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Out of the night that covers me, 

Black as the pit from pole to pole, 

I thank whatever gods may be 

For my unconquerable soul. 

In the fell clutch of circumstance 

I have not winced nor cried aloud. 

Under the bludgeonings of chance 

My head is bloody, but unbowed. 

Beyond this place of wrath and tears 

Looms but the Horror of the shade, 

And yet the menace of the years 

Finds and shall find me unafraid. 

It matters not how strait the gate, 

How charged with punishments the scroll, 

I am the master of my fate: 

I am the captain of my soul. 

William Hernest Henley 

 

   



   



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Y una vez que la tormenta termine, no recordarás cómo lo lograste, cómo sobreviviste. 

Ni siquiera estarás seguro si la tormenta ha terminado realmente. Pero una cosa sí es 

segura. Cuando salgas de esa tormenta, no serás la misma persona que entró en ella. 

De eso se trata esta tormenta. 

“Kafka en la orilla”, Haruki Murakami. 
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[Cl‐]I  Concentración de aniones de cloro intracelulares 

5‐HT  Serotonina (5‐Hidroxitriptamina) 

5‐HIIA  Ácido 5‐hidroxiindolacético 

Aβ  β‐amiloide (Amyloid‐ β) 

AA  Ácido Araquidónico 

ADN  Ácido desoxirribonucleico 

AFP  Alfafetoproteina 

APP  Proteína precursora del β amiloide (Amyloid Precursor Protein) 

AMPc  Adenosín monofosfato cíclico (Adenosine Monophosphate cyclic) 

BDNF  Factor neurotrófico derivado del cerebro (Brain‐Derived Neurotrophic Factor) 

BSA  Albúmina de suero bovino (Bovine Serum Albumin) 

BrdU  5‐Bromodesoxiuridina 

CA1‐3  Región CA1‐3 del hipocampo (Cornu Ammonis 1‐3) 

CFC  Condicionamiento del miedo a un contexto (Context Fear Conditioning) 

ChAT  Colinoacetiltransferasa (Choline Acetyltransferase) 

CI  Coeficiente Intelectual 

CLR  Calretinina 

CO  Control euploide 

DAB  3,3´Diaminobenzidina 

DAPI  4´,6‐Diamino‐2‐fenilindol diclorhidrato (4´,6‐Diamidino‐2‐Phenylindole, 

Dihydrochloride). 

DCX  Doblecortina (Doublecortex) 

DG  Giro dentado (Dentate Gyrus) 

DHA  Ácido Docosahexanoico 

DSCR  Región Crítica del síndrome de Down (Down Syndrome Critical Region) 

ADN  Ácido Desoxirribonucleico 

dNTPs  Desoxirribonucleótidos trifosfato (Deoxynucleotide triphosphates) 

DPX  Resina sintética (Distrene 80, Platicizer, Xylene) 

DYRK1A  Dual Specificity Tyrosine‐(Y)‐Phosphorylation Regulated Kinase 1A 

EA  Enfermedad de Alzheimer 

E.M.M.  Error estándar de la media 
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EPA  Ácido Eicosapentanoico 

EGL  Capa granular externa (External Granular Layer) 

EURL  Early undifferentiated retina and lens 

GABA  Ácido gamma‐aminobutírico (Gamma‐aminobutiric‐acid) 

GABAA  Receptor para GABA tipo A  

GABAB  Receptor para GABA tipo B 

GAD  Glutamato descarboxilasa (Glutamic Acid Decarboxylase) 

GAD65‐67  Descarboxilasa del ácido glutámico (Glutamic acid decarboylase 65‐67) 

GAT  Transportador de GABA (GABA Transporter) 

GCL  Capa granular (Granular Cell Layer) 

GIRK2  Rectificador interno de potasio tipo 2 (G protein‐activated Inwardly Rectifying K+ 

cannel subunit 2) 

HSA  Autosoma humano (Humans sapiens autosome) 

H2OmQ  Agua miliQ (H2O miliQ) 

i.p.  Vía intraperitoneal 

IGL  Capa granular interna (Internal Granular Layer) 

KCC2  Cotransportador K+/2CL‐ isoforma 2 

LTD  Depresión a largo plazo (Long Term Depression) 

LTP  Potenciación a largo plazo (Long Term Potentiation) 

PPRA  Peroxisome Proliferator‐Activated Receptor 

MAP‐2  Proteínas Map kinasa 2 

ML  Capa molecular (Molecular Layer) 

MR  Medidas repetidas 

MMU  Cromosoma murino (Mus Musculus chromosome) 

MWM  Laberinto acuático de Morris (Morris Water Maze) 

Mx1  Proteína de resistencia a mixovirus 1 (MX dynamin like GTPase 1) 

NAM  Modulador alostérico negativo (Negative Allosteric Modulator) 

NGF  Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor) 

NMDA  N‐metil‐D‐aspartato 

NKCC1  Cotransportador Na+/K+/2Cl‐ isoforma 1 

OLIG1  Olygodendrocyte transcription factor 1 
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OLIG2  Olygodendrocyte transcription factor 2 

P1  Día postnatal 1 

P2  Día postnatal 2 

PAM  Modulador alostérico positive (Positive Allosteric Modulator) 

