comparacion con aquellas que presentan trisomias de otros cromosomas (Reeves,

2000).

Estd ampliamente aceptado que los distintos fenotipos de las personas con SD son el
resultado de la presencia de una copia adicional del HSA21, sin embargo, no esta claro
cuales son los mecanismos moleculares por los que surgen estos fenotipos. Se han
propuesto dos teorias que tratan de explicar los efectos causados por la presencia de
un cromosoma adicional en los distintos fenotipos del SD. Una de ellas es la “teoria de
la dosis génica” (Delabar et al., 2006; Ait Yahya-Graison et al., 2007; Arumugam et al.,
2016) y la otra es la “teoria de inestabilidad del desarrollo” (Pritchard y Kola, 1999;
Shapiro, 2001; Roizen y Patterson, 2003; Arumugam et al., 2016).

La primera de ellas establece que las alteraciones que se producen en el SD son
debidas a un efecto acumulativo de los productos procedentes de la sobreexpresion de
genes individuales del HSA21 (Gardiner, 2004). La segunda defiende que la causa mas
importante del conjunto de rasgos fenotipicos se debe al aumento de la actividad de
grupos de genes que provoca una disminucién de la estabilidad genética. Por ello,
cuantos mas genes estén en trisomia, mayor susceptibilidad tendrd el feto de que
surjan anomalias en su desarrollo (Korbel et al., 2009; Lyle et al., 2009; Yu et al.,

2010a).
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El hecho de que existan individuos con trisomias completas que muestran rasgos
fenotipicos muy ligeros o la existencia de otras trisomias que no generen sindromes
similares al encontrado en el SD no apoyan la segunda teoria (Korbel et al., 2009; Lyle

et al., 2009), por lo que la “teoria de la dosis génica” es la mds aceptada actualmente.

Con el fin de conocer el origen de las alteraciones fenotipicas halladas en el SD y de
identificar qué genes del HSA21 contribuyen a sus distintos fenotipos se han utilizado
varias estrategias como: (i) el estudio de individuos con trisomias parciales del HSA21,
(i) la generacion de modelos murinos con trisomias parciales de diferentes regiones de
cromosomas que contienen genes ortélogos a los encontrados en el HSA21 vy (iii) el
analisis de la expresién diferencial de genes en células o tejidos de individuos con SD
(Mao et al., 2005; Ait Yahya-Graison et al., 2007; Prandini et al., 2007), o de modelos
murinos de esta condicién (Kahlem et al., 2004; Lyle et al., 2004; Dauphinot et al.,

2005; Sultan et al., 2007).

A partir de los resultados obtenidos en varios estudios (Rahmani et al., 1989; Delabar
et al., 1993; Korenberg et al., 1994) se propuso la existencia de una region génica
minima en el HSA21, denominada Regidn Critica sindrome de Down (Down syndrome
Critical Region, DSCR), que debia estar en trisomia para que se manifestasen los rasgos
mas importantes del SD. Hoy en dia la existencia de una DSCR es motivo de
controversia debido a los resultados obtenidos en estudios tanto de individuos con
trisomias parciales del HSA21 (Patterson, 2009; Lana-Elola et al., 2011) como de
ratones con trisomias parciales de regiones sinténicas del cromosoma murino 16 (Mus
Musculus chromosome 16, MMU16) (Olson et al., 2007). Estos estudios demostraron
un incremento medio de un 50 % en la expresion en numerosos genes trisdmicos
respecto a los euploides, tanto del HSA21 como del MMU16. Sin embargo, la mayoria
de los genes presentan variabilidad interindividual en su expresién, tanto en las

muestras trisomicas como euploides (Sultan et al., 2007).

Se ha propuesto que la sobreexpresion de algunos de estos genes podria contribuir en
mayor grado al desarrollo de distintas alteraciones anatomofuncionales del sistema

nervioso central (SNC) de las personas con SD. Entre estos genes se encuentran:

34



Introduccion

- APP (Amyloid precursor protein). Se ha demostrado que este gen esta implicado en
diferentes fenotipos del SD, incluyendo el desarrollo de la neuropatologia tipica de la
enfermedad de Alzheimer (Isacson et al., 2002) y las alteraciones de neurogénesis

caracteristicas de la condicién trisémica (Trazzi et al., 2011).

- OLIG1 y OLIG2 (Oligodendrocyte Transcription Factor 1 y 2). Estos genes estan
implicados en la neurogénesis y la oligodendrogénesis por lo que su sobreexpresion
juega un papel importante en las alteraciones de estos procesos encontrados en el SD
(Takebayashi et al., 2000; Lu et al., 2002; Zhou y Anderson, 2002). OLIG1 y OLIG2
también participan en la regulacion del numero de neuronas inhibitorias durante el
desarrollo embrionario de un modelo murino de SD (Chakrabarti et al., 2010). Por
tanto, su sobreexpresién parece ser uno de los mecanismos responsables de los

déficits cognitivos de esta poblacidn.

- DYRK1A (Dual specificity tyrosine phosphorylation requlated kinase 1A). Numerosos
estudios sugieren que su sobreexpresiéon puede contribuir a las discapacidades
cognitivas del SD debido, en parte, a su papel en la regulacién de la proliferacion
celular y de multiples vias de sefalizacion que contribuyen al desarrollo y fisiologia del

cerebro (Altafaj et al., 2001; De la Torre et al., 2014; Garcia-Cerro et al., 2014).

- SOD1 (Superoxide Dismutase 1) es responsable de la formacién de la enzima
superdxido dismutasa implicada en las vias metabdlicas del oxigeno. La
sobreproduccién de esta enzima da lugar a un incremento en la generacidon de
especies de oxigeno reactivas (Reactive Oxygen Species, ROS) que dafan las
membranas celulares. Este proceso es evidente desde etapas tempranas del desarrollo

en el SD (Jovanovic et al., 1998; Capone et al., 2002).

Otro tipo de genes que no se encuentran sobreexpresados pero que ejercen un
importante papel sobre la cognicion son los IEGs (Immediate Early Genes). Los IEGs, en
particular el gen ARC, inducen una respuesta en la actividad neuronal por lo que su
expresion esta directamente involucrada en la plasticidad sinaptica y la consolidacién

de la memoria (Miyashita et al., 2008).
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1.3. Discapacidad intelectual en sindrome de Down

El indice psicométrico mads utilizado para definir la discapacidad cognitiva es el
coeficiente intelectual (Cl). El promedio de este coeficiente en las personas con SD
alcanza un valor de 50, con un rango que varia entre 30 y 70, lo que se considera un
retraso mental de moderado a grave (Vicari, 2006). La velocidad de aprendizaje es mas
lenta que en el resto de la poblacién y como consecuencia el Cl comienza a declinar

con la edad (Nadel, 2003).

La discapacidad intelectual es el rasgo mas destacado del SD, dicha discapacidad se
asocia a un retraso del desarrollo psicomotor, alteraciones del aprendizaje, la memoria
y el lenguaje (Sella et al., 2013; Belacchi et al., 2014; Yoder et al., 2014), déficits
cognitivos en el procesamiento auditivo-verbal y problemas adaptativos a la vida
cotidiana (Lott y Dierssen, 2010). Estas alteraciones parecen estar mediadas por la
dificultad de codificar, consolidar y recuperar la informacién y de elaborar respuestas

adecuadas (Flérez, 1999; Maltese et al., 2014).

En lo que se refiere a la memoria, ésta es un elemento fundamental para el adecuado
funcionamiento cognitivo como lo son, de igual manera, la percepcion, la atencion, el
razonamiento o el lenguaje (Anderson, 1990; Howes, 1990). Mientras que el
aprendizaje es la capacidad para adquirir nueva informacion, la memoria es la
capacidad para retener la informacién aprendida de modo que pueda ser evocada.
Desde un punto de vista neuropsicolégico se define el aprendizaje y la memoria como
las funciones neurocognitivas que permiten registrar, codificar, consolidar, retener,
almacenar, recuperar y evocar la informacién almacenada (Flérez, 1999). Para que se
produzca un funcionamiento éptimo de estos procesos se debe producir la articulacién

integrada de numerosos circuitos que se localizan en distintas estructuras del SNC.

Este procesamiento de la informacién se produce de una manera secuencial a través
de la memoria sensorial, memoria a corto plazo y memoria a largo plazo (Atkinson y
Shiffrin, 1968). La memoria a corto plazo o memoria de trabajo es la capacidad de

almacenar temporalmente la informacidon reciente y mantenerla disponible para su
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uso, mientras que la memoria a largo plazo es la capacidad para retener la informacion
durante periodos mas prolongados de tiempo o de manera permanente. Las personas

con SD presentan déficits tanto en la memoria a corto plazo como a largo plazo.

En el caso de la memoria a corto plazo o memoria de trabajo, las personas con SD no
son capaces de almacenar y manipular la informacién reciente durante un corto
periodo de tiempo o de utilizar dicha informacién para el desarrollo de tareas
complejas (Vicari, 2006). Sin embargo, el déficit de la memoria de trabajo varia en la
poblacion SD dependiendo si la informacién codificada es de cardcter verbal o de
caracter visuo-espacial (Chapman y Hesketh, 2000; Laws y Bishop, 2003; Lanfranchi et
al., 2012). Es decir, mientras que la memoria verbal a corto plazo estd alterada
(Lemons y Fuchs, 2010), la memoria visuo-espacial se encuentra relativamente
conservada (Nash y Heath, 2011). Las zonas cerebrales implicadas en el procesamiento
de la memoria a corto plazo son la corteza cingulada y la corteza prefrontal, las areas
de asociacién auditiva y visual (l6bulo temporal superior e inferior), las zonas

parietales posteriores y el hipocampo (Lott y Dierssen, 2010).

La memoria a corto plazo estd intimamente relacionada con la memoria a largo plazo,
pues la consolidacién de la memoria de trabajo es uno de los mecanismos que dan
lugar al almacenamiento permanente de la informacién (Flérez et al., 2015). Este
proceso también esta deteriorado en las personas con SD (Pennington et al., 2003). En
este tipo de memoria se integran la memoria explicita o declarativa y la implicita o

procedimental.

La memoria explicita o declarativa supone la capacidad de aprender intencional y
conscientemente y requiere la codificacion de la informacién adquirida, la
consolidacién de la misma y la recuperacién de los recuerdos, asi como un alto grado
de atencién (Bartesaghi et al., 2011; Dierssen, 2012). Estas capacidades se encuentran
mermadas en las personas con SD (Carlesimo et al., 1997; Vicari et al., 2000). Se ha
demostrado de forma constante que en el sindrome de Down existe pobre codificacién
de la informacidn, alteraciones en su capacidad de recuperacion o evocacidn y déficit

de atencién (Clark y Wilson, 2003; Krinsky-Mchale et al.,2008). Estudios realizados a
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ninos preescolares con SD revelan que éstos muestran un déficit en tareas de recuerdo
diferido del aprendizaje de un lugar, lo que indica que existe también un trastorno de
la memoria espacial a largo plazo (Pennington et al., 2003). Estos déficits son debidos a
las alteraciones encontradas en ciertas areas del cerebro SD como la corteza
prefrontal, los l6bulos temporales y, sobre todo, el hipocampo (Lott y Dierssen, 2010;

Hanslmayr et al., 2014).

La memoria implicita o procedimental se refiere a las habilidades o destrezas
perceptivas, motoras y cognitivas adquiridas sin que exista una percepcién consciente
y sin requerir mucha atencién, ya que opera de forma automatica (Bussy et al., 2011).
En el SD este tipo de memoria parece estar menos afectada que la explicita (Dierssen,
2012). Una de las estructuras que controla este tipo de aprendizaje es el estriado
(Teichmann et al., 2006) que no presenta alteraciones morfolégicas o funcionales en

esta poblacién (Flérez et al., 2015).

La funcion ejecutiva abarca procesos como la planificacidon estratégica, la flexibilidad
cognitiva, la inhibicién de respuestas inapropiadas, la generacién de nuevas respuestas
y el razonamiento (Costanzo et al., 2013). Las personas con SD muestran un déficit
generalizado de todos estos procesos de la funcion ejecutiva (Rowe et al., 2006; Porter
et al., 2007; Lanfranchi et al., 2010; Pritchard et al., 2015). Sus habilidades para
controlar y regular la actividad tanto cognitiva como conductual y emocional se

encuentran mermadas (Florez et al., 2015).

En cuanto a la flexibilidad cognitiva, las personas con SD muestran dificultades a la
hora de reestructurar espontdaneamente el conocimiento que han adquirido
previamente para poder dar respuesta a las exigencias que plantean situaciones
cambiantes. Varios estudios han evaluado la flexibilidad cognitiva de las personas con
SD mediante el analisis de sus aptitudes verbales, concluyendo que tanto nifios como
adultos presentan un deterioro de esta funcidn (Zelazo et al., 1996; Campbell et al.,
2013). Esta habilidad es fundamental en el proceso de aprendizaje y de resolucion de
problemas ya que una escasa flexibilidad cognitiva supone reproducir esquemas

rigidos de forma automatica lo que da lugar a procedimientos ineficaces.
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1.3.1. Procesos de aprendizaje y memoria

Como se ha mencionado anteriormente, el aprendizaje y memoria tiene lugar en tres
etapas: codificacion, consolidacion y recuperacion de la informacién. En la
codificacion la informacién entra por los canales sensoriales (por ejemplo, a través de
la vista, el olfato, el oido o el tacto) y luego es rdpidamente codificada y pasa a la
memoria de corto plazo. Parte de esta informacion puede ser consolidada en la
memoria a largo plazo y en la etapa final del procesamiento esta implicada la

recuperacion de la informacion que se almacend anteriormente.

La relativa contribucidon de los déficits en la codificacién, consolidacidn y recuperacion
de la informacién a la disfuncién de la memoria en personas con discapacidad
intelectual estd aun en debate (Carlesimo et al., 1997). Los déficits en la codificacién
de la informacién se han considerado como la causa principal de las alteraciones en la
memoria a largo plazo de las personas con alteraciones cognitivas (Watkins, 1974;
Spinnler y Tognoni, 1987). Sin embargo, parece que tanto la consolidacién como la
recuperacién de la informaciéon almacenada también estdn involucradas en las

alteraciones de la memoria a largo plazo (Winters y Semchuk, 1986).

En el caso del SD, varios estudios sugieren que alteraciones en la codificacién y en la
recuperacién de la informacion podrian ser la causa de sus déficits en la memoria a
largo plazo, memoria episddica y funcidn ejecutiva (Carlesimo et al., 1997; Milojevich y
Lukowski, 2016). Sin embargo, otros estudios muestran que los déficits en la memoria
y el aprendizaje de las personas con SD estan relacionados con una inadecuada
consolidacién de la informacién (Lott y Dierssen, 2010). En conjunto, estos estudios

sugieren que los tres procesos estan alterados en las personas con SD.

Cada uno de estos procesos estd mediado por distintos mecanismos moleculares (Abel
y Lattal, 2001) y depende de la expresién de genes diferentes. En concreto, la
consolidacién de la informacién depende de la expresidn de los IEGs sobre todo del

gen ARC (Miyashita et al., 2008). Los IEGs desempefian un papel clave en el aprendizaje

39



Introduccion

y la memoria, procesos que estan alterados en el ratén Ts65Dn, modelo murino del

que se hablard en apartados posteriores (Braudeau et al., 2011a; Potier et al., 2014).

En el apartado 1.5. se describen los distintos mecanismos neuromorfolégicos que

podrian subyacer a las alteraciones de estos procesos en el SD.

1.4. Otras alteraciones implicadas en la discapacidad intelectual del SD

Las personas con SD presentan otras alteraciones que tienen un papel en su
discapacidad intelectual. En primer lugar, esta poblacion presenta numerosos
problemas de sueiio, como apneas y disminucidn de la fase REM, que tienen como
consecuencia un deterioro en las funciones ejecutivas (Lal et al., 2015). Ademads, dado
que el suefio desempefia un papel activo en la consolidacién de la memoria (Ashworth
et al., 2017), es posible que estas alteraciones jueguen también un papel en el

deterioro de dicho proceso.

Por otro lado, las personas con SD también tienen mas probabilidades de presentar
convulsiones. En aquellos individuos en los que las convulsiones se producen de
manera reiterada pueden afectar al desarrollo neuronal y contribuir a un deterioro del

funcionamiento cognitivo (Lott y Dierssen, 2010; Lott, 2012).

Para que se produzca un correcto aprendizaje es necesario que el individuo mantenga
una adecuada atencion a los estimulos que ha de codificar, consolidar y recuperar
(Jarrold et al., 2008). Las personas con SD presentan problemas de concentracién,
tendencia a la distraccion y una menor capacidad para poner en juego mecanismos de
autoinhibiciéon (Flérez, 1999; Cornish y Wilding, 2010; Ekstein et al., 2011; Scerif y
Steele, 2011). Se ha propuesto que éstas son las causas de que el aprendizaje de nuevo
vocabulario y la capacidad de lectura estén afectados en el SD (Nash y Heath, 2011;

Purser y Jarrold, 2013).

Por ultimo, algunas personas con SD presentan ademdas un trastorno del espectro

autista, esto conlleva un deterioro cognitivo, un retraso en el desarrollo del lenguaje y
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en habilidades adaptativas mayor que aquellas personas que sélo presentan SD

(Capone et al., 2005; Molloy et al., 2009; Grieco et al., 2015).

1.5. Correlacion entre las areas cerebrales afectadas en el sindrome de Down vy la

disfuncion cognitiva

Las alteraciones cognitivo-conductuales presentes en el SD se deben a anomalias
estructurales y funcionales del SNC (Bartesaghi et al., 2011; Rueda et al., 2012).
Numerosos estudios demuestran que las personas con SD presentan menor volumen y
peso cerebral durante las etapas pre y post-natales (Guilhard-Costa et al., 2006; Guidi
et al., 2008; 2011). La reduccién del tamano cerebral aparece ya en los fetos con SD de
4-5 meses y se acentla durante los tres Ultimos meses de gestacion (Schmidt-Sidor et
al., 1990; Golden y Hyman, 1994; Wisniewski y Kida, 1994; Winter et al., 2000;
Engidawork y Lubec, 2003; Guilhard-Costa et al., 2006). En adultos, la reduccién del
tamafio cerebral alcanza aproximadamente el 20 % (Jernigan et al., 1993; Pinter et al.,
2001b; Rueda et al., 2012). Esta reduccién no es generalizada, sino que se produce en
determinadas regiones del cerebro (Wisniewski et al, 1984; Wisniewski y Schmidt-
Sidor, 1989; Wisnieswski, 1990; Wisniewski y Kida, 1994). Las mayores reducciones se
encuentran en las cortezas frontal y temporal, siendo en esta ultima el hipocampo la

estructura mas deteriorada (Lott y Dierssen, 2010) (figura 2).
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Figura 2. Resumen de las alteraciones morfoldgicas del cerebro SD. Modificada de Lott y Dierssen

(2010). Imagen adquirida en https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Brain_human lateral view.svg

Esta bien establecido que existe una correlacion entre las anomalias de caracter
estructural y cognitivo-conductuales en el SD. El hipocampo es fundamental para la
formacién de la memoria explicita y para el establecimiento de una organizacién
sistematica de los recuerdos, es decir, funciona como una especie de "indice" de los
recuerdos. Esta estructura es crucial para la codificacion, consolidacién vy
almacenamiento de la informacion (Eichenbaum, 2001). El hipocampo también es
necesario para la expresidn de las relaciones que se establecen entre distintos
elementos en la memoria, ya que permite la conexion entre recuerdos que sélo estan
indirectamente relacionados entre si, pero que para determinadas acciones es

necesario que actlien conjuntamente como, por ejemplo, en la memoria espacial
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(Eichenbaum, 1999). Las alteraciones en el |l6bulo temporal, especialmente en el
hipocampo, tienen un papel fundamental en los déficits cognitivos del SD, incluyendo
las alteraciones en memoria explicita, memoria espacial, codificacién, consolidacion y
recuperacién de la informacién (Holt y Maren, 1999; Pennington et al., 2003; Ofen et

al., 2007).

Sin embargo, el hipocampo no es una estructura independiente ya que interactia con
la corteza prefrontal en la consolidacidon y recuperaciéon de la informacidon espacial
(Churchwell et al., 2010; Milojevich y Lukowski, 2016). Por tanto, las alteraciones
neuromorfolégicas de esta area encontradas en las personas con SD pueden ser
responsables de los déficits en estos procesos de aprendizaje. También hay evidencia
de que la corteza prefrontal juega un papel importante en la funcidn ejecutiva (Ofen et
al., 2007), por lo que los déficits en esta funcidn encontrados en las personas con SD
pueden ser debidos a las anomalias neuromorfoldgicas encontradas en esta drea (Lott

y Dierssen, 2010).

El cerebelo de las personas con SD también presenta un menor volumen e
hipocelularidad (Aylward et al., 1997a). Dado el papel de esta estructura en el control
motor y en distintos procesos cognitivos como la atencién, la memoria espacial, la
flexibilidad cognitiva y la funcidn ejecutiva (Schmahmann, 2004; Teipel et al., 2004), su

morfologia anormal podria contribuir a las alteraciones cognitivas en el SD.

1.6. Neurobiologia de las alteraciones cognitivas y conductuales del sindrome de

Down

La disminucién en el volumen del cerebro de las personas con SD es debido a una
reduccion en el nimero de neuronas (hipoplasia) (Guidi et al., 2011) producida por un
marcado déficit en los procesos de neurogénesis pre- y post-natal. Esta reduccién en la
neurogénesis afecta de manera preferente a determinadas areas, en especial al
cerebelo, a la corteza prefrontal, al hipocampo y a determinadas circunvalaciones del
I6bulo temporal (Contestabile et al., 2010). Cada vez hay mds evidencias que indican

que la neurogénesis hipocampal adulta estd implicada en el establecimiento de la

43



Introduccion

potenciacion a largo plazo (Long-Term Potentiation, LTP) y que juega un papel
importante en el aprendizaje y la memoria dependientes del hipocampo (Shors et al.,
2002; Sweatt, 2016). Por tanto, la menor neurogénesis encontrada en el SD podria ser

parcialmente responsable de los déficits cognitivos de esta poblacién.

Las alteraciones de neurogénesis parecen ser debidas a anomalias en la proliferaciéon
de precursores neurales, ya que existe una desaceleracién del ciclo celular que
ralentiza la division de los progenitores. En el cerebro de fetos con SD, la proliferacidn
celular esta profundamente comprometida especialmente en el giro dentado (Dentate
Gyrus, DG) del hipocampo y en el ventriculo lateral (Guidi et al., 2008) y a nivel
cerebelar en la capa granular externa (External Granular Layer, EGL) y en la zona

ventricular (Ventricular Zone, VZ) (Guidi et al., 2011).

Ademas, las alteraciones en los procesos de diferenciacion encontrados en los
cerebros con SD tienen como resultado una disminucion en el namero final de
neuronas (Bahn et al., 2002; Contestabile et al., 2007; Espdsito et al., 2008; Rueda et

al., 2012) que son evidentes tanto en las etapas pre-natales como post-natales.

Por otro lado, las neuronas de las personas con SD presentan una citoarquitectura
alterada, es decir, se encuentran menos desarrolladas y poseen menos prolongaciones
dendriticas (Becker et al., 1991; Kasai et al., 2003; Newpher y Ehlers, 2009; Garner y
Wetmore, 2012). Esta patologia comienza a originarse en la infancia, progresando y
agravandose a medida que las personas con SD avanzan hacia la edad adulta y termina
especialmente afectada una vez comienzan a aparecer las neuropatologias tipicas de la
enfermedad de Alzheimer (Takashima et al., 1989; Ferrer y Gullotta, 1990). Dicha
patologia dendritica da lugar a un menor nimero de sinapsis interneuronales y a una
pérdida de neuroplasticidad cerebral, proceso esencial que subyace al aprendizaje y a
la memoria (Koo et al., 1992; Wisniewski y Rabe, 1986; Wisniewski y Schmidt-Sidor,
1989).

La correcta sinaptogénesis en el DG del hipocampo y en la corteza prefrontal en nifios

con desarrollo normal favorece la recuperaciéon de la informacién (Bauer, 2004, 2006).
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A nivel bioquimico, la consolidacién de la informacién requiere de una transformacién
de procesos sinapticos bioquimicos de corta duracién en procesos funcionales y
estructurales mas estables. Se han observado problemas en esta transformacién en
modelos murinos de SD (Dierssen et al., 2003). Por tanto, las alteraciones sindpticas
podrian ser responsables de sus déficits en la codificacién, consolidacién vy
recuperacién de la informacién encontrada en personas con SD (Jernigan et al. 1993;

Pinter et al. 2001a; Newpher y Ehlers, 2009).

