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Abstract: Down syndrome (DS), the most common genetic cause of intellectual disability, is due
to the total or partial triplication of human chromosome 21. Despite numerous efforts, the
mechanisms whereby gene triplication leads to the different DS phenotypes have not been
elucidated and there are no pharmacological treatments available for the cognitive alterations
in DS. Over the last years, the most accepted murine model of DS, the Ts65Dn mouse, has been
widely used to investigate the neural mechanisms underlying the intellectual disabilities of DS
individuals. Furthermore, a number of pharmacological therapies have been shown to partially
restore neuromorphological anomalies concomitantly with cognition in these mice. This review
is focused on the major alterations found in the brains of DS individuals and of mouse models
of this condition. Information from the preclinical evaluations in the Ts65Dn mouse and state of
human clinical trials performed in individuals with DS are also summarized. In the second part
of this work, the methods used in the preclinical assessment performed during my stay in the
Laboratory of Neurobiology of Learning of the Department of Physiology and Pharmacology of
the Faculty of Medicine of Santander are described.

Keywords: Ts65Dn, intellectual disability, pharmacotherapy, clinical trials.

Resumen: El sindrome de Down (SD), la causa genética mas comun de discapacidad intelectual,
se debe a la triplicacion total o parcial del cromosoma 21. A pesar de los esfuerzos realizados,
los mecanismos por los que la triplicacidon genética conduce a los diferentes fenotipos del SD no
han sido aclarados y actualmente no existen tratamientos farmacolégicos para paliar las
alteraciones cognitivas del SD. En los ultimos afos, el modelo murino mds aceptado de SD, el
ratdn Ts65Dn, ha sido ampliamente utilizado para investigar los mecanismos neuronales
subyacentes a la discapacidad intelectual del SD. Ademas, se ha demostrado que varias terapias
farmacoldgicas restauran parcialmente anomalias neuromorfolégicas y la cognicién en estos
ratones. Esta revisidn, describe las principales alteraciones encontradas en el cerebro de
personas con SD y en modelos animales de esta condicidon. También se resume la informacion
de las evaluaciones preclinicas de distintas farmacoterapias en el ratén Ts65Dn y el estado
actual de los ensayos clinicos realizados en personas con SD. En la segunda parte de este
trabajo se describen los métodos utilizados en la evaluacién preclinica realizada durante mi
estancia en el Laboratorio de Neurobiologia del Aprendizaje del Departamento de Fisiologia y
Farmacologia de la Facultad de Medicina de Santander.

Palabras clave: Ts65Dn, discapacidad intelectual, farmacoterapia, ensayos clinicos.
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2.1 INTRODUCCION

El Sindrome Down (SD) es debido a la trisomia total o parcial del cromosoma 21 (Hsa21). Es la
causa mas frecuente de discapacidad mental de origen genético (Bartesaghi et al., 2011). Afecta
a 1 de cada 850-1000 nacimientos y se caracteriza por diferentes fenotipos, entre los que se
incluyen alteraciones cardiacas, esqueléticas y motoras. Sin embargo, la caracteristica mas
comun del SD es la discapacidad intelectual que afecta al 100 % de los individuos con este
sindrome. Las personas con SD presentan tipicamente un cociente intelectual (Cl) de 50 (rango:
30-70) y muestran diferentes alteraciones cognitivas y de comportamiento. Entre los que se
incluyen una adquisicién incompleta y tardia de habilidades motoras, linglisticas y visuo-
espaciales, el deterioro en el aprendizaje y la memoria, y alteraciones neurocomportamentales.
Ademas, la poblacidn SD tiene mayor riesgo de desarrollar demencia tipo Alzheimer a edades
tempranas (Rueda et al., 2012).

Gracias a los adelantos médicos, la esperanza de vida de los individuos con SD ha aumentado
notablemente, lo que hace cada vez mds necesaria una estrategia para paliar los déficits
cognitivos de estas personas. Sin embargo, los mecanismos exactos mediante los cuales esta
triplicacidon genética da lugar a los diferentes fenotipos ain no son totalmente conocidos y, en
la actualidad no hay terapias que mejoren, reduzcan o palien estos déficits (Bartesaghi et al.,
2011). Se han propuesto dos hipdtesis para explicar cdmo la trisomia del Hsa21 es capaz de
generar toda esa serie de fenotipos. La primera hipdtesis, la del “aumento de la inestabilidad
del desarrollo”, propone que la trisomia del Hsa21 produce una alteracidon general de la
homeostasis durante el desarrollo. La segunda, la llamada “efecto de la dosis genética”,
mantiene que estas alteraciones son la consecuencia de la sobreexpresién de un grupo de
genes y las proteinas que estos codifican, asi como la interaccion de estos genes
sobreexpresados con genes de otros cromosomas (Rueda et al., 2012).

Los modelos de ratén que tratan de mimetizar las patologias humanas se han convertido en
una herramienta de valor incalculable a la hora de descubrir los mecanismos subyacentes a una
determinada enfermedad, asi como para estudiar el efecto de nuevas terapias en ellas
(Bartesaghi et al., 2011).

Para considerar un modelo animal de un trastorno humano como valido éste debe cumplir una
serie de criterios: validez de constructo, aparente y predictiva. La validez de constructo se
refiere a la similitud entre la etiologia del trastorno humano y animal. En el caso de los modelos
murinos de SD, se trataria de la triplicacion de los genes del Hsa21. La validez aparente hace
referencia a en qué medida el modelo animal es capaz de mimetizar a nivel molecular, celular,
fisiolégico y comportamental los diferentes fenotipos observados en humanos. La validez
predictiva requiere que el nuevo conocimiento obtenido en los modelos animales haga
predicciones precisas sobre lo que se encontrard en el trastorno humano. Esta ultima es
particularmente importante debido a que los mecanismos neurobiolégicos que desencadenan
los déficits cognitivos en el SD no pueden estudiarse directamente en personas tanto por
razones éticas como practicas (Rueda et al., 2012).
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2.2 MODELOS MURINOS DEL SINDROME DOWN

El brazo largo del Hsa21 contiene aproximadamente 552 genes, 166 de los cuales son ortélogos
a genes localizados en regiones sintéticas de tres cromosomas de ratéon: Mmul6 (110 genes
ortélogos), Mmu1l7 (19 genes ortdlogos) y Mmul0 (37 genes ortélogos) (Sturgeon y Gardiner,
2011). Se han desarrollado diferentes modelos de ratén trisdmicos para diferentes grupos de
genes de Hsa21l. El primer ratén creado como modelo animal del SD se denomind Ts16 y era
trisémico para todo Mmul16 (Gropp et al., 1975).

En 1993, Davisson et al. crearon el ratén Ts65Dn, que es actualmente el modelo de SD mas
estudiado y mejor caracterizado. Este ratén porta una trisomia parcial de un segmento de
Mmul6 que se extiende entre los Mrpl39 y Znf295 y contiene aproximadamente 92 genes
ortélogos a los del Hsa21 (Sturgeon y Gardiner, 2011). Ademas, los ratones Ts65Dn portan una
trisomia de ~10Mb de Mmu1l7 que contiene 60 genes no-homodlogos a los del Hsa21 (Duchon et
al., 2011). Por tanto, este modelo no tiene una validez de constructo perfecta debido a que
muchos de estos genes ortdlogos encontrados en Hsa21 no estan triplicados en este raton y
otros genes no triplicados en el SD si lo estan en este modelo animal. A pesar de esto, el ratdn
Ts65Dn es actualmente el modelo que presenta la mejor validez aparente. Se han desarrollado
otros modelos murinos de SD, sin embargo, la comparacion fenotipica de los ratones Ts65Dn
con otros modelos con trisomias parciales sugiere que el conjunto de genes triplicados en éste
contribuyen mds al desarrollo de los fenotipos del SD, incluyendo alteraciones cognitivas y
neuroanatémicas (Rueda et al.,, 2012). Por tanto, en esta revision nos centraremos en el
modelo Ts65Dn.

Hsa2l

Mmuls

Ts&50m
Mrpl39

| Mmul7

‘ Mmuli

Figura 1: Representacion esquemdtica de Hsa21 y las regiones sintéticas de Mmul6,
Mmul7, Mmul0 y el modelo de ratén Ts65Dn. Modlificado de [( Rueda et al., 2012)]
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2.3 ALTERACIONES EN EL SD

2.3.1 Alteraciones de comportamiento en el sindrome Down y en el ratén Ts65Dn

SD

Aunque existen casos de individuos SD con un Cl en el rango de la normalidad, lo habitual es
gue el Cl descienda hasta un rango de discapacidad moderada-severa (Cl=25-55) y raramente la
edad mental supera los 8 afios. El Cl va disminuyendo progresivamente seglin avanza en edad y
suele disminuir bruscamente entre los 6 meses y los 2 afios y producirse, un declive adicional
en la adolescencia. Los nifios con SD muestran un retraso y una adquisicion incompleta de las
funciones motoras, lingliisticas, cognitivas y adaptativas en comparacion con nifios de la misma
edad (Bartesaghi et al., 2011).

Una de las caracteristicas mas comunes del SD es la disfuncion motora. Desde la infancia
presentan hipotonia, hiporreflexia, reduccidon de la fuerza muscular, fallos en el control del
musculo estriado, y retrasos en la adquisiciéon de habilidades motoras finas y gruesas (Davis y
Kelso, 1982; Latash y Corcos, 1991; Shumway-Cook y Woollacott, 1985). Los nifios con SD no
son capaces de rodar hasta los 5-6.4 meses y son incapaces de sentarse solos hasta los 8.5-11.7
meses. Este retraso es mayor en el posterior desarrollo de habilidades motoras. Por ejemplo,
no suelen ser capaces de caminar hasta los 15-74 meses (Vicari, 2006).

En cuanto al desarrollo de habilidades linglisticas, mientras que estos niflos no presentan
alteraciones en la vocalizacion, si que exhiben una transicién mas lenta del balbuceo al habla
(Chapman y Hesketh, 2000; Stoel-Gammon, 2001), asi como un retraso en el |éxico expresivo y
en la sintaxis . En general los adolescentes y adultos jévenes muestran unas capacidades
lingliisticas pobres (Dykens et al., 1994; Chapman y Hesketh, 2000; Vicari, 2006).

Por otro lado, los individuos con SD responden peor que los de su misma edad mental a la hora
de procesar material de percepcién visual e imagenes, aunque no suelen tener alterada la
capacidad de procesar datos espaciales (Vicari, 2006).

En lo que se refiere a los distintos procesos de aprendizaje y memoria, muchos estudios han
documentado un deterioro en la memoria de trabajo asi como en la verbal a corto plazo
(revisado por Vicari, 2006). Los nifios con SD tienen una habilidad normal para aprender tareas
gue implican memoria implicita, pero exhiben un deterioro selectivo de la memoria explicita,
probablemente debido a sus dificultades para codificar y recuperar nueva informacion
almacenada, asi como a déficits de atencion (Carlesimo et al, 1997; Vicari et al., 2000). Tanto los
niflos como los adultos con SD presentan un deterioro severo de cualquier tarea cognitiva que
depende del correcto funcionamiento del hipocampo y la corteza prefrontal (Nadel, 2003).

Respecto a los trastornos neurocomportamentales, los nifios con SD tienen mads posibilidades
de presentar un incremento de la actividad motora e impulsividad, desobediencia y rabietas,
agitacion, ansiedad y procesamiento neurocognitivo atipico (Capone et al., 2006).

Otra caracteristica del SD es el alto riesgo de desarrollo de demencia tipo Alzheimer alrededor
de los 35 afos de edad. Aunque no todo desarrollan este tipo de demencia, el 100% de las
personas con SD presentan neuropatologia idéntica a la de la enfermedad de Alzheimer (EA) en
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la tercera década de vida, incluyendo muerte neuronal, acumulacién de placas seniles y ovillos
neurofibrilares (Dalton y Crapper-MclLachlan, 1986).

Ts65Dn

Los ratones Ts65Dn muestran numerosas caracteristicas fenotipicas similares a las encontradas
en las personas con SD. En primer lugar, estos animales presentan hiperactividad
especialmente en ambientes que provocan cautela e inmovilidad en los ratones normales como
en las pruebas del campo abierto del laberinto en cruz (Escorihuela et al., 1995; Coussons-Read
y Crnic, 1996; Martinez-Cué et al., 2005; Stewart et al., 2007). Se ha propuesto que esta
hiperactividad esta relacionada con una menor capacidad de reconocer estimulos
potencialmente peligrosos debido a un déficit de atencién (Crnic y Pennington, 2000;
Escorihuela et al., 1998; Driscoll et al., 2004; Martinez-Cué et al., 2006).

Al igual que las personas con SD, los ratones Ts65Dn muestran una reducciéon notable en el
nivel de desempefio de tareas que requieren la integridad del hipocampo, como la alternancia
espontdnea en el laberinto en T, la memoria contextual en el test de condicionamiento del
miedo y el aprendizaje y la memoria espacial en las pruebas del laberinto radial, del laberinto
acuatico de Morris (MWM) y del reconocimiento de objetos (Belichenko et al., 2009; Bianchi et
al., 2010; Demas et al., 1996; Fernandez y Garner, 2008; Belichenko et al. 2009). Esto indica que
la memoria declarativa que, en los roedores se corresponde con los dominios de la memoria
espacial y de reconocimiento, estd deteriorada en el ratén Ts65Dn de forma similar a lo que
ocurre en los individuos con SD.

2.3.2 Alteraciones nheuromorfoldgicas

Se han propuesto diferentes mecanismos responsables del deterioro cognitivo que presentan
las personas con SD. En los siguientes pdarrafos se resumen los mecanismos neuromorfoldgicos
mas importantes, comparando los hallazgos en los individuos con SD y los modelos animales.