Pb  Pares de bases 

PB  Tampón de fosfato sódico (sodium phosphate buffer) 

PBS  Tampón fosfato salino (phosphate buffered saline) 

PTZ  Pentilentetrazol 

qPCR  PCR cuantitativa en tiempo real (quantitative polymerase chain reaction) 

RAM  Laberinto radial (Radial Arm Maze) 

RNA  Ácido ribonucleico (Ribonucleic Acid) 

r.p.m.  Revoluciones por minuto 

s.c.  Vía subcutánea 

SD  Síndrome de Down 

SNC  Sistema nervioso central 

SOD1  Superoxide Dismutase 1 

SSADH  Succínico semialdehido deshidrogenasa (Succinic semialdehyde dehydrogenase) 

SGZ  Zona Subgranular (Subgranular Zone) 

Shh  Sonic hedgehog 

THC  Tetrahidroxicurcumina 
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1. El síndrome de Down 

El síndrome de Down (SD), la aneuploidía autosómica humana más común, se produce 

por  la presencia de una copia extra de una parte o de todos  los genes ubicados en el 

cromosoma 21 humano (Homo sapiens autosome 21, HSA21; figura 1) (Dierssen et al., 

2009). Esta aneuploidía tiene una prevalencia de 1 de cada 900‐1000 nacimientos en 

Europa (Loane et al., 2013) y supone la causa más habitual de discapacidad intelectual 

congénita. 

 

Figura 1. Cariotipo de un  individuo con SD en el que se aprecian tres copias del HSA21. Modificada de 

https://www.downciclopedia.org/neurobiologia/genes‐del‐cromosoma‐21. 

1.1. Origen de la trisomía 21 

Existen tres posibles causas que originan el SD, la más común (95 % de los casos) se debe 

a una no disyunción meiótica. Ésta se produce por una división celular anómala en  la 

que el par de cromosomas 21, normalmente en el óvulo, no se separan correctamente, 

lo que origina una trisomía completa del HSA21 en todas las células del organismo. En 

el 4 % de los casos, se produce una translocación en la que una copia completa o parcial 

del  HSA21  se  une  a  otro  cromosoma,  originándose  una  trisomía  parcial,  ya  que  el 

número total de cromosomas en  las células se mantiene en 46. Por último, en el 1 % 

restante  se  produce mosaicismo.  En  este  caso  la  no  disyunción  se  produce  en  las 
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primeras  divisiones  embrionarias  y,  por  tanto,  algunas  células  contendrán  46 

cromosomas y otras 47. 

1.2.  El cromosoma 21 humano: descripción y relación con el SD  

El HSA21 es el menor de los autosomas humanos y representa entre el 1 y el 1.5 % del 

genoma  (Reeves,  2000).  La  secuencia  completa  del  brazo  largo  del HSA21  (21q)  se 

publicó en el año 2000 (Hattori et al., 2000) y la del brazo corto todavía no se conoce 

totalmente. Actualmente se estima que la longitud total de HSA21 es de 48.13 Mb y que 

contiene  242  genes  que  codifican  para  proteínas,  325  genes  no  codificantes  y  153 

pseudogenes. 

Aunque está ampliamente admitido que los distintos fenotipos de las personas con SD 

son el  resultado de  la presencia de una copia adicional del HSA21, no está  tan claro 

cuáles son  los mecanismos moleculares por  los cuales surgen estos fenotipos. Se han 

propuesto dos hipótesis que tratan de explicar los efectos causados por la presencia de 

un  cromosoma  adicional  en  los  distintos  fenotipos  del  SD:  “la  hipótesis  de  la  dosis 

génica”  (Delabar  et  al.,  2006;  Aït  Yahya‐Graison  et  al.,  2007)  y  la  “hipótesis  de 

inestabilidad del desarrollo” (Pritchard y Kola, 1999; Shapiro, 2001; Roizen y Patterson, 

2003).  De  acuerdo  con  la  segunda  hipótesis  la  presencia  de  un  cromosoma 

supernumerario alteraría globalmente el equilibrio de expresión de genes en las células 

SD durante el desarrollo. Sin embargo, esta hipótesis no es apoyada por el hecho de que 

otros  síndromes  causados por  trisomías  autosómicas no producen  el mismo  cuadro 

clínico.  Por  otra  parte,  la  correlación  entre  genotipo  y  fenotipo  en  pacientes  con 

trisomías parciales apoya la hipótesis de la dosis génica, que postula que el fenotipo SD 

estaría  causado  por  un  exceso  de  dosis  tanto  de  genes  como  de  secuencias  no 

codificantes (micro RNAs, secuencias reguladoras, etc.) contenidos en el HSA21. A estos 

dos mecanismos  hay  que  añadir  los  efectos  epistáticos  causados  sobre  otros  genes 

localizados en otros cromosomas (Sommer et al., 2008).  

Se han realizado muchos esfuerzos para identificar los genes cuya sobreexpresión tiene 

un papel clave en los distintos fenotipos SD. Las herramientas más útiles para identificar 

genes candidatos han sido la caracterización citogenética y molecular de individuos con 
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trisomías  parciales  del  HSA21  y  la  construcción  de modelos murinos  con  trisomías 

parciales