1.7. Alteraciones en los sistemas de neurotransmision

Por otro lado, la pérdida de neuroplasticidad cerebral se ve empeorada por
irregularidades en distintos sistemas de neurotransmision, encontrandose alteraciones
tanto en los niveles de diversos neurotransmisores, como en la expresién y la funcion
de sus respectivos receptores. Estas alteraciones pueden ser responsables de la
aparicidon de defectos de la neurogénesis, de la transmisién sinaptica y de la cognicion

(Flérez et al., 2015).

Las personas con SD presentan alteraciones en el sistema serotonérgico. Estudios
realizados en cerebros de fetos (Whittle et al., 2007) y adultos (Yates et al., 1986;
Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997) con SD han mostrado una reduccién en los
niveles de serotonina (5-HT) en la corteza frontal, asi como un menor nimero de
receptores 5-HT1a (Bar-Peled et al., 1991). Dado que la serotonina tiene un importante
papel en la neurogénesis, diferenciacién neuronal, desarrollo dendritico, mielinizacién
y sinaptogénesis (Whitaker-Azmitia, 2001), la alteracion de este sistema podria estar

implicada en los déficits cognitivos del SD.

También se han descrito alteraciones en el sistema noradrenérgico de las personas
con SD. Aunque los niveles de noradrenalina (NA) son normales en fetos con SD
(Whittle et al., 2007), en los cerebros adultos se encuentran reducidos (Godridge et al.,
1987; Risser et al., 1997), probablemente como consecuencia de la neurodegeneracién
del locus coeruleus (Mann et al., 1985; Coyle et al., 1986). Dado el papel del sistema

noradrenérgico en los procesos de neurogénesis (Duman et al., 2001), las alteraciones
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de la trasmisidon noradrenérgica podrian tener un papel en el dafio en la neurogénesis,
y, por tanto, en los déficits cognitivos encontrados en el SD. Ademads, se ha
demostrado que las vias aferentes desde el locus coeruleus a las neuronas del
hipocampo tienen un importante papel en el aprendizaje contextual (Murchison et al.,

2004), proceso cognitivo que estd dafiado en personas con SD (Nadel, 2003).

Uno de los substratos anatdémicos del aprendizaje y la atencion es el sistema
colinérgico septohipocampal (Baxter y Chiba, 1999; Bartus, 2000). En etapas
tempranas de la vida, las personas con SD no presentan alteraciones en el sistema
colinérgico. (Kish et al., 1989; Lubec et al., 2001). Sin embargo, al llegar a la etapa
adulta muestran una pérdida significativa de los terminales colinérgicos en el
hipocampo (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997; Schliebs y Arendt, 2011). Es decir,
la degeneracién del sistema colinérgico ocurre durante el envejecimiento del cerebro

con SD.

El sistema glutamatérgico también se ve afectado en el SD. El glutamato es el
neurotransmisor excitador mas importante en el SNC. Aunque los niveles de este
neurotransmisor son normales en fetos con SD (Sairanen et al., 2005), en etapas mas
tardias, especialmente tras la aparicién de la neuropatologia tipica de la enfermedad
de Alzheimer, se ha encontrado un desequilibrio de la actividad glutamatérgica
(hiperactividad en estadios intermedios e hipoactividad en estadios avanzados)
(Harkany et al., 2000; Butterfield y Pocernich, 2003), provocando un dafio neuronal

hipocampal que deteriora diversos procesos cognitivos.

2. El sistema GABAérgico

En el desarrollo neuronal, el sistema GABAérgico regula la proliferacién, la migracion,
la diferenciacién y la formaciéon de las redes neuronales ejerciendo su funcidn
mediante dos tipos de receptores: GABAA y GABAs. Los receptores GABAa son
ionotrdpicos (canales de cloro dependientes de ligando) mientras que los receptores

GABAg son metabotrépicos (acoplados a proteinas G) (Deidda et al., 2014). La familia
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de receptores GABAA, en la que se centran los estudios de esta tesis doctoral, es el tipo

predominante en el cerebro (Potier et al., 2014).

El neurotransmisor GABA es sintetizado a partir del dcido glutdmico, gracias a la accidn
de las enzimas glutamato descarboxilasa (Glutamic Acid Decarboxylase, GAD) GAD 65 y
GAD 67 (Pinal y Tobin, 1998). Una vez sintetizado, el GABA es introducido en vesiculas
por el transportador vesicular del GABA (Vesicular GABA Transporter, VGAT),
preparado para su liberacién cuando se produzca el estimulo nervioso (Deidda et al.,
2014). Su papel inhibidor en el SNC coordina la actividad de diferentes tipos de células
neuronales ampliamente interconectadas, modulando la actividad sindptica al
establecer un equilibrio entre la actividad excitadora e inhibidora, un requisito
fundamental en la mayoria de las funciones cerebrales (Enna y Mohler, 2007). Esta
regulacion de la actividad neuronal por GABA depende de su metabolismo, expresion y

de la actividad de los receptores pre y postsinapticos (Deidda et al., 2014).

Funcionalmente, la inhibicién medida por GABA puede ser clasificada como fasica
(sinaptica) o ténica (extrasindptica). La inhibicion fasica estd mediada por receptores
GABAa de baja afinidad localizados en la sinapsis, mientras que la inhibicién ténica
surge de la activacion de receptores extrasinapticos de alta afinidad activados por

bajas concentraciones de GABA ambiental (Glykys y Mody, 2006).

En el SD se ha observado una reduccion en los niveles de GABA en la corteza frontal de
fetos con SD (Whittle et al., 2007). Dado que GABA es excitador durante los estadios
embrionarios (Ben-Ari et al., 2012; Miles et al., 2012), esta reduccién de sus niveles
podria dar lugar a una sobre-inhibicién. Sin embargo, estudios realizados en nifios de
entre 3 y 17 afios, cuando GABA vya ejerce un efecto inhibidor, mediante
espectroscopia por resonancia magnética (Magnetic Resonance Spectroscopy, MRS),
han demostrado una disminucion de los niveles de GABA en los |6bulos temporales,
mientras que no han observado cambios en los l6bulos frontales (Smigielska-Kuzia y
Sobaniec, 2007; Smigielska-Kuzia et al., 2010). Estudios postmortem mostraron que los
niveles de GABA permanecen globalmente inalterados en adultos con SD y patologia

tipo Alzheimer (Seidl et al., 2001). Sin embargo, en el hipocampo y la corteza temporal
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de personas con SD y enfermedad de Alzheimer se ha observado un déficit significativo
de GABA. Estos resultados son probablemente debidos a la pérdida de neuronas

corticales que contienen este neurotransmisor (Reynolds y Warner, 1988).

Por lo tanto, el hecho de que diferentes estudios hayan encontrado concentraciones
de GABA normales o reducidas en adultos con SD, hace improbable que la posible
sobre-inhibicién presente en el cerebro de los individuos con SD sea consecuencia de

un incremento de las concentraciones de GABA.

Aunque no se hayan encontrado cambios en las concentraciones del neurotransmisor,
se ha propuesto que este exceso de inhibicion mediada por los receptores GABAA y
GABAg es uno de los principales mecanismos responsables de los déficits cognitivos
gue presentan las personas con SD (Martinez-Cué et al, 2014). En modelos animales
de SD se ha establecido que el desequilibrio excitacion/inhibicion mediado por estos
receptores tiene un papel en la reduccion de la LTP (Siarey et al., 1999; Kleschevnikov
et al., 2004) que junto a las alteraciones en la neurogénesis hipocampal adulta parecen

ser las principales causas de los déficits cognitivos presentes en estas personas.

2.1. El receptor GABAaY la subunidad a5

Los receptores GABAa estan formados por cinco subunidades (a1-6; f1-3; y1-3; 6; €; 6;
nt) que forman un canal de cloro (figura 3). Cada subunidad tiene un dominio
transmembrana y porta lugares de unién para GABA y otros moduladores
(benzodiacepinas, barbituricos, etc.). En el cerebro adulto, la unién de GABA al
receptor GABA, y su posterior apertura dan lugar a la entrada de iones cloro al interior
de la célula. Como consecuencia se produce la hiperpolarizacién de la membrana,
provocando la inhibicién de la actividad neuronal (Potier et al., 2014). Su accién es
regulada dindmicamente por una amplia gama de mecanismos moleculares para

ajustar la fuerza de la inhibicién a las necesidades cambiantes de las redes neuronales.

Los receptores GABAa que contienen la subunidad a5 se expresan principalmente en el

hipocampo. En concreto, estan localizados fundamentalmente en la base de las
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espinas dendriticas de las neuronas piramidales de la region CA1 del hipocampo tanto
en roedores como en humanos (Laurie et al., 1992; Fritschy y Mohler, 1995; Lingford-
Hughes et al., 2002; Olsen y Sieghart, 2009; Klausberger, 2009) y se ha demostrado
que dicha subunidad esta implicada en los procesos de memoria y aprendizaje (Mdhler
et al., 1996; Rudolph y Mohler, 2006). Los receptores GABAa a5 son receptores
extrasindpticos con respuestas tdnicas (Banks y Pearce, 2000; Glykys y Mody, 2006;
Brickley y Mody, 2012).

Figura 3. Estructura del receptor GABAa. Cinco subunidades de siete subfamilias de subunidades (o, B, v,
5, €, 6, m) se ensamblan para formar un canal de cloro permeable. La mayoria de los receptores GABAa
expresados en el cerebro consisten en dos subunidades a, dos B, y una subunidad y que puede ser
sustituida por §, € o m. La unidn con el neurotransmisor GABA se produce en la interfaz entre las
subunidades a y B y provoca la apertura del canal, permitiendo la rapida afluencia de iones de cloro. La
unién con las benzodiacepinas se produce en la interfase entre las subunidades a (1, 2, 3 6 5) y la

subunidad y. Figura modificada de Jacob et al. (2008).
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3. Modelos murinos de sindrome de Down

Gracias a las investigaciones realizadas con modelos animales se han producido
grandes avances cientificos que han permitido comprender mejor los mecanismos
bioldgicos subyacentes a las alteraciones fenotipicas encontradas en el SD y poder asi

disefar alternativas terapéuticas para esta condicion.

Existe una gran similitud entre el genoma del ratén y del humano ya que ambos
comparten muchas regiones sinténicas. De los 552 genes que se encuentran en el
brazo largo del HSA21, 176 son ortélogos a los del ratén, aunque, estos ultimos genes
no se encuentran en un solo cromosoma, sino distribuidos en tres cromosomas
murinos: el MMU16 con 115 genes ortélogos, el MMU17 con 20 genes ortélogos y el
MMU10 con 41 genes ortélogos (Roubertoux y Carlier, 2010; Sturgeon y Gardiner,
2011).

Basandose en estas homologias se han desarrollado varios modelos murinos
trisdmicos para diferentes grupos de genes del HSA21. Estos modelos poseen unas
caracteristicas fenotipicas diferentes dependiendo de su composicion cromosdmica
(figura 4). En general, se pueden agrupar en tres tipos de modelos: i) los que presentan
un incremento, normalizacidon o reduccidon del nimero de copias de genes ortdlogos,
(ii) aquellos modelos en los que se ha insertado la totalidad o parte del HSA21 en el
genoma del ratén vy (iii) los modelos en los que se ha insertado una copia extra total o
parcial de alguno de los cromosomas murinos que albergan los genes ortdélogos a los
encontrados en HSA21. La validez de cada uno de los modelos disenados depende de
su similitud con la patologia en el humano. Es decir, para considerarse un buen modelo
debera de existir una similitud entre la etiopatogenia de la condicién humana y la del
modelo animal (en el caso de los modelos de SD, la triplicacion de los genes del HSA21
o de sus ortélogos). A su vez, debera presentar las mismas caracteristicas moleculares,
celulares, morfolégicas, fisioldgicas y/o conductuales observadas en el trastorno
humano y permitir, con la informacion que se obtenga de su estudio, realizar

predicciones precisas de lo que ocurrira en el ser humano (Crawley, 2004; Bourin et al.,
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2007; Rueda et al., 2012). Esta ultima condicién es particularmente importante para
dilucidar los mecanismos neurobiolégicos responsables de los déficits cognitivos
encontrados en el SD que no pueden ser evaluados en humanos por razones éticas o
practicas y para el desarrollo y evaluacion de nuevas terapias (Rueda et al., 2012). A
continuacion, se describen las caracteristicas mds importantes de algunos de los

modelos murinos usados en el estudio del SD (ver Rueda et al., 2012).
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Figura 4. Representacion esquematica del HSA21 y las regiones ortélogas murinas del MMU16 (verde),
MMU17 (morado) y MMU10 (rojo) y de la extensién de la trisomia en los diferentes modelos murinos de
SD. El circulo azul indica el centrémero y el rectangulo naranja la posicion aproximada de la DSCR. Figura

modificada de (Lana-Elola et al., 2011; Rueda et al., 2012).

La mayor parte de los modelos murinos de SD presentan una triplicacién total o parcial
del HSA21. El primer modelo de SD que se desarrollé fue el ratédn Ts16, trisomico para

el MMU16 completo (Gropp et al., 1975). Este modelo no reproduce adecuadamente
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las causas etiopatoldgicas del sindrome SD porque el MMU16 presenta sintonias con
regiones del HSA3, HSA8, HSA16 y HSA21. Por tanto, el ratén Ts16 tiene triplicados
muchos genes que no lo estan en el SD. Ademas, su caracterizacidon estd limitada al
periodo prenatal ya que los embriones de este modelo mueren en el Utero haciendo
imposible la evaluacién del fenotipo en ratones jévenes y adultos. A pesar de ello, este
modelo ha permitido el estudio de importantes alteraciones inherentes al desarrollo
del SNC o de las malformaciones cardiacas encontradas en muchos individuos con SD

(Waller, et al., 2000; Bambrick y Fiskum, 2008; Acuiia et al., 2012).

A continuacion, se disefd el que en la actualidad es el modelo murino de SD mejor
caracterizado y mds utilizado, el raton Ts65Dn, creado en 1993 por Davisson et al. Este
modelo tiene una trisomia parcial de un segmento del MMU16, desde el gen Mrp139
hasta el gen Znf295, y contiene aproximadamente 92 genes ortélogos al HSA21
(Sturgeon y Gardiner, 2011). Sin embargo, el ratén Ts65Dn también es portador de una
trisomia segmentaria del MMU17 que comprende 60 genes no homdlogos al HSA21
(Duchon et al., 2011); es decir, sobreexpresa un grupo de genes no triplicados en el SD.
A pesar de ello, hasta el momento es el modelo murino de SD que comparte un mayor
numero de alteraciones fenotipicas con el SD, especialmente a nivel del SNC. Por ello
es el modelo mas ampliamente estudiado y una importante herramienta en la
comprensién de las alteraciones anatomofisiolégica del SD durante las etapas de la
vida pre- y post-natales (Vacano et al., 2012). Por todo ello ha sido el modelo de ratén
elegido para desarrollar los estudios de esta tesis doctoral (ver descripcién en el

apartado 3.1).

Existen ademas otros modelos murinos de SD con trisomias parciales, como el ratén
Ts2Cje, que porta el mismo segmento del MMU16 triplicado que el Ts65Dn, pero
translocado al cromosoma 12 (Villar et al., 2005). El raton Ts1Cje presenta una trisomia
de una porcién menor del MMU16 que contiene 81 genes localizados en la regién que
se encuentra entre los genes Sod1 y Znf295. Este ratéon también ha sido ampliamente
caracterizado y presenta fenotipos menos alterados que los encontrados en el modelo
Ts65Dn (Sago et al., 1998). El raton Ms1Ts65Dn, que se obtuvo a partir del cruce entre

los modelos Ts65Dn y Ts1Cje, tiene una trisomia parcial de 33 genes situados en el
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MMU16 que se extiende desde App a Sod1 (Sago et al., 2000). Este ratdn tiene menos
alteraciones fenotipicas comunes con el SD que los anteriores modelos trisémicos
(Sago et al., 2000; Belichenko et al., 2007; Moldrich et al., 2007). Por otro lado, Olson
et al. (2004) crearon el ratdon Ts1Rhr que tiene triplicados 33 genes de la region
comprendida entre los genes Cbrl-Orf9. Este ratdon no presenta alteraciones
craneofaciales ni los defectos cognitivos de los modelos anteriores (Richtsmeier, et al.,
2002; Olson et al., 2007). Por ultimo, recientemente se ha creado un ratén trisémico
para la regiéon del MMU16 que contiene todos los genes ortélogos (110) a los del

HSA21 (entre los genes Lipi y Zfp295): el ratén Dp(16)1Yey/+.

Para modelar la trisomia de los genes ortélogos al HSA21 localizados en el MMU17 se
han generado dos modelos murinos: el raton TslYah, trisémico para 12 genes del
MMU17 sinténicos a la regién subtelomérica del HSA21 (Pereira et al., 2009) y el ratén
Dp(17)1Yey/+, que es trisdmico para la region del MMU17 sinténica al HSA21
completa, que contiene 19 genes ortélogos (Yu et al., 2010a, 2010b; Sturgeon y
Gardiner, 2011).

El dltimo modelo generado con una trisomia segmentaria es un ratén que tiene
triplicados los genes ortdlogos al HSA21 localizados en el MMU10. El ratén
Dp(10)1Yey/+ es trisomico para la regién del MMU10 sinténica a la parte distal del
HSA21 que contiene 37 genes ortélogos (Yu et al., 2010a; Sturgeon y Gardiner, 2011).

Una vez que los tres modelos trisémicos para todas las regiones sinténicas al HSA21 en
el MMU10 (Dp(10)1Yey/+), el MMU16 (Dp(16)1Yey/+) y el MMU17 (Dp(10)1Yey/+)
fueron generados, Yu et al. (2010a) los cruzaron para dar lugar a un ratdn trisémico
para todas las regiones sinténicas al HSA21 de los tres cromosomas, el ratén
Dp(10)1Yey/+; Dp(16)1Yey/+; Dp(10)1Yey/+. Este es un nuevo modelo muy
prometedor con una excelente validez ya que muestra varios fenotipos SD, aunque es

dificil de criar y aun se encuentra sin terminar de caracterizar.

Por otro lado, el ratén Tcl presenta una trisomia casi total del HSA21 (O’Doherty et al.,

2005) y muestra numerosos fenotipos relevantes encontrados en el SD, como
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malformaciones cardiacas similares a las observadas en personas con SD y déficits de
aprendizaje y memoria (O'Doherty et al., 2005; Reynolds, 2010; Duchon et al., 2010;
Haas et al., 2013). Este modelo de SD es considerado uno de los mds completos, sin
embargo, también muestra varias limitaciones. Uno de los problemas es que presenta
niveles variables de mosaicismo del HSA21 en diferentes tejidos, es decir, no todas sus
células llevan una copia de HSA21 lo que dificulta el analisis de las consecuencias
fenotipicas (Reeves et al., 2006). Ademas, este modelo tiene una delecidon de
aproximadamente 19 genes, por lo tanto, sélo tiene triplicados el 83 % de los genes del

HSA21.

3.1. El raton Ts65Dn como modelo de SD

El ratdn Ts65Dn (TS) fue el primer modelo murino viable para el estudio del SD. Estos
ratones se obtuvieron mediante una translocacion Robertsoniana, resultado de la
exposicion experimental a radiacion (Davisson et al., 1990). El ratédn TS muestra retraso
en el desarrollo y anomalias en varios 6rganos, en particular en el cerebro, que se
asemejan a las caracteristicas patoldgicas que se observan en el SD. En la tabla 1 se
detallan las principales similitudes fenotipicas entre el SD y el ratdn TS. Estos animales
alcanzan la edad adulta y envejecen, lo que permite estudiarlos durante todas las
etapas de la vida pre- y post-natal. Al igual que ocurre en el SD, las hembras TS pueden
reproducirse, con una frecuencia aproximada de trisomia en la descendencia del 35 %.
Sin embargo, los machos son estériles. La frecuencia de trisomia en la descendencia es
menor a la esperada (50 %) debido a la pérdida de crias trisémicas durante la
gametogénesis, en las Ultimas etapas de la gestacion, inmediatamente después del
nacimiento y durante las primeras semanas de vida debido a malformaciones cardiacas

congénitas (Moore, 2006; Roper et al., 2006).
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Tabla 1. Principales caracteristicas fenotipicas comunes entre el SD y el ratén TS. Adaptado de Rueda

etal. (2012).

Alteraciones
Volumen cerebral
Densidad neuronal
Volumen cerebelar
Densidad neuronal

cerebelar

Neurogénesis

Neurodegeneracion

Dendritas

y

Espinas dendriticas

Densidad sindptica

SD
Reducido
Reducida

Reducido

Reducida

- Alteraciones en la proliferacion
de los precursores neurales
- Retraso del ciclo celular
- Alteraciones en la
neurodiferenciacion
- Alteraciones en la

neurogénesis cerebelar

- Neuropatologia de tipo

enfermedad de Alzheimer

- Presencia de placas de B-amiloide

y ovillos neurofibrilares

- Pérdida de neuronas colinérgicas

- Aumento del estrés oxidativo
- Microglia sobreactivada
- Aumento de los niveles de

citoquinas proinflamatorias

- Alteraciones en la morfologia

- Densidad reducida

Ts65Dn
Reducido
Reducida

Reducido

Reducida

- Alteraciones en la proliferacion
de los precursores neurales
- Retraso del ciclo celular
- Alteraciones en la
neurodiferenciacion
- Alteraciones en la

neurogénesis cerebelar

- Aumento en los niveles
de APP y péptidos B-amiloides
- Degeneracion de las
neuronas colinérgicas
- Aumento del estrés oxidativo

- Microglia sobreactivada

- Alteraciones en la morfologia

- Densidad reducida

Reducida
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Tabla 1 (Continuacion)

- Niveles reducidos de GABA en fetos - Aumento del nimero de
- Niveles reducidos de glutamato sinapsis inhibidoras
y aspartato en adultos - Disminucién del nimero de
Balance sinapsis excitadoras
excitacion/inhibicion - Redistribucion de las

sinapsis inhibidoras
- Aumento del nimero de
interneuronas GABAérgicas
- Alteraciones en la estructura

del receptor GABAa

- Retraso en el desarrollo - Retraso en el desarrollo
- Hiperactividad ocasional - Hiperactividad
- Atencién reducida - Atencidn reducida
Cognitivo-Conductuales - Alteracion del aprendizaje - Alteracion del aprendizaje
- Alteracion de la memoria - Alteracién de la memoria
- Adquisicion tardia de - Adquisicion tardia de
habilidades motoras habilidades motoras

- Habilidades lingliisticas alteradas

- Infertilidad varones - Infertilidad machos
Otras - Menor respuesta al dolor - Menor respuesta al dolor
- Alteraciones craneofaciales - Alteraciones craneofaciales

Entre las numerosas caracteristicas fenotipicas que comparten el ratén TS y las
personas con SD se encuentran la braquicefalia, la reduccién del tamaifio de la
mandibula y del crdneo y de la distancia interorbital (Richtsmeier et al., 2002).
También se han observado deficiencias estructurales y mecanicas en el esqueleto
apendicular de los ratones TS, como una menor densidad y resistencia ésea, debidas a
alteraciones en el desarrollo dseo y la homeostasis (Blazek et al., 2011). Asi como

anomalias en el sistema inmunolégico (Paz-Miguel et al., 1999).
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3.1.1. Alteraciones cognitivo-conductuales del ratén TS

Desde el punto de vista cognitivo, el ratdn TS muestra un claro retraso en el desarrollo
durante el periodo post-natal con alteraciones similares a las encontradas en personas
con SD (Holtzman et al., 1996). Al igual que en la condicién humana (Nadel, 2003), el
ratén TS muestra acusados déficits en su aprendizaje y memoria especialmente en la
ejecucion de las tareas dependientes de hipocampo, tales como en la prueba de
reconocimiento de objetos (Fernandez et al., 2007), la alternancia espontanea en el
laberinto en T o Y, que evallian la memoria de trabajo (Belichenko et al., 2007;
Fernandez et al., 2007; Pereira et al., 2009), y el laberinto acuatico de Morris que
analiza la memoria de trabajo y de referencia espacial (Belichenko et al., 2007; Salehi
et al.,, 2009; Bianchi et al., 2010b; Martinez-Cué et al., 2014). Ademas, su memoria
asociativa contextual estd afectada en la prueba del condicionamiento del miedo
(Salehi et al., 2009; Yu et al., 2010b). Todas ellas son tareas dependientes del
hipocampo (Morris et al., 1982; Morris et al., 1990), aunque para su correcta ejecucién
también es necesaria la adecuada funcién de otras estructuras como el cerebelo

(Petrosini et al., 1996; Gandhi et al., 2000; Dickson et al., 2010).