2.3.2.1 Hipocelularidad y reduccion del volumen

En los individuos con SD el volumen cerebral se encuentra reducido (Pinter et al., 2001). Esta
disminucion comienza en los primeros estadios de desarrollo (Olson et al., 2007; Winter et al.,
2000; Guihard-Costa et al., 2006; Guidi et al., 2008; Guidi et al., 2011; Golden y Hyman, 1994),
alcanzando en los adultos una reduccidon de aproximadamente el 20% del volumen normal de
un adulto (Jernigan et al., 1993; Pinter et al., 2001). Con la edad y la neurodegeneracion este
escenario empeora (Teipel y Hampel, 2006). Diferentes estudios han demostrado que esta
reduccion de volumen no es simétrica, sino que afecta mas a ciertas areas. El hipocampo las
cortezas entorrinal, frontal, prefrontal y temporal, la amigdala, el cerebelo, los nucleos
cerebrales y los cuerpos mamilares del hipocampo se ven mas afectados que el resto de
estructuras (Jernigan et al.,, 1993; Pinter et al., 2001; Wisniewski et al., 1984; Kesslak et al.,
1994; Raz et al., 1995; Pine et al.,1997; Aylward et al., 1997; Aylward et al., 1999; Pinter et al.,
2001; Teipel et al., 2003; Teipel et al., 2004).

En los individuos con SD la densidad celular no estd comprometida en la gestacidn temprana
(Guidi et al., 2008; Golden y Hyman 1994; Weitzdoerfer et al., 2001), pero el nimero de células
se ve reducido en la gestacion tardia (después de las semanas 19-23). El nimero de neuronas
del hipocampo, giro parahipocampal, cerebelo y neocértex estd reducido en los fetos (Golden y
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Hyman 1994; Guidi et al., 2008; Guidi et al., 2011; Larsen et al., 2008), recién nacidos (Guidi et
al., 2008; Weitzdoerfer et al., 2001), nifios y adultos (Gandolfi et al., 1981) con SD.

Ademas, debido a la aparicién de patologia tipo EA, el cerebro adulto SD muestra una pérdida
de neuronas colinérgicas (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997).

Ts65Dn

El volumen cerebral de los ratones Ts65Dn esta reducido durante el periodo embrionario, pero
no después del nacimiento o durante la edad adulta. Sin embargo, en estas edades si se
observan alteraciones en el tamafio y anatomia de algunas estructuras como el cerebelo y el
hipocampo (Bartesaghi et al., 2011). Estas alteraciones se deben a la hipocelularidad
encontrada en distintas areas del encéfalo de los ratones Ts65Dn. Durante la etapa prenatal y
en los primeros estadios estos animales muestran una disminucién en la densidad celular en el
neocoértex (Chakrabarti et al., 2007). En el hipocampo los ratones trisémicos adultos presentan
una densidad neuronal menor (Insausti et al., 1998; Kurt et al., 2004), mientras que en el
cerebelo el niumero de células granuladas y de Purkinje estd reducido desde los primeros
estadios postnatales hasta la edad adulta (Baxter, Moran, Richtsmeier, Troncoso, & Reeves,
2000; Contestabile, Fila, Capellini, Bartesaghi, & Ciani, 2009; Roper et al., 2006).

Ademads, a medida que los ratones Ts65Dn envejecen presentan una pérdida de neuronas
colinérgicas en el prosencéfalo basal (Contestabile et al., 2008; Granholm et al., 2000; Cooper
et al., 2001; Hunter et al., 2003; Hunter et al., 2004).

Por lo tanto, el cerebro de los individuos con SD presenta alteraciones desde etapas tempranas
del desarrollo, tales como una reduccién de volumen y una alteracién en la configuracién. De
forma similar, los ratones Ts65Dn muestran alteraciones de forma y tamafio de distintas areas
del cerebro y cerebelo. Estos cambios parecen ser una de las causas de las alteraciones
cognitivas de los individuos con trisomia del Hsa21.

2.3.2.2 Neurogénesis

La hipocelularidad encontrada en el cerebro SD podria ser debida a una menor neurogénesis o
a una mayor apoptosis.

La neurogénesis esta severamente comprometida en las personas con SD desde el inicio del
desarrollo debido a la ralentizacidon del ciclo celular y a alteraciones en la proliferacién de
precursores neuronales y en los procesos de diferenciacidon (Rueda et al., 2012).

Hay evidencias de que en los fetos con SD la proliferacién celular se encuentra severamente
deteriorada en la matriz germinal del cuerno inferior del cuarto ventriculo, en las zonas
germinales del hipocampo y en la capa granular externa del cerebelo. Estas alteraciones en
proliferacién son debidas a que la copia extra del Hsa21 en el SD retrasa el ciclo celular de los
precursores neuronales (Contestabile et al., 2007; Guidi et al., 2008).

Se han propuesto varios genes que se encuentran en trisomia en el SD como responsables del
deterioro en la proliferacién detectada en este trastorno. Uno de estos genes sobreexpresados
es DYRK1A (dual specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 1A) (Guimerd et al.,
1996), que es esencial para el desarrollo normal de la neurogénesis postembrionaria (Tejedor et
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al., 1995; Guimera et al.,, 1999). Este gen juega un papel importante en la proliferaciéon de
precursores neuronales, neurogénesis, neurodiferenciacién, y regula el desarrollo neuronal, el
volumen cerebral y la densidad celular en diferentes areas cerebrales (Guimera et al., 1999;
Kentrup et al., 1996; Yang et al., 2001; Himmerle et al., 2003). La proteina DYRK1A modula a su
vez la actividad de CREB (cAMP response element-binding protein) que participa en las vias de
transduccion de sefiales de plasticidad neuronal (Yang et al., 2001).

Los genes OLIG1 y OLIG2 también estan sobreexpresados en los individuos con SD. Estos genes
codifican factores de transcripcion que estdn implicados en la neurogénesis y la
oligodendrogénesis (Takebayashi et al., 2000; Lu et al., 2002; Zhou y Anderson, 2002).
Chakrabarti et al. (2010) demostraron la implicacidn de estos genes en la regulacién del numero
de neuronas durante el desarrollo embrionario.

Ts65Dn

En los ratones Ts65Dn se ha detectado una reduccién de la proliferacién en todos los estadios
en las zonas ventricular, subventricular (Chakrabarti et al., 2007; Chakrabarti et al., 2010) y
subgranular (Insausti et al., 1998; Lorenzi y Reeves, 2006; Contestabile et al., 2007; Bianchi et
al., 2010). Asi mismo, se ha demostrado una reduccién en la proliferacién de las células
precursoras de las células granulares cerebelosas en la capa granular externa del cerebelo
(Roper et al., 2006).

Al igual que ocurria en el SD, las alteraciones en neurogénesis encontradas en el ratédn Ts65Dn
son debidas a una reduccidn de la proliferacidon de precursores neuronales tanto en la corteza
como en la zona ventricular del cerebelo, como resultado del alargamiento del ciclo celular
(Chakrabarti et al., 2007). Aunque estos animales también tienen alterados la diferenciacion y
supervivencia neuronal (Bartesaghi et al., 2011).

Al igual que en las personas con SD, los ratones Ts65Dn sobreexpresan determinados genes que
tienen un papel fundamental en la neurogénesis. La normalizacion de la expresién del gen
Dyrk1A (Garcia-Cerro et al., 2014) o de los genes Oligl y Olig2 (Chakrabarti et al., 2010) en los
ratones Ts65Dn normaliza la produccién anormal de neuronas.

Por tanto, el deterioro de la neurogénesis en el SD y en el ratén Ts65Dn se debe a reducciones
en el nimero de precursores neuronales, en el tiempo del ciclo celular y en alteraciones en la
diferenciacion. Estas alteraciones, responsables de |la hipocelularidad dan lugar a una alteracién
de la sinaptogénesis, conectividad, plasticidad sindptica y por tanto tienen un importante papel
en los déficits cognitivos encontrados en el SD (Rueda et al., 2012).

2.3.2.3 Apoptosis

Los diferentes estudios sobre procesos apoptéticos en el cerebro del SD han llegado a
resultados contradictorios. Algunos grupos han descrito un incremento en el nimero de células
apoptoticas en el cerebro SD (Guidi et al., 2008; Anderson et al., 2000) y en los ratones Ts65Dn
(Contestabile et al., 2007). Ademas se han encontrado cambios en las proteinas que regulan la
apoptosis en diferentes estructuras cerebrales (Sawa et al., 1997; Gulesserian et al., 20013;
Gulesserian et al., 2001b; Helguera et al., 2005; Engidawork et al., 2001). Sin embargo, otros
estudios no han encontrado diferencias o incluso han descrito una disminucién en la tasa de
apoptosis celular tanto en humanos como en ratones con esta trisomia (Contestabile et al.,
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2007; Seidl et al., 1999). Recientemente se ha demostrado una disminucién de la proteina
antiapoptotica Bcl-XI en el hipocampo de los ratones Ts65Dn, sin otros cambios en otras
proteinas antiapoptdticas en la corteza o en el hipocampo (Rueda et al., 2011). Ademas, no se
encontraron cambios en los marcadores moleculares y celulares de la apoptosis, lo que sugiere
gue no es probable que la muerte celular programada juegue un papel en la hipocelularidad
gue se encuentran en los cerebros de estos ratones (Rueda et al., 2012).

Por tanto, la apoptosis no parece ser un factor determinante en la reduccion del nimero de
neuronas que presentan los cerebros con SD.

2.3.2.4 Hipotrofia dendritica

Para que una adecuada plasticidad sindptica tenga lugar es necesario que se produzcan
modificaciones en el numero vy las caracteristicas funcionales de las sinapsis, que se localizan
principalmente en las dendritas y las espinas dendriticas (Kasai et al., 2003; Newpher y Ehlers,
2009). Por tanto, la menor plasticidad sindptica encontrada en las personas con SD (ver mas
adelante) puede deberse a alteraciones en las caracteristicas histolégicas, funcionales o en el
numero de dendritas, espinas y sinapsis.

Numerosos estudios han demostrado que la morfologia dendritica esta alterada en las personas
con SD. A pesar de que se ha descrito una ramificacién dendritica normal o incluso aumentada
en fetos y neonatos (Takashima et al., 1994; Vuksi¢ et al., 2002; Becker et al., 1986), en los
niflos con SD las neuronas de la corteza motora (Prinz et al., 1997), visual (Becker et al., 1986;
Takashima et al., 1981) y parietal (Schulz y Scholz, 1992) muestran una hipotrofia dendritica.
Estas anomalias contindan a lo largo de la vida. En los adultos con SD la corteza visual y las
areas CA1 y CA3 del hipocampo se caracterizan por la presencia de dendritas mas cortas y
arboles dendriticos con menor ramificacion que, ademads, degeneran progresivamente
(Takashima et al., 1994; Takashima et al., 1981; Takashima et al., 1989; Suetsugu y Mehraein,
1980). Asi mismo, las personas con SD tienen alteraciones en la morfologia de las espinas
dendriticas. En la infancia sus espinas son mas pequefas y menos numerosas (Suetsugu y
Mehraein, 1980; Marin-Padilla, 1976) y su densidad se reduce en mayor medida en los adultos
con SD y EA (Takashima et al., 1989; Ferrer y Gullotta, 1990).

Ts65Dn

Este modelo murino presenta una patologia dendritica muy similar a la encontrada en el SD. En
los ratones Ts65Dn adultos, las neuronas piramidales neocorticales muestran una reduccién de
la longitud y la ramificacion de las dendritas asi como de la densidad de las espinas (Dierssen et
al., 2003). La densidad de las espinas también se encuentra disminuida en las células granulares
del giro dentado hipocampal. Adema3ds, estas espinas se caracterizan por varias anomalias
morfoldgicas, entre las que se incluyen un incremento en el tamafio de las cabezas y una
disminucion de la longitud de los cuellos (Belichenko et al., 2007; Belichenko et al., 2004).

Por lo tanto, desde la infancia tanto las personas con SD como los ratones Ts65Dn presentan
atrofia de los arboles dendriticos, reduccidn de la densidad de las espinas y alteraciones en la
morfologia de las espinas. Todas estas alteraciones tendran un papel fundamental en la
disfuncién sindptica que se observa en el cerebro con SD y seran parcialmente responsable de
los déficits cognitivos encontrados en esta condicion.
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2.3.2.5 Sinapsis

Como se puede predecir a partir de la reduccién de la longitud de las dendritas, del nimero de
ramificaciones dendriticas y de la densidad de las espinas, la trisomia 21 se caracteriza por un
numero reducido de sinapsis asi como alteraciones en la plasticidad sinaptica (Rueda et al.,
2012).

Las personas con SD presentan cambios en diversas proteinas sinapticas. En primer lugar,
Septin 6, un proteina relacionada con las vesiculas sindpticas, estd presente en los sujetos
controles y ausente en la mayoria de los cerebros con SD (Cheon et al., 2001). Ademas, los
individuos con SD presentan en diferentes areas cerebrales una disminucién de los niveles de
las proteinas presindpticas, sinaptofisina y SNAP-25 (Downes et al., 2008). Dado que estas
proteinas juegan un papel importante en la liberacién de los neurotransmisores, su disminucion
podria comprometer la funcion sinaptica. Por ultimo, la sinaptojanina es una proteina sindptica
que se codifica en Hsa21. Por tanto, la triplicacidon de este cromosoma da lugar a una expresion
excesiva de esta ultima proteina, en los cerebros de SD desde la etapas fetales hasta la edad
adulta (Arai et al., 2002).

Ts65Dn

Los ratones Ts65Dn muestran una reduccion de la densidad sindptica en el neocértex y en el
area CA1 del hipocampo en etapas postnatales tempranas (Chakrabarti et al., 2007) y en las
regiones CA1, CA3 y en el giro dentado del hipocampo cuando son adultos (Kurt et al., 2004).
Sin embargo, el tamafio de los botones presindpticos y la longitud de las hendiduras sinapticas
estdn incrementados en la corteza y en el hipocampo (Belichenko et al., 2007; Belichenko et al.,
2009; Belichenko et al., 2004).

En el ratén Ts65Dn no solo se ven afectados el nimero y las caracteristicas de las sinapsis sino
también la relativa distribucion de los diferentes tipos de sinapsis, dejando el balance entre
sinapsis inhibitorias y excitadoras inclinado a favor de las inhibitorias. Los ratones Ts65Dn
presentan menor nimero de sinapsis excitadoras en la corteza temporal, giro dentado, CAl y
CA3 (Kurt et al., 2004; Kurt et al., 2000). Ademas, estos animales tienen un mayor nimero de
neuronas GABAérgicas en la corteza somatosensorial (Pérez-Cremades et al., 2010), y un
incremento de la neurogénesis de neuronas inhibitorias (Chakrabarti et al., 2010) lo que implica
un incremento de la transmisién inhibitoria.

De manera similar a lo descrito en el SD, los ratones Ts65Dn presentan alteraciones en la
cantidad de algunas proteinas sinapticas. Los ratones Ts65Dn de 4-5 meses muestran un
incremento en los niveles de sinaptofisina en la corteza somatosensorial (Pérez-Cremades et
al., 2010) y una reduccién en el hipocampo (Pollonini et al., 2008). Por lo tanto, parece que la
expresion de las proteinas sindpticas en los cerebros trisdmicos puede diferir seglin la edad y la
region cerebral estudiada.

Todos estos cambios morfoldgicos, funcionales y proteicos comprometen las propiedades
fisioldgicas de las sinapsis, lo que contribuye al deterioro cognitivo presente en el SD.
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2.3.3 Alteraciones electrofisiologicas

Los individuos con SD presentan pequeinas anomalias en el EEG. La actividad alfa del EEG esta
relativamente conservada en los jévenes, pero los individuos mayores con demencia presentan
una actividad anormal (Devinsky et al., 1990). Por otro lado, las personas con SD presentan
diferencias de coherencia en el EEG y alteraciones en los potenciales cerebrales relacionados
con eventos (ERPs) (Karrer et al., 1998).

Ts65Dn

En los ratones Ts65Dn la actividad basal de transmisién sinaptica en el giro dentado es normal,
mientras que la potenciacion a largo plazo (LTP) se ve alterada como resultado de la reduccidn
de activacion de los receptores NMDA y de la mayor activaciéon de los receptores GABA4 y
GABAg (Kleschevnikov et al., 2004; O’Doherty et al., 2005; Belichenko et al., 2007; Belichenko et
al., 2009).

Por lo tanto, existe un desequilibrio entre el niumero de sinapsis inhibitorias y excitadoras, con
un incremento de las inhibitorias que comprometen la generacién de potenciacién a largo plazo
y, como consecuencia, dan lugar a alteraciones en la memoria y el aprendizaje (Bartesaghi et
al., 2011).

2.3.4 Alteracion de la neurotransmision y de los receptores

Ademas del sistema colinérgico, que sufre degeneracién en etapas avanzadas de la vida, los
sistemas glutamatérgico, serotonérgico, noradrenérgico y GABAérgico estdn profundamente
alterados tanto en los individuos con SD como en los ratones trisdmicos. Estas alteraciones
incluyen modificaciones en los niveles de neurotransmisores y defectos en la expresion/funcion
de los receptores (Bartesaghi et al., 2011).

A continuacién, se describiran las alteraciones de los neurotransmisores y receptores mas
importantes encontradas en estas condiciones.

2.3.4.1 GABA

Los niveles de GABA estan reducidos en los fetos con SD (Whittle et al., 2007). Ademas, la
expresion de varias subunidades de los receptores GABAA esta alterada en neuroesferas de
fetos con SD, incluyendo una mayor expresion de la unidad a2 y una disminucién de las de a5y
B3 (Bhattacharyya et al., 2009).

Sin embargo, en lugar de una reduccién los ratones Ts65Dn presentan un incremento del
numero de neuronas inhibitorias (Chakrabarti et al., 2010; Pérez-Cremades et al., 2010). Estos
ratones también presentan alteraciones en la expresién de distintas subunidades del receptor
GABA,, tales como la reduccidn de la expresiéon de las subunidades 2 y B3 (Belichenko et al.,
2009) y al del receptor GABAa (Bhattacharyya et al., 2009). En estos animales también se han
encontrado cambios en la subunidad R1 de GABAg (Belichenko et al., 2009).
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2.3.4.2 Neurotransmisores excitadores

El incremento de la inhibiciébn en este trastorno trisémico esta también causado por
alteraciones en la transmisidon excitadora. Aunque los fetos con y sin SD presentan niveles
similares de glutamato (Sairanen et al., 2005), los niveles de aspartato y de glutamato se
encuentran reducidos en diversas areas de los cerebros adultos con SD (Godridge et al., 1987;
Risser et al., 1997; Schneider et al., 1997).

Por otro lado, la alteracién de la LTP del hipocampo sugiere la existencia de alteraciones en la
sefializacion del receptor NMDA (Vink et al., 2009).

Los ratones Ts65Dn exhiben hipersensibilidad al efecto estimulador que produce MK-801, un
bloqueador de canal del receptor NMDA (Siddiqui et al., 2008). Ademas, en estos animales se
han descrito anomalias en los mecanismos de sefalizacién del receptor NMDA en el
hipocampo, incluyendo alteraciones en CaMKII, PIP3K/Akt, ERK, PKA y PKC, todos ellos
implicados en la plasticidad sindptica (Siarey et al., 2006).

2.3.4.3 Serotonina

Los niveles de serotonina (5-HT) estan reducidos en la corteza frontal de los cerebros de fetos
(Whittle et al., 2007) y adultos con SD (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997; Yates et al.,
1986). Por otro lado, la densidad del receptor 5-HT1a, que esta implicado en la regulacién de la
neurogénesis (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003; Encinas et al., 2006) estd reducido en
el momento del nacimiento en el hipocampo de personas con SD (Bar-Peled et al., 1991).

Los ratones Ts65Dn no muestran cambios en los niveles de 5-HT en el hipocampo (Bianchi et al.,
2010) o en las caracteristicas de las neuronas serotoninérgicas del nucleo del rafe dorsal ni
medial (Megias et al., 1997). Sin embargo, estos animales presentan en el momento del
nacimiento una reduccién del nUmero de receptores 5-HT1A en el hipocampo (Bar-Peled et al.,
1991).

2.3.4.4 Acetilcolina

Como se ha mencionado anteriormente, los cerebros de las personas con SD presentan
degeneracidn de neuronas colinérgicas, probablemente relacionadas con la apariciéon de
patologia tipo EA. Pero, ademas, ya desde etapas fetales, el sistema colinérgico de los cerebros
SD esta afectada (Whittle et al., 2007) y, en adultos, la actividad de la colinacetiltransferasa
(ChAT) esta reducida (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997).

A pesar de que el nUmero de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (BFCNs) es normal en
los ratones Ts65Dn jévenes, esta poblacidn neuronal degenera con la edad de manera similar a
lo encontrado en el SD (Granholm et al., 2000; Cooper et al., 2001; Hunter et al., 2003; Hunter
et al., 2004). Sin embargo, la actividad de ChAT estd incrementada en la corteza y el hipocampo
de los ratones de 10 meses, lo que parece que sucede en un intento de compensar la reduccidn
del nimero de neuronas colinérgicas (Contestabile etal., 2008; Cooper et al., 2001; Chen et al.,
2009; Contestabile et al., 2006).
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2.3.4.5 Noradrenalina

Los niveles de noradrenalina (NA) son normales en los fetos con SD (Whittle et al., 2007) pero
estdn reducidos en los cerebros SD adultos, probablemente como consecuencia de la
degeneracion del locus coeruleus (Mann et al., 1985; Coyle et al., 1986). La NA juega un papel
importante en la neurogénesis, puesto que la proliferacion neuronal aumenta o disminuye tras
el incremento o la reduccién de la transmisidon noradrenérgica, respectivamente (Duman et al.,
2001). Por tanto, la alteracion de la transmision NA en este trastorno trisémico puede tener un
importante papel en el deterioro de la neurogénesis que presentan los individuos adultos con
esta patologia. Ademads, se ha demostrado una relacién entre las aferencias noradrenérgicas del
locus coeruleus a las neuronas del hipocampo y el aprendizaje contextual (Murchison et al.,
2004). Este proceso cognitivo dependiente del hipocampo esta deteriorado en los individuos
con SD (Nadel, 2003) y en los ratones Ts65Dn (Saleh et al., 2009).

Los ratones TS65Dn muestran, al igual que las personas con SD, una degeneracién del locus
coeruleus que, en su caso, comienza a los 6 meses de edad (Saleh et al., 2009). Aunque estos
animales no muestran cambios en el nimero de adrenoreceptores-B en la corteza o en el
hipocampo, su funcidn estd alterada (Dierssen et al., 1997).

2.3.4.6 Neurotrofinas

Estd bien documentado el papel de las neurotrofinas (NT) en la supervivencia neuronal,
migracion, diferenciacién y plasticidad sinaptica (Chao et al.,, 2006; Sofroniew et al., 2001;
Campenot y Maclnnis, 2004). Consecuentemente, alteraciones en su expresion podrian dar
lugar a alteraciones en diferentes aspectos del neurodesarrollo.

Los fetos con SD presentan una expresion reducida del factor neurotréfico derivado del cerebro
(BDNF) en el hipocampo y la corteza (Guedj et al., 2009; Toiber et al., 2010). Ademas, en esta
ultima estructura, los fetos con SD también muestran una menor densidad del receptor de
BDNF tirosin-kinasa-B (TrkB) (Toiber et al., 2010).

Los ratones Ts65Dn jévenes y adultos muestran, al igual que las personas con SD, una reduccion
en los niveles de BDNF en el hipocampo y en la corteza frontal (Bianchi et al., 2010; Fukuda et
al., 2010).

Los niveles de la neurotrofina-3 (NT-3) estan incrementados en el hipocampo de los ratones
TS65Dn recién nacidos y adultos (Pollonini et al., 2008), posiblemente en un intento de
compensar la pérdida neuronal que se aprecia en estos roedores.

Por ultimo, el factor de crecimiento nervioso (NGF) se genera en el hipocampo y es
transportado retrégradamente al soma de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal
(Sofroniew et al., 2001). Los niveles de NGF estan reducidos en el hipocampo de los ratones
Ts65Dn jévenes (Salehi et al., 2006) y el transporte retrogrado de NGF al prosencéfalo basal
estd obstaculizado en los ratones adultos. La administracion de NGF a estos ratones permite
normalizar el tamano y niumero de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (Salehi et
al., 2006; Cooper et al., 2001).

Grado en Medicina UNICAN



REVISION BIBLIOGRAFICA 20de 70

2.3.5 Neurodegeneracion

En etapas mas avanzadas de la vida de las personas con SD tienen lugar numerosos procesos
neutodegenerativos que deterioran aun mas las habilidades cognitivas de estos individuos.
Entre estos mecanismos los mas relevantes son la atrofia de algunas estructuras, como el
hipocampo, amigdala, cuerpo calloso, cortezas frontal y occipital, la neuroinflamacion, el estrés
oxidativo y la aparicion de los hitos histopatoldgicos caracteristicos de la EA.

2.3.5.1 Neuroinflamacion

El SD y la EA se caracterizan por un incremento en la neuroinflamacion debido a la
sobreactivacion de la microglia y al incremento de los niveles de citoquinas proinflamatorias. Se
ha demostrado el papel de estos procesos en la degeneracion temprana del cerebro SD (Griffin
et al., 1989; Wenk et al., 2000). Ademas, en el ratén Ts65Dn la activacidén de la microglia parece
jugar un papel en la pérdida de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (Kim y Suh, 2009).

2.3.5.2 Estrés oxidativo

Tanto en los individuos con SD como en los ratones Ts65Dn, el gen SOD1/Sod1 (Cu/Zn-
superoéxido dismutasa-1) que codifica un enzima que transforma los radicales de oxigeno en
peroxido de hidrdgeno, esta triplicado. En ambas condiciones trisémicas la sobreproduccién del
peroxido de hidréogeno da lugar a un gran incremento de la produccion de radicales libres de
oxigeno reactivos. Estos daflan las membranas celulares, incluyendo las membranas
mitocondriales, y deterioran los lipidos, proteinas y ADN mitocondrial. Este conjunto de
alteraciones se denomina estrés oxidativo. Existen numerosas evidencias del incremento de la
produccién de superdéxido mitocondrial en los individuos con SD (Capone et al., 2002; Jovanovic
et al., 1998). Por lo tanto, en esta patologia, algunas células estdan constantemente expuestas a
estrés oxidativo, lo que produce dano mitocondrial, facilitando el envejecimiento y la muerte
celular. Estos procesos tienen lugar durante toda la vida del individuo desde etapas prenatales.
El incremento del estrés oxidativo en los estados fetales puede modificar procesos como la
neurogénesis, diferenciacién, migracién y conexién de redes, asi como la supervivencia celular
(Capone et al., 2002; Busciglio y Yankner, 1995; Kim et al., 2000; Pelsman et al., 2003).

2.3.5.3 Enfermedad de Alzheimer (EA)

Las caracteristicas histopatologicas mas tipicas de la EA son la presencia de placas neuriticas
extracelulares de péptidos B-amiloides y los ovillos neurofibrilares intracelulares de proteina
tau hiperfosforilada (Mucke, 2009). El 100 % de los individuos con SD presentan estos hitos
histopatoldgicos antes de los 40 anos de edad. Dado que uno de los genes que esta triplicado
en el SD es el que codifica la proteina precursora del B-amiloide (APP), se ha propuesto que la
sobreexpresién de este gen podria ser responsable del incremento de la produccién de B-
amiloide y de la degeneracién de las neuronas colinérgicas.

Los ratones Ts65Dn, que también tienen triplicado el gen App, presentan una elevacion a partir
de los 6 meses, de la expresién de la proteina App (Seo y Isacson, 2005) y de los péptidos B-
amiloides en el hipocampo y en la corteza cerebral (Netzer et al., 2010). En estos ratones se ha
demostrado que la sobreexpresion de App tiene un importante papel en la degeneracién de
neuronas colinérgicas y noradrenérgicas que proporcionan aferencias moduladoras al
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hipocampo (Millan et al., 2012). Estas desaferencias comprometen la funcién del hipocampo,
estructura fundamental en numerosos procesos de aprendizaje y memoria, y podrian ser
responsables del deterioro de funciones cognitivas en la condicién trisomica en edades
avanzadas.

2.4 APROXIMACIONES FARMACOLOGICAS PARA PALIAR EL DETERIORO

COGNITIVO EN EL SD

Actualmente no hay ningln tratamiento disponible para tratar el deterioro cognitivo o la
demencia tipo Alzheimer que presentan los individuos con esta patologia. Sin embargo, durante
los ultimos afos, se han obtenido resultados muy prometedores en los estudios realizados en el
raton Ts65Dn.