Desde el punto de vista conductual, este ratén no presenta alteraciones en habilidades
sensorimotoras tales como la fuerza de las extremidades anteriores, los reflejos
posturales, el equilibrio o la capacidad de traccion (Escorihuela et al., 1995; Baxter et
al., 2000). Sin embargo, muestran deterioro en la estabilidad y en la coordinacién
motora (Costa et al., 1999). Ademas, el ratén TS es hiperactivo en la oscuridad
(Escorihuela et al., 1995; Reeves et al., 1995; Holtzman et al., 1996) y en situaciones
gue provocan precaucion e inhiben el movimiento en los ratones normales, como en
las pruebas del campo abierto y el laberinto elevado en cruz (Escorihuela et al., 1995;
Coussons-Read y Crnic, 1996; Martinez-Cué et al., 2005; Stewart et al., 2007). Esta
hiperactividad puede deberse a la falta de inhibicidon de ciertos comportamientos o a
un déficit en la capacidad de prestar atencién a estimulos relevantes (Escorihuela et
al., 1998; Crnic y Pennington, 2000; Martinez-Cué et al., 2006). De hecho, Driscoll et al.

(2004) confirmaron la presencia de déficits de atencién en el ratdon TS. Muchas de
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estas alteraciones cognitivas y conductuales también han sido encontradas en

personas con SD (Reeves et al., 1995; Pennington et al., 2003; Edgin et al., 2010).

3.1.2. Neuroanatomia y neurobiologia del ratén TS

De manera similar a lo encontrado en el SD, el volumen cerebral también estd
reducido en el ratén TS durante el periodo embrionario pero, a diferencia del SD, no lo
esta tras el nacimiento o durante la edad adulta (Holtzman et al., 1996; Aldridge et al.,
2007; Belichenko et al., 2007; Chakrabarti et al., 2007). Sin embargo, algunas
estructuras encefdlicas como el hipocampo o el cerebelo, que tienen un papel
fundamental en los procesos cognitivos, si presentan un volumen reducido durante la
edad adulta (Baxter et al., 2000; Lorenzi y Reeves, 2006; Bianchi et al., 2010a, 2010b).
Como ya se menciond en apartados anteriores, la integridad anatomofuncional del
hipocampo es necesaria tanto para un adecuado aprendizaje espacial como para la
codificacion, la consolidacién y la recuperacién de la nueva informacién memorizada
(Eichenbaum, 2001). Por otro lado, el cerebelo tiene un importante papel en procesos
cognitivos superiores, incluyendo la atencién, la flexibilidad cognitiva y la memoria
(Schmahmann, 2004; Teipel et al., 2004). La reduccién de volumen de distintas
estructuras del encéfalo del ratdn TS esta relacionada con una menor densidad celular
de estas areas, tal y como ocurre en las personas con SD, lo cual empobrece
enormemente la conectividad cerebral. Sin embargo, esta menor celularidad no se
observa en todas las dreas al mismo tiempo. Por ejemplo, el neocortex presenta una
disminucion de la densidad neuronal desde las etapas embrionarias tardias vy
postnatales tempranas, que se correlaciona con el retraso en la formacién de sinapsis
en la corteza y el hipocampo (Chakrabarti et al., 2007). Sin embargo, el numero de
neuronas en las areas CA1-CA3 (Cornu Ammonis 1-3) del hipocampo es normal durante
los primeros meses de vida (Lorenzi y Reeves, 2006) y disminuye a los 17-18 meses en
CA1 (Insausti et al., 1998). Ademas, el DG de este modelo de SD tiene un niumero
reducido de células granulares a todas las edades estudiadas (Insausti et al., 1998;
Lorenzi y Reeves, 2006; Contestabile et al., 2007; Rueda et al., 2010; Bianchi et al.,

2010b). En el cerebelo del ratén TS también se observa una reduccion en la densidad
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de células granulares y de Purkinje desde etapas postnatales tempranas hasta la edad

adulta (Baxter et al., 2000; Roper y Reeves, 2006; Contestabile et al., 2009a).

Al igual que en el SD, esta hipocelularidad encontrada en el ratén TS es debida a
alteraciones en la neurogénesis pre- y post-natal. Estos animales presentan menor
proliferacion de los precursores neurales en la zona neocortical ventricular durante las
etapas embrionarias (Chakrabarti et al., 2007). Ademas, en el raton TS el ciclo celular
se encuntra ralentizado en las etapas embrionarias en CA3 (Chakrabarti et al., 2007) y

en las primeras etapas postnatales en el DG (Contestabile et al., 2007).

En numerosas especies, incluidos roedores y humanos, la proliferacion celular continda
durante toda la vida en la zona subventricular (Subventricular Zone, SVZ) y en la zona
subgranular (Subgranular Zone, SGZ) del DG (Kempermann et al., 1997, 2002; Van
Praag et al., 1999, 2002). En la SGZ las nuevas neuronas migran hacia la capa granular
(Granular Cell Layer, GCL) y establecen conexiones con la capa molecular (Molecular
Layer, ML) donde recibiran las entradas sinapticas excitadoras aferentes de la via
perforante (Van Praag et al., 2002). Cada vez hay mas evidencias que indican que la
neurogénesis hipocampal adulta esta implicada en el establecimiento de la LTP y que
juega un papel importante en el aprendizaje y la memoria dependientes de hipocampo
(Malberg et al., 2000; Shors et al., 2002; Bianchi et al., 2010a). Por lo tanto, la menor
neurogénesis adulta y el deterioro de la LTP son dos importantes mecanismos que

subyacen el deterioro cognitivo del ratén TS.

Por otro lado, como ocurre en las personas con SD (Risser et al., 1997), diversos
estudios han demostrado un deterioro del sistema colinérgico dependiente de la edad
en el ratéon TS. Como ya se ha mencionado, el sistema colinérgico es también un
sustrato anatdmico del aprendizaje y la atencién (Baxter y Chiba, 1999; Bartus, 2000).
A partir de los 6 meses de edad los ratones TS muestran una pérdida de neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal, asi como una disminucién del tamafio de los somas
de estas neuronas (Granholm et al., 2000; Hunter et al., 2003). Esta hipocelularidad

parece ser una de las causas de la discapacidad intelectual en la condicién trisdmica.
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Respecto a la neurodegeneracion, al contrario de lo que ocurre en las personas con SD
de mas de 40 afios, los ratones TS no presentan placas seniles, ni ovillos neurofibrilares
(Yu et al., 2010b). Sin embargo, en el ratdn TS de avanzada edad si que se han
observado procesos neurodegenerativos como la pérdida de neuronas colinérgicas,
descrita en el apartado anterior, y de neuronas noradrenérgicas (Sanchez et al., 2012),
el incremento de los procesos de neuroinflamacion (Kim y Suh, 2009) y un incremento
del estrés oxidativo (Parisotto et al., 2016). Estos ratones también muestran un
incremento en los niveles de la proteina APP y de los péptidos AR (Amyloid 8, B-

amiloide), alteraciones tipicas de la enfermedad de Alzheimer (Seo y Isacson, 2005).

3.1.3. Alteraciones en la neurotransmision: sobreinhibicion en el raton TS

Como sucede en las personas con SD, en el ratdon TS también se han observado
alteraciones en varios neurotransmisores y cambios en la expresion y funciéon de sus

receptores (tabla 1) lo que da lugar a los caracteristicos déficits cognitivos.

En lo que se refiere al sistema serotonérgico, aunque los niveles del neurotransmisor
5-HT y el nUmero de neuronas serotoninérgicas de los nucleos dorsal y medial del rafe
son normales en el ratén TS (Megias et al., 1997; Bianchi et al., 2010b), el nimero de
receptores 5HT1a es menor en los ratones TS recién nacidos lo que puede ser una de
las razones por las que la neurogénesis en el ratén TS se encuentra alterada (Bianchi et

al., 2010b), ya que este receptor esta implicado en la regulacién de la neurogénesis.

En el sistema noradrenérgico, como ocurre en las personas con SD, el ratén TS
presenta una degeneracidén asociada al aumento de la edad, debido a que estos
animales muestran una pérdida de neuronas en el locus coeruleus durante la etapa
adulta (Salehi et al., 2009). Este sistema también tiene un imporante papel en la
neurogénesis (Duman et al., 2001) asi como en el aprendizaje contextual (Murchison et
al., 2004). Por tanto, los déficits encontrados en este sistema pueden estar implicados

en las alteraciones encontradas en ambos procesos en el ratéon TS.
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Como se describié en el apartado anterior, el sistema colinérgico septohipocampal,
implicado en el aprendizaje, sufre una degeneraciéon dependiente de la edad en el

ratéon TS (Cooper et al., 2001; Granholm et al., 2000).

Por otro lado, los dafos encontrados en la LTP en el hipocampo del ratén TS se han
relacionado con una activaciéon reducida de los receptores NMDA (N-metil-D-

aspartato) del sistema glutamatérgico (Kleschevnikov et al., 2004).

Por ultimo, el sistema GABAérgico es uno de los grandes implicados en los déficits

cognitivos encontrados en el ratén TS.

En el raton TS se ha observado un incremento del nimero de neuronas inhibitorias
que es debida a la sobreexpresion de los genes Olig1 y Olig2 (Chakrabarti et al., 2010;
Pérez-Cremades et al., 2010). La primera evidencia de que la sobreinhibicion mediada
por los receptores GABAax podria ser parcialmente responsable de los déficits
cognitivos del ratéon TS se obtuvo en experimentos en los que se bloqued
farmacoldgicamente este receptor. La administracidon crénica de los antagonistas no
selectivos del receptor GABAa picrotoxina, bilobalida o pentilenotetrazol (PTZ) mejora
la memoria dependiente del hipocampo en el ratén TS y normaliza su LTP
(Kleschevnikov et al., 2004; Fernandez et al., 2007; Rueda et al., 2008; Colas et al.,
2013). Por ello, se ha sugerido que la sobre-activacién de los receptores GABAA y
GABAg podria ser responsable del incremento de los potenciales postsinapticos
inhibitorios observados en el hipocampo de este ratéon (Kleschevnikov et al., 2012), lo

gue daria lugar a los déficits en LTP y en aprendizaje caracteristicos del ratdon TS.

Por otro lado, estd bien establecido que el sistema GABAérgico regula la proliferacién,
la migracidn, la diferenciacion y la integracién de las nuevas neuronas (Tozuka et al.,
2005; Ge et al., 2006; Earnheart et al., 2007). Por tanto, el aumento de la inhibicién
mediada por GABAA que se ha mostrado en los ratones TS podria estar implicado en las
alteraciones de la proliferacién y de la supervivencia neuronal y en sus déficits

cognitivos.
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4. Farmacoterapia dirigida a los receptores GABAa

Estd bien establecido que los moduladores alostéricos positivos (Positive Allosteric
Modulators, PAM) no selectivos del receptor GABAa deterioran los procesos de
aprendizaje y memoria (Lister, 1985; Cole, 1986; Ghoneim y Mewaldt, 1990). Mientras
que los moduladores alostéricos negativos (Negative Allosteric Modulators, NAM) no
selectivos de este receptor mejoran los procesos cognitivos (Venault et al., 1987;
Jensen et al., 1987; Sarter et al., 2001; Venault y Chapouthier, 2007). Sin embargo,
tanto los NAMs como los antagonistas no selectivos del receptor GABAA no son
adecuados para el tratamiento de los déficits cognitivos debido a sus efectos

secundarios ansiogénicos y proconvulsivantes (Wetmore y Garner, 2010).

El papel de los receptores GABAaa5 en la cognicién se ha confirmado en estudios
realizados con ratones a los que se ha bloqueado el gen de la subunidad a5 o a los que
se les ha administrado farmacos que bloquean selectivamente esta subunidad
(Collinson et al., 2002; Dawson et al., 2006). Los estudios realizados con ratones que
carecian de la subunidad GABAxa5 demostraron la implicacién de esta subunidad en
procesos cognitivos, ya que estos ratones mostraron una mejor memoria y aprendizaje
sin cambios en los niveles de ansiedad o en la aparicion de convulsiones (Collinson et
al, 2002; Crestani et al., 2002; Yee et al., 2004). Dados estos efectos beneficiosos sobre
el aprendizaje varias compaiias farmacéuticas han desarrollado NAMs selectivos para

los receptores GABAaQ5.

4.1. Moduladores alostéricos negativos NAMs selectivos

El primer NAM selectivo para la subunidad GABAaa5 que se desarrollé fue L-655 708.
La administracidn de este farmaco a ratones incrementa la LTP y el aprendizaje vy
memoria espacial sin producir convulsiones (Navarro et al., 2002; Glykys et al., 2008;
Atack, 2011). Sin embargo, la administraciéon de L-655 708 si que produjo un efecto
ansiogénico, probablemente por su actividad sobre otras subunidades ademas de las

o5 (Atack, 2011).
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Mas tarde, la farmacéutica Merck diseid MRK-016, otro candidato clinico con
selectividad funcional para los receptores GABAaa5, que mejora la cognicion sin
efectos secundarios ansiogénicos o proconvulsivantes en animales (Atack, 2010). A
continuacion, la misma empresa diseiid otro NAM, llamado a5IA (Chambers et al.,,
2004; Sternfeld et al., 2004; Collinson et al., 2006; Dawson et al., 2006), con una
eficacia mds alta sobre los receptores GABAxa5 que sobre los que contienen las
subunidades al, a2 o a3 (Sternfeld et al., 2004; Potier et al., 2014). Este farmaco
mejora la cognicién en los ratones TS sin provocar ansiedad o convulsiones. Por otro
lado, a51A aumenta la activacion de los IEGs, en particular de los genes c-Fos y Arc en
ratones TS (Braudeau et al., 2011a). Dado que este tipo de genes parece estar
implicado en el proceso de la consolidacion de la memoria, el incremento de la
activacion de estos genes podria estar mediando los efectos procognitivos
encontrados tras la administraciéon de este farmaco (Braudeau et al., 2011a). Sin
embargo, otros estudios observaron que tras la administracion de aSIA las ratas
mostraban una mejoria en los procesos de codificacion y recuperacién de la

informacidn, pero no en el de consolidacion (Collinson et al., 2006).

Por ultimo, Hoffmann-La Roche ha desarrollado tres NAMs, RO4938581, R1 y R2, cuyos
efectos sobre las alteraciones cognitivo-conductuales que muestra el ratdn TS son el
objeto de estudio de esta tesis doctoral. Estos tres NAMs muestran una selectividad

superior por los receptores GABAaa5 que a5IA y MRK-016.

RO4938581 es un potente NAM de los receptores GABAaa5 (Knust et al., 2009) con
una mayor afinidad por los receptores GABAA que contienen la subunidad a5 que por
aquellos que contienen las subunidades al, a2 o a3. Su selectividad, tanto funcional
como de afinidad, ofrece un perfil ideal para la mejoria de la cognicidn sin los efectos
secundarios relacionados con otras subunidades de receptores GABAa. Ballard et al.,,
(2009) demostraron que el tratamiento con este farmaco ejerce efectos procognitivos
en monos, ratas y ratones sin provocar ansiedad ni incrementar la probabilidad de
padecer convulsiones. Por otro lado, estudios realizados en este laboratorio, revelaron
gue la administracion de R04938581 mejora la funcion cognitiva, la LTP y la

neurogénesis de los ratones TS adultos (Martinez-Cué et al.,2013).
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Estudios de toxicidad realizados por los laboratorios de Hoffman-La Roche han
confirmado que la administracion del farmaco es segura ya que no produce ningln

tipo de toxicidad en otros 6rganos (datos no publicados).
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Objetivos

La presente tesis doctoral tiene como principal objetivo evaluar el efecto de la
administracion de moduladores alostéricos negativos selectivos para la subunidad

GABAAa5 sobre los déficits cognitivos y conductuales del ratén Ts65Dn.

Los objetivos concretos son:

Estudio I: Evaluar los efectos de la administracién crénica, durante etapas tempranas,
de los NAMs RO4938581, R1 y R2, que actlan sobre los receptores GABAaa5, sobre los

siguientes fenotipos del ratén Ts65Dn:

1. Actividad espontdnea, reflejos sensorimotores y coordinacién motora
2. Actividad general y ansiedad
3. Capacidad de atencién y actividad exploratoria

4. Aprendizaje y memoria de referencia espacial

Estudio II: Evaluar el efecto de la administracion subcrdonica de RO4938581 al ratdon
Ts65Dn sobre los procesos de codificacidon, consolidacién y recuperacion de la

informacién durante el aprendizaje y memoria:

De referencia
De trabajo

Procedimental

N

Espacial
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1. Animales de experimentacion

Los estudios realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética de
la Universidad de Cantabria y llevados a cabo respetando la Declaracion de Helsinki y la

Directiva del Consejo de la Comunidad Europea (86/609/EEC).

1.1. Mantenimiento y manipulacion de los animales

Los ratones utilizados en este trabajo fueron estabulados en grupos de dos o tres en
jaulas trasparentes de plexiglds (20 x 22 x 20 cm) en condiciones estandar de
laboratorio, a una temperatura de 22 + 2 °C, con un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad
y acceso a comida y agua ad libitum. El ciclo luz/oscuridad se invirtié (luz apagada a las
8:00 A.M. y encendida a las 8:00 P.M.) para realizar los estudios de comportamiento

durante el periodo activo de los ratones.

1.2. Obtencion del modelo animal

Todos los apareamientos se llevaron a cabo en el Servicio de Estabulacion y

Experimentacidn de la Universidad de Cantabria.

Para los dos estudios se utilizaron ratones Ts65Dn (TS) con trisomia segmentaria del
cromosoma 16 murino (MMU16). Los ratones se obtuvieron cruzando hembras TS con
machos hibridos C57BL/6Ei x C3H/HeSNJ (B6EiICSn) F1. La generacion parental fue
suministrada por The Robertsonian Chromosome Resources (The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA) y el apareamiento se realizdé en el Servicio de Estabulacién y

Experimentacion de la Universidad de Cantabria.

En todos los experimentos, los ratones TS fueron comparados con los controles

disémicos (CO), con una dotacién crosémica normal, de las mismas camadas.
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1.3. Cariotipado de los animales

Para poder diferenciar entre ratones CO y TS los animales fueron cariotipados

mediante gqPCR utilizando el protocolo descrito por Liu et al. (2003).

1.3.1. Preparacion de las muestras

El ADN gendmico necesario para el cariotipado de los animales se obtuvo mediante la
digestion de fragmentos de cola de ratén. En el momento del destete de los animales
(dia posnatal 21) se tomaron muestras de aproximadamente 2 mm y se colocaron en
un tubo de 1.5 ml tipo Eppendorf. Se afiadieron 300 ul de NaOH 50mM vy se incubaron
durante 30 minutos en un bloque seco Tembloc (JP Selecta, Barcelona, Espafia) a 98 °C.
Las muestras se agitaron y se volvieron a incubar durante 30 minutos a 98 °C. Se
repitié este ultimo paso hasta conseguir una digestion completa. Una vez terminada la
digestion se afiadieron 30 pl de Tris 1M (pH=8) para neutralizar la reaccién. A
continuacion, se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 r.p.m. en una centrifuga

Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Hanau, Alemania) y se recogio el sobrenadante.

Para finalizar se cuantific6 el ADN en el espectrofotémetro Nanodrop 1000
(Thermoscientific, Waltham, MA, USA) (A260) y se diluyd en H,OmQ hasta una

concentracién de 20 ng/pl.

1.3.2. Cariotipado mediante qPCR cuantitativa en tiempo real

Como marcadores se usaron los genes codificantes para la proteina precurosora del B-
amiloide (App) y la de resistencia a Mixovirus 1 (Mx1). Ambos se encuentran situados
cerca de los extremos proximal y distal, respectivamente, del segmento del
cromosoma MMU16 triplicado en el raton TS. Como control interno, para normalizar
las variaciones en cantidad de ADN, se utilizé el gen de la apolipoproteina B (ApoB) que
estad situado en el cromosoma murino MMU12 vy, por consiguiente, siempre esta

presente en doble dosis en todos los animales del estudio.
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La amplificaciéon del ADN gendmico de cada animal se llevd a cabo utilizando
cebadores sentido y antisentido y sondas de tipo TagMan especificos para cada gen.
Para cuantificar simultaneamente el nimero de copias de los tres genes de interés, las
sondas presentaban fluorocromos con longitud de onda maxima de excitacion vy
emision diferentes: VIC para el gen ApoB (538-554 nm) y FAM (494-518 nm) para App y
Mx1. Para comparar cada par de genes se utilizo: 8 ul de ADN gendmico diluido a 20
ng/ul (160 ng/pocillo), 10 ul de 2x TagMan Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Foster city, CA, USA), 0.2 ul de cada cebador del gen problema (tabla 2) a
una concentracion de 40 uM (Metabion, Martinsried, Alemania), 0.2 pl 40 uM de cada
cebador del gen control y 0.6 ul de cada sonda (tabla 2) a una concentracién de 5 uM

(Applied Biosystems).

Tabla 2. Cebadores y sondas TagMan utilizadas para la qPCR

App Mx1 ApoB
Cebador 5'-TGC TGA AGA TGT 5°-TCT CCG ATT AAC 5-CAC GTG GGC TCC
. GGG TTC GA-3’ CAG GCT AGC TAT-3’ AGC ATT-3’
sentido
Cebador 5°-GAC AAT CAC GGT 5'-GAC ATA AGG TTA 5-TCA CCA GTC ATT
. . TGC TAT GAC AA-3’ GCA GCT AAA GGA TCA- TCTGCCTTT G-3°
antisentido 3
5-6FAM- CAA AGG CGC | 5°-6FAM-CTT TCC TGG 5°-VIC-CCA ATG GTC
Sonda CAT CAT CGG ACT CA- TCG CTG TGC A- GGG CACTGC TCA A-
TAMRA-3’ TAMRA-3’ TAMRA-3’

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Mx3000P (Stratagene, CA,
USA) utilizando placas de PCR de 96 pocillos (Teknovas, Derio, Vizcaya, Espafia) y
pelicula adhesiva 6ptica MicroAmp (Applied Biosystems). Las condiciones de
amplificacién empleadas fueron: un primer ciclo a 50 °C durante 2 minutos, un
segundo ciclo a 95 °C durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95 °C durante 15

segundos y 60 °C durante 1 minuto.

Los resultados obtenidos con el programa MxPro-3005P se analizaron mediante el
método Livak o método AACt (Livak y Schmittgen, 2001), donde la cuantificacién

relativa de la expresidn génica se realizé utilizando la féormula:
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Z(Ct ApoB— Ct App o Mx1) problema

Ratio = 2(Ct ApoB— Ct App 0 Mx1) control

Donde Ct (Cycle Threshold) es el ciclo de la gPCR en el cual se detecta un incremento
significativo de la fluorescencia. Los resultados se presentan como cantidades en
numero de veces con respecto al control (calibre): valor de 1 para los animales CO y

valor de 1.5 para los TS.

La evaluacion de cada uno de los genes problema se determind en dos experimentos
independientes donde cada muestra se evalué por duplicado dentro de una misma

placa.