El ratén es el modelo animal de eleccion para la evaluacién preclinica de la eficacia de un
farmaco. Como se ha comentado en apartados anteriores, a pesar de que el ratén Ts65Dn no es
un modelo ideal, ha resultado extremadamente valioso para el estudio de las bases
etiopatoldgicas de varios fenotipos similares a los que presentan los humanos. En concreto, en
este modelo animal estdn muy bien documentados los déficits en tareas de
aprendizaje/memoria que requieren una buena actividad del hipocampo, incluyendo diferentes
pruebas como las del laberinto de agua de Morris, de reconocimiento de objetos y de
condicionamiento del miedo (Rueda et al., 2012; Roubertoux y Carlier, 2010).

Durante los ultimos afios, diferentes estudios han demostrado que es posible paliar
farmacoldégicamente los déficits cognitivos del raton Ts656Dn. Hasta la fecha, mas de 20
farmacos y pequefias moléculas han rescatado exitosamente los déficits cognitivos
dependientes del hipocampo del ratdn Ts65Dn. Gracias a estos estudios se han llevado a cabo
varios ensayos clinicos y otros estan actualmente en progreso. El entusiasmo por estos ensayos
es alto: farmacos que puedan mejorar la funcién cognitiva, por ejemplo, incrementando el
cociente intelectual en 10-20 puntos, supondria una mejoria enorme en la calidad de vida de
los individuos con SD. Permitiria que estas personas pudieran participar en la sociedad mas
activa e independientemente (Gardiner, 2015).

En esta revision, se describira el efecto de 29 farmacos cuya eficacia se ha evaluado en el ratdn
Ts65Dn. También se expondrd el actual estado de los ensayos clinicos sobre el efecto de
distintos farmacos en la cognicién de las personas SD vy las caracteristicas del Ts65Dn que
pueden limitar su valor predictivo en el contexto de evaluaciones preclinicas.

2.4.1 Ts65Dn y la evaluacion preclinica de la eficacia de farmacos:

Al igual que para otros modelos murinos de diferentes enfermedades, no existe un estandar
para la evaluacién de la eficacia farmacoldgica en el ratén Ts65Dn. La mayoria de los estudios
analiza los efectos de los diferentes farmacos sobre la cognicién en al menos una prueba vy, en
muchos casos, sobre la neurogénesis del adulto, la LTP, y la degeneracién dependiente de la
edad de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal y/o las noradrenérgicas del locus
coeruleus.

Grado en Medicina UNICAN



REVISION BIBLIOGRAFICA 22 de 70

Los resultados de estos ensayos se han obtenido usando protocolos que varian en diferentes
aspectos (sexo, edad, tratamiento agudo o crdnico, métodos de administracién del farmaco).
Ademas, algunos estudios no incluyen los andlisis estadisticos adecuados. En conjunto, todas
estas variaciones hacen que comparar los estudios resulte complicado.

Los farmacos se exponen en el orden cronoldgico de realizacidn del estudio. La mayoria de
estos farmacos tienen dianas terapéuticas muy diferentes. Solamente tres de ellos (memantina,
epigallocatechin-3-gallate [EGCG] y etosuximida) tienen una relacidon directa conocida con la
sobreexpresién de uno o mas genes codificados por el Hsa21 (Gardiner, 2015).

En el Anexo | se resumen los efectos de todos los farmacos evaluados sobre las alteraciones
cognitivas, de neurogénesis o de la LTP de los ratones Ts65Dn. Asi mismo, se explica
brevemente las condiciones del estudio y las conclusiones que se obtuvieron.

En los siguientes apartados se amplia la informacidn sobre estos tratamientos expuestos en el
Anexo |

2.4.2 Tratamiento farmacoldgico exitoso en ratones Ts65Dn

2.4.2.1 Estréogenos y minociclina

La primera demostracién de mejoria cognitiva tras un tratamiento farmacolégico a ratones
Ts65Dn tuvo lugar hace 15 afios (Granholm et al., 2002). En este estudio se decididé probar la
eficacia de los estrégenos basandose en la observacion de la aparicion de menopausia
prematura e inicio temprano de deterioro cognitivo en mujeres con SD. El estudio se realizé en
ratones Ts65Dn hembra adultas (11-14 meses), cuyas habilidades cognitivas se evaluaron en el
laberinto de agua en T, una prueba dependiente de la adecuada funcién del hipocampo. La
administracidon de estrégenos mejord el aprendizaje de las hembras trisdmicas, sin llegar
normalizarlo completamente. Asi mismo, este tratamiento evitd la pérdida de neuronas
colinérgicas y la reduccidon de los niveles de NGF. Sin embargo, en los machos Ts65Dn la
administracion de estrégenos no produjo ningun beneficio funcional o neuromorfolégico
(Hunter et al., 2004).

Por otro lado, la minociclina es un antibidético que tiene efectos neuroprotectores por su
capacidad para modular la actividad de la interleukina 1B (proinflamatoria) y de inhibir las
caspasas (proapoptoticas) (Plane, Shen, Pleasure, & Deng, 2010). En este estudio se tratd a
ratones Ts65Dn adultos (10 meses) con minociclina y se observé una mejoria en su aprendizaje
espacial en el laberinto radial acuatico. Pero, al igual que ocurria tras la administracién de
estrogenos, la minociclina no normalizé el aprendizaje de los ratones Ts65Dn aunque si evitd la
pérdida de neuronas colinérgicas (Hunter et al., 2004).

2.4.2.2 Antagonistas del receptor GABAa

Varios estudios han demostrado anomalias electrofisioldgicas en la capacidad para producir LTP
en los ratones Ts65Dn (Siarey et al., 1999; Kleschevnikov et al., 2004; Costa y Grybko, 2005)
que, como se detalld6 en apartados anteriores, es debido al desequilibrio entre
neurotransmision excitadora e inhibidora. Dado que la LTP es la base electrofisiolégica del
aprendizaje, se propuso que la sobreinhibicién encontrada en el ratén TS65Dn podria ser
responsable de sus déficits cognitivos. Basandose en estas observaciones, se probé la eficacia
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de los antagonistas del receptor GABAa: picrotoxina, bilobalida y pentilenetrazol (PTZ). Se
sometid a ratones Ts65Dn de 3-4 meses de edad a la prueba de reconocimiento de un objeto
nuevo (NOR) y al laberinto en T (Fernandez et al., 2007). El tratamiento crénico con los tres
farmacos normalizé el aprendizaje y memoria de los ratones Ts65Dn en la prueba del NOR y la
administracion de PTZ también recuperd las habilidades cognitivas de estos animales en la
prueba del laberinto en T. Ademas, estos efectos beneficiosos seguian presentes hasta dos
meses después de finalizar el tratamiento.

Sin embargo, la propuesta del PTZ para ensayos clinicos en el SD ha sido controvertida porque
es un conocido agente convulsionante (Wetmore y Garner, 2010) y actualmente no estd
aprobado por la FDA (US Food Drug Adminsitration).

Para evitar los efectos adversos del antagonismo del receptor GABAa (incremento de la
posibilidad de sufrir convulsiones y aumento de la ansiedad) en personas con SD, se comenzé a
estudiar otros farmacos que modulaban negativamente la actividad de este recetor de manera
mas especificas. Los receptores GABAa tienen una gran heterogeneidad, tanto de composicion
(19 subunidades) como de funcién (Deidda et al., 2014). Numerosos estudios han relacionado la
activacion de la subunidad a5 del receptor GABAA con sus efectos sobre la cognicidn (Collinson
et al., 2002). Ademas, la subunidad a5 esta altamente expresada en el hipocampo pero menos
comunmente en otras regiones del cerebro (Sur et al., 1998). Basdandose en estos datos, se
llevaron a cabo varios estudios con moduladores alostéricos negativos (NAM) selectivos para la
subunidad a5 del receptor GABAa. El tratamiento crénico con estos compuestos (a5IA y
RO4938581) mejord el aprendizaje de los ratones trisdmicos en distintas pruebas de
aprendizaje espacial (Braudeau et al.,, 2011; Martinez-Cué et al., 2013). Ademas, los ratones
Ts65Dn tratados con R0O4938581 mostraron una neurogénesis y una LTP completamente
normal (Martinez-Cué et al., 2013). Ninguno de los dos tratamientos produjo convulsiones o
incrementd la ansiedad de los animales.

2.4.2.3 Memantina, un antagonista del receptor NMDA

La memantina es un antagonista no competitivo del receptor NMDA, que es capaz de recuperar
el aprendizaje y la memoria en modelos murinos de EA y de derrame cerebral (Lipton, 2007).
Actualmente esta aprobada por la FDA para el uso en la EA moderada o severa. El mecanismo
de accidon de la memantina esta relacionado con al menos 9 proteinas codificadas por el Hsa21l
(Lieberman y Mody, 1994) que interaccionan directa o indirectamente con el receptor NMDA.
Entre ellas se encuentran el regulador de CaN, RCAN1 (Siddiqui et al., 2008).

Costa et al. (2008) demostraron que una Unica administracion de memantina paliaba los déficits
cognitivos de los ratones Ts65Dn en la prueba de condicionamiento del miedo (CFC). El
tratamiento créonico con memantina también mejord la ejecucion de estos animales en una
prueba de aprendizaje espacial (Rueda et al., 2010)in embargo, al contrario que los
antagonistas del GABA,, la memantina no produce efectos beneficiosos a largo plazo.

2.4.2.4 Fluoxetina

En roedores el tratamiento con varios antidepresivos y en especial con el inhibidor de Ia
recaptacion de la serotonina, fluoxetina, estimula la produccién de nuevas neuronas y su
incorporacion en las redes de trabajo (Malberg et al., 2000). La administracion de fluoxetina a

Grado en Medicina UNICAN



REVISION BIBLIOGRAFICA 24 de 70

ratones Ts65Dn incrementd su neurogénesis (Clark et al., 2006). Ademas, el tratamiento con
este farmaco a ratones trisdmicos recién nacidos consiguid normalizar los niveles del receptor
de serotonina 5HT2a, y de la neurotrofina BDNF (Bianchi et al., 2010).

Adicionalmente, se ha demostrado que la fluoxetina produce una disminucion de la inhibicién
GABAérgica (Vetencourt et al., 2008; Choi et al., 2010; Caiati y Cherubini, 2013). Sin embargo,
Heinen et al. (2012) trataron a ratones Ts65Dn de 5-7 meses de edad con fluoxetina durante un
total de 6 semanas. Los ratones tratados no mostraron mejoria en el laberinto acuatico de
Morris y no presentaron cambios en la densidad de neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal. Los autores reportaron un gran numero de convulsiones y muertes (3/9 y 4/9
respectivamente) en los animales tratados con fluoxetina. Estos resultados chocaban con los
estudios realizados hasta ese momento (Clark et al., 2006; Bianchi et al., 2010). Otros estudios
(Begenisic et al., 2014) confirmaron los resultados negativos observados en el ultimo. Las
razones mas probables de estos resultados negativos son que en estos estudios se administré
una dosis de fluoxetina de mayor concentracidn durante mucho mas tiempo.

Se han seguido realizando estudios con fluoxetina a dosis menores en ratones Ts65Dn, que
aparecen registradas en el Anexo | y que han mostrado resultados favorables.

2.4.2.5 Inhibidores de la acetilcolinesterasa

Los inhibidores de la acetilcolinesterasa son un grupo de farmacos utilizados en el tratamiento
de la EA, que aumentan la actividad del sistema colinérgico y por tanto reducen los déficits
funcionales asociados a la pérdida de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal.

La administracion de fisostigmina a ratones Ts65Dn no consiguié paliar sus déficits cognitivos
pero, a los 4 meses de edad, produjo un ligero aumento en los niveles de acetilcolinesterasa
(Chang y Gold, 2008).

Por otro lado, el inhibidor de la acetilcolinesterasa donepezilo ha mostrado efectos positivos
minimos en pequefios ensayos clinicos con nifios y adultos con SD (Heller et al., 2004). El
tratamiento crénico con este farmaco no recuperé las alteraciones en aprendizaje espacial del
ratdn Ts65Dn en la prueba del laberinto acuatico de Morris (Rueda et al., 2008). Sin embargo,
dado que el donepezilo en modelos animales de EA tiene un efecto dosis dependiente es
posible que en este estudio no se utilizara la dosis adecuada para producir beneficios.

Por ultimo, el tratamiento con galantamina a ratones trisémicos adultos consiguid revertir sus
déficits cognitivos (De Souza et al., 2011).

2.4.2.6 Agonistas del receptor 8-adrenérgico

Los niveles del precursor de monoaminas, tirosina hidroxilasa (TH) y de marcadores de
neuronas noradrenérgicas (NA) en el locus coeruleus (LC) de los ratones Ts65Dn son normales a
los 3 meses de edad, pero disminuyen, al igual que ocurre con los marcadores de neuronas
colinérgicas, cuando los ratones alcanzan los 6 meses (Salehi et al., 2009; Lockrow et al., 2011).
Ademas, estos ratones son mas sensibles a una neurotoxina noradrenérgica (Lockrow et al.,
2011). Estos resultados indican que en los ratones Ts65Dn también hay una degeneracién
dependiente de la edad de las neuronas noradrenérgicas (NA). La disminucién de la influencia
noradrenérgica al hipocampo podria contribuir al deterioro observado en las pruebas de
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aprendizaje dependientes del hipocampo. Para evaluar el efecto del incremento de la actividad
noradrenérgica sobre la cognicion de los ratones Ts65Dn se les administré un precursor de la
NA, L-DOPS, o el agonista parcial del receptor Bl-adrenérgico, xamoterol. Ambos farmacos
normalizaron el aprendizaje y memoria de asociacion de estimulos de los ratones Ts65Dn en la
prueba de condicionamiento de miedo (Salehi et al., 2009; Faizi et al., 2011).

Por otro lado, la administracién del agonista f2-adrenérgico, formoterol, mejora parcialmente
este tipo de aprendizaje (Dang et al., 2014).

2.4.2.7 Litio

El litio es un tratamiento habitual para los desérdenes animicos que se ha usado desde 1970.
Mientras que los mecanismos moleculares por los que estabiliza el animo no se conocen con
detalle, si se sabe que el litio actua en parte inhibiendo la actividad de GS3KB y modulando la
sefializacion de las vias Wnt/B-catenina. Asi mismo, inhibe la actividad de las inositol fosfatasas.
La capacidad del litio para competir con el Mg** en la unién de proteinas implica que pueda
tener un amplio rango de efectos. El litio tiene propiedades neuroprotectoras e incrementa la
neurogénesis en ratones normales (Pasquali et al., 2010; Wada, 2009).

La administracién de litio durante un mes a hembras adultas y a machos Ts65Dn jévenes
normalizé su neurogénesis (Bianchi et al., 2010). Ademas, en el caso del tratamiento a ratones
Ts65Dn jévenes, este tratamiento también normalizé su LTP, los niveles de P-catenina
fosforilada y mejord la cognicién en las pruebas de condicionamiento de miedo y de
reconocimiento de objetos pero no en la del laberinto en T (Contestabile et al., 2013).

2.4.2.8 Melatonina

Es bien conocido el papel de la melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina) en la regulacion de los
ciclos circadianos, en concreto en relaciéon con los patrones de suefio (Singh y Jadhav, 2014;
Wade et al.,, 2014). Estudios recientes en modelos animales de EA han demostrado que la
melatonina tiene muchos efectos beneficiosos como antioxidante, antiapoptoético, anti-
inflamatorio y ofrece proteccion frente a la degeneracion y el deterioro cognitivo (Singh y
Jadhav, 2014).

El tratamiento crénico con melatonina a ratones Ts65Dn de avanzada edad mejord su
aprendizaje espacial, LTP y neurogénesis hipocampal (Corrales et al., 2013; Corrales et al.,
2014).

2.4.2.9 Sonic hedgehog

En 2006 Roper et al. demostraron que una Unica administracién a los 6 dias del nacimiento del
agonista de Sonic Hedgehog, SAG 1.1, normaliza completamente el nimero de células de la
capa de células granulares del cerebelo de los ratones Ts65Dn. Ademas, la administracién de
SAG 1.1 a ratones Ts65Dn el dia del nacimiento o a los 4 meses de edad también corrige este
déficit en densidad celular, mejora la LTP hipocampal y el aprendizaje espacial en el laberinto
acuatico de Morris (Das et al., 2013).
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2.4.2.10 Epigalocatequina-3-galato (EGCG)

La epigalocatequina-3-galato (EGCG) es una catequina que se encuentra en el té verde. La EGCG
es un inhibidor altamente especifico para dos kinasas codificadas por Hsa2l, DYRK1A y
MAPKAPKS5, inhibiendo su actividad en un 90 % (Bain et al., 2003). Ademas, también inhibe
otras kinasas aunque en menor medida. Los primeros estudios en modelos de SD demostraron
gue la preincubaciéon con EGCG normaliza la LTP en rodajas de hipocampo de ratones Ts65Dn
(Xie et al., 2008). Mas recientemente se ha demostrado que la administracion crénica de EGCG
a ratones Ts65Dn de 3 meses normaliza su aprendizaje espacial (De la Torre et al., 2014).

Los beneficios del EGCG no sdlo se limitan a la inhibicidon de la actividad de DYRK1A, sino que
también es un potente antioxidante y agente antitumoral (Singh et al., 2011; Patra et al., 2008).
El efecto de la administracidn de EGCG se ha estudiado en muchas otras enfermedades como la
obesidad, diferentes tipos de tumores, la enfermedad de Huntington, el sindrome de la X-fragil
y la EA, dando lugar a varios ensayos clinicos (https://clinicaltrials.gov/ ).

2.4.2.11 Antioxidantes

Como ya se ha descrito en apartados anteriores, los niveles de especies reactivas de oxigeno se
encuentran aumentados en los cerebros con SD, por lo que el uso de antioxidantes podria ser
una buena estrategia terapéutica. Los ratones Ts65Dn muestran al igual que los individuos con
SD, un incremento del estrés oxidativo. La administracion a estos ratones de una dieta elevada
en vitamina E desde los 4 meses hasta los 8-10 meses reduce el estrés oxidativo, mejora el
aprendizaje espacial y previene la pérdida de TRKA en las neuronas colinérgicas (Lockrow et al.,
2009).

En otro estudio la administracién a hembras Ts65Dn embarazas y a su descendencia con una
dieta enriquecida en vitamina E mejord su aprendizaje espacial aunque no llegé a normalizarlo
completamente (Shichiri et al., 2011).

2.4.2.12 Inhibicion de la produccion A8

Como se describié anteriormente, la sobreexpresion del gen APP/App en individuos con SD y en
el ratén Ts65Dn produce un incremento en los niveles de esta proteina y de los péptidos
amiloides, procesos implicados en la aparicién de la histopatologia tipo EA. La administracién
de un inhibidor de B-secretasas redujo el nivel de fragmentos B-amiloides y mejord la ejecucién
en el laberinto acudtico de Morris sin modificar los niveles de APP de los ratones Ts65Dn
(Netzer et al., 2010).

2.4.2.13 Neuropéptidos

Los péptidos NAP y SAL derivados de los factores neurotréficos ADPN y ADNF han demostrado
tanto in vitro como in vivo proteger de la toxicidad inducida por los péptidos B-amiloides, por la
hiperfosforilacion tau y por la exposicion fetal a alcohol (Shiryaev et al., 2011). lLa
administracion de ambos péptidos a ratones Ts65Dn adultos durante 9 dias normalizé el
aprendizaje y memoria espacial de estos animales en el laberinto acudtico de Morris (Incerti et
al., 2011), aunque ese efecto pro-cognitivo habia desaparecido 10 dias después de terminar el
tratamiento. En un segundo grupo de experimentos se tratd a hembras de Ts65Dn
embarazadas con NAP/SAL diariamente desde el dia embrionario 8 hasta el 12 y se evalué su
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efecto sobre la descendencia a los 8-10 meses de edad. Estos animales mostraron una mejoria
en sus habilidades cognitivas, aunque éstas no llegaron a normalizarse completamente (Incerti
et al,, 2012).

Por otro lado, la administracion del péptido 6, que deriva del factor neurotréfico ciliar, ha
demostrado mejorar la neurogénesis en distintos modelos animales (Chohan et al.,, 2011;
Blanchard et al., 2011).

2.4.2.14 Colina

Existen considerables evidencias de que la suplementacidon con colina puede suponer un
beneficio a largo plazo en distintos procesos cognitivos (McCann et al., 2006), asi como en la
neurogénesis adulta (Glenn et al., 2007). Dada la pérdida neuronas colinérgicas en los ratones
Ts65Dn y en el cerebro de los individuos con SD se examinaron los efectos de una dieta
enriguecida con colina tanto durante el periodo prenatal como el perinatal en ratones Ts65Dn.
Ambas dietas rescataron el aprendizaje espacial, mejoraron la neurogénesis, sin llegar a
normalizarla, e incrementaron los marcadores de las neuronas colinérgicas del prosencéfalo
basal en los ratones Ts65Dn (Moon et al., 2010; Velazquez et al., 2013; Ash et al., 2014).

2.4.2.15 Antagonistas del receptor GABAg

Las corrientes de K* inducidas por el receptor GABAg estan incrementadas en el ratéon Ts65Dn
(Best et al., 2012; Best et al., 2007), lo que contribuye a la sobre-inhibicion encontrada en estos
ratones. La administracion de CGP55845, un antagonista del receptor GABAg, normalizé
totalmente las habilidades cognitivas de los ratones Ts65Dn en la prueba de reconocimiento de
objetos pero no en la del laberinto en T (Kleschevnikov et al., 2012).

2.4.3 Tratamientos fallidos en Ts65Dn

En este apartado se describiran los efectos de distintos farmacos que no produjeron beneficios
sobre las habilidades cognitivas de los ratones Ts65Dn.

2.4.3.1 Andlogo ciclico de GABA: piracetam

A pesar de que el piracetam fue considerado durante afios un farmaco nootropo, varios
estudios clinicos en humanos han demostrado que no mejora la cognicién (Malykh y Sadaie,
2010). Asi mismo, la administracion de piracetam a ratones Ts65Dn no mejord su aprendizaje y
memoria espacial en el laberinto acudtico de Morris (Moran et al., 2002).

Por otro lado, el SGS-111, un andlogo del piracetam ha mostrado tener propiedades
antioxidantes y prevenir la apoptosis en cultivos de neuronas de la corteza cerebral de fetos
con SD (Pelsman et al., 2003). Sin embargo, su administracion in vivo a ratones Ts65Dn desde la
gestion hasta la edad adulta no ejercié ningun beneficio sobre el aprendizaje espacial de estos
animales (Rueda et al., 2008).

2.4.3.2 Etosuximida

El gen KCNJ6, localizado en el Hsa21, codifica el canal GIRK2 vy, por tanto, podria tener un papel
en la sobreinhibicion mediada por los receptores GABAg encontrada en el ratéon Ts65Dn
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(Cramer et al., 2010). La etosuximida es un antiepiléptico que actia como inhibidor de la
actividad de varios canales GIRK, incluyendo el GIRK2. Para evaluar si el bloqueo de este canal y,
por tanto, la reduccién de la inhibicidon, conseguia revertir los déficits cognitivos del ratdn
Ts65Dn se administrd etosuximida a estos animales. El tratamiento con este antiepiléptico no
mejoré el aprendizaje de los ratones trisémicos en el laberinto acuatico de Morris o en la
prueba de condicionamiento de miedo (Vidal et al., 2012). Dada la diversidad de funciones que
tienen los genes del Hsa21, no es sorprendente observar que la normalizacidén de tan sélo uno
de los genes de este cromosoma, en un contexto de sobreexpresion de muchos mas genes, no
llegue a mostrar beneficio alguno sobre el aprendizaje.

2.4.3.3 Antagonista especifico de la subunidad 2B de receptor NMIDA: RO256981

Basandose en la elevada actividad del receptor NMDA en los ratones Ts65Dn, se llevaron a cabo
estudios con antagonistas especificos de este receptor, en particular con R0O256971. La
administracion de este compuesto no mejord las habilidades cognitivas de los ratones
trisdmicos en el laberinto en Y y las deteriord en el laberinto de Barnes (Hanson et al., 2013).

2.5 ESTADO ACTUAL DE LOS ENSAYOS CLINICOS PARA MEJORAR EL DEFICIT

COGNITIVO EN EL SD

Recientemente se han completado o estdn en progreso varios ensayos clinicos para evaluar el
efecto de distintos fdrmacos, que probaron ser beneficiosos en estudios preclinicos, sobre el
déficit cognitivo del SD. Estos ensayos son complicados, los resultados que se obtienen son
complejos y no estan estandarizados. Ademds, mejorias en una prueba especifica se pueden no
traducir directamente en beneficios en distintos aspectos de la calidad de vida como la
confianza, la independencia, o la satisfaccion laboral (Gardiner, 2015).

Basandose en las anomalias en los niveles de acetilcolinesterasa que presentan los cerebros de
los individuos con SD, algunos pequeios ensayos clinicos (con menos de 10 participantes) han
evaluado los efectos de los inhibidores de la acetilcolinesterasa donepezilo y rivastigmina.
Aunque estos farmacos produjeron algunos resultados positivos, en general estos tratamientos
se han considerado inefectivos y los ensayos no han continuado (Kishnani et al., 2010; Johnson
et al., 2003; Heller et al., 2010).

Dado que siete genes del Hsa2l estan implicados en el metabolismo del acido félico o su
sobreexpresidon da lugar a alteraciones en las concentraciones de los componentes de las vias
del folato, se realizd un ensayo clinico para probar la eficacia de los suplementos de folato en
nifios con SD de entre 3-30 meses de edad. La administracion de leucovorina (un derivado del
acido félico) diariamente durante 12 meses produjo un incremento del desarrollo general de
estos nifios. Aunque la administracién de folato produjo pocos efectos, sus beneficios fueron
mayores en nifios que estaban recibiendo tiroxina como tratamiento para el hipotiroidismo
(Blehaut et al., 2010). Solamente 2 de los 7 genes que afectan al metabolismo del folato en el
SD estan triplicados en los ratones Ts65Dn, haciendo que estos animales no sean adecuados
para las evaluaciones preclinicas de la suplementacién con folatos. La conexién del Hsa21 con la
hormona tiroidea puede implicar al gen NRIP1, que tampoco estd en trisomia en los ratones
Ts65Dn (Hanney et al., 2012). Actualmente se encuentra en progreso un ensayo mas grande
con folato y tiroxina.
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(ver:
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00294593?term=Down+syndrome+and+cognitive+defici

ts&rank=10).

Otros ensayos estan basados, al menos en parte, en resultados positivos de estudios preclinicos
realizados en ratones Ts65Dn. Entre ellos, basdndose en los beneficios obtenidos tras la
administracion de antioxidantes en estos ratones se disefidé un ensayo de 2 afios que evalud los
efectos del consumo diario de antioxidantes (900 Ul de alfa-tocoferol, 200 mg de acido
ascorbico y 600 mg de acido alfa-lipoico) en 53 personas con SD y demencia. Se concluyé que la
suplementacién con antioxidantes es segura, aunque ineficaz como tratamiento para la
demencia en individuos con SD y demencia tipo EA (Lott et al., 2011).

Por otro lado, los beneficios demostrados en la cognicion del ratén Ts65Dn tras la
administracion de memantina y el hecho de que actualmente se use este farmaco para el
tratamiento de la demencia tipo EA en la poblacidon normal propicié el desarrollo de un estudio
en la poblacién SD. En este ensayo, randomizado y de doble ciego, se evalué el efecto del
tratamiento con memantina en adultos con SD (>40 afios). Durante 52 semanas 88 pacientes
recibieron memantina y 85 recibieron placebo. No se observaron resultados significativamente
diferentes entre los dos grupos, ya que ambos grupos empeoraron en términos de nivel
cognitivo y funcién. No puede ignorarse que en este grupo de edad, la neurodegeneracién ya
estaba demasiado avanzada como para que el tratamiento con antioxidantes o memantina
pudieran provocar algun beneficio (Hanney et al., 2012).