1.4. Grupos experimentales y tratamientos farmacoldgicos

1.4.1. Estudio I: Efecto de la administracidn crénica, durante etapas tempranas, de
moduladores alostéricos negativos selectivos para la subunidad GABAaa5 sobre los

déficits cognitivos del raton Ts65Dn

Para este primer estudio se utilizé un total de 99 ratones machos (tabla 3) que fueron
tratados desde el dia postnatal 21 hasta los 6-7 meses de edad. Los animales se
dividieron en 4 grupos, cada grupo recibia un tratamiento distinto: RO4938581, R1, R2
o vehiculo. Los experimentos o pruebas cognitivo-conductuales comenzaron cuando
los animales tenian 5-6 meses de edad y duraron un mes durante el que todos los
animales seguian recibiendo sus respectivos tratamientos. Los fdrmacos o el vehiculo
fueron administrados empezando siempre a la misma hora de la mafiana (10:00

horas).
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Tabla 3. Numero de animales utilizados en cada grupo experimental del Estudio |

Tratamiento TS co Total
RO4938581 11 13 24
R1 13 14 27
R2 10 13 23
Vehiculo 12 13 25
Total 46 53 99

El objetivo de este estudio era evaluar los efectos de la administracidon desde etapas
tempranas de tres NAMs selectivos para la subunidad GABAaa5, RO4938581, R1 y R2
(cedidos por F. Hoffmann-La Roche Ltd.), sobre los déficits cognitivos del raton TS. Los
tres compuestos fueron administrados a una concentracion 20 mg/kg en una Unica
dosis diaria por via subcutanea. Esta dosis se eligid6 porque daba lugar a unas
concentraciones plasmaticas de los tres farmacos que, en el caso de RO4938581, se
correlacionaba con una ocupacién de los receptores GABAaa5 del 50-70 % en el
hipocampo y con una mejoria cognitiva (Martinez-Cué et al., 2013). Los animales del

grupo vehiculo recibieron salino a través de la misma via de administracién.

1.4.2. Estudio Il: Estudio del efecto de la administracion de un modulador alostérico
negativo para la subunidad a5 del receptor GABAA sobre los procesos de codificacidn,

consolidacion y recuperacion de la informacidn en el ratén Ts65Dn

En el segundo estudio se administré el NAM RO4938581 y se valoré su efecto sobre los
procesos de codificacidn, consolidacidon y recuperacion de la informacién. Para ello se
utilizé un total de 127 ratones machos (tabla 4) que tenian entre 5y 7 meses de edad
al inicio del tratamiento. En este caso, los animales fueron tratados Unicamente
durante los 16 dias en que se realizaron las pruebas cognitivo-conductuales.
R0O4938581 fue administrado a una dosis de 20 mg/kg oralmente, mediante sonda
intragdstrica, disuelto en el vehiculo (batido de chocolate, Puleva, Granada, Espafia).
Para comprobar que se estaban alcanzando las concentraciones plasmaticas correctas,

se obtuvieron muestras de sangre de ratones CO y TS tratados de los tres grupos desde
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el inicio del tratamiento, dichas muestras eran enviadas a F. Hoffmann-La Roche Ltd.

para su andlisis.

Para este estudio se utilizaron 12 grupos experimentales (ver tabla 4) CO y TS tratados
con RO4938581 o vehiculo antes de la codificacion, de la consolidacion o de la
recuperacion de la informaciéon en una tarea de aprendizaje espacial (ver apartado
2.2.1.). Todos los animales recibieron el farmaco o el vehiculo por la tarde, empezando

siempre a la misma hora (15:00 horas).

Tabla 4. Numero de animales utilizados en cada grupo experimental del Estudio Il

Tratamiento CODIFICACION CONSOLIDACION RECUPERACION
co TS co TS co TS Total
R0O4938581 14 9 11 10 10 10 64
Vehiculo 14 6 11 10 11 11 63
Total 28 15 22 20 21 21 127

2. Caracterizacidn cognitivo-conductual

A continuacion, se describiran las pruebas cognitivo-conductuales que se realizaron a

los animales en cada uno de los estudios.

Para reducir el estrés de los animales todos los estudios se llevaron a cabo en un
laboratorio separado espacialmente de la zona de estabulacion y en la misma franja
horaria. Ademas, las pruebas conductuales se sucedieron gradualmente de menor a
mayor nivel de estrés. Las pruebas se realizaron en el siguiente orden: actimetria,
pruebas sensorimotoras, rotarod, campo abierto, tabla de agujeros y laberinto

acuatico de Morris.
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Todos los experimentos se realizaron a ciegas con respecto al tratamiento y al

cariotipo de los animales con el fin de prevenir posibles sesgos.

2.1. Estudio I: Efecto de la administracion crénica de moduladores alostéricos
negativos selectivos para la subunidad GABAaa5, sobre los déficits cognitivos del

raton Ts65Dn

2.1.1. Actividad espontanea: actimetria

En esta prueba se evalué la variacidn circadiana de la actividad locomotora espontdnea
de los animales en su jaula habitual mediante unos actimetros (Inframot, TSE,
Thuringia, Alemania). El sistema TSE InfraMot esta disefiado para registrar la actividad
a lo largo del tiempo detectando la radiacidn infrarroja que emite el cuerpo de los
animales al desplazarse espacialmente. Durante un ciclo continuo de 24 horas (12
horas de luz y 12 de oscuridad) se registré la actividad espontanea de los animales en
su jaula habitual. Se midié la actividad de 4 jaulas simultdneamente, una jaula bajo
cada unidad sensora. Durante el tiempo que durd la recogida de datos se mantuvo la
sala en silencio para evitar interferencias externas con la actividad. Se obtuvo un indice

de actividad media por cada uno de los grupos objeto de estudio.

2.1.2. Reflejos sensoriales y funcion motora

Para valorar las habilidades sensoriales y motoras de los animales se realizé una

bateria de pruebas siguiendo el procedimiento descrito por Martinez-Cué et al. (2013).

a) Respuesta de alcance

Mediante esta prueba se valoré la funcién del cerebelo, sistema vestibular y
laberintico de los animales. Consistid en sujetar suavemente al ratén por la cola vy,
desde una altura de 10-15 cm, acercarlo a una superficie lisa. Se valoré el momento en
que el animal extendia las patas delanteras otorgando una puntuacién de (4) si el
animal las extendia en cuanto se iniciaba el acercamiento a la superficie, (3) si las

extendia antes de contactar con los bigotes en la superficie, (2) si lo hacia después de
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gue los bigotes contactaran, (1) si las extendia tras el contacto del morro con la

superficie y (0) si no las extendia.

b) Respuesta de sobresalto

Mediante esta prueba se evalud la respuesta a un estimulo auditivo. Para ello se
colocd el animal en una jaula limpia y se golpearon dos elementos metdlicos a una
distancia de 10 cm por encima de su cabeza. Se otorgd una puntuacién de (3) si el
animal presentaba una respuesta positiva y saltaba mas de 1 cm, (2) si el salto era de
menos de 1 cm, (1) si aparecia el reflejo de sobresalto (reflejo de Preyer), que consiste

en retraer el pabellén auditivo y (0) si no respondia en absoluto.

c) Reflejo de enderezamiento

Para evaluar posibles alteraciones vestibulares se colocé al animal sobre una superficie
situada a 10 cm de altura. Cogiendo al animal por la cola, se realizé un giro de 180 °
dejandole caer sobre una superficie blanda. Se evalud la capacidad del ratéon de
enderezarse en el aire y caer sobre las cuatro patas. Se otorgd una puntuacion de (3) si
caia sobre las cuatro patas, (2) si caia sobre un lado, (1) si caia de espaldas y (0) si no se
daba la vuelta al ser colocado de espaldas sobre una superficie plana (reflejo de

enderezamiento en superficie).

d) Fuerza de agarre

Para esta prueba se utilizé una rejilla de barras de acero inoxidable situada de manera
gue presentara una inclinacién de 45 °. Se colocd al ratén sobre ella y se tird
suavemente de la cola valorando la fuerza con que el ratdn se sujeta con las patas
delanteras ejerciendo resistencia a ser separado de ella. Se puntud (4) si el agarre era
muy eficaz, (3) si se sujetaba activamente, (2) si lo hacia de forma moderada, (1) si se

agarraba levemente y (0) si no se agarraba.

e) Equilibrio

Para valorar el equilibrio se utilizaron dos tipos de barra que suponian grados

diferentes de dificultad: una de madera plana de 50 cm de largo, 9 mm de ancho y 12
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mm de grosor y una de aluminio redonda de 1 cm de didmetro y 50 cm de largo.
Ambas barras se situaron a 40 cm del suelo sujetando los extremos con unos soportes
de 2 x 2 cm? que permitian al ratdn colocarse sobre ellos en el caso de alcanzar alguno
de los extremos. En ambas barras se marcé una zona central de 10 cm. Se realizaron
dos ensayos de 20 segundos en cada barra empezando por la de madera y con un
periodo de 2-4 minutos entre los ensayos. El ratén se depositaba en el centro de la
barra, con las cuatro patas sobre ella. En caso de caida se anotaba la latencia en
segundos. La puntuacion fue (0) si el animal caia antes de 20 segundos, (1) si se
mantenia en la barra sin salir de los limites centrales, (2) si salia de la zona central sin
llegar a los extremos y (3) si llegaba a los extremos. La puntuacion maxima para cada

una de las barras fue de (6).

f) Reflejo prensil y capacidad de traccion

Ambos parametros se valoraron en un mismo ensayo. Se colocé al ratén colgado por
las patas delanteras en el centro de una percha metdlica de 2 mm de diametro y 40 cm
de longitud, a una altura de 32 cm del suelo (figura 5). Se realizaron 3 ensayos de 5
segundos de duraciéon cada uno con un periodo interensayo de 1 minuto. La
puntuacion del reflejo prensil fue de (0) si el ratén se caia y de (1) si permanecia
colgado durante los 5 segundos que duraba en ensayo. La puntuacién maxima fue de
(3). En la prueba de capacidad de traccién se otorgaba una puntuacion de (0) si el
animal no subia ninguna de las patas traseras a la barra, (1) si subia una pata, (2) si
subia las dos patas y (3) si era capaz de alcanzar el extremo de la percha. La puntuacién

maxima fue de (9).

Figura 5. Prueba de equilibrio sobre barra de madera (A) y de aluminio (B). Prueba de la percha (C).
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g) Coordinacion motora: prueba de la percha

Se utilizé la misma percha que en la prueba anterior pero, en este caso, la barra
horizontal se dividid en 8 zonas de 5 cm cada una (figura 5). Se situd al ratén en el
centro de la barra colgado por las patas delanteras. Se hizo un Unico ensayo de 60
segundos en el que se midieron: la latencia de caida, el nUmero de desplazamientos
(se considerd desplazamiento cuando el ratdn cruzaba una de las zonas marcadas) y la

latencia en llegar a uno de los extremos.

h) Coordinacion motora: rotarod

Esta prueba se utilizé para evaluar la coordinacion motora de los animales siguiendo el
protocolo descrito por Martinez-Cué et al. (2013). Para ello se utilizd un Rotarod (UGO
BASILE, Comerio, VA, ltalia). El aparato consta de un rodillo de plastico, con una
superficie estriada para facilitar el agarre, de 37 cm de longitud que gira a distintas
velocidades y estd dividido por 6 discos de plastico de 12 cm de didmetro que separan
el rodillo en 5 compartimentos, en cada uno de los cuales se puede introducir un ratén
y medir la ejecucién de 5 animales a la vez (figura 6). Este aparato tiene incorporados
cinco contadores individuales de tiempo que se detienen cuando el animal cae del

rodillo.

Figura 6. Prueba de coordinacién motora en el rotarod.
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Se realizaron 4 ensayos en una Unica sesion. El primer ensayo consistid en un
entrenamiento en el que el animal debia mantenerse sobre el rodillo durante 60
segundos a una velocidad de 5 r.p.m., si el animal caia antes de completar este tiempo
se volvia a colocar en el aparato hasta que se mantenia sobre el rodillo durante los 60
segundos. A continuacidn, se realizaron otros dos ensayos a velocidades de 25 y 50
r.p.m. respectivamente. El tiempo maximo de permanencia fue de 60 segundos. El
ultimo ensayo consistié en un ciclo de aceleracidon en el que el rodillo iba girando
progresivamente a mas velocidad (hasta llegar a un maximo de 50 r.p.m.). El tiempo
maximo de permanencia permitido era de 300 segundos (coincidiendo con el

momento en el que se alcanzaba la velocidad maxima).

2.1.3. Ansiedad: campo abierto y laberinto en cruz

a) Campo abierto

Para estudiar la actividad general y la ansiedad en el campo abierto se siguié el

procedimiento descrito por Escorihuela et al. (1995).

El campo abierto consistia en una superficie cuadrada de 55 cm de lado rodeada por

paredes de 25 cm de altura, fabricado en madera de color blanco (figura 7).

En una Unica sesion de 5 minutos se midid la actividad horizontal (distancia recorrida
en el centro y en la periferia del aparato) y vertical (incorporaciones o nimero de
veces que el raton se endereza sobre sus patas traseras). El aparato se iluminé con dos
fuentes de luz para someter al animal a una situacién estresante. Todos los ensayos
fueron grabados en video y posteriormente analizados con el programa de analisis de

imagen Anymaze (ANY-maze®, Stoelting, Colorado, USA).
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Figura 7. Prueba del campo abierto. En la imagen se observa al animal realizando actividad horizontal en

la periferia (A) y actividad vertical (B).

b) Laberinto elevado en cruz

Para valorar distintos parametros relacionados con la ansiedad se utilizé la prueba del
laberinto elevado en cruz siguiendo el protocolo descrito por Martinez-Cué et al.
(2005). Este aparato estad formado por dos brazos abiertos (5 cm de ancho x 30 cm de
largo) y dos cerrados con ldminas de metacrilato transparente (5 cm de ancho x 30 cm

de largo) elevados 40 cm sobre el suelo (figura 8).

La prueba consistié en un Unico ensayo de 5 minutos en el que se colocé al ratén en el
centro del aparato y se contabilizé el tiempo de inmovilidad inicial, el nimero de
entradas y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y cerrados. Como criterio
de entrada en los distintos brazos se considerd que el ratdn debia introducir en ellos

las 4 patas.

Por otro lado, se analizaron los componentes cognitivos de la ansiedad, es decir, las
conductas de evaluacién de riesgo que realizaron los animales, como son las conductas
de aproximacion-retirada desde las zonas protegidas del laberinto (stretchings) y el

numero de veces que asomaban la cabeza por los brazos abiertos (head-dippings).

Todos los ensayos fueron grabados en video y posteriormente se analizé la distancia
recorrida en brazos abiertos y cerrados y la velocidad de cada animal con el programa

de andlisis de imagen ANY-maze.
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Figura 8. Prueba del laberinto elevado en cruz. En la imagen se observa al animal realizando un head-

dipping (A), entrando en un brazo abierto (B) y realizando una conducta de aproximacién-retirada (C).

2.1.4. Atencidn y actividad exploratoria: tabla de agujeros

Se evalud la actividad exploratoria en la tabla de agujeros siguiendo el protocolo
previamente descrito por Martinez-Cué et al. (2002). Para ello se utilizé una caja de
madera (32 x 32 x 30 cm) con cuatro agujeros equidistantes de 3 cm de diametro
(figura 9). Dos de los agujeros contenian objetos (una llave, un trozo de cuerda, una

arandela de plastico) y dos estaban vacios.

En un Unico ensayo de 5 minutos se midieron: el nimero de exploraciones, es decir, las
veces que el animal metia la cabeza en los agujeros (niumero de head-dippings), el
tiempo que exploraba cada agujero y la actividad general en el aparato: la distancia
recorrida y el nimero de incorporaciones. Para evaluar la atencién de los animales se
calculé el nimero de repeticiones de exploraciones de agujeros recientemente

explorados (indice ABA).
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Figura 9. Prueba de la tabla de agujeros. En la imagen se observa un animal realizando una exploracién o

head-dipping.

2.1.5. Aprendizaje y memoria espacial: laberinto acuatico de Morris

a) Laberinto acudtico de Morris

La valoracién del aprendizaje y la memoria espacial se realizd utilizando una version

modificada del laberinto acuatico de Morris (Morris et al., 1982).

La prueba se realizdé en un tanque metalico circular de 120 cm de didmetro que
contenia agua tefiida con dos litros de leche hasta una altura de 25 cm y a una
temperatura constante de 22-24 °C. En el interior del tanque se colocé una plataforma
de metacrilato transparente de 9 cm de lado situada a 22 cm de la pared del tanque

(figura 10). Cada dos sesiones se vaciaba el tanque y se cambiaba el agua.

En este estudio el experimento consistid en doce sesiones diarias consecutivas (figura
11): ocho sesiones de adquisiciéon (plataforma sumergida en una posicién distinta cada
dia), seguidas de cuatro sesiones de aprendizaje guiado (plataforma visible en una

posicion distinta cada dia). A continuacidn, se detalla el protocolo experimental.
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Sesiones de adquisicion

En las sesiones de adquisicidn (sesiones 1 a 8) la plataforma permanecié sumergida 2
cm por debajo del nivel del agua (Figura 10). Durante estas sesiones, la posicion de la
plataforma varié cada dia entre cuatro posiciones posibles: este, suroeste, centro y
noroeste (E, SO, centro y NO) (Figura 10). En cada sesidon de adquisicidon los animales
realizaron 4 pares de ensayos con un total de 8 ensayos en cada una de estas
posiciones. Al comienzo de cada ensayo se introducia al ratén en el agua con la cabeza
mirando hacia la pared del tanque y se le permitia nadar hasta localizar la plataforma o
durante un periodo maximo de 60 segundos. Si el ratdon encontraba la plataforma se le
dejaba permanecer sobre ella durante 20 segundos y en caso de no localizarla se
sacaba al ratén del agua y se le situaba encima de la plataforma durante el mismo
periodo de tiempo. En cada par de ensayos el animal era introducido en el tanque de
agua por una de las cuatro posiciones posibles (N, S, E, O) que se establecian al azar.
Inmediatamente después del primer ensayo de cada par se volvia a introducir al animal
en el tanque por la misma posicion de entrada (segundo ensayo de cada par). Al
finalizar el segundo ensayo de cada par el ratdn se situaba en una jaula con serrin y
cerca de una estufa durante 30 minutos. Dentro de una misma sesién, cada par de
ensayos se realizd con un intervalo de 30-45 minutos entre ellos. Fuera del laberinto
habia varias senales visuales fijas, constantemente visibles desde el aparato. Todos los
ensayos fueron grabados con una cdmara ubicada 2 m por encima del nivel del agua.
Se utilizéd el sistema de seguimiento computarizado ANY-maze para analizar las
trayectorias de los ratones, medir sus latencias de escape, distancias recorridas y la

velocidad de natacién para cada animal en cada ensayo.

Con este experimento se evalud el aprendizaje espacial a largo plazo o de referencia

examinando la latencia de escape del animal a lo largo de las sesiones.
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Adquisicion Sesiones guiadas
N N N N N N N N N N N N
L e e s A I SR L !

5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5

| | | | | | | | | | | |

Sesion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
\ a
1l

N N N N

Ensayo 1,2 34 5,6 7,8

Figura 10. Esquema del protocolo utilizado en laberinto acudtico de Morris en el Estudio I.

Sesiones de aprendizaje quiado

Para descartar la influencia de factores motivacionales o sensorimotores que

interfieran en la busqueda de la plataforma se realizaron 4 sesiones de aprendizaje

guiado. En este caso la plataforma era visible ya que el nivel de agua del tanque se

situé 2 cm por debajo de la plataforma (Figura 11). Ademas, su posicion se indico

mediante una bandera de 9 x 5 cm de colores llamativos, situada sobre un mastil de 10

cm de altura colocado en una de las esquinas de la plataforma. Se realizaron 4 sesiones

de 4 pares de ensayos cada una. El procedimiento experimental fue idéntico al

empleado en las sesiones de adquisicidn.
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Figura 11. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Secuencia de una sesion de adquisicidn en la que el
animal nada hasta encontrar la plataforma situada 2 cm por debajo del nivel del agua (A). Secuencia en
una sesion de aprendizaje guiado en la que la plataforma se encuentra por encima del nivel del agua y

esta sefializada con una bandera (B).

2.2. Estudio II: Estudio del efecto de la administracidon subcréonica de un modulador
alostérico negativo para la subunidad a5 del receptor GABAA sobre los procesos de

codificacion, consolidacidn y recuperacion de la informacién en el ratén Ts65Dn

2.2.1. Aprendizaje y memoria espacial: laberinto acuatico de Morris

Al igual que en el apartado anterior para la valoracién del aprendizaje y la memoria
espacial se utilizé una version modificada del laberinto acuatico de Morris (Morris et
al., 1982). El protocolo del experimento era igual que el descrito en el apartado

anterior con algunas variaciones que se describiran a continuacion.

En este caso el experimento consistio en dieciséis sesiones diarias consecutivas (figura
12): 8 sesiones de adquisicién (plataforma sumergida en una posicidn distinta cada
dia), seguidas de 4 sesiones extra de adquisicidon utilizando el protocolo estandar
(plataforma sumergida en la misma posicidn los 4 dias), de un ensayo de retirada de la
plataforma y de 4 sesiones de aprendizaje guiado (plataforma visible en una posicidn

distinta cada dia).
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El protocolo seguido en las primeras 8 sesiones de adquisicion y en las sesiones de
aprendizaje guiado fue el mismo que el descrito en el Estudio I. A continuacion, se

explicard el protocolo en las sesiones extra de adquisicién.

Sesiones extra de adquisicion

En este estudio se realizaron 4 sesiones adicionales (sesiones 9 a 12) en las que se
procedié del mismo modo que en las primeras 8 sesiones de adquisicion para el
analisis del aprendizaje espacial excepto que, en estas sesiones, la posicidon de la
plataforma permanecié constante (noroeste). Tras la uUltima sesién de adquisicién se
realizé un Unico ensayo de 60 s en el que la plataforma era retirada (figura 12) para
evaluar si los ratones recordaban la posicion de la plataforma (memoria espacial). Para
ello se analizaron el numero de cruces sobre la posicion donde se encontraba la
plataforma en las ultimas 4 sesiones y el porcentaje de tiempo que permanecia en

cada cuadrante.

Adquisicién .
Ensayo sin
f Posicion de la plataforma: cambia diariamente Misma posicion 1 plataforma
N N N N N N N N N N N N N
O@E U@E D@E D@E D@E U@E U@E U@E O@E D@E D@E D@E D@E
5 s s s s S S 5 5 5 s S 3
| | I I | | | I ! 1 1 1 1
Sesion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
\ 4 Sesiones guiadas

<

3
\L N N N N
N oo
5 5 5 5
| | | |

1— 8
0 0 <«
2 @E 0 E o E @E ;
13 14 15 16
S

S

T
Ensayo 1,2 34 5,6 7,8

Figura 12. Esquema del protocolo utilizado en el Estudio Il para la realizacién del MWM.

Este protocolo experimental permite evaluar distintos aspectos del aprendizaje

espacial tales como la memoria de trabajo y la memoria a largo plazo o de referencia,
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examinando la latencia de escape del animal, el aprendizaje procedimental,
analizando la tigmotaxis, y la memoria espacial, analizando los patrones de busqueda

de la plataforma en el ensayo sin plataforma.

El andlisis de la ejecucion de los ratones a lo largo de los ensayos (la media de cada
ensayo en las 8 sesiones) proporciona una medida de memoria de trabajo porque el
animal busca la plataforma en los primeros ensayos, codifica su localizacién y la
recuerda durante el resto de los ensayos de cada sesion. Por lo tanto, para una
ejecucion adecuada es necesaria la recuperacién de la informacion recientemente

codificada o memoria de trabajo (Olton y Papas, 1979).

Por otro lado, en cada nueva sesidn el animal debe aprender una nueva localizacién de
la plataforma, por lo tanto, el analisis de la ejecucion de los ratones a lo largo de las
sesiones (la media de todos los ensayos de cada sesion) proporciona una medida de la
memoria de referencia. Segln van progresando las sesiones el animal debe construir
una representacion estable del entorno, es decir, un mapa de coordenadas, que puede
ser considerado como el componente de memoria de referencia de la tarea, diferente
de la representacion de la posicion mas reciente en la que la plataforma estaba

situada.

Por ultimo, a lo largo de las sesiones el animal debe aprender a inhibir conductas
inadecuadas, como nadar cerca de las paredes del tanque (tigmotaxis) o en circulos
concéntricos a cierta distancia de la pared hasta hallar la plataforma (Maei et al.,

2009); esto constituiria el aprendizaje de procedimiento.

Protocolo de administracion del farmaco

Como se menciond en el apartado 1.4.2 los animales fueron tratados durante los 16
dias que durd el experimento. El momento en que se administraba el farmaco o el

vehiculo dependia del grupo al que pertenecieran los ratones (ver figura 13).
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Dado que el efecto maximo de RO4938581 se observa a la hora de la administracion,

se tratd a los ratones TS y CO del grupo de codificacion con el fadrmaco o el vehiculo

una hora antes de comenzar la prueba de aprendizaje, para que estos animales

codificaran la informacién de la situacion de la plataforma realizando los ensayos de

entrenamiento durante este pico maximo (figura 13A).