En ensayo randomizado, mas pequefo, se evalué el efecto de la administracion de memantina
o placebo durante 16 semanas a 20 adultos jévenes con SD (18-32 afos). En un primer analisis
no se observé ninguna diferencia en cuanto a memoria espacial y episddica entre el grupo que
recibia el tratamiento y el del placebo. Sin embargo, un andlisis mas detallado de los resultados
desveld una pequena mejoria en la memoria de los pacientes tratados con memantina (Boada
et al.,, 2012).

En cuanto al inhibidor de la quinasa DYRK1A, EGCG, primero se realizé un pequefio ensayo en el
que 15 participantes con SD de entre 14 y 29 afios recibieron este compuesto o placebo
durante 3 meses. Las personas que recibieron EGCG mostraron una mejoria significativa en las
pruebas de memoria visual (De la Torre et al., 2014). En un segundo ensayo de fase Il realizado
entre 2012 y 2014 se incluyeron 84 pacientes con SD que fueron tratados durante 12 meses (43
en el grupo de ECGCy 41 en el grupo placebo, ambos con entrenamiento cognitivo adyacente).
El grupo tratado con ECGC mostrd una mejoria significativa en las pruebas de memoria visual,
control inhibitorio y comportamiento adaptativo (De la Torre et al., 2016).

Entre los ensayos clinicos que se han terminado recientemente se incluye un ensayo en fase Il
con el modulador alostérico negativo selectivo para la subunidad a5 GABAs, RG1662 (Hoffman-
la Roche Ltd., Basel, Suiza), un compuesto similar a los que habian demostrado efectos
procognitivos en el ratén Ts65Dn. Este fue un ensayo internacional realizado simultaneamente
en Estados Unidos, Francia, Italia y Espafia en el que no se demostraron efectos pro-cognitivos
de este compuesto en la poblacion SD estudiada. (ver:
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=Down+syndrome+RG1662&Search=Search),
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En la actualidad, existen tres ensayos clinicos activos en procesos de reclutamiento de
pacientes:

1. Tratamiento del deterioro cognitivo del Sindrome Down con nicotina (Nicotine
Treatment of Cognitive Decline in Down Syndrome)

Este ensayo comenzd en abril de 2013 y se estimd que la fecha final del estudio seria en junio
de 2016. Es un estudio intervencional, con la asignacién de un solo grupo, sin
enmascaramiento. El procedimiento se basa en administrar parches de nicotina a personas con
SD durante un total de 28 dias. Todos los participantes en el estudio comenzaron con el parche
de 7 mg, variando desde 2h/dia hasta un total de 16h/dia durante los primeros 7 dias
(basandose en la tolerancia individual). Del dia 7 al 28 del estudio, los participantes se aplicaron
un nuevo parche diariamente. Los investigadores evalian los cambios diarios producidos por el
tratamiento con nicotina a través de marcadores electrofisiolégicos del estado cognitivo, asi
como marcadores clinicos, biolégicos y cognitivos de genes como la apolipoproteina E
(APOE)/CYP2A6 y medidas conductuales. El objetivo de este estudio es determinar si la nicotina
es segura y tolerada por pacientes con SD y buscar evidencias de mejorias en el funcionamiento
cognitivo, asi como establecer pruebas de correlaciones biolégicas y conductuales de los
efectos de la estimulacidn con nicotina en estos pacientes.

(Ver: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01778946)

2. Estudio longitudinal de fenotipaje clinico y con biomarcadores en el Centro Rocky
Mountain de la enfermedad de Alzheimer (Rocky Mountain Alzheimer's Disease
Center Longitudinal Biomarker and Clinical Phenotyping Study)

Se trata de un estudio observacional prospectivo que pretende reclutar 800 personas con SD,
EA, y Deterioro Cognitivo Leve (DCL), controles sanos y padres de personas con SD a las que se
les haria un seguimiento durante aproximadamente 15 afios o hasta su muerte. El estudio
comenzd en febrero de 2016 y tiene como fecha estimada de final de recogida de datos
diciembre de 2030. Este ensayo planea crear un gran banco de muestras de sangre, liquido
cefalorraquideo, pruebas de neuroimagen y datos clinicos que se usardn para diferentes
estudios sobre las causas de la EA, el SD, asi como otros trastornos que cursen con alteraciones
cognitivas.

(Ver: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02612376)

3. Seguridad, tolerancia e inmunogenicidad de la vacuna ACI-24 en adultos con SD
(Safety, Tolerability and Immunogenicity of ACI-24 Vaccine in Adults With Down
Syndrome)

Se trata de un estudio multicéntrico prospectivo, controlado con placebo, doble ciego vy
randomizado sobre el efecto de la administracién durante 24 meses de la vacuna ACI-24. Esta
vacuna genera anticuerpos contra los péptidos B-amiloides agregados sin que se produzca la
respuesta pro-inflamatoria de las células T. Todos los sujetos recibirdn el medicamento del
estudio (ACI-24 o placebo) 7 veces a través de inyecciones s.c. (12 meses) y se hara un
seguimiento durante 12 meses después de la ultima dosis con una evaluacién final de seguridad
y eficacia. Este estudio comenzé en marzo de 2016 y tiene una fecha estimada de fin de
recogida de datos de agosto de 20109.

Grado en Medicina UNICAN


https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01778946
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02612376

REVISION BIBLIOGRAFICA 31de 70

(Ver: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02738450)

Para mas informacion sobre ensayos clinicos en la poblacion SD ver:
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=Down+syndrome+and+cognitive+deficits&type=&rslt
=&recr=&age v=&gndr=&cond=&intr=&titles=&outc=&spons=&lead=&id=&statel=&cntry1=&s
tate2=&cntry2=&state3=&cntry3=&locn=&rcv_s=&rcv_e=&lup s=&Ilup e
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La segunda parte de este trabajo consistid6 en una estancia en el Laboratorio de
Neuropsicobiologia del Aprendizaje del Departamento de Fisiologia y Farmacologia de la
Facultad de Medicina de Santander. Durante este tiempo se participd en el estudio pre-clinico
de los efectos de distintos farmacos sobre los fenotipos cognitivo-conductuales y
neuromorfoldgicos alterados en el ratén Ts65Dn.

A continuacidn se describird la metodologia utilizada para realizar tales experimentos.

Dado que se participé en distintos estudios en los que se valoraron farmacos de naturaleza
diversa, no se describiran las caracteristicas de estos compuestos, los protocolos de
tratamiento o las vias de administracién de cada farmaco.

3.1 ANIMALES

Se utilizaron ratones trisémicos parciales Ts65Dn (TS) y sus hermanos euploides (CO). Dado que
los ratones TS y CO no son distinguibles mediante su aspecto externo, los animales fueron
cariotipados para poder asi conocer su carga genética. El ADN gendmico necesario para el
cariotipado de los animales se consiguié mediante la digestién de fragmentos de cola de ratén.
Se genotiparon los ratones a las 6-8 semanas de edad mediante PCR cuantitativa en tiempo real
utilizando el protocolo de Liu et al., (2003).

3.2 ESTUDIOS CONDUCTUALES

3.2.1 Estudios cognitivos

3.2.1.1 Aprendizaje espacial: laberinto acudtico de Morris

La valoracién del aprendizaje espacial se realizé utilizando el laberinto acuatico de Morris,
(Morris Water Maze, MWM) que consiste en un tanque metalico circular, lleno de agua tefiida
con leche. Dentro del tanque se colocé una plataforma.

El experimento constd de varias sesiones (Figura 2): 12 sesiones de adquisicion, una sesion en la
gue se retira la plataforma y cuatro de aprendizaje guiado. Todos los ensayos fueron grabados
por una camara de video. Las trayectorias de los ratones fueron analizadas mediante un
programa de seguimiento automatizado, para obtener los siguientes datos: latencia de escape,
distancia recorrida y velocidad de natacidn de cada animal y en cada ensayo.

a) Sesiones de adquisicién: en estas sesiones la plataforma permanece oculta, sumergida
en el agua. Durante las 8 primeras sesiones la posicién de la plataforma varié cada dia
entre cuatro posiciones posibles, este, suroeste, centro y noroeste (E, SO, centro, NO).
En las sesiones 9 a 12 la plataforma permanecid en la misma posicion. Al inicio de cada
ensayo se introducia a cada ratdn en el agua y se le permitia nadar hasta que alcanzara
la plataforma o hasta un periodo maximo de 60 segundos.
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b) Sesién de retirada de la plataforma: en esta sesion se retiré la plataforma, se introdujo
al ratén por la posicién mas alejada y se permitié a cada animal nadar por el tanque
durante 60 segundos. En esta sesién se registrd el tiempo que pasaba cada ratén en el
cuadrante donde habia estado la plataforma los 4 dias anteriores, la distancia que
recorria en ese cuadrante y el nimero de veces que cruzaba por encima del sitio exacto
en el que habia estado la plataforma.

c) Sesiones de aprendizaje guiado: en estas 4 sesiones la plataforma era visible, su posicién
estaba indicada con una flecha. Se realizaron varios ensayos en los que el procedimiento
experimental fue el mismo empleado en las sesiones de adquisicién.

& | -

Figura 2: Prueba del laberinto acudtico de Morris. (A) Secuencia de una sesion
de adquisicion en la que el animal nada hasta encontrar la plataforma. (B)
Secuencia en una sesion de aprendizaje guiado en la que la plataforma se

encuentra visible, sefialada con una bandera.

3.2.1.2 Condicionamiento de miedo: test de condicionamiento del miedo a un contexto

Esta prueba de condicionamiento tiene como objetivo medir la memoria de asociacidn entre un
estimulo aversivo (descarga eléctrica en las patas) y otro neutro de naturaleza espacial (un
contexto) o auditiva (un tono). Tras varias asociaciones de los estimulos neutros con los
estimulos aversivos los ratones muestran un patrén conductual de inmovilidad cuando se
enfrentan al estimulo contextual o al auditivo. Por tanto, el tiempo de inmovilidad que los
ratones muestran ante el contexto o el tono condicionado es un indice de la memoria de
asociacion entre los estimulos.

Para realizar esta prueba se siguid el protocolo descrito por Salehi et al. (2009) y se utilizé el
sistema de condicionamiento de miedo de Stoelting (ll, USA) y el programa de seguimiento de
video ANY-maze.

El aparato es una urna de metacrilato con un suelo de rejilla metalica, a través de la cual se
pueden administrar descargas eléctricas, colocada dentro de una cadmara insonorizada con una
fuente de sonido en su interior (Figura 3). La prueba constd de tres sesiones: una de
entrenamiento, una de test de la asociacién tono-descarga y una de test de la asociacién
contexto-descarga. En la sesion de entrenamiento se dejé que los animales deambulasen
libremente por el aparato durante 3 minutos.
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A continuacién, se realizaron 5 ensayos de asociacion entre el tono y descarga en un contexto
con unas caracteristicas visuales especificas (paredes de franjas blancas y negras). En cada uno
de estos ensayos se emitid un sonido durante 20 segundos y 18 segundos después se
administré la descarga. En la segunda sesion (prueba de la asociacién tono-descarga) los
animales fueron colocados en el mismo aparato con nuevas caracteristicas visuales (paredes
lisas) durante 3 minutos y se emitieron 3 tonos de las mismas caracteristicas que el dia del
entrenamiento pero sin descargas eléctricas. En la Ultima sesidn se colocd a los animales en el
mismo contexto que durante la sesidon de entrenamiento durante 5 minutos sin ningun tono o
descargas. Durante las sesiones 2 y 3 se cuantificd el tiempo de inmovilidad de los animales
como medida de asociacion entre el estimulo incondicionado (descarga) y los condicionados
(tono en la sesion 2 y contexto en la sesidn 3).

Figura 3: Aparato de
condicionamiento del miedo.

3.2.2 Estudios sensorimotores, de actividad locomotora y ansiedad

3.2.2.1 Pruebas sensorimotoras

En primer lugar, se analizd la agudeza visual y la sensibilidad olfatoria de los animales. Ademas,
se valoré la funcidn del cerebelo y el sistema vestibular mediante la respuesta de alcance. La
sensibilidad tactil se valord cuantificando la reaccidn refleja al roce de los bigotes. Se utilizé la
prueba de respuesta de sobresalto para evaluar la respuesta a un estimulo auditivo. Para
evaluar posibles alteraciones vestibulares se analizd el reflejo de enderezamiento. También se
analizo la fuerza de agarre del animal y el equilibrio en las barras de madera y de aluminio. Por
ultimo, se valoré el reflejo prensil y la capacidad de traccién de los ratones en la prueba de la
percha (ver Escorihuela et al., 1995).

a) Respuesta de alcance: en esta prueba se sujetaba suavemente al ratéon por la colay se le
acercaba a una superficie lisa. Se valoré que el momento en que el animal extendia las
patas delanteras.

b) Prueba de respuesta de sobresalto: esta prueba consistié en colocar al animal en una
jaula limpia y golpear unos elementos metalicos unos centimetros por encima de su
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c)

d)

e)

f)

cabeza. Se valoro¢ si el animal saltaba o si aparecia el reflejo de sobresalto (reflejo de
Preyer), que consiste en retraer el pabelldn auditivo.

Reflejo de enderezamiento: se colocé al animal sobre una superficie a 10 cm de altura.
Se coge al animal por la cola y se le realiza un giro de 180 ° dejandole caer sobre una
superficie blanda. Se evalud la capacidad del ratén de enderezarse en el aire y la forma
de caer (sobre las cuatro patas, de lado, de espaldas, ...) y si no se daba la vuelta al ser
colocado de espaldas sobre una superficie plana (enderezamiento en superficie).

Fuerza de agarre: se utilizd una rejilla de barras situada de manera que presentaba una
inclinacion de 45 °. Se colocd al ratén sobre ella y se tiré suavemente de la cola
valorando la fuerza con que el ratdn se sujetaba con las patas delanteras.

Equilibrio: se utilizaron dos tipos de barra que suponen diferentes grados de dificultad,
una de madera (Figura 4A) y otra de aluminio (Figura 4B). Ambas se situaron a 40 cm del
suelo. Se realizaron dos ensayos de 20 segundos en cada barra empezando por la de
madera. El ratén se depositaba en el centro de la barra con las cuatro patas sobre ella'y
se valord su reaccién (latencia caida, tiempo en zona central y si llegaba a los extremos
de las barras).

Reflejo prensil y capacidad de traccién (Figura 4C): se colocaba al ratéon colgado por las
patas delanteras en el centro de una percha metdlica, a una altura de 32 cm del suelo.
Se realizaron 3 ensayos de 5 segundos de duracién cada uno. En la prueba de reflejo
prensil se evalud si el ratdn se caia o si aguantaba los 5 segundos colgado. En la prueba
de capacidad de traccion se evalud si el raton sube alguna de las patas a la barra o si es
capaz de alcanzar el extremo de la percha.

Figura 4: Prueba de equilibrio sobre barra de madera (A) y de aluminio (B) y prueba de la
percha (C).

3.2.2.2 Coordinacion motora: Rotarod

Esta prueba se utiliza para evaluar la coordinacién motora de los animales. Para ello se utilizd
un Rotarod (UGO BASILE, Comerio, Varese, Italia) (Figura 5). El aparato consta de un rodillo de
plastico que gira a distintas velocidades. En una Unica sesion se realizaron 4 ensayos. Los 3
primeros ensayos, de un maximo de 60 segundos, fueron a velocidades constantes.
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El dltimo ensayo consistid en un ciclo de aceleracién en el que el rodillo iba girando
progresivamente a mas velocidad y el animal tenia que adaptarse a las crecientes exigencias de
la prueba.

Figura 5: Prueba de coordinacion motora en el Rotarod

3.2.2.3 Actividad espontdnea: actimetria

En esta prueba se evalud la variacidn circadiana de la actividad locomotora de los animales
durante un ciclo completo luz-oscuridad. Para ello se utilizd un actimetro (Acti-system II,
Panlab, Barcelona) que detecta los cambios producidos por el movimiento de los ratones en un
campo magnético. Se registraron los movimientos realizados por los animales durante un ciclo
continuo de 24 horas (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad).

3.2.2.4 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 didmetro (Figura 6). 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 midid: el nUmero de exploraciones, el tiempo que explora cada
agujero y la actividad general en el aparato (distancia recorrida y nimero de incorporaciones).
Para evaluar la atencién de los animales se calculd el nimero de repeticiones de exploraciones
de agujeros previamente explorados (indice ABA).

Figura 6: Prueba de la tabla de agujeros. En la imagen se
observa un animal realizando una exploracion o head-dipping.
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3.2.2.5 Ansiedad

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 midié la actividad horizontal (distancia recorrida en el centro y en la periferia del
aparato, tiempo en ambas zonas y velocidad del animal durante la prueba) y vertical
(incorporaciones o nimero de veces que el raton se endereza sobre sus patas traseras). El
aparato se ilumind con dos fuentes de luz para someter al animal a una situacion estresante.
Todos los ensayos fueron grabados en video y posteriormente analizados con un programa de
analisis de imagen.

Figura 7: Prueba del campo abierto. En la imagen de la izquierda se observa al animal
realizando actividad horizontal en la periferia y en la de la derecha una incorporacion
(actividad vertical).

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). El laberinto
elevado en cruz consiste en dos brazos cerrados y dos brazos abiertos elevados del suelo (Figura
8). En un Unico ensayo de 5 min, se coloco a los ratones en el centro del aparato y se registro el
numero de entradas en los brazos abiertos y cerrados, el tiempo en brazos abiertos y cerrados y
el numero de posturas de estiramiento y de veces que el animal asomaba la cabeza por el
lateral de los brazos (head dippings). Las entradas en los brazos abiertos y el tiempo y distancia
recorrido en estos brazos estan negativamente correlacionados con la ansiedad. El nimero de
posturas de estiramiento y las veces que el animal asoma la cabeza por el lateral de los brazos
constituyen una medida de la evaluacién de riesgo que realizan los ratones y, por tanto, son un
componente cognitivo de la ansiedad (Rodgers y Johnson, 1995). Se grabaron los ensayos en
video y se midid la velocidad y la distancia recorrida por cada animal en los brazos abiertos y
cerrados mediante un programa de analisis de imagenes.
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Figura 8: Prueba del laberinto elevado en cruz. (A) En la imagen se observa al animal
realizando un head-dipping, (B) entrando en un brazo abierto y (C) realizando una
conducta de aproximacion-retirada.

3.3 ESTUDIOS NEUROMORFOLOGICOS

Para valorar el efecto de distintos tratamientos farmacolégicos sobre las alteraciones
neuromorfoldgicas del raton Ts65Dn se utilizaron distintas técnicas de tincidn,
inmunohistoquimicas y de inmunofluorescencia.

En primer lugar, se estudié la neurogénesis hipocampal adulta determinando el nimero de
células que proliferaban, se diferenciaban y alcanzaban la etapa adulta.

Ki67 es una proteina nuclear que se expresa en las células proliferativas en todas las fases del
ciclo celular activo, por lo que permite identificar la densidad de células en proliferacién en la
SGZ. La DCX es una proteina asociada a microtubulos que se expresa en los estadios iniciales de
diferenciacién, cuando las neuronas comienzan a migrar. Por otro lado, la CLR es una proteina
de unién al calcio que se expresa durante un periodo muy breve en células granulares post-
mitdticas antes de alcanzar el fenotipo de neurona madura (Figura 9).

"Post-mitétice | Madura

Figura 9: Fases de la neurogénesis en el hipocampo adulto y relacion con la expresion
de los marcadores utilizados en el estudio. Modificada de (Corrales et al., 2014).
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Por tanto, se realizaron técnicas de inmunofluorescencia de Ki67 para valorar la proliferacion
celular y de doblecortina (DCX) y calretinina (CLR) para cuantificar el nimero de neuronas en
diferentes estadios de diferenciacion. EI nimero de neuronas granulares adultas en el
hipocampo de los distintos grupos de ratones se evalué utilizando la técnica de tinciéon de DAPI
(4',6-Diamidino-2-fenilindol diclorhidrato). Por ultimo, se utilizé la tincidon de Nissl para valorar
el area del giro dentado, capa de células granulares y zona subgranular del hipocampo vy asi
poder calcular la densidad de células de cada poblacion (ver mas adelante).

Por otro lado, para evaluar los efectos de los distintos fdrmacos sobre el balance inhibidor-
excitador de las aferencias que conectan con las células granulares a nivel de la capa molecular
del hipocampo, se realizé una doble inmunofluorescencia y se determind la densidad de
sinapsis GABAérgicas y glutamatérgicas a través del marcaje de las proteinas VGIuT1 y VGAT
respectivamente. La proteina VGIuUT (Transportador Vesicular de Glutamato 1), se utiliza como
marcador de vesiculas de secrecidn glutamatérgica de naturaleza excitadora. La proteina VGAT
(Transportador Vesicular de GABA) se utiliza para valorar la densidad de sinapsis de naturaleza
inhibidora.

3.3.1 Preparacion de tejidos

Los ratones fueron perfundidos por via intracardiaca primero con salino (con el fin de eliminar
todos los componentes sanguineos) y luego con paraformaldehido (solucién fijadora). Los
cerebros se mantuvieron en el mismo fijador durante 24 h y luego se transfirieron a sacarosa
para su deshidratacién. A continuacion, se congelaron en hielo seco y se cortaron secciones
coronales de 40 Em de grosor de un bloque congelado con un microtomo. Por ultimo, se
almacenaron las secciones en una solucidn crioprotectora.

Se selecciond aleatoriamente una seccién de cada serie de 9 de cada cerebro y se sometid a la
tincion de Nissl. El resto de las 9 secciones se utilizaron para la inmunohistoquimica de BrdU, la
inmunofluorescencia de DCX o CLR, de sinapsis Gabérgicas y glutamatérgicas y la tincién DAPI.

3.3.2 Tincién Nissl y cuantificacion de neuronas granulares

Se utilizé una seccion de cada serie de 9 para la cuantificacion de neuronas granulares. Se
seleccioné una serie aleatoriamente y se realizé la tincion de Nissl.

Para ello, los cortes de hipocampo se lavaron en PB 0.1N (PB 0.1N: NaH;PO4*H,0 2.65 g/I;
K2HPO4 14 g/l) y se montaron en portaobjetos polarizados. Tras secarse durante 48 horas, los
portaobjetos fueron sumergidos durante 12 minutos en azul de toloudina 0.01 % (Panreac,
Barcelona, Espafia), un colorante que se une al RNA contenido en los ribosomas y por tanto tifie
el nucleo, el nucléolo y los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso. A continuacion, se
realizé un lavado breve en agua destilada y se procedid a la fase deshidratacién en la que se
sumergieron las muestras durante 2 minutos en cubetas de alcoholes con concentraciones
ascendentes (70 °C, 96 °Cy dos bafios de 100 °C respectivamente). Después se pasaron por dos
bafios sucesivos con el disolvente organico xileno, también durante 2 minutos. Finalizada la
exposicion, las muestras se cubrieron con la resina sintética DPX (distrene 80, plastificante,
xileno, Panreac) y un cubreobjetos y se dejaron secar durante 2 dias.

Las células granulares maduras en la capa de células granulares se cuantificaron en secciones
tefiidas con DAPI.
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Para ello se lavaron los cortes de hipocampo en PB 0.1N (PB 0.1N: NaH,POs*H,0 2.65 g/l;
K2HPO4) durante 10 minutos. A continuacion, se preincubaron con PBTBSA: PB 0.1N con tritdn
al 1 % para permeabilizar el tejido y se incubaron las secciones con la tincién nuclear DAPI
(Calbiochem, San Diego, CA, USA) 1:100 en PB 0,1N en agitacidn orbital durante 12 minutos a
temperatura ambiente. Se lavaron las secciones de tejido con PB 0.1N. Por ultimo, se montaron
los cortes en portaobjetos polarizados, se cubrieron con un cubreobjetos utilizando como
resina Gerbatol (Glicerol 0.3 g/ml; Mowiol 0.13 g/ml; Tris-HCI 0.2 M pH 8.5 al 66 %) y se
almacenaron a 4 °Cy en oscuridad.

La cuantificacidon de células se realizé utilizando un sistema de disector fisico asociado a un
microscopio confocal (Llorens-Martin et al., 2006). En cada seccién se dibujo la capa de células
granulares con un software de analisis de imagenes (NIH Imagel) incluyendo los filos supra- e
infra-piramidales, y se midid la longitud basandose en el lado interno de los filos que estadn cara
al hilus. Se generaron numeros aleatorios para seleccionar los puntos donde localizar los
disectores. En cada punto seleccionado el microscopio confocal se dirigié hacia una posicién
previamente establecida aleatoriamente dentro de la capa de células granulares. A
continuaciéon, en cada punto, se grabd serialmente una serie de imdgenes confocales
manteniendo las reglas generales del disector fisico y de la estereologia. Las imagenes
confocales fueron analizadas en el ordenador con el programa Imagel. El software genera el
numero total de células cuando se completa el bloque disector. Para contar las neuronas
granulares maduras en la capa de células granulares el marco del disector consistié en un
cuadrado situado aleatoriamente dentro del GCL. El nimero de células se refirié al volumen de
referencia del disector (este parametro es el volumen de un prisma formado por el area del
marco multiplicado por la altura del disector) para obtener el nimero de células por volumen
de unidad (densidad celular).

3.3.3 Inmunohistoquimica e inmunofluorescencia

Para realizar cada uno de los experimentos de inmunofluorescencia (ki67, DCX, CLR, VGIuT y
VGAT) se selecciond aleatoriamente, para cada marcador, una de las nueve series que se
habian cortado previamente en cada animal. Los cortes se lavaron con PB 0.1N durante 10
minutos. A continuacion, se preincubaron con PBTBSA: PB 0.1N con triton al 1 % para
permeabilizar el tejido y con albumina de suero bovino (Bovine serum albumin, BSA, Sigma-
Aldrich) al 1 %, para bloquear las uniones inespecificas. Se incubaron las secciones con ambos
anticuerpos primarios (Tabla 1) en PBTBSA durante 1 hora a temperatura ambiente y 72 horas a
4 °C en agitacion orbital. En el caso de la doble inmunohistoquimica los tejidos se incubaron con
ambos anticuerpos primarios a la vez. A continuacién, se realizaron 5 lavados de 10 minutos
con PBTBSA y se incubaron las secciones con el anticuerpo secundario correspondiente (Tabla 2)
1:1000 en PBTBSA en agitacion orbital durante 1 hora a temperatura ambiente y 24 horas a 4
°C. Después se realizaron 5 lavados de 10 minutos con PB 0.1N.
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Tabla 1: Anticuerpos primarios utilizados para la inmunofluorescencia.

Anti-Ki67 Thermo-scientific 1:750 Conejo
Anti-DCX Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) 1:250 Cabra
Anti-CLR Swant (Marly, Suiza) 1:3000 Conejo
Anti-VGAT Santa Cruz Biotechnology 1:100 Cabra
Anti-VGIuT1 Millipore 1:2500 Cobaya

Tabla 2: Anticuerpos secundarios utilizados para la inmunofluorescencia.

Anti-conejo Alexa Fluor® 488 Invitrogen (Carlsbad, CA, USA) Burro
Anti-cabra Alexa Fluor® 594 Invitrogen Burro
Anti-cobaya Alexa Fluor ® 488 Invitrogen Cabra

3.3.4 Cuantificacion

Las secciones fueron analizadas y fotografiadas con un microscopio éptico y otro confocal (Leica
TCS 4D).

Se cuantificaron las poblaciones de células en proliferacion y las de las neuronas inmaduras en
la capa de células subgranulares y la poblaciéon de células maduras en la capa de células
granulares del hipocampo. Para ello se obtuvieron imagenes de microscopia confocal. Se
cuantificaron las células BrdU positivas en secciones tefiidas con DAB utilizando el principio del
disector fisico. Para determinar tanto el nimero de células inmaduras (inmunohistoquimica de
DCX y CLR) y el niumero total de neuronas maduras en el giro dentado del hipocampo (DAPI) se
utilizé un método estereoldgico basado en el disector fisico con microscopia confocal, ya que se
ha revelado como el método mas eficiente y fiable para determinar el nimero de células en
una poblacién de células altamente densa (Llorens-Martin et al.,, 2006). Para obtener el
volumen total del giro dentado o del area de la zona subgranular se utilizd un sistema
semiautomatico en las secciones tefiidas con Nissl.