A. Grupo de codificacion

Ensayo 1 2

Tratamiento 1 hora antes

B. Grupo de consolidacion

Intervalo de 1 hora

Ensayo 1 2

Tratamiento

C. Grupo de recuperacion

Intervalo de 1 hora

Ensayo 1

Tratamiento Intervalo de 1 hora

Figura 13. Tiempos de administracion del tratamiento en los distintos grupos experimentales (A:

codificacidn, B: consolidacion y C: recuperacidn) en cada sesion del laberinto acuatico de Morris.
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A los ratones del grupo de consolidacion se les administrd el farmaco o el vehiculo
inmediatamente antes de comenzar la prueba para que el efecto mdaximo de
RO4938581 coincidiera con el momento en que los ratones estan consolidando la
informacién de la posicion de la plataforma (figura 13B). Por ultimo, el grupo de
recuperacion recibié el farmaco o el vehiculo una hora antes de realizar los dos
ensayos finales, ya que se establecid un intervalo de descanso de 1 hora entre el
ensayo 6 y los dos ultimos ensayos con el fin de determinar si el fdrmaco ejercia algun
efecto sobre la recuperacién de la informacion cuando era administrado justo después

del ensayo 6 cuando la informacién estaba codificada y almacenada (figura 13C).

3. Anadlisis estadistico de los resultados

Todos los analisis se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics versién 21

(Armonk, New York, USA).

Para la caracterizacion cognitivo conductual se utilizé el programa ANY-maze para
registrar y medir todos los parametros requeridos en todas las pruebas conductuales
salvo los reflejos sensoriales y la funcion motora en las que la valoracidn se realizé de
manera visual y con ayuda de un cronémetro cuando fue necesario (p. €j. latencias de

caida).

Los datos del laberinto Acudtico de Morris se analizaron usando MANOVAs de Medidas
Repetidas (‘sesién’ x ‘cariotipo’ x ‘tratamiento’) para el Estudio | y MANOVA de
Medidas Repetidas (‘sesion’ x ‘cariotipo’ x ‘tratamiento’ x “proceso’) para el Estudio Il.
Los datos del resto de estudios conductuales del Estudio | se analizaron mediante
MANOVAs (‘cariotipo x tratamiento’) para evaluar el efecto de estos factores sobre
cada variable dependiente. Las medias de cada grupo experimental fueron

comparadas post hoc mediante la prueba de Bonferroni.
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1. Estudio I: Efecto de la administracidn crdnica, durante etapas tempranas,
de moduladores alostéricos negativos selectivos para la subunidad

GABAAab5 sobre los déficits cognitivos y conductuales del raton TS65Dn

1.1. Actividad espontanea, reflejos sensorimotores y coordinacion motora

Para evaluar si la administracién de los distintos NAMs modificaba el estado fisico de
los animales de manera que pudiera interferir en su ejecucién en las pruebas
cognitivas, se realizé un estudio de la actividad espontanea, una bateria de pruebas

sensorimotoras y una valoracion de la funcién motora de los animales.

1.1.1. Actimetria

La figura 14 muestra la actividad espontdnea de los ratones TS y CO bajo las distintas
condiciones de tratamiento durante un ciclo completo de luz-oscuridad de 24 horas. A
pesar de que la figura 14B muestra una tendencia de los ratones TS y CO a presentar
menor actividad durante la fase de actividad tras el tratamiento con los distintos
NAMs, esta tendencia no alcanzé la significacidn estadistica (p=0.075, ver tabla 5). Por
tanto, el genotipo o los distintos tratamientos no modificaron significativamente la
actividad realizada por los ratones en su jaula habitual durante la fase de oscuridad o

la de luz (figuras 14A y 14B y tabla 5).
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Figura 14. El tratamiento con R1, R2 0 R04938581 no modificd la actividad espontanea de los
grupos TS o CO durante la fase de oscuridad ni durante la fase de luz en la prueba de la
actimetria. Medias + E.E.M. del nimero de cuentas realizadas por cada grupo de animales a lo
largo de las 24 horas de registro (A) y del nUmero medio de cuentas realizadas por cada grupo

en los periodos de luz y de oscuridad (B).
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Tabla 5. Prueba de actimetria. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de cada variable

analizada en la prueba de la actimetria

MANOVAs
‘Cariotipo x Tratamiento’
‘Cariotipo’ ‘Tratamiento’ ‘Cariotipo x Tratamiento’
F (1,98 F (3,98) F (7,98)
Oscuridad 0.01, p=0.92 2.37, p=0.075 0.66, p=0.57
Luz 1.70, p=0.19 2.57, p=0.059 0.15, p=0.92

1.1.2. Bateria de pruebas sensoriales y motoras

La tabla 6 muestra las puntuaciones obtenidas por los ratones TS y CO tratados con

vehiculo, R1, R2 0 R04938581 en las diferentes pruebas sensorimotoras.

Aunque en la mayoria de pruebas no se encontraron diferencias entre los distintos
grupos, los ratones TS bajo todos los tratamientos presentaron una mayor respuesta
de sobresalto, un menor equilibrio en la barra de madera y una alteracién del reflejo
prensil, lo que indica una mayor respuesta a estimulos auditivos y una peor

coordinacion motora en estos ratones (tabla 6).

La administracion crénica de los tres NAMs no afectd a las habilidades sensorimotoras

o a la coordinacidon motora de los ratones ratones TS o CO (tabla 6).

97



Resultados

Tabla 6. Bateria de pruebas sensorimotoras. Media + E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por los
distintos grupos experimentales y valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de cada

variable analizada en la bateria de pruebas reflejas y motoras.

MANOVAs ‘Cariotipo x

tratamiento’
‘Car x

Vehiculo Rl R2  RO4938581| Vehiculo R1 R2  RO4938581| Car Trat trat’

Fi,08  F,98  F,98)

IN co

Repuesta de 2.06 253 250 24 2.53 2.50 2.83 2,61

alcance t + t t + t + t 1.60 0.35 0.40

(puntuacicn: 0-4) 018  0.16 023 0.13 0.18 013 016 0.14 p=020 p=0.78 p=0.74

Respuesta de sobresalto 1.30 140 133 1.00 0.84 0.92 091 0.92

(puntuacion: 0-3) t t t t t t t t 1526 = 095 1.10
0.17 013 0.14 0.10 0.15 0.07 0.08 0.13 p<0.001 p=0.41 p=0.35

Reflejo de enderezamiento 3.00 3.00 | 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00 3.00

(puntuacidn: 0-3) + + t t + + + t 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 p=1.00 p=1.00 p=1.00

Fuerza de agarre 2.46 226 250 1.63 2.38 271 2.75 2.25

(puntuacion: 0-3) t t t t t t t t 3.07 2.55 0.71
0.14 0.26 023 0.24 0.26 0.22 0.27 0.32 p=0.06 | p=0.08 p=0.548

Equilibrio en barra de
madera 2.6 313 341 3.14 353 335 3.58 4.00

(puntuacién: 0-6) + + + + + + + + 5.13 0.60 0.72
020 030 031 032 043 024 046 040 | Pp=0.026 p=0612 p=0.53

Latencia de caida 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0 40.0

de la barra de madera (s) + + t t + + t t 0.00 0.00 0.00
0.00 0.00 00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 p=1.00 ' p=1.00 p=1.00

Equilibrio en barra de

aluminio 2.07 173 141 228 230 142 233 246

(puntuacidn: 0-6) + + t t t + + t 0.62 1.08 0.50
061 0.44 055 0.48 0.57 0.32 0.48 0.48 p=043 p=035 p=0.68

Latencia de caida 3041 2535 2033 27.72 29.76 3184 3125 28.66

dela barra + + + + + + + + 1.87 0.56 231

dealuminio (s) 291 328  4.00 2.54 331 204 299 3.02 p=0.17 ' p=0.63  p=0.08

Reflejo prensil 246 3.00 250 2.76 3.00 278 3.00 3.00

(puntuacidn: 0-3) + + t t t + + t 8.1 1.02 3.73
0.18 0.00 0.23 0.12 0.00 0.15 0.00 0.00 p=0.005 p=0.38 p=0.014

Capacidad de traccion 2.38 4.00 | 2.08 3.78 3.25 2.85 3.83 4.30

(puntuacion: 0-9) + + t t t + t t 0.75 0.93 1.15
0.85 0.58  0.69 0.86 0.95 073 | 0.80 0.96 p=0.38 | p=0.42 p=0.33

Latencia de caida 31.15 2453 29.58 35.28 33.38 3450  47.00 38.07

en la percha (s) + + t + + + + t 334 0.76 0.53
6.85 532 776 6.60 6.48 6.40 6.24 551 p=0.071  p=0.51 p=0.65

N° de cruces 3.25 264 322 3.63 3.00 5.30 6.00 344

en la percha + t t t + + + t 3.58 0.89 1.67
0.93 062 113 0.82 0.50 1.36 0.97 033 p=0.06 p=0.44 p=0.18

Latencia de Ilegada en 31.07 416 37.00 37.14 29.76 36.42 30.50 31.15

la percha (s) + + t + + + + t 0.97 0.57 0.12
6.45 5.61 | 7.29 6.12 6.37 6.00 6.01 213 p=0.32 p=0.63  p=0.94
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1.1.3. Rotarod

De manera consistente con los resultados obtenidos en la prueba de equilibrio y en la
barra de madera en la bateria de pruebas sensorimotoras, los ratones TS tratados con
vehiculo o con los distintos NAMs mostraron una peor coordinacion motora en la
prueba del rotarod a la velocidad constante mas alta, ya que tuvieron unas latencias de
caida menores que las de los grupos CO (p<0.001, tabla 7, figura 15A). Sin embargo, no
se encontraron diferencias en la ejecucién de los animales de ambos genotipos a
velocidades mas bajas (figura 15A) o durante el ciclo de aceleracién (figura 15B). El
tratamiento con los tres NAMs no afectd a la coordinacién motora de los animales TS o

CO en los cuatro ensayos realizados en el rotarod (figura 15, tabla 7).

A
601
*A- TS VEHICULO
—_ TSR1
ﬁ' 40+ TS R2
g E- TS RO49/38581
g == CO VEHICULO
S 204 -~ COR1
== COR2
0 =B= (CO R04938581
1 5 10
B
250 )
3 715 VEHiCULO
200 TSR1
o TSR2
< 1507 ] TSR04938581
o .
2 8 o VEHicuLO
g 100- M cort
501 B coR2
BB C0R04938581
0

Figura 15. El tratamiento con R1, R2, o RO4938581 no afectd a la coordinacion motora de los ratones TS
o CO a distintas velocidades constantes o durante el ciclo de aceleracién en la prueba de rotarod. Media
+ E.E.M. de la latencia de caida a diferentes velocidades constantes (A) o durante el ciclo de aceleracidn
(B).
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Tabla 7. Prueba del rotarod. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de las latencias de

caida a las distintas velocidades y durante el ciclo de aceleracion en la prueba del rotarod.

MANOVAs
‘Cariotipo x Tratamiento’

‘Cariotipo’ ‘Tratamiento’ ‘Cariotipo x Tratamiento’
F1,98) Fi3,98) F1,98)
25 r.p.m.
0.56, p=0.45 2.42, p=0.70 0.62, p=0.60
50 r.p.m.
16.01, p<0.001 1.83, p=0.14 0.53, p=0.66
Ciclo de aceleracion
0.00, p=0.98 0.56, p=0.64 0.87, p=0.45

1.2. Actividad general y ansiedad

Para descartar que factores emocionales, que influyen directamente sobre el
comportamiento exploratorio y la actividad locomotora de los ratones, pudieran estar
implicados en los cambios de ejecucion de otras pruebas que valoran procesos
cognitivos se evalud el efecto de los diferentes farmacos sobre la ansiedad. Para ello se
analizé el comportamiento de los diferentes grupos experimentales en pruebas donde
existe un conflicto entre la aversidn natural de los roedores a los espacios abiertos y/o

a las alturas y su tendencia innata a explorar ambientes nuevos.

1.2.1. Campo abierto

En la prueba de campo abierto no se encontraron diferencias significativas en la
actividad realizada por los diferentes grupos de ratones en el centro o en la periferia
del laberinto (figura 16A, tabla 8) o en el porcentaje de la distancia recorrida en cada
zona del campo abierto (figura 16B, tabla 8). Los ratones TS tratados con vehiculo
tendian a ser hiperactivos con respecto al resto de los grupos, ya que recorrian una
mayor distancia en el centro y periferia del aparato, pero este efecto no alcanzé
significacion estadistica (tabla 8). Al valorar el porcentaje de la distancia que los
animales recorren por el centro del aparato no se observaron diferencias significativas

entre los 8 grupos de ratones (figura 16B), lo que indica que el cariotipo o el
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tratamiento administrado no modificd la ansiedad de los animales en el campo

abierto.
A B
307 100-
[ [ TS VEHiCULO
= < 80 iGHE TS R1
> 20 [ z TSR2
5 = 607 [ TS R04938581
z a B COVEHICULO
% 104 w407 B ORI
a Q M coRr2
20 I COR04938581
0' - T
CENTRO  PERIFERIA  TOTAL CENTRO PERIFERIA

Figura 16. El tratamiento con R1, R2 o RO4938581 no afectd a la actividad general ni a la ansiedad de
ratones TS o CO en el campo abierto. Media % E.E.M. de la distancia recorrida (A) y del porcentaje de la
distancia recorrida en el centro o la periferia del campo abierto (B) por los ratones TS y CO tratados con

R1, R2, RO4938581 o vehiculo.

Tabla 8. Prueba del campo abierto. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de cada

variable analizada en el campo abierto.

MANOVAs
‘Cariotipo x Tratamiento’

‘Cariotipo’ ‘Tratamiento’ ‘Cariotipo x Tratamiento’
F(1,98) F(1,98) F(1,98)

Distancia periferia 0.40, p=0.52 0.53, p=0.66 1.63, p=0.18
Distancia centro 0.26, p=0.61 0.50, p=0.67 1.76, p=0.16
Distancia total 0.08, p=0.77 0.52, p=0.66 1.77, p=0.15
Porcentaje de distancia

periferia 2.99, p=0.087 1.43, p=0.23 0.67, p=0.57
Porcentaje de distancia

centro 2.99, p=0.087 1.43, p=0.23 0.67, p=0.57
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1.2.2. Laberinto elevado en cruz

En la prueba del laberinto elevado en cruz se valoré nuevamente la actividad y los
niveles de ansiedad de los distintos grupos experimentales al ser expuestos a un
ambiente nuevo con dos zonas diferenciadas, una potencialmente aversiva (los brazos

abiertos) y otra segura (los brazos cerrados).

Al valorar la actividad general en esta prueba no se encontraron diferencias
significativas en el nimero de entradas que los ratones de ambos cariotipos bajo los
diferentes tratamientos realizaron en los brazos abiertos o cerrados (figura 17A, tabla

9).
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[ TS R0O4938581
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@8 cori
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I_'r.l 8 C0oR04938581
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Figura 17. La administracion crénica de R1, R2 o RO4938581 no afectd a la actividad general ni a la

TIEMPO (S)
2

.
i

EVALUACION DE RIESGOS
[}
o

N2 DE COMPORTAMIENTOS DE

o

ansiedad de los ratones TS o CO en el laberinto elevado en cruz. Media + E.E.M. del nimero de entradas
en los brazos abiertos y cerrados y del nimero total de entradas (A), del porcentaje de tiempo que
pasaron en los brazos abiertos (B), del tiempo de congelacion en el inicio del ensayo (C) y del nimero de
comportamientos de evaluacidn de riesgo (D) realizados en el laberinto elevado en cruz por los 8 grupos

de animales.
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Tampoco se apreciaron alteraciones en la ansiedad en ninguno de los grupos
experimentales ya que los ratones TS y CO bajo los distintos tratamientos no
mostraron diferencias significativas en el porcentaje de distancia recorrida en los
brazos abiertos (figura 17B, tabla 9), en el tiempo inicial de congelacion (figura 17C,
tabla 9) o en el nimero de comportamientos de evaluaciéon de riesgo (figura 17D,

tabla 9).

Tabla 9. Prueba del laberinto en cruz. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de cada

variable analizada en el laberinto elevado en cruz.

MANOVAs
‘Cariotipo x Tratamiento’

‘Cariotipo’ ‘Tratamiento’ ‘Cariotipo x Tratamiento’
F(1,98) F(2,98) F(2,98)
N° de entradas en los brazos abiertos 0.52, p=0.47 0.30, p=0.82 2.70, p=0.051
N° de entradas en los brazos cerrados 2.08, p=0.15 0.06, p=0.97 0.33, p=0.79
N° total de entradas 0.21, p=0.64 0.13, p=0.92 0.96, p=0.41
Porcentaje de distancia en los brazos abiertos 1.40, p=0.24 0.06, p=0.97 0.86, p=0.46
Tiempo de inmovilidad inicial 1.34, p=0.25 1.28, p=0.28 1.30, p=0.28
N° total de conductas de evaluacidn de riesgo 0.65, p=0.42 1.30, p=0.28 0.85, p=0.46

1.3. Capacidad de atencidn y la actividad exploratoria

1.3.1. Tabla de agujeros

Para valorar la capacidad de atencién y la conducta exploratoria de los animales se
utilizd la prueba de la tabla de agujeros. La tabla 10 muestra las puntuaciones

obtenidas por los ratones TS y CO tratados con vehiculo, R1, R2 o RO4938581 durante

103



Resultados

esta prueba. Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los ratones de
ambos cariotipos en la distancia recorrida o en el tiempo dedicado a la exploracidn de
los agujeros, los ratones TS mostraron una atencion deficiente, ya que realizaron un
mayor numero de exploraciones y repitieron un mayor nimero de veces la exploracién
de los agujeros recientemente explorados (indice ABA e indice ABA/numero de

exploraciones, tabla 10).

Sin embargo, la administracién crénica de los distintos NAMs no fue capaz de
recuperar las alteraciones de atencidn de los ratones TS. Estos tratamientos tampoco

modificaron la actividad exploratoria de los animales TS o CO (tabla 10).

Tabla 10. Prueba de la tabla de agujeros. Media + E.E.M. y valores F y p de los MANOVAs (‘cariotipo x

tratamiento’) para cada variable independiente analizada en la prueba de la tabla de agujeros.

MANOVAs ‘Cariotipo x
Tratamiento’

Car Trat  ‘Carx trat’
Vehiculo. R1 ~ R2 RO4938581 Vehiculo R1 R2  RO4938581| Fos Faos)  Fi7,09
634 853 6.78 7.15 642 | 6.65 582 6.85 190, @ 0.99, 0.40,

Distancia (m) t t t t t t t t p=0.17 p=039 p=0.74
05 135 085 1.08 067 087 089 0.57

TS Co

N° de

exploraciones 2115 126.06/21.58  22.64 18.00 1464 1545 1861 1244, 023, 141,
t t t t t t t t p=0.001 p=0.87 p=0.24
219 315 192 2.35 231 199 238 2.15

Tiempo

explorando 2131 27.49/2733  36.02 2232 1833 1540 2691 338, | 137, 0.54,

los t t t t t t t t p=0.069 p=0.25 p=0.65

agujeros (s) 494 456 546 5.64 422 444 375 5.57
5.15 | 5.80 5.08 450 253 271 363 3.38 13.56, | 0.23, 0.86,

indice ABA + + + + + + + p<0.001 | p=0.86 p=0.46
089 098 0.85 0.84 036 064 0.75 0.47

ABA/N°

exploraciones 023 021 0.23 0.19 0.14 016 021 0.18 437, 058, 0.69,

t t

I+

t

I+

p=0.039 p=0.62 p=0.56

002 0.01 0.02 0.02 002 033 0.04 0.01
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1.4. Cognicion

1.4.1. Laberinto acuatico de Morris

Para evaluar el efecto del tratamiento crénico con los tres NAMs sobre el aprendizaje
espacial y la memoria de referencia de los ratones TS y CO se utilizd el laberinto

acuatico de Morris.

La tabla 11 muestra los resultados del andlisis estadistico de todas las variables

evaluadas en esta prueba.

Aunque todos los grupos de ratones aprendieron la posicidn de la plataforma durante
las sesiones de adquisicion, ya que redujeron progresivamente la latencia para
alcanzar la plataforma (figura 18, tabla 11), los ratones TS mostraron un pronunciado
déficit de aprendizaje. Estos animales presentaron mayores latencias de escape
durante las sesiones de adquisicion en comparacién con los ratones CO (figura 18A,
p<0.001). Sin embargo, la administracion de R1, R2 o R04938581 mejord el
aprendizaje y memoria espacial en los ratones TS (p=0.005, tabla 11). Esta mejoria fue

mas notable en las cuatro primeras sesiones (figuras 18C, 18D, 18E y 18F, tabla 11).

En las sesiones de aprendizaje guiado el tratamiento con R1, R2 y con R0O4938581
mejoré ligeramente el rendimiento de los ratones TS y CO, aunque este efecto no

alcanzd la significacion estadistica (tabla 11, figura 18B).
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Figura 18. La administracion crdnica de R1, R2 o RO4938581 mejord el aprendizaje espacial del ratdon TS.
Media + E.E.M. de la latencia para encontrar la plataforma durante las 8 sesiones de adquisicion (A) y
durante el aprendizaje guiado (B) de los ocho grupos de ratones, durante las sesiones de adquisicion de
los ratones TS tratados con los tres NAMs (C), de los TS tratados con R1 y vehiculo (D), de los TS tratados
con R2 y vehiculo (E) y de los TS tratados con RO4938581 y vehiculo (F) *: p<0.05, **: p<0.01, TS vs. CO;
#: p<0.05, ##: p<0.01, TS vehiculo vs. TS tratado. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la
parte derecha de las figuras D-F se muestra el resultado del analisis post hoc (ANOVA de medidas
repetidas) entre cada par de curvas de aprendizaje y en la parte superior se muestra el mismo andlisis

realizado teniendo en cuenta las cuatro primeras o ultimas sesiones.
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La administracion crénica de R2 produjo una mejoria significativa en la ejecucion de los
ratones CO respecto a los tratados con vehiculo (figura 19C, tabla 11). Aunque el
tratamiento con R1 o con RO4938581 produjo una tendencia a reducir la latencia de
llegada a la plataforma de los ratones CO (figuras 19B y 19D), este efecto no alcanzé la

significacidn estadistica (tabla 11).
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Figura 19. La administracion crénica de R2, pero no de R1 o RO4938581 mejord el aprendizaje espacial
del raton CO. Media + E.E.M. de la latencia para encontrar la plataforma durante las 8 sesiones de
adquisicion de todos los grupos de ratones CO (A), de los CO tratados con vehiculo o con R1 (B), de los
tratados con vehiculo o con R2 (C) y de los tratados con vehiculo o con RO4938581 (D). #: p<0.05, CO R2
vs. CO vehiculo. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la parte derecha de las figuras B-D se
muestra el resultado del analisis post hoc (ANOVA de medidas repetidas) entre cada par de curvas de

aprendizaje y en la parte superior se muestra el mismo analisis realizado teniendo en cuenta las cuatro

primeras o ultimas sesiones.
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Tabla 11. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Media * E.E.M. y valores F y p de los MANOVAs

(‘cariotipo x tratamiento’) para cada variable independiente analizada en la prueba del laberinto

acuatico de Morris.

Memoria de
referencia
(S1-S8)

Memoria de
referencia
(S1-S4)

108

MANOVA MR
‘Cariotipo x Tratamiento’

Comparaciones
post hoc
entre cada par
de curvas de
aprendizaje

MANOVA MR
‘Cariotipo x Tratamiento’

Comparaciones
post hoc
entre cada par
de curvas de
aprendizaje

Ts Vehiculo
Vvs.
Ts R1
Ts Vehiculo
Vs.
Ts R2
Ts Vehiculo
vs.
Ts RO4938581
Co Vehiculo

vs.
CoR1

Co Vehiculo
Vs.
Co R2
Co Vehiculo

Vvs.
Co RO4938581

Ts Vehiculo

vs.
Co Vehiculo

Ts Vehiculo
Vvs.
Ts R1

Ts Vehiculo

Vs.

Ts R2
Ts Vehiculo
vs.

Ts RO4938581
Co Vehiculo
vs.
CoR1
Co Vehiculo
Vs.

Co R2

Co Vehiculo
Vs.
Co RO4938581
Ts Vehiculo
vs.

Co Vehiculo

‘Sesion’

F(7198)=51.32,
p<0.001

F(3'98)=64.29,
p<0.001

‘Cariotipo’

F(1‘98)=65.97,
p<0.001

F(1.24)= 10.69,
p=0.003

F(1'98)= 66.06,
p<0.001

F(l, 24)= 45.44,
p<0.001

‘Tratamiento’

F(3,98)=4.58,
p=0.005

F(1,24)- 5.66,
p=0.026

F(1'21)= 3.6 1,

p=0.072

F(1,23)= 2.26,
p=0.147

Fi125)- 0.59,
p=0.447

Fii24)- 771,
p=0.010

F(1'24)= 1.153,
p=0.294

F(3,98)=6.267,
p=0.001
F(]_’ 24)= 26.06,
p<0.001

F(1,21)=6.684,
p=0.018

F(1,23)= 6.719,
p=0.017

F(1,25)=0.000,
p=1.000

F(1,24)=8.234,
p=0.008

F(l, 24)=0.525,
p=0.476

‘Cariotipo x
Tratamiento’

F(3’98)=0.97,
p=0.40

F(3'98)=3.875,
p=0.012




Tabla 11 (Continuacion)

MANOVA MR
‘Cariotipo x Tratamiento’

Memoria de
referencia
(S5-58)
Ts Vehiculo
vs.
Ts R1

Ts Vehiculo
vs.
Ts R2
Ts Vehiculo
Comparaciones vs.
post hoc Ts RO4938581

entre cada par | Co Vehiculo
decurvas de vs.
aprendizaje CoR1
Co Vehiculo
vs.
CoR2
Co Vehiculo

Vs.

Co RO4938581
Ts Vehiculo
vs.

Co Vehiculo

MANOVA MR
‘Cariotipo x Tratamiento’

Sesiones de
aprendizaje
guiado

F(3'98)= 12.534,
p<0.001

Fi1,08=45.464,
p<0.001

F(1, 24)=4.396,
p=0.047

F(1,98)= 5.09,
p=0.026

F(3,98)= 2.216,
p=0.92
Fi1,24)=0.626,
p=0.437

F(1,21)=1.089,
p=0.309

F(1’23)=0.565,
p=0.460

F(1,25)=2.244,
p=0.147

F(1'24)=5-537,
p=0.027

F(1124)=1.81,
p=0.191

F(3lgg)=0.69,
p=0.56

Resultados

F(3,98)=0.070,
p=0.976

F(1193)=0.07,
p=0.97
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2. Estudio Il: estudio del efecto de la administracion subcrénica de un
modulador alostérico negativo para la subunidad o5 del receptor GABAa
sobre los procesos de codificacion, consolidacion y recuperacion de la

informacion en el ratén Ts65Dn.

2.1. Efecto de RO4938581 sobre la cognicion

Para valorar si el efecto procognitivo de RO4938581 en los ratones TS era debido a
cambios en los procesos de codificacion, consolidacion y/o recuperacién de la

informacidn se utilizé otra versién de la prueba del laberinto acuatico de Morris.

Como se explicé anteriormente, el protocolo utilizado permite evaluar la memoria de
referencia (aprendizaje a lo largo de las sesiones S1-S8), la memoria de trabajo (el
aprendizaje a lo largo de los ensayos E1-E8), el aprendizaje espacial (aprendizaje a lo
largo de las sesiones S9-S12, independiente del ensayo) y la memoria espacial (ensayo
de retirada de la plataforma). La tabla 12 muestra los resultados del analisis estadistico

de cada variable analizada.

2.1.1. Laberinto acuatico de Morris

2.1.1.1. Aprendizaje y memoria de referencia

Al igual que en el Estudio |, para valorar la memoria de referencia se registrd la

latencia de escape de los animales a lo largo de las doce sesiones de adquisicion.

Como se ha demostrado en numerosos estudios, los ratones TS mostraron un
pronunciado déficit de aprendizaje en la prueba del laberinto acuatico de Morris, tanto
en las sesiones de adquisiciéon en las que la plataforma se encontraba cada dia en una
posicién diferente, como en las que la posicion de la plataforma se mantuvo constante

(figura 20A, tabla 12).

El tratamiento con RO4938581 mejord significativamente la ejecucion de todos los

grupos de ratones TS durante las sesiones de adquisicion (figura 20A, tabla 12). De
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hecho, los ratones TS que recibieron este farmaco tuvieron menos dificultades para
aprender la localizacién de la plataforma, ya que mostraron una menor latencia de
escape que los tratados con vehiculo (figura 20A, tabla 12). Este efecto se observd
tanto durante las sesiones en las que la plataforma cambiaba de posicién diariamente
como en las cuatro uUltimas sesiones en las que su posicidon fue constante. Esto indica
que el tratamiento con RO4938581 consiguié mejorar tanto la memoria de referencia

como el aprendizaje espacial, independiente del ensayo, en los ratones TS.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la ejecucidon de los
ratones CO tratados con R0O4938581 vy los tratados con vehiculo, ya que ambos grupos

mostraron unas latencias similares de llegada a la plataforma (figura 20A, tabla 12).

Durante las sesiones de aprendizaje guiado, cuando la plataforma era visible (figura
20B, tabla 12), no se encontraron diferencias significativas entre las latencias de
llegada a la plataforma de los ratones TS y las de los CO bajo ambos tratamientos
(MANOVA ‘cariotipo x tratamiento” F(1,115)=1.514, p=0.221 ). Este resultado, y el hecho
de que no se encontraran diferencias significativas en la velocidad de natacién de los
animales (MANOVA ’cariotipo x tratamiento” F(1,115)=0.668, p=0.415) (figura 20C, tabla
12), descarta que las diferencias encontradas durante las sesiones de adquisicién

fueran debidas a déficits motores o sensoriales.
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Figura 20. El tratamiento con RO4938581 mejoro6 la memoria de referencia y el aprendizaje espacial del

raton TS. Media + E.E.M. de la latencia para encontrar la plataforma durante las 12 sesiones de

adquisicién (A), durante las sesiones de aprendizaje guiado (B) y la velocidad media (C) de todos los

grupos de ratones en la prueba del laberinto acuatico de Morris. ***: p<0.001; **: p<0.01 TS vs. CO; #:

p<0.05, ##: p<0.01 RO4938581 vs. Vehiculo. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la parte

derecha de la figura (A) se muestra el resultado del andlisis post hoc (ANOVA de medidas repetidas)

entre las dos curvas de aprendizaje de los grupos TS y CO.
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2.1.1.1.1. Efecto del tratamiento sobre los distintos procesos cognitivos

En lo que se refiere al efecto que el farmaco ha tenido sobre los procesos cognitivos
(figura 21), a pesar de que cuando se tuvieron en cuenta todos los grupos
experimentales el MANOVA revelé que no hubo diferencias significativas entre los
distintos grupos (‘proceso’, tabla 12), este resultado fue debido a que el efecto sélo se

produjo en algunos de estos grupos.
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Figura 21. El tratamiento con RO4938581 mejord los procesos cognitivos de codificacion y consolidacion
de la informacién de la memoria de referencia en el ratén TS. Media + E.E.M. de la latencia para
encontrar la plataforma durante las 12 sesiones de adquisicidon en la prueba del laberinto acudtico de
Morris de los ratones TS y CO tratados con R04938581 y con vehiculo antes de la codificacion (A),
durante la consolidacion (B) y antes de la recuperacion de la informacion (C). #: p<0.05, ##: p<0.01

R0O4938581 vs. Vehiculo. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos.
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La figura 21 muestra que el tratamiento con este farmaco mejoré la ejecuciéon del
grupo TS cuando fue administrado una hora antes de la codificacion de la informacion
(figura 21A), produjo una marcada mejoria en los animales trisémicos cuando se
administré durante la consolidacion (figura 21B) y no tuvo ningun efecto sobre la

recuperacion de la informacién (figura 21C).

Cuando se analizé por separado cada par de curvas de aprendizaje (figura 22) se
observé que mientras que los ratones TS del grupo de codificacion tratados con
RO4938581 mostraron una tendencia a realizar una mejor ejecucion que los tratados
con vehiculo (figura 22A), esta tendencia no alcanzé la significacion estadistica (tabla
12). Sin embargo, los ratones CO que recibieron RO4938581 una hora antes del
comienzo del entrenamiento presentaron una mayor latencia de escape del tanque
que los tratados con vehiculo (figura 22B). Estos resultados sugieren que este NAM

empeord la codificacion de la informacidn en los ratones CO pero no en los TS.

En cuanto al efecto de RO4938581 sobre la consolidacion de la informacién, los
ratones TS que recibieron este farmaco al empezar el entrenamiento presentaron una
mejor ejecucion que aquellos que recibieron vehiculo (figura 22C). Este efecto no fue

evidente en el caso de los ratones CO (figura 22D).

Por ultimo, no se encontraron diferencias significativas entre la ejecucién de los
animales TS y la de los CO que recibieron RO4938581 o vehiculo una hora antes de

recuperar la informacion consolidada (figuras 22E y 22F).

Por lo tanto, estos datos sugieren que el efecto procognitivo de RO4938581 en la
memoria de referencia de los ratones TS es principalmente debido a una mejoria en el
proceso de consolidacion de la informacion. Esta mejoria fue evidente tanto en las
sesiones en las que se cambiaba la posicion de la plataforma (aprendizaje de
referencia) como en aquellas en las que permanecia en una posicidn constante

(aprendizaje espacial independiente del ensayo).
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Figura 22.El tratamiento con RO4938581 produjo una mejoria en el proceso de consolidacidon de la
memoria de referencia en el ratén TS. Media + E.E.M. de la latencia para encontrar la plataforma
durante las 12 sesiones de adquisicidon en la prueba del laberinto acuatico de Morris de los ratones TS
(A) y CO (B) tratados con RO4938581 y con vehiculo del grupo de codificacién, de los ratones TS (C) y CO
(D) tratados con RO4938581 y con vehiculo del grupo de consolidacion y de los ratones TS (E) y CO (D)
tratados con RO4938581 y con vehiculo del grupo de recuperacién. #: p<0.05, ##: p<0.01 RO4938581 vs.
Vehiculo. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la parte derecha de las figuras se muestra el

resultado del andlisis post hoc (ANOVA de medidas repetidas) entre cada par de curvas de aprendizaje.
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Tabla 12. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Memoria de referencia. Media + E.E.M. y valores F

y p de los MANOVAs (‘cariotipo x tratamiento’) para cada variable independiente analizada en la

prueba del laberinto acuatico de Morris.

‘Cariotipo | ‘Cariotipo x
‘Sesion’ ‘Cariotipo” |‘Tratamiento’| ‘Proceso’ X Tratamiento x
Tratamiento’| Proceso’
Memoria de
referencia MANOVA MR Fl11,115)-44.13, | F1,115734.69, | F1,115)=1.98, |F(,115= 0.23, ] Fi1,11574.99, | F(1,115=0.70,
(S1-S12)  ‘Cariotipo x Tratamiento x Proceso’|  p<0.001 p<0.001 p=0.161 p=0.977 p=0.02 p=0.49
MANOVA MR F(11,115)745.50, | F(1115)736.07, | F(1115=1.59, F(1,11575.60,
‘Cariotipo x Tratamiento’ p<0.001 p<0.001 p=0.209 p=0.01
Memoria de
referencia , MANOVA MR ,
(51-512) cariotipo x Tratamiento x Proceso
Ts Vehiculo
Codificacion F(113=2.620,
vS. p=0.130
Ts R04938581
Codificacion
Ts Vehiculo
Consolidacion F(1,1876.651,
Comparaciones p=0.019
post hoc vs.
entre cada par
decurvasde | Ts RO4938581
aprendizaje | Consolidacion
Ts Vehiculo
Recuperacion F(117)=0.981
Vs, p=0.334
Ts R04938581
Recuperacion
Co Vehiculo
Codificacion Fi1,2624.37
vs. p=0.039
Co R04938581
Codificacion
Co Vehiculo
Consolidacion F(120=0.905,
vS. p=0.353
Co RO4938581
Consolidacion
Co Vehiculo
Recuperacion
Fl119=0.131,
v p=0.722
Co R04938581
Recuperacion

116




Tabla 12 (Continuacion)

Memoria de
referencia

(51-58)

MANOVA MR

‘Cariotipo x Tratamiento x Proceso’

Comparaciones
post hoc
entre cada par
de curvas de
aprendizaje

Ts Vehiculo
Codificacion
vs.

Ts R0O4938581
Codificacién
Ts Vehiculo
Consolidacion

Vs,
Ts RO4938581

Consolidacidn
Ts Vehiculo

Recuperacion

Vs.

Ts RO4938581
Recuperacion
Co Vehiculo
Codificacion
vs.

Co RO4938581
Codificacion
Co Vehiculo
Consolidacidn

Vs.

Co RO4938581
Consolidacion
Co Vehiculo
Recuperacion

Vs.

Co RO4938581
Recuperacion
Ts Vehiculo
codificacion
Vs
Co Vehiculo
codificacion
Ts Vehiculo
consolidacion

Vs

Co Vehiculo
consolidacion
Ts Vehiculo
recuperacion

VS

Co Vehiculo
recuperacion

Fi7,115)=35.61,
p<0.001

F(1,115=41.36,
p<0.001

F(1,13)=16,82,
p=0.001

F(1,19)=9.61,
p=0.006

F(1'20)=1°.27,
p=0.004

F(1'115]=2.18,
p=0.14

F(1/13)=1.99,
p=0.18

F(1,13)=10.22,
p=0.005

F(1/17)=0.35,
p=0.56

F(1'26)=2.37,
p=0.13

F(1’20)=0.789,
p=0.38

F(1,19)=0.09,
p=0.76

F(2,11570.34,
p=0.96

Fiu,1154.57,
p=0.03

Resultados

F(1,115=0.56,
p=0.56
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Tabla 12 (Continuacion)

MANOVA MR

‘cariotipo x tratamiento x proceso’

Memoria de
referencia
(S9-512)
Comparaciones
post hoc
entre cada par
de curvas de
aprendizaje
2.1.1.2. Velocidad

Ts Vehiculo
Codificacion
vs.

Ts R04938581
Codificacion
Ts Vehiculo
Consolidacion
vs.

Ts R04938581
Consolidacion
Ts Vehiculo
Recuperacion
vs.

Ts R04938581
Recuperacion
Co Vehiculo
Codificacion
vs.

Co R04938581
Codificacion
Co Vehiculo
Consolidacion
vs.

Co RO4938581
Consolidacion
Co Vehiculo
Recuperacion

Vs.

Co R04938581
Recuperacion

‘Sesion’

‘Cariotipo’

‘Tratamiento’

F(1,13)=2.17
p=0.164

F(1,13)=1.64
p=0.21

F(1,19)=1.68
p=0.21

F(1115)=4.28
p=0.04

F(1,20)=0‘84
p=0.36

F(1,19)=0.16
p=0.68

“Proceso’

‘Cariotipo
X
Tratamiento’

‘Cariotipo x
Tratamiento x
Proceso’

No se encontraron diferencias en la velocidad media de natacion de los distintos

grupos de animales en esta prueba (ANOVA ‘cariotipo’ F(1,115= 2,778, p=0.098;

‘tratamiento’ F(1,115=0.051, p=0.822; ‘proceso’ F1,115=0.557, p=0.574; ‘cariotipo x

tratamiento x proceso’ F(1,115=0.292, p=0.747; figura 23). Estos resultados sugieren

qgue las diferencias encontradas en las latencias de llegada a la plataforma de los

distintos grupos de ratones durante las sesiones de adquisiciéon no fueron debidas a

alteraciones motoras o sensoriales.
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Figura 23. Ninguna de las pautas de administraciéon de RO4938581 modificé la velocidad media de
natacion de los ratones TS y CO en el laberinto acuatico de Morris. Media * E.E.M. de la velocidad media

de natacién.

2.1.1.3. Memoria de trabajo

La memoria de trabajo se valord analizando la ejecucidn de los grupos experimentales
a lo largo de los 8 ensayos de cada sesion. Es decir, para cada ensayo se calculd la

media de la latencia de llegada a la plataforma en las 8 primeras sesiones.

De manera consistente con los resultados obtenidos al evaluar la memoria de
referencia, los ratones TS mostraron un pronunciado déficit de aprendizaje en la
prueba del laberinto acuatico de Morris, durante los ocho ensayos de cada sesidn

(figura 24, tabla 13).

El tratamiento con R0O4938581 mejord significativamente la ejecucion los ratones TS
durante los ocho ensayos (figura 24, tabla 13). De hecho, estos ratones tuvieron

menos dificultades para aprender la localizacién de la plataforma, que los tratados con

119



Resultados

vehiculo (figura 24, tabla 13), lo que indica que este tratamiento consiguié normalizar

la memoria de trabajo en los ratones TS.

Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas entre la ejecucion de los
ratones CO tratados con R04938581 vy los tratados con vehiculo, ya que ambos grupos

mostraron unas latencias similares de llegada a la plataforma (figura 24, tabla 13).
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Figura 24. El tratamiento con RO4938581 mejord la memoria de trabajo del ratén TS. Media + E.E.M. de
la latencia para encontrar la plataforma durante los ocho ensayos de adquisicidon de todos los grupos de
ratones en la prueba del laberinto acuatico de Morris. *: p<0.005, **: p<0.01, ***: p<0.001 TS vs. CO; #:
p<0.05 RO4938581 vs. Vehiculo. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la parte derecha de
la figura se muestra el resultado del andlisis post hoc (ANOVA de medidas repetidas) de cada curva de

aprendizaje, es decir, la disminucidn de la latencia de llegada a lo largo de los ensayos.

Una vez mas, cuando se analizaron conjuntamente todos los grupos, el MANOVA
reveld que no hubo diferencias significativas en el efecto del ‘tratamiento’ o del
‘proceso’ sobre la memoria de trabajo (tabla 13). Sin embargo, este hecho se debid a

gue estos factores solo afectaron a alguno de los grupos.
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De manera consistente con lo observado en la memoria de referencia, el tratamiento
con RO04938581 antes de la codificacion de la informacién no mejord
significativamente la memoria de trabajo de los ratones TS (figura 25A, tabla 13). En
los ratones CO, cuando el tratamiento o el vehiculo se administraron antes de la
codificacion de la informacidn, la capacidad de recordar la posicidon de la plataforma
dentro de cada sesién fue similar, ya que la diferencia entre ambos grupos en la
disminucion en la latencia de llegada a la plataforma a lo largo de los ensayos no

alcanzé la significacion estadistica (figura 25B).

Sin embargo, cuando R0O4938581 fue administrado durante la consolidacion de la
informacién los ratones TS mostraron una mejoria en la memoria de trabajo (figura
25C), ya que a lo largo de los ensayos escapaban antes del tanque que los tratados con
vehiculo. En los ratones CO del grupo consolidacion tratados con este NAM se observé

la misma tendencia que no alcanzd la significacion estadistica (figura 25D).

La administracion de RO4938581 una hora antes de la recuperacion de la informacién
no tuvo ningun efecto sobre la memoria de trabajo de los ratones TS (figura 25E) o CO

(figura 25F).

Por tanto, una vez mas, parece que el tratamiento con R0O4938581 produce su
principal efecto procognitivo en el raton TS mejorando la consolidacion de la

informacion.
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Figura 25. El tratamiento con R0O4938581 produjo una mejoria en el proceso de consolidacién de la

memoria de trabajo en el ratén TS. Media + E.E.M. de la latencia de llegada a la plataforma en cada uno

de los 8 ensayos de las sesiones en la prueba del laberinto acuatico de Morris de los ratones TS (A) y CO

(B) tratados con RO4938581 y con vehiculo del grupo de codificacidn, de los ratones TS (C) y CO (D)

tratados con RO4938581 y con vehiculo del grupo de consolidacién y de los ratones TS (E) y CO (F)

tratados con RO4938581 y con vehiculo del grupo de recuperacion. #: p<0.05 R0O4938581 vs. Vehiculo.

Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la parte derecha de la figura se muestra el resultado

del analisis post hoc (ANOVA de medidas repetidas) de cada curva de aprendizaje, es decir, la

disminucion de la latencia de llegada a lo largo de los ensayos, asi como la comparacidn entre cada par

de curvas.
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Tabla 13. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Memoria de trabajo. Media + E.E.M. y valores F y p

de los MANOVAs (‘cariotipo x tratamiento’) para cada variable independiente analizada en la prueba

del laberinto acuatico de Morris.

Memoria
de
el ) MANOVA MR.
‘Cariotipo x Tratamiento’
(S1-S8)
Ts RO4938581
vs.
Ts Vehiculo

Co RO4938581
vs.

Co Vehiculo

Ts Vehiculo

Codificacién
vs.

Ts RO4938581
Codificacién
Ts Vehiculo

Consolidacion

vs.

Ts RO4938581

Consolidacion

Ts Vehiculo
Recuperacion
vs.

Ts RO4938581
Recuperacién
. Co Vehiculo
Comparaciones Codificacién
post hoc entre
cada par de
curvas de
aprendizaje

vs.
Co RO4938581
Codificacion
Co Vehiculo
Consolidacion
vs.

Co RO4938581
Consolidacion
Co Vehiculo
Recuperacién
vs.

Co RO4938581
Recuperacion
Ts Vehiculo
Codificacién
vs
Co Vehiculo
Codificacién
Ts Vehiculo
Consolidacion
Vs
Co Vehiculo
Consolidacion
Ts Vehiculo
Recuperacién
vs
Co Vehiculo
Recuperacién

‘Sesion’

F(7,115)=18.97,
p <0.001

‘Cariotipo’

F(1,115)=38.00,
p<0.001

F(1,18=15.69,
p<0.001

F(1'19)=6.00,
p=0.024

F(1,20)=7.10,
p=0.01

‘Tratamiento’

F(1,115=1.42,
p=0.23

F(1,54)=4.09,

p=0.048

F(1l59)=0.08,
p=0.76

F(1,13)=0.25,
p=0.62

F(1'13)=7.18,
p=0.01

F(1’19)=0.85,
p=0.36

F(1l25)=3.65,

p=0.06

F1,20=2.17,
p=0.15

F(1‘19)=0.06,
p=0.79

"Proceso’

F(2.115=0.33,
p=0.96

‘Cariotipo x
Tratamiento’

F(1,115=2.57,
p=0.11

‘Cariotipo x
Tratamiento x
Proceso’

Fi115) 0.37,
p=0.68
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2.1.1.4. Aprendizaje y memoria procedimental

Para analizar el aprendizaje de procedimiento se valord la capacidad del animal de
elegir la estrategia adecuada de busqueda de la plataforma, es decir, el tiempo que

pasaban buscandola por el centro del aparato donde siempre estaba situada.

Para ello se cuantificd el comportamiento tigmotactico, tendencia a nadar por la
periferia del aparato, de todos los grupos y se observé que durante las doce sesiones
de adquisicién todos ellos mejoraron su estrategia de busqueda de la plataforma

(figura 26, tabla 14).

2.1.1.4.1. Efecto del tratamiento sobre los distintos procesos cognitivos

Como se observa en la figura 26, todos los grupos de ratones TS mostraron un mayor
comportamiento tigmotactico, ya que nadaron durante un porcentaje mayor de

tiempo en la periferia del aparato durante las 12 sesiones de adquisicion.
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k% k
%k k

<
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w
[T
=
w
o %k
3 -e- TS R04938581
z 407 - TS VEHICULO
o —+— CO R04938581
2 [ -¥- CO VEHicuLO
g 20- &

0 L] L] L] L] L] L] L] L] L]

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
SESION

Figura 26. El tratamiento con RO4938581 produjo una reduccién del comportamiento tigmotactico del
raton TS. Media + E.E.M. del porcentaje de tiempo que pasaron en la periferia del laberinto acuatico a lo
largo de las 12 sesiones de adquisicion todos los grupos de ratones. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001

TS vs. CO. #: p<0.05, ##: p<0.01; RO4938581 vs. vehiculo. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos.
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La administracion de R0O4938581 mejoro el aprendizaje procedimental de los ratones
TS, ya que pasaron un porcentaje menor de tiempo en la periferia del aparato que los
tratados con vehiculo (figura 26, tabla 14). Este tratamiento no tuvo ningun efecto en

el comportamiento tigmotactico de los ratones CO.

Cuando se analizé el efecto que produce este NAM en cada uno de los procesos
cognitivos de codificacion, consolidacion y recuperacion de la informacion (figuras 27 y
28), se observd que la administracion de RO4938581 antes o durante los tres procesos
redujo el comportamiento tigmotdctico de los ratones TS (figura 27A) en comparacién
con los animales TS tratados con vehiculo (figura 27B). Una vez mas, la administracién
de RO4938581 durante la consolidacion de la informacién tuvo un efecto beneficioso
sobre la tigmotaxis de los ratones TS (figuras 27A y 28C). El tratamiento con este
farmaco antes de la codificacion (figuras 27A y 28A) de la informacién también
produjo una tendencia a mejorar en los ratones TS, aunque en ninguno de los dos

procesos las diferencias alcanzaron la significacion estadistica (tabla 14).