En los estudios de densidad de sinapasis gabérgicas y glutamatérgicas se realizaron las
mediciones en imagenes obtenidas en un microscopio confocal. De cada animal se utilizaron
cuatro secciones que cubrian toda la extensién del hipocampo y de la corteza y se midié un
area aleatoria en la corteza y en el hipocampo de cada animal. El analisis de las imagenes se
realizd con el software NIH Imagel. Los botones con inmunofluorescencia positiva (VGlutl o
VGAT) se midieron mediante la aplicacién separada del mismo umbral a todas las fotografias.
Las imagenes habian sido convertidas previamente a escala de grises para mejorar el contraste
entre la sefal y el ruido. Se midieron las areas dentro de un circulo de referencia con un
tamafio estandarizado de 325 um?. El espacio de referencia se localizé en la capa molecular
interna del giro dentado del hipocampo, alineado en la capa mds externa de neuronas
granulares de la capa de neuronas granulares. También se calculd el porcentaje de area de
referencia ocupada por botones VGlutl* o VGAT*.
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ANEXO |
. . Sexo, edad, dosis, método y . .
Farmaco Mecanismo iy . . . Consecuencias fenotipicas
duracién de administracion
Hembras, 11-14 meses de edad,
0.25 mg comprimidos de | Mejoria parcial en el laberinto
liberacién retardada. Durante 2 | en T (Granholm et al., 2002)
Estrd meses
strégenos
8 Machos, 6 meses de edad, 0.25 . .
. . . | No mejora en el laberinto
mg en comprimidos de liberacion - .
. ., | acudtico radial (Hunter et al.,,
retardada de administracion
. 2004)
subcutdnea. Durante 3 meses
Mejoria parcial en el laberinto
. . Machos, 7 meses de edad, 10 | acuatico radial. Se evita la
Derivado de tetraciclina L . .
L mg/kg diarios de comprimidos de | pérdida de ChAT en las
Minociclina neuroprotector . L . s
.. . liberacién retardada subcutaneos. | neuronas colinérgicas del
antiinflamatorio .
Durante 3 meses prosencéfalo basal (Hunter et
al., 2004)
. . Antagonista del receptor ?3—4 mes.es de edad, 1- mg/kg via Mejorl'a. fen la prueba- de
Picrotoxina GABA intraperitoneal diariamente. | reconocimiento de  objetos
A Durante 2 semanas (Fernandez et al., 2007)
Mejoria en la prueba de
reconocimiento de objetos, en
Machos, 3-4 meses de edad, 3 | el laberinto en T. Los beneficios
mg/kg diariamente por via oral | se mantienen dos meses
voluntaria. Durante 2 semanas después de parar la
administracion (Fernandez et al.,
2007)
PTZ Antagonista del receptor | Machos, 4 meses de edad, 3| Mejoria en la prueba del
GABAA mg/kg, diariamente por via oral | laberinto acuatico de Morris
voluntaria. Durante 4 semanas (Rueda et al., 2008)
Mejoria en la prueba del
Machos, 2-3 meses y 12-15 meses | reconocimiento  de  objetos
de edad, 0.3 mg/kg via | cuando el farmaco se administra
intraperitoneal, diariamente. | en fase de luz. Los beneficios
Durante 2 semanas duran 2 semanas mdas sin
farmacos (Colas et al., 2013)
Machos, 3 meses de edad, 5| Mejoria en la prueba del
a51A Inhibidor selectivo de la | mg/kg por via intraperitoneal | reconocimiento de objetos y del
subunidad a5 GABAa diariamente durante pruebas de | laberinto acuatico de Morris
comportamiento de 6 dias (Braudeau et al., 2011)
Mejoria en la rueba del
- . Machos, 3-4 meses de edad, 20 ) . (s P .
RO4938581 Inhibidor selectivo de la ma/kg diariamente por via oral laberinto acuatico de Morris, en
subunidad a5 GABAa &/%6 . P la LTP y neurogénesis (Martinez-
voluntaria. Durante 6 semanas B
Cué, et al., 2013)
Machos, 4-6 meses y 10-14 meses
de edad, 5 mg/kg por via Mejoria en la prueba de
intraperitoneal, diariamente 15 condicionamiento del miedo
Antagonista no minutos antes del ensayo de (Costa et al., 2008)
Memantina | competitivo del receptor | comportamiento
NMDA Machos, 9 meses de edad, 30 L, . .
me/ke diariamente por via oral Mejoria en el laberinto acuatico
E/%8 P ) de Morris (Rueda et al., 2010)
Durante 9 semanas
Machos, 4 meses de edad, 20 Mejora parcial en el laberinto
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, . Sexo, edad, dosis, método y . ..
Farmaco Mecanismo P - .. Consecuencias fenotipicas
duracion de administracion
mg/kg diariamente por via oral. acuatico radial y en la prueba de
Durante 6 meses reconocimiento de objetos. Los
beneficios se pierden tras 1
semana sin farmaco (Lockrow et
al., 2011)
Machos, 2-5 meses de edad, 5
mg/kg diariamente por via Incremento de la neurogénesis
intraperitoneal. Durante 2 (Clark et al., 2006)
semanas
Mejori I
Machos y hembras de 3-7 dias de eJo.rl-a en a. prueba de.
, condicionamiento de miedo e
edad, 5 mg/kg; 8-15dias de edad | . .
10 mg/kg diariamente por via incremento de la neurogénesis
subcftéfea P (Bianchi, Ciani, Guidi, et al.,
2010)
_ No mejora el aprendizaje en el
Inh |
. n |b|dor,de e Machos y hembras, 5-7 meses de | laberinto acuatico de Morris ni
Fluoxetina recaptacion de ,
. edad, 0.2 mg/mL por via oral. aumenta los marcadores de
serotonina .
Durante 6 semanas BFCN. Convulsiones y muerte
(Heinen et al., 2012)
Machos y hembras, 2 meses de . .
edad 10ym n o; via oral Mejoria en el laberintoen Yy la
! E/xe P ’ LTP (Begenisic et al., 2014)
Durante 8 semanas
Hembras embarazadas. Dia
embrionario 10-21 y crias macho | Mejoria en la prueba de miedo
y hembra hasta el dia postnatal condicionado y aumento de la
45, 10 mg/kg diariamente por via | neurogénesis (Guidi et al., 2014)
subcutanea
Inhibidor de Machos, 4 meses, 10 meses, y 16 | Mejoria en el laberinto de
Fisostigmina meses de edad, 0.05 mg/kg en cuatro brazos sélo a los 4 meses

acetilcolinesterasa

inyeccion Unica

de edad (Chang y Gold, 2008)

Galantamina

Inhibidor de
acetilcolinesterasa

Machos y hembras, 3-6 meses de
edad, 3 mg/kg diariamente por
via intraperitoneal. Durante 10
dias

Mejoria en el test olfativo (De
Souza et al., 2011)

Profarmaco de

Machos, 6 meses de edad, 1 g/kg
por via subcutanea, 5 horas antes

Mejoria en la prueba de

neuroproteccion

L-DOPS . . condicionamiento del miedo (
norepinefrina del ensayo de conducta. Durante .
, Salehi et al., 2009)
3 dias
Machos, 9-12 meses de edad, 3 Mejoria en el laberintoen Ty en
. . , . las pruebas de
Agonista parcial del mg/kg por via subcutanea . . .
Xamoterol - o condicionamiento de miedo y
receptor adrenérgico B1 | diariamente 1 hora antes del L . .
ensavo de conducta reconocimiento de objetos (Faizi
y etal,, 2011)
Machos, 5-6 meses de edad, 2 Mejoria parcial en la prueba de
Agonista del receptor | mg/kg diariamente por via condicionamiento de miedo. No
Formoterol - . . . .
adrenérgico 2 intraperitoneal 4 horas antes del | mejora la neurogénesis (Dang et
ensayo de conducta al., 2014)
Hembras, 12 meses de edad, 2.4 o
Li/kg en la comida. Durante 1 Incremento de la neurogénesis
. ELIXE : (Bianchi et al., 2010)
Litio Inhibe GSK3p mes

Machos, 5-6 meses de edad, 2.4 g
Li/kg en la comida. Durante 1 mes

Mejoria en las pruebas de
condicionamiento de miedo y
reconocimiento de objetos e
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, . Sexo, edad, dosis, método y . ..
Farmaco Mecanismo P - .. Consecuencias fenotipicas
duracién de administracion
incremento de la neurogénesis.
No mejora en el laberintoen T
(Contestabile et al., 2013)
Mejoria en la prueba del
Machos, 5 meses de edad, =0.5 laberinto acuatico de Morris y
mg diariamente por via oral. en el ndmero de neuronas
. Regulador circadiano Durante 5 meses colinérgicas ( Corrales et al.,
Melatonina
neuroprotector 2013)
Machos, 6 meses de edad, =0.5 MejoriaenlalLTPyla
mg diariamente por via oral. neurogénesis (Corrales et al.,
Durante 5-6 meses 2014)
Mejori I int ati
Machos y hembras. Dia del ejoria .en el laberinto acuatico
. . . . N de Morris y aumento de la LTP.
Agonista de Sonic nacimiento inyeccién unica de 20 L
SAG 11 hedgeho /g por via subcutdnea. Analisis No produce mejoria en el
genog sglaf 56 semanas ' laberintoen Yo en laLTD
cerebelosa (Das et al., 2013)
Rodajas de hipocampo de 10 uM | Mejora la LTP (Xie et al., 2008)
EGCG Antioxidante Inhibidor | Machos, 3 meses de edad, 2-3 mg | Mejoria en la prueba del
quinasa DYRK1A diariamente por via oral. Durante | laberinto acuatico de Morris (De
30 dias la Torre et al., 2014)
Machos, 4 meses de edad, 50 Mejoria parcial en el laberinto
mg/kg diariamente en la comida | acuético radial a los 8 meses.
(0.04 % w/w). Durante 4 mesesy | Aumento de TRKA en BFCN a los
L L 6 meses 10 meses(Shichiri et al., 2011)
Vitamina E Antioxidante
Hembras embarazadas-lactantes L . e
. Mejoria parcial en la adquisicién
y descendientes machos (0.1 % . (o
W/w) en la comida. Durante 3 en el laberinto acuatico de
’ Morris (Netzer et al., 2010)
meses
Hembras, 4 meses de edad, 100 Mejoria en la prueba del
DAPT Inhibidor de y secretasa mg/kg pot via subcutémlea, dos Ia.ber.into‘:f\cuético dg Morris y
veces al dia durante 2 dias antes | disminucion en los niveles de B-
o durante el ensayo de conducta | amiloide (Shiryaev et al., 2011)
Machos y hembras, 10 meses de | Mejoria en la prueba del
edad, 40 pg por cada sonda oral laberinto acuatico de Morris
diariamente. Durante 9 dias (Incerti et al., 2011)
Péptidos Hembras embarazadas desde el
NAP/SAL neuroprotectores dia embrionario 8 hasta el 12, 20 o . .
L . Mejoria parcial en el laberinto
ADNP/ADNF ug diariamente por via - .
. . . acuatico de Morris (Chohan et
intraperitoneal. Descendientes al., 2011)
machos y hembras. Durante 8-10 v
meses
S Hembras, 11-15 meses de edad, Mejoria parcial en el laberinto
- Once aminodcidos del o , - .
Péptido 6 - 1 50 nmol diariamente por via acuatico de Morris (McCann et
factor neurotrdfico ciliar |
implante. Durante 1 mes al., 2006)
Mejoria en el laberinto acuatico
Hembras embarazadas-lactantes, . .
. radial y aumento parcial de la
. Precursor de la 5 g/kg en la comida. L .
Colina _ . neurogénesis y de la densidad
acetilcolina Descendientes machos. Durante S
13-17 meses de neuronas colinérgicas (Ash et
al., 2014; Cramer et al., 2010)
Antagonista del recentor Machos, 2-3 meses de edad, Mejoria en la prueba de
CGP55845 & P inyeccién uUnica 2-3 horas o reconocimiento de objetos pero
GABAB . . .
diariamente durante 3 semanas no en la de condicionamiento de
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, . Sexo, edad, dosis, método y . ..
Farmaco Mecanismo P - .. Consecuencias fenotipicas
duracion de administracion
miedo o el laberinto en T (Heller
et al., 2004)
_ Machos, 4 meses de edad, 3.3 No mejora en la prueba del
. Inhibidor de la L , . - .
Donepezilo I mg/kg diariamente por via oral laberinto acudtico de Morris (
acetilcolinesterasa .
voluntaria. Durante 4 semanas Rueda et al., 2008)
Machos, 6 semanas de edad, 75
mg/kg, 150 mg/kg 6 300 mg/kg No hay mejoria en el laberinto
Piracetam Desconocido diariamente por via acuatico de Morris (Rueda et al.,
intraperitoneal. Durante 8 2008)
semanas
Machos, 4-6 meses de edad, 0.5
mg/kg diariamente por via
subcutdnea. Durante 6 semanas.
Hembras embarazadas y sus No hay mejoria en el laberinto
SGS-111 Andlogo del piracetam | descendientes machosy acuatico de Morris (Coopera et
hembras, 0.5 mg/kg diariamente | al., 2012)
por via subcutanea. Desde el
nacimiento hasta los meses de
edad
(KCNJ.6) Inhibidor de la Machos, 5 meses de edad, 10 No I‘IT’I.EJOFIa enel !abgrlnto
. subunidad a1G del canal .. . acuatico de Morris nien la
Etosuximida . . mg/kg por via intraperitoneal. . .
de Ca tipo-T voltaje- Durante 10 semanas prueba de condicionamiento de
dependiente (GIRK2) miedo (Hanson et al., 2013)
Inhibidor dgpendlente Machos, 5 meses de edad, 150 No r,nfajorla en el !abt?rlnto
Gabapentina de voltaje de la me/ke por via intraperitoneal acuatico de Morris nien la
P subunidad a2/61 del Dugrarftz 10 semanai ' prueba de condicionamiento de
canal de Ca** miedo (Hanson et al., 2013)
. No h j | laberint
Antagonista de la Machos, 3-6 meses de edad, 10 e:Y ?r:/crrza?er:t:réledeie(:irc:rr]ooen
RO256981 subunidad 2B del mL/kg por via intraperitoneal. .
el laberinto Barnes (Paul et al.,
receptor NMDA Durante 2 semanas 2009)
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