Los ratones CO tratados con RO4938581 también experimentaron cierta mejoria en su
comportamiento tigmotactico cuando era administrado antes de la codificacion o
durante la consolidacion de la informacion (figuras 27C, 28B y 28D), aunque

nuevamente estas diferencias no alcanzaron la significacidn estadistica.

La administracién de R04938581 antes de la recuperacion de la informacién no

modificd la conducta tigmotactica de los ratones TS o CO (figuras 27C, 27D, 28E y 28F).

El hecho de que estos resultados sean mas notables, aunque no significativos, cuando
el farmaco era administrado antes de la codificacion o durante la consolidacion de la
informacién sugiere que el tratamiento con R04938581 produce su efecto
procognitivo en el ratén TS reduciendo su comportamiento tigmotactico al mejorar

ligeramente estos dos procesos.
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% TIEMPO EN LA PERIFERIA

% TIEMPO EN LA PERIFERIA
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Figura 27. El tratamiento con R0O4938581 produjo una mejoria en el comportamiento tigmotactico de

los ratones TS. Media = E.E.M. del porcentaje de tiempo que pasaron en la periferia del laberinto

acuatico de Morris a lo largo de las 12 sesiones de adquisicion todos los grupos de ratones.
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Figura 28. El tratamiento con RO4938581 antes de la codificacion o de la consolidacion de la
informacion produjo una mejoria en el comportamiento tigmotactico del raton TS. Media + E.E.M. del
porcentaje de tiempo que pasaron en la periferia del laberinto acuatico de Morris a lo largo de las 12
sesiones de adquisicion todos los grupos de ratones. #: p<0.05; R0O4938581 vs. Vehiculo. Pruebas
Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la parte derecha de la figura se muestra el resultado de la

comparacion post hoc (ANOVA de medidas repetidas) entre cada par de curvas de aprendizaje.
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Tabla 14. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Tigmotaxis. Media + E.E.M. y valores F y p de los
MANOVASs (‘cariotipo x tratamiento’) para cada variable independiente analizada en la prueba del

laberinto acuatico de Morris.

‘Cariotipo x
‘Cariotipo x |Tratamiento x
‘Sesion’ ‘Cariotipo’ |‘Tratamiento’ | "Proceso’ Tratamiento’ Proceso’

F(11,115)=28.41, | F(1,115)33.482, | F(1,115)=4.192, | F(5,115)=0.205, | F(1,115)=2.201, | F(1115)=1,000,

Tigmotaxis MANOVA MR p<0.001 p<0.001 p=0.043 p=0.815 p=0.141 p=3.71
(S1-512) ‘Cariotipo x Tratamiento’
F(1,54)=5.995,
Ts RO4938581 p=0.018
vs.
Ts Vehiculo
F(1,69=0.172,
Co RO4938581 p=0.680
Vs.
Co Vehiculo
Comparacion Ts Vehiculo
omparaciones | ¢ yificacion F(1,13=2.951,
post hoc
Vs. P=0.110
entre cada par
Ts RO4938581
de curvas de T,
L Codificacion
aprendizaje
Ts Vehiculo
Consolidacion F(1,18)=2.315,
Vs. P=0.146

Ts RO4938581
Consolidacion

Ts Vehiculo F(1,19)=1.085,
Recuperacion p=0.311
vs.

Ts RO4938581
Recuperacion

Co Vehiculo F(1,26)=0.809,
Codificacion p=0.377
Vs.

Co RO4938581
Codificacion

Co Vehiculo
Consolidacion F(1,20=3.749,
vs. P=0.067

Co RO4938581
Consolidacion

Co Vehiculo F(1,10=0.094,
Recuperacion p=0.763
vs.

Co RO4938581
Recuperacion

Ts Vehiculo |F(1,18)=20.737,
Codificacion p<0.001
vs.
Co Vehiculo
Codificacién
Ts Vehiculo F(1,10)=1.978,
Consolidacion p=0.176
vs.
Co Vehiculo
Consolidacion
Ts Vehiculo F(1,20=6.244,
Recuperacidn p=0.021
vs.
Co Vehiculo

Recuperacion
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2.1.1.5. Memoria espacial

Después de las 4 ultimas sesiones de adquisicidn, en las que la plataforma permanecid
en la misma posicion, se realizd una prueba de retirada de la plataforma para valorar la
memoria de los ratones de esta posicién, es decir, por dénde la buscaban. Para ello se
cuantificé el tiempo que pasaban en el cuadrante donde habia estado situada en las
cuatro ultimas sesiones y en el resto de los cuadrantes, asi como el nimero de veces

gue cruzaban por encima del lugar exacto donde habia estado la plataforma.

Cuando se valoré el tiempo que pasaban los animales TS y CO bajo los dos
tratamientos, independientemente del proceso que se estuviera evaluando, en el
cuadrante entrenado, se observé que todos los grupos de animales, excepto el de TS
tratados con vehiculo, pasaban significativamente mas tiempo en el cuadrante
entrenado que en el resto de los cuadrantes (figura 29, tabla 15). Estos resultados
indican que tanto los ratones CO como los TS tratados con RO4938581 recordaban
mejor la posicion de la plataforma que los TS que recibieron vehiculo. Por lo tanto, el

tratamiento con este NAM recuperd el déficit en memoria espacial del ratén TS.

CUADRANTE ENTRENADO
CUADRANTE IZQUIERDO
801 CUADRANTE OPUESTO
CUANDRANTE DERECHO
Kk
60+ *kk

*kk

204

% TIEMPO EN CADA CUADRANTE

TS RO4938581 TS VEHICULO CO RO4938581 CO VEHicuLO

Figura 29. El tratamiento con R0O4938581 produjo una mejoria en la memoria espacial del raton TS.
Media + E.E.M. del tiempo que pasaron en cada cuadrante durante la sesion de retirada de la
plataforma los ratones CO y TS tratados con vehiculo y con R0O4938581. ***: p<0.001 cuadrante
entrenado vs. resto de cuadrantes. ANOVA ‘cuadrante’. La linea punteada representa el porcentaje de

tiempo debido a la casualidad (25 %).
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Cuando se evalud por separado el efecto del tratamiento con RO4938581 antes de
cada uno de los procesos se observé que el efecto beneficioso de este farmaco era
debido a la mejoria de los tres procesos. Todos los animales que recibieron este NAM,
bien antes de la codificacion, durante la consolidacion o antes de la recuperacion de la

informacién, mostraron una mejor memoria de la posicion de la plataforma (figura 30,

tabla 15).
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Figura 30. El tratamiento con RO4938581 produjo una mejoria en la memoria espacial del ratén TS.
Media * E.E.M. del porcentaje de tiempo que pasaron en cada cuadrante durante la sesién de retirada
de la plataforma de los ratones TS (A) y CO (B) tratados con vehiculo y con RO4938581. ***: p<0.001
cuadrante entrenado vs. resto de cuadrantes. Pruebas Bonferroni tras ANOVAs significativos. La linea

punteada representa el porcentaje de tiempo debido a la casualidad (25 %).
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En el caso de los ratones CO, todos ellos mostraron una buena memoria de la posicién
de la plataforma y la administracion de RO4938581 en los distintos momentos de los

procesos de aprendizaje no produjo ningun beneficio adicional (figura 30B, tabla 15).

Respecto al numero de cruces sobre la posicidn en la que habia estado la plataforma
en las cuatro ultimas sesiones de adquisicidn, los resultados indican que los ratones TS
tratados con R04938581 realizaron mas cruces por encima de la posicion de la
plataforma que los ratones TS tratados con vehiculo (p<0.05, figura 31A). Este
tratamiento también incrementd el nimero de entradas que realizaron los ratones TS

en el cuadrante entrenado (p=0.03; figura 31B).

Estos resultados aportan mas evidencias de que R04938581 mejora la memoria
espacial de los ratones TS, ya que su administracion palié los déficits en este proceso

cognitivo que presentan los ratones TS tratados con vehiculo.
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Figura 31. El tratamiento con R04938581 produjo una mejoria en la memoria espacial del raton TS.
Media + E.E.M. del nimero de cruces sobre la posicién de la plataforma (A) y del nimero de entradas en
el cuadrante entrenado durante la sesidon de retirada de la plataforma (B) de todos los grupos de
ratones. **: p<0.01, ***: p<0.001 TS vs. CO; #: p<0.05 RO4938581 vs. Vehiculo. Pruebas Bonferroni tras

ANOVASs significativos.

Ademas, el tratamiento con R04938581 incrementd el nimero de cruces sobre el

lugar donde estaba situada la plataforma en los grupos TS de codificacion,
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consolidacion y recuperacion de la informacion (figura 32A). Sin embargo, no produjo

ningun efecto en el nimero de entradas en el cuadrante entrenado (figura 32B).
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Figura 32. El tratamiento con RO4938581 palid los déficits en memoria espacial del ratédn TS mejorando
los tres procesos cognitivos. Media + E.E.M. del nimero de cruces sobre la posicién de la plataforma (A)
y del nimero de entradas en el cuadrante entrenado durante la sesién de retirada de la plataforma (B)

de todos los grupos de ratones. **: p<0.01 ANOVA ‘cariotipo’.

En resumen, el tratamiento con R0O4938581 parece producir sus efectos procognitivos

mejorando la consolidacion de la informacidon en el aprendizaje y memoria de
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referencia y de trabajo y la codificacion, consolidacion y recuperacion de la informacién

en la memoria espacial.

Tabla 15. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Ensayo de retirada de la plataforma. Media *

E.E.M. y valores F y p de los MANOVAs (‘cariotipo x tratamiento’) para cada variable independiente

analizada en el ensayo de retirada de la plataforma del laberinto acuatico de Morris.

Ensayo
de
retirada
dela
plataforma

MANOVA
‘Cariotipo x
Tratamiento’

Porcentaje
de tiempo en
el cuadrante

entrenado

N° de cruces
sobre la
plataforma
N° de
entradas en el
cuadrante
entrenado

‘Sesion’

‘Cariotipo’

F(1,115=5.230,
p=0.024

F(1,115=15.783,

p<0.001

F(1,115=2.184,
p=0.142

‘Tratamiento

F(1,115=0.227,
p=0.634

F(1,115=1.089,

p=0.299

F(1,115=0.010,
p=0.919

’

‘Proceso’

F(1,115=0.626,
p=0.537

F(1,115=0.015

p=0.985

F(1,115=0.045
p=0.956

‘Cariotipo x
Tratamiento’

F(1,115=4.381,
p=0.039

F(1,115= 3.005,

p=0.086

F(1,115)= 4.639,
p=0.033

‘Cariotipo x
Tratamiento x
Proceso’

F(1,115=0.057,
p=0.944
F1,115=1.02,

p=0.363

F1,115= 1.26,
p=0.286
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1 Estudio I: Efecto de la administracién crénica, durante etapas tempranas, de
moduladores alostéricos negativos selectivos para la subunidad GABAaa5 sobre

los déficits cognitivos y conductuales del ratén Ts65Dn

En el SD tienen lugar diversas anomalias estructurales y funcionales en el SNC
(Bartesaghi et al., 2011; Rueda et al., 2012). Estas anomalias dan lugar a alteraciones
neuroldgicas, cognitivas y conductuales, aunque con una variada incidencia e
intensidad (Flérez et al., 2015). Entre ellas la mds destacable es la discapacidad
intelectual que se caracteriza por alteraciones en el aprendizaje, problemas de
memoria y lenguaje (Sella et al., 2013; Belacchi et al., 2014; Yoder et al., 2014),
defectos cognitivos en el procesamiento auditivo-verbal, problemas de atencién y

problemas adaptativos a la vida cotidiana (Lott y Dierssen, 2010).

Entre las posibles causas de estas alteraciones cognitivas se ha propuesto que una de
las mads relevantes podria ser la sobreinhibicion mediada por el receptor GABAA.
Numerosos estudios han demostrado el importante papel de esta sobreinhibicién en
las alteraciones del aprendizaje y la memoria del ratén TS (Fernandez et al., 2007;

Kleschevnikov et al., 2012).

Los avances en los métodos de ensefanza y la incorporacion de la educacion han
demostrado ser beneficiosos para las personas con sindrome de Down, pero
claramente no son suficientes para contrarrestar los déficits cognitivos (Wishart et al.,
2007). Por tanto, es necesaria la busqueda de otras estrategias terapéuticas para

intentar paliar estos déficits.

La demostracién del papel de la inhibicién mediada por GABA en el ratén TS llevd a
evaluar la eficacia de diferentes farmacos antagonistas del receptor GABAa. Estos
tratamientos atenuaban los déficits cognitivos de estos animales pero provocaban
importantes efectos secundarios, como convulsiones o un incremento de la ansiedad
(Martinez-Cué et al., 2014). Estudios en los que se manipulé genéticamente a ratones

normales demostraron que la subunidad a5 del receptor GABA esta implicada en la
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regulacién de los procesos cognitivos, pero no en los efectos ansiogénicos o
proconvulsivantes producidos por la activacidon de otras subunidades de este receptor
(Collinson et al., 2002; Crestani et al., 2002). Tras estos trabajos se propuso que los
NAMs selectivos para los receptores GABAaa5 podrian mejorar la cognicidn en las

personas con SD sin producir efectos secundarios.

Por lo tanto, en este primer estudio se valord la capacidad de tres NAMs selectivos
para la subunidad a5 del receptor GABAA, RO4938581, R1 y R2, para paliar los déficits

cognitivos de los ratones TS durante etapas tempranas.

1.1. Efecto de la administracion de RO4938581, R1 y R2 sobre el aprendizaje espacial

y la memoria de referencia

Para evaluar el efecto del tratamiento crénico de los tres NAMs sobre el aprendizaje
espacial y la memoria de referencia de los ratones TS y CO se utilizé el laberinto

acuatico de Morris.

Aunque todos los grupos de ratones bajo los distintos tratamientos aprendieron la
posicién de la plataforma durante las sesiones de adquisicion, ya que redujeron
progresivamente la latencia para alcanzar la plataforma, los ratones TS de todas las
condiciones experimentales mostraron un pronunciado déficit de aprendizaje. Estos
animales presentaron mayores latencias de escape durante las sesiones de adquisicion
en comparacion con los ratones CO. Estos resultados son consistentes con los
encontrados en estudios previos que indican que el ratén TS muestra un marcado
déficit de aprendizaje en las sesiones de adquisicion en las que la plataforma
permanece oculta en la prueba del laberinto acuatico de Morris (Escorihuela et al.,
1995; Holtzman et al., 1996; Rueda et al., 2008). Sin embargo, tras la administracién de
R0O4938581, R1 o R2 mejord el aprendizaje y la memoria espacial de los ratones TS.
Esta mejoria fue mas evidente durante las cuatro primeras sesiones, que presentan
una mayor dificultad para los animales y permiten observar mayores diferencias

intergrupales durante la ejecucion de la tarea.
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El tratamiento crénico con los tres farmacos, especialmente con R1, mejord de forma
significativa el aprendizaje de referencia espacial en los ratones TS. Estos resultados
son consistentes con los obtenidos en un estudio previo realizado en este laboratorio
en el que se observd una mejoria en la ejecucidon de los ratones TS adultos tras la
administracion de RO4938581 (Martinez-Cué et al., 2013) y con otros estudios en los
que se administré a5IA, otro NAM selectivo para la subunidad a5 (Braudeau et al.,

2011b).

En el caso del grupo CO, la administracién crénica de R2 produjo una mejoria
significativa en la ejecucidn de estos ratones en las sesiones de adquisicion respecto a
los que fueron tratados con vehiculo. Esta mejoria en ratones sin déficits cognitivos
también se observo en otro estudio similar en el que el bloqueo del receptor GABAaa5
se realizd genéticamente (Collinson et al., 2002). Sin embargo, aunque el tratamiento
con R1 o con RO4938581 produjo una tendencia a reducir la latencia de llegada a la
plataforma de los ratones CO, mejorando su aprendizaje espacial, este efecto no
alcanzé la significacion estadistica. Estos resultados son consistentes con los obtenidos
en estudios anteriores en los que tampoco se observd un efecto de otros NAMs sobre

el aprendizaje del grupo CO (Braudeau et al., 2011b; Martinez-cué et al., 2013).

Durante las sesiones de aprendizaje guiado el tratamiento con RO4938581, R1 o R2
también mejoré ligeramente la ejecucién de los ratones TS y CO. Aunque la
administracion de cada uno de los NAMs produjo diferentes efectos en el rendimiento
de los ratones TS. Mientras R1 apenas modificé la ejecucién de estos ratones en
comparacion con el grupo TS tratado con vehiculo, RO4938581 y especialmente R2
redujeron las latencias de escape de estos animales. Diferentes estudios han mostrado
qgue los ratones TS presentan una ejecucién deficiente (Reeves et al., 1995; Holtzman
et al., 1996; Vidal et al., 2012) o no presentan diferencias (Escorihuela et al., 1995;
Sago et al., 2000; Martinez-Cué et al., 2002; Corrales et al., 2013) en las sesiones de
aprendizaje guiado. Estas diferencias encontradas en la ejecucion de los ratones TS
durante las sesiones de aprendizaje guiado en los distintos estudios pueden deberse a
la gran variabilidad intragrupal que muestran estos ratones. Es posible que esta

alteracion alcance en algunos casos la significacidon estadistica y en otros no,
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dependiendo de pequefias variaciones en las caracteristicas de distintas cohortes de

animales.

Los resultados observados en este estudio sugieren que la administracién crénica de
los tres NAMs mejoré moderadamente el aprendizaje espacial y la memoria de
referencia del grupo TS. Estudios farmacoldgicos, consistentes con este trabajo, han
demostrado que la administracion de diferentes NAMs selectivos para la subunidad a5
del receptor GABAA mejora la cognicion en ratas (Chambers et al., 2004; Sternfeld et
al., 2004; Atack et al., 2006; Collinson et al., 2006; Dawson et al., 2006) y en el ratén TS
(Braudeau et al., 2011b; Martinez-Cué et al., 2013). De igual manera se ha demostrado
que la administracion de R0O4938581 a ratas, a las que se habia inducido

farmacolégicamente un déficit cognitivo, mejord su cognicién (Ballard et al., 2009).

Por lo tanto, parece que la reduccién de la inhibicion mediada por el receptor
GABAa05, tanto farmacolégica como genéticamente, produce en roedores una mejoria

del aprendizaje y memoria (Collinson et al., 2002; Potier et al., 2014).

Debido al papel que tiene el sistema GABAérgico en la proliferacidn, diferenciacion y
supervivencia celular (Tozuka et al., 2005; Ge et al., 2006; Earnheart et al., 2007), es
posible que la reduccién de la inhibicion mediada por GABAA tras la administracién de
los tres NAMs haya podido paliar estos fenotipos alterados en el ratén TS. Dado que la
neurogénesis hipocampal adulta tiene un papel fundamental en el aprendizaje vy
memoria espacial (Malberg et al., 2000; Shors et al., 2002; Bianchi et al., 2010a), su
mejoria en el ratédn TS podria ser uno de los mecanismos implicados en los efectos
procognitivos de estos NAMs. Por otro lado, la reduccién de la inhibicion mediada por

el receptor GABAa, normaliza la LTP, base fisiolégica del aprendizaje en el ratén TS.

Anteriores trabajos de este laboratorio han demostrado que en ratones adultos la
administracion de RO4938581 normaliza la LTP y la neurogénesis hipocampal adulta en
el ratén TS (Martinez-Cué et al., 2013). Futuros estudios deberian evaluar si estos
mecanismos estan también implicados en los efectos procognitivos que se observan

tras el tratamiento con estos tres NAMs en ratones jovenes en este estudio.

140



Discusion

1.2. Efecto de la administracion de R0O4938581, R1 y R2 sobre la capacidad de

atencion y la actividad exploratoria

Para valorar la capacidad de atenciéon y la conducta exploratoria de los animales se

utilizo la prueba de la tabla de agujeros.

Aunque no se encontraron diferencias significativas entre los ratones de ambos
cariotipos en la distancia recorrida o en el tiempo dedicado a la exploracién de los
agujeros, los ratones TS mostraron una atencién deficiente, ya que repitieron un
mayor numero de veces la exploracion de los agujeros recientemente explorados
(indice ABA e indice ABA/nimero de exploraciones). Estos resultados son consistentes
con los encontrados en otros estudios en los que también se demostraron déficits de
atencién en ratones TS (Driscoll et al., 2004; Moon et al., 2010). Se ha sugerido que
estas alteraciones en la atencién podrian ser una de las causas de los déficits de
aprendizaje encontrados en estos animales. Sin embargo, en el presente trabajo, la
administracién crénica de los NAMs, que habia producido efectos procognitivos, no

palié la menor atencidn de los ratones TS ni modificd su actividad exploratoria.

Esta bien establecido que la capacidad de atencidon esta mediada por la adecuada
modulacidn serotonérgica en la corteza frontal y la colinérgica del prosencéfalo basal
(Carter et al., 2005; Knudsen, 2007; Krinsky-McHale et al., 2008; Enge et al., 2012). La
morfologia y funcidon de ambas estructuras esta alterada en el ratén TS (Hunter et al.,
2004; Stagni et al., 2015). Por lo tanto, el hecho de que los NAMs no mejoren la
atencién y la actividad exploratoria de los animales TS podria deberse a que los
receptores GABAaa5 estdn localizados preferentemente en el hipocampo (Mdhler et
al., 1996; Rudolph y Méhler, 2006), por lo que su modulacién alostérica no modificaria
la actividad de los sistemas serotonérgicos y colinérgicos implicados en los procesos

atencionales.
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1.3. Efecto de la administracion de RO4938581, R1 y R2 sobre la actividad general y la

ansiedad

Para evaluar el efecto de la administracion de los tres NAMs sobre la actividad general
y la ansiedad en los animales TS y CO se realizaron dos pruebas: campo abierto y

laberinto elevado en cruz.

En la prueba del campo abierto se observé que los ratones TS tratados con vehiculo
tendian a ser hiperactivos, de manera consistente con lo encontrado en estudios
previos que demostraron que el raton TS era hiperactivo en distintas condiciones
experimentales (Escorihuela et al. 1995; Coussons-Read y Crnic, 1996) debido a una
reduccion de la atencién hacia estimulos potencialmente peligrosos (Crnic vy
Pennington, 2000). Aunque los ratones TS tratados con vehiculo tendian a ser
hiperactivos, ya que recorrian una mayor distancia en el centro y periferia del aparato,
este efecto no alcanzé la significacion estadistica. Por otro lado, la administracion de
los distintos NAMs no modificé la ansiedad de los animales durante esta prueba, ya
gue no se encontraron diferencias en el porcentaje de tiempo que pasaron los
distintos grupos de animales en el centro del aparato, que constituye un indice de
ansiedad. Resultados consistentes con los encontrados tras la administracién de
RO4938581 (Martinez-Cué et al., 2013) o a5IA (Braudeau et al., 2011b) en la misma

prueba.

En la prueba del laberinto elevado en cruz tampoco se encontraron diferencias
significativas entre los ratones de ambos cariotipos, bajo los diferentes tratamientos,
en la actividad general o en los diferentes indices de ansiedad. Los ratones TS y CO
bajo los distintos tratamientos no mostraron diferencias significativas en el porcentaje
de distancia recorrida en los brazos abiertos, el tiempo inicial de congelacién o en el

numero de comportamientos de evaluacion de riesgo.

Por lo tanto, ninguno de los NAMs administrados en este estudio afectd a la actividad
general de los animales ni produjo efectos ansiogénicos, al igual que en otros estudios

donde se observd que el bloqueo, tanto farmacoldgico como genético, del receptor
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GABAa05 no modificd la ansiedad de los animales (Collinson et al., 2002; Crestani et

al., 2002; Yee et al., 2004; Braudeau et al., 2011b; Martinez-Cué et al., 2013).

El hecho de que no se observen modificaciones en la ansiedad de los animales tras la
administracion de los NAMs es debido a que estos moduladores actian selectivamente
sobre la subunidad a5 del receptor GABAay no modifican la actividad de la subunidad
02, que participa activamente en la regulacién de la ansiedad (Rudolph et al., 1999;

Morris et al., 2006; Smith et al., 2012; Engin et al., 2016).

1.4. Efecto de la administracion de RO4938581, R1 y R2 sobre la actividad

espontanea, los reflejos sensoriales y la coordinacion motora

En la prueba de actimetria en la que se valora la actividad espontdnea de los animales,
a pesar de que se observd una tendencia de los ratones TS y CO a presentar menor
actividad durante la fase de oscuridad tras el tratamiento con los distintos NAMs, estas
diferencias no alcanzaron la significacion estadistica. Por tanto, los distintos
tratamientos no modificaron la actividad realizada por los ratones en su jaula habitual
durante las fases de luz o de oscuridad. Estos resultados son consistentes con los
encontrados en un estudio que demostré que la administracién de RO4938581 no

modifica la actividad espontanea de los ratones TS o CO (Martinez-Cué et al., 2013).

En las pruebas sensoriales y motoras se observé que todos los ratones TS, tratados
con vehiculo o con cada uno de los NAMs, presentaron una mayor respuesta de
sobresalto, un menor equilibrio en la barra de madera y una alteracion del reflejo
prensil, lo que indica una mayor respuesta a estimulos auditivos y una peor
coordinacidon motora en estos ratones. Costa et al., (1999, 2010) también encontraron

déficits en la coordinacion motora del ratén TS.

Esta falta de efecto de los diferentes NAMs sobre las capacidades motoras de los
ratones también se observd en la prueba de rotarod ya que ninguno de los
tratamientos modifico la latencia de caida de los animales en las distintas condiciones

experimentales. La administracion de otro NAM selectivo para GABAaa5, aSlA,
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tampoco afectd a la coordinacion motora de ratones CO en la misma prueba (Dawson

et al., 2006).

Por lo tanto, de estos resultados se deduce que la administracion crénica de
RO4938581, R1 o R2 no modificd la actividad espontdnea de los ratones en sus jaulas
habituales durante 24 horas y tampoco afecté las habilidades sensorimotoras (reflejos
de agarre y enderezamiento, fuerza, equilibrio, capacidad de traccién) o Ila
coordinacidon motora en la prueba del rotarod de los ratones TS o CO. Estos resultados
coinciden con otros estudios en los que se observd que las capacidades sensoriales y la
coordinacion motora no se veia alterada por la administracion de a5IA y RO4938581
(Braudeau et al., 2011b; Martinez-Cué et al., 2013). Asi mismo, Ballard et al. (2009)
confirmaron que, a diferencia de los moduladores negativos no selectivos del receptor
GABAA (Dorow et al., 1983), RO4938581 no inducia efectos secundarios relevantes en
el SNC. Tras la administracion de RO4938581 a ratas, estos autores no observaron
efectos sobre la actividad espontanea, sobre la fuerza muscular, la coordinacién
motora, o la probabilidad de sufrir convulsiones. Ademas, no observaron efectos

sedantes en monos.

En conjunto, estos resultados sugieren que, de manera similar a lo que ocurria tras el
tratamiento con distintos NAMs a ratones TS adultos, la administracion de RO4938581,
R1 o R2 a ratones TS jévenes produce efectos procognitivos, sin recuperar sus déficits

de atencidn y sin producir efectos adversos.
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2. Estudio II: Estudio del efecto de la administracion subcrdénica de un
modulador alostérico negativo para la subunidad a5 del receptor GABAA
sobre los procesos de codificacion, consolidacion y recuperacion de la

informacion del ratdon Ts65Dn

Como se ha mencionado con anterioridad, la relativa contribucion de los déficits en la
codificacion, consolidacidon y recuperacion de la informaciéon a la disfuncién de la
memoria en personas con discapacidad intelectual estd aun en debate (Carlesimo et
al., 1997). Varios estudios indican que las causas de los déficits que presentan las
personas con SD en la memoria y el aprendizaje podrian deberse a alteraciones que
afectan a los tres procesos cognitivos (Carlesimo et al., 1997; Lott y Dierssen, 2010;

Milojevich y Lukowski 2016).

Al igual que ocurre en las personas con SD (Nadel, 2003), el ratén TS muestra acusados
déficits en su aprendizaje y memoria (Rueda et al., 2012) aunque tampoco se conoce
con exactitud en qué medida se encuentran alterados los procesos de codificacién,

consolidacién y recuperacién de la informacion en este modelo animal de SD.

Por otro lado, si es conocido el efecto procognitivo de R0O4938581, ya que varios
estudios han demostrado que el tratamiento con este farmaco mejora el aprendizaje y
memoria en monos, ratas y ratones sin provocar efectos secundarios (Ballard et al.,
2009), rescatando ademas los déficits cognitivos, electrofisiolégicos y la neurogénesis

de los ratones TS adultos (Martinez-Cué et al., 2013).

Por lo tanto, en este segundo estudio el objetivo era evaluar si el efecto procognitivo
de RO4938581 en los ratones TS, observado también en el Estudio |, era debido a
cambios en los procesos de codificacidn, consolidacion y/o recuperacién de la

informacion.
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2.1. Efecto de la administracion subcrénica de RO4938581 sobre el aprendizaje, la

memoria de referencia y la memoria de trabajo

De manera similar a lo encontrado en el Estudio | y en numerosos trabajos (Escorihuela
et al., 1995; Holtzman et al., 1996; Rueda et al., 2008; Garcia-Cerro et al., 2014), los
ratones TS mostraron un pronunciado déficit de aprendizaje en la prueba del laberinto
acuatico de Morris, tanto en las sesiones de adquisicién, en las que la plataforma se
encontraba cada dia en una posicion diferente, como en las que la posicion de la

plataforma se mantuvo constante.

En este segundo Estudio, el tratamiento con RO4938581 mejord significativamente la
ejecucion de todos los grupos de ratones TS adultos durante las sesiones de
adquisicion. Estos resultados son similares a los encontrados cuando el fdrmaco se
administré de forma crénica a ratones jovenes, en el Estudio | de este trabajo, o a
ratones TS adultos (Martinez-Cué et al., 2013). De hecho, los ratones TS tratados con
este NAM durante los 16 dias que durd este experimento tuvieron menos dificultades
para aprender la localizacion de la plataforma, ya que mostraron una menor latencia
de escape que los tratados con vehiculo. Los beneficios fueron evidentes tanto cuando
se analizé la memoria de referencia (ejecucién de los ratones a lo largo de las sesiones)
como cuando se valord la memoria de trabajo (ejecucién a lo largo de los ensayos de
una misma sesion). Por lo tanto, y de manera consistente con los resultados obtenidos
tras tratamientos crénicos en los que se demostré el efecto procognitivo de aSIA
(Braudeau et al., 2011b) y de R0O4938581 (Martinez-Cué et al., 2013), el tratamiento
con este ultimo NAM consiguié mejorar la memoria de referencia en los ratones TS.
Ademas, la administracién de RO4938581 también mejord la memoria de trabajo de
los ratones TS tanto tras su administracion subcrdnica en este Estudio, como tras su

administracion cronica (Martinez-Cué et al., 2013).

De manera similar a lo observado en el Estudio |, la administracion de RO4938581 no
produjo ningun beneficio sobre las memorias de referencia o de trabajo de los ratones
CO, ya que tanto los ratones CO tratados con el NAM como los tratados con vehiculo

mostraron latencias similares de llegada a la plataforma. En esta misma prueba el
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tratamiento con distintos NAMs tampoco mejord la ejecucién de los ratones CO
(Braudeau et al., 2011b; Martinez-Cué et al., 2013). Esta circunstancia puede deberse a
un “efecto techo” es decir, que la ejecucién de los ratones CO tratados con vehiculo
fuera tan eficaz en nuestras condiciones experimentales que resultara dificil detectar
una mejoria adicional en el aprendizaje y la memoria de estos ratones tras el

tratamiento farmacoldgico.

Por otro lado, durante las sesiones de aprendizaje guiado no se encontraron
diferencias en la ejecucién de los distintos grupos experimentales. Este resultado y el
hecho de que los ratones TS o CO bajo los distintos tratamientos tampoco difirieran en
la velocidad de natacidon descartan que las diferencias encontradas durante las
sesiones de adquisiciéon fueran debidas a déficits motores o motivacionales. Esta
interpretacion es apoyada por los resultados obtenidos en otros estudios en los que
los ratones TS tampoco mostraron alteraciones en su ejecucion durante las sesiones de
aprendizaje guiado o en la velocidad de natacién durante las sesiones de adquisicién
(Escorihuela et al., 1995; Sago et al., 2000; Martinez-Cué et al., 2002; Corrales et al.,
2013).

2.1.1. Efecto de la administracion de R04938581 sobre los distintos procesos

cognitivos en el ratéon TS

Cuando se valord el efecto procognitivo de RO4938581 sobre la memoria de referencia
de los ratones TS, se observé que aquellos a los que se les administrd este farmaco una
hora antes de la prueba del laberinto acuatico de Morris (grupo de codificacion)
mostraron una tendencia, no significativa, a aprender mejor la situacion de la
plataforma. Estos resultados son similares a los encontrados en otro estudio, en el que
demostraron que tras administrar un NAM a ratas sin deterioro cognitivo éstas
mostraban una mejoria durante el proceso de codificacion de la informacién (Collinson
et al., 2006). Sin embargo, cuando se valord la memoria de trabajo en el presente
Estudio, se observé que la administraciéon de RO4938581 una hora antes de comenzar
el entrenamiento en el laberinto acuatico de Morris no mejord la codificacion de la

informacion de los animales TS.
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Respecto al efecto de RO4938581 sobre la consolidacion de la informacidn, los ratones
TS que recibieron este farmaco al comenzar la prueba mostraron un mejor desempeiio
de la tarea que aquellos que recibieron vehiculo. Estos resultados fueron evidentes
cuando se valoré tanto la memoria de referencia como la memoria de trabajo. Por lo
tanto, estos datos sugieren que el efecto procognitivo de RO4938581 sobre ambos
tipos de memoria en los ratones TS, es principalmente debido a una mejoria en el
proceso de consolidacion de la informacién. En un estudio en el que se evalué el efecto
de otro NAM sobre la expresidon de genes en el hipocampo de ratones TS y euploides
tras la tarea del laberinto acuatico de Morris (Braudeau et al., 2011a) se encontrd una
activacion de los IEGs en los ratones TS. Entre estos genes tienen particular
importancia c-Fos y Arc, cuya expresion estd alterada en este modelo animal de SD
(Baudreau et al., 2011a; Potier et al., 2014), porque juegan un papel clave en el
aprendizaje y la memoria ya que parecen estar implicados en los procesos de
consolidacion de la informacién (Miyashita et al., 2008). Por tanto, el incremento de su
activacion podria ser parcialmente responsable de la mejoria en la consolidacidn de la

informacién encontrados en el ratdn TS tras la administracion de RO4938581.

Sin embargo, para dilucidar los mecanismos neuromorfolégicos y funcionales que
median la mejoria en la consolidacion de la informacion inducida por este NAM, sera
necesario realizar estudios histoldgicos y electrofisiolégicos. Numerosas evidencias
indican que la neurogénesis hipocampal adulta esta implicada en el establecimiento de
la LTP, mecanismos que se encuentran alterados en el ratén TS y que juegan un papel
importante en el aprendizaje y la memoria dependientes de hipocampo (Malberg et
al., 2000; Shors et al., 2002; Bianchi et al., 2010a). Tanto la estructura como la funcién
del hipocampo estan alteradas en el ratén TS. El hipocampo interactia con la corteza
prefrontal en la consolidacion de la informacién espacial (Churchwell et al., 2010).
Debido a que el hipocampo esta implicado en el procesamiento y transferencia de la
informacién de la memoria de corto plazo a la memoria de largo plazo (Ward, 2009), si
no se normaliza totalmente su anatomia y funcién el proceso de consolidacion de la
informacién podria verse comprometido. Como se describié anteriormente, resultados
de este laboratorio han demostrado que tras la administracién de R04938581 se

mejoré la funcién cognitiva, la LTP y la neurogénesis hipocampal de los ratones TS
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adultos (Martinez-Cué et al., 2013). Por lo tanto, la mejoria de los procesos de
consolidacion de la informacion encontrados en el presente estudio podria ser debida
a que la administracion de RO4938581 ha paliado las alteraciones neuromofoldgicas y

funcionales del hipocampo de los ratones TS.

En lo que se refiere al efecto de RO4938581 sobre la recuperacion de la informacion, la
administraciéon de este NAM una hora antes de recuperar la informacion consolidada
no modificd la memoria de referencia o de trabajo de los ratones TS. En otro estudio
similar realizado en ratones en la misma prueba, se evalué la implicacién de la regidon
CA3 del hipocampo en los tres procesos cognitivos (Florian y Roullet, 2004). Estos
autores demostraron que esta drea juega un papel fundamental en los procesos de
codificacion y consolidacion de la informacion, pero no en la recuperacion de la
informacién. Esta bien establecido que los receptores GABAxa5 median la inhibicién
tdnica en las neuronas corticales y en las células piramidales de las areas CA1 y CA3 del
hipocampo (Caraiscos et al., 2004; Glykys y Mody, 2006; Prenosil et al., 2006; Mohler,
2007; Yamada et al., 2007). Por tanto, en el presente estudio RO4938581 podria estar
ejerciendo su efecto procognitivo mejorando la funcidn de la regién CA3 del
hipocampo vy, por tanto, los procesos cognitivos de codificacion y consolidacion de la
informacién, pero no la recuperacion ya que en este proceso participa la activacion de

esta region.

Sin embargo, Collinson et al. (2006) demostraron una mejoria en la recuperacion de la
informacién de ratas normales tras la administracién del NAM aS5IAll. Las discrepancias
entre este estudio y los anteriores podrian deberse a que se utilizaran diferentes
modelos animales, diferentes protocolos de la prueba del laberinto acuatico de Morris

o a diferencias en la eficacia relativa de los distintos NAMs administrados.

Por otro lado, el hecho de que se produzcan efectos sobre la consolidacion y no sobre
la recuperacion de la informacion puede deberse, segln sugieren varios autores, a que
los procesos moleculares de la consolidacion y de la recuperacion de la informacién
pueden ser diferentes (Bourtchouladze et al., 1998; Goosens et al., 2000; Abel y Lattal,
2001; Lattal y Abel, 2001). Es decir, que R0O4938581 podria estar favoreciendo la
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sintesis de proteinas necesarias para la consolidacion de la informacién, pero no las

necesarias para la recuperacion de la informacion.

2.1.2. Efecto de la administracion de R0O4938581 sobre los distintos procesos

cognitivos en el ratén CO

Los ratones CO del grupo de codificacion que recibieron RO4938581 mostraron una
peor ejecucidén en la prueba, cuando se evalud la memoria de referencia, que los
animales que fueron tratados con vehiculo. Esto sugiere que este NAM empeord la
codificacion de la informacidn a largo plazo en los ratones CO. Sin embargo, cuando se
evalud la memoria de trabajo, no se observaron diferencias significativas entre el
grupo CO tratado con RO4938581 y el tratado con vehiculo antes de la codificacion de
la informacién a corto plazo, ya que la capacidad de recordar la posicion de la

plataforma dentro de cada sesién fue similar en ambos grupos.

En el presente estudio, el tratamiento con R04938581 no tuvo efecto en la
consolidacion o la recuperacion de la informacion de los ratones CO cuando se valord

la memoria de referencia o de trabajo.

Estudios en animales controles a los que se les bloqued farmacolégica o
genéticamente el receptor GABAAa5 han arrojado resultados contradictorios. Tras el
tratamiento con distintos NAMs se han descrito efectos procognitivos (Collinson et al.,
2002; Bradeau et al., 2011a) o falta de efectos (Braudeau et al., 2011b; Martinez-Cué
et al., 2013), mientras que el bloqueo genético da lugar a un empeoramiento del
rendimiento de los animales sin déficits cognitivos (Crestani et al., 2002; Yee et al.,
2004). En cuanto a los efectos de los NAMs sobre los distintos tipos de memoria, la
administracion de a5lA mejora la memoria a corto plazo pero no la de referencia

espacial en ratones euploides (Bradeau et al. 2011a).

En el presente estudio, la falta de efectos procognitivos de RO4938581 en ratones CO,
a diferencia de lo que ocurre en ratones TS, podrian deberse a que en estos ultimos el

NAM esta disminuyendo la sobreeinhibicion que presentan mientras que en los
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ratones CO, que no presentan dicha inhibicion, la accion del NAM podria ser menos

eficaz o incluso compensada por otros mecanismos.

2.2. Efecto de la administracion de RO4938581 sobre el aprendizaje y memoria

procedimental

De manera consistente a lo descrito en numerosos trabajos (Escorihuela et al., 1995;
Martinez-Cué et al., 2002; Braudeau et al., 2011b), el ratédn TS mostré una mayor
tendencia a nadar por la periferia del tanque (tigmotaxis). Dado que la plataforma de
escape estuvo situada durante toda la prueba en la zona central del tanque, nadar por
la periferia del aparato es una estrategia inadecuada de busqueda de la plataforma. A
lo largo de las sesiones los ratones deberian inhibir su tendencia a nadar por la
periferia y pasar cada vez mayor tiempo buscando la plataforma por la zona central. El
hecho de que los ratones TS persistan en su comportamiento tigmotactico indica un

déficit en el aprendizaje de procedimientos.

En el presente estudio la administracién de RO4938581 durante 16 dias redujo el
comportamiento tigmotdctico de los ratones TS. Estos resultados son consistentes con
otros estudios en los que se observd una reduccién del comportamiento tigmotactico
en los animales TS tratados con RO4938581 (Martinez-Cué et al., 2013) y con a5IA
(Braudeau et al., 2011b).

Este tratamiento no tuvo ningun efecto sobre la memoria de procedimiento de los
ratones CO, a diferencia del estudio de Braudeau et al. (2011b) en el que los ratones
CO tratados con a5IA si que redujeron su comportamiento tigmotactico. Como se
indicd anteriormente, es posible que, a diferencia del a5lA, RO4938581 pudiera tener
un efecto selectivo sobre la memoria Unicamente cuando existe un exceso de

inhibicion, como en el caso de los ratones TS.
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2.2.1. Efecto de la administracion de R04938581 sobre los distintos procesos

cognitivos en los ratones TS y CO

Cuando se evalud el efecto del tratamiento con este NAM sobre los procesos de
codificacion, consolidacion y recuperacion de la informacion se observd que la
administraciéon de R0O4938581 antes o durante los tres procesos tendid a reducir el
comportamiento tigmotactico de los ratones TS. De manera consistente con los
beneficios ejercidos en la memoria de referencia y de trabajo, RO4938581 produjo una
tendencia a reducir el comportamiento tigmotactico de los ratones TS cuando se
administré antes de la codificacion o durante la consolidacion de la informacidn. Sin
embargo, sus efectos fueron menos evidentes cuando se administré este NAM una
hora antes de la recuperacion de la informacidn, ya que en este caso la mejoria
Unicamente se observé en las Ultimas sesiones. Sin embargo, ninguna de estas

diferencias alcanzd la significacidn estadistica.

Respecto a los ratones CO tratados con R0O4938581 éstos también experimentaron
cierta mejoria en su memoria de procedimiento cuando el NAM era administrado
antes de la codificacion o durante la consolidacion de la informacién, aunque
nuevamente estas diferencias no alcanzaron la significacion estadistica. Sin embargo,
la administracién de RO4938581 antes de la recuperacion de la informacién no redujo

el tiempo que pasaron los animales CO en la periferia del aparato.

Por lo tanto, el hecho de que el NAM haya mejorado la memoria de procedimiento de
los ratones TS, aunque de manera no significativa, sobre todo durante los procesos de
codificacion y consolidacion y éstos sean coherentes con los resultados obtenidos en
los mismos procesos durante la valoracién de la memoria de referencia, sugiere que
esta mejoria en la estrategia de busqueda de la plataforma podria haber jugado un

papel en la mejor ejecucidon que se observa durante las sesiones de adquisicién.
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2.3. Efecto de la administracion de RO4938581 sobre el aprendizaje y la memoria

espacial

En la prueba de la retirada de la plataforma, la administracion de RO4938581 mejoré la
memoria espacial de los ratones TS. Los animales trisémicos tratados con este NAM,
asi como todos los grupos de ratones CO, recordaban mejor la posicion donde se
encontraba la plataforma en las cuatro sesiones anteriores, ya que pasaron un mayor
porcentaje de tiempo en el cuadrante entrenado y realizaron un mayor nimero de
cruces sobre el lugar donde habia estado la plataforma. Sin embargo, los ratones TS
que recibieron vehiculo pasaron un tiempo similar en los cuatro cuadrantes. Por tanto,
el tratamiento con este NAM recuperd el déficit en la memoria espacial del ratén TS.
Estos resultados son consistentes con los obtenidos en otro estudio en el que se
demostrd que la administracion crénica de RO4938581 mejord la memoria espacial de

los ratones TS (Martinez-Cué et al., 2013).

2.3.1. Efecto de la administracion de R04938581 sobre los distintos procesos

cognitivos en los ratones TSy CO

Por otro lado, cuando se evalué el efecto del tratamiento con RO4938581 en cada uno
de los procesos se observd que todos los animales TS que recibieron este NAM, bien
antes de la codificacion, durante la consolidacion o antes de la recuperacion de la
informacién, mostraron una mejor memoria de la posicién de la plataforma ya que
todos ellos pasaron mas tiempo en el cuadrante entrenado y realizaron un mayor
numero de cruces sobre la posicidn donde estaba la plataforma en las sesiones
anteriores. Estos resultados sugieren que el efecto beneficioso de la administracién de
este farmaco sobre la memoria espacial es debido a la mejoria de los tres procesos.
Otros estudios han demostrado que distintos NAMs selectivos para los receptores
GABAx05 mejoran tanto la codificacion como la recuperacion de la informacién en la
memoria espacial de animales normales (Atack et al., 2006; Collinson et al, 2006).
Ademas, en un estudio en el que se analizaron los procesos de codificacion,
consolidacion y recuperacion de la informacidon sobre la memoria espacial tras la

inactivacion farmacoldgica del hipocampo en ratas se demostré el importante papel
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gue desempefia ésta estructura en cada uno estos procesos (Riedel et al., 1999). Por
lo tanto, los efectos beneficiosos de la administracién de RO4938581 sobre los tres
procesos en la memoria espacial son probablemente debidos a la normalizacion de la
estructura o funcion del hipocampo que, como se ha dicho anteriormente, estan

alteradas en el raton TS.

En resumen, la modulacion negativa del receptor GABAA a5 mediante el tratamiento
con RO4938581 parece producir sus efectos procognitivos mejorando la consolidacion
de la informacion en el aprendizaje y memoria de referencia y de trabajo y la

codificacion, consolidacion y recuperacion de la informacidon en la memoria espacial.
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1. La reduccion de la inhibicion mediada por el receptor GABAxa5 a través de la

administracion crénica de RO4938581, R1 o R2

1.1 Enlosanimales TS:

1.1.1 Mejoro el aprendizaje espacial de referencia y la memoria espacial.

1.1.2 Este efecto fue mas marcado tras la administracion de R1.

1.1.3 No recupero el déficit de atenciéon y no modificé la conducta exploratoria.

1.1.4 No afectd a la actividad general ni produjo efectos ansiogénicos.

1.1.5 No modificé la actividad espontdnea ni alterd las capacidades sensoriales o

motoras.

1.2 Enlos animales CO:

1.2.1 La administracién crénica de R2, pero no de R1 o R04938581 mejord el

aprendizaje espacial.

1.2.2 No modificé la capacidad de atencién ni la actividad exploratoria.

1.2.3 No afect6 a la actividad general ni a la ansiedad.

1.2.4 No modifico la actividad espontanea ni afecté a las habilidades sensorimotoras

o a la coordinacidén motora.

2. La reduccion de la inhibicion mediada por el receptor GABAaa5 a través de la

administracion subcrdnica de RO4938581

2.1 EnlosanimalesTS:
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2.1.1

2.1.2

2.13

2.1.4

2.1.5
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Mejord la memoria de referencia, de trabajo, el aprendizaje y memoria espacial

y procedimental.

Mejord los procesos de codificacion y consolidacion de la informacién de la

memoria de referencia.

Produjo una mejoria en el proceso de consolidacion de la memoria de trabajo.

Produjo una mejoria en los procesos de codificacion y consolidacion de la

informacién durante el aprendizaje procedimental.

Pali6 los déficits en la memoria espacial mejorando la codificacion,

consolidacion y recuperacion de la informacion.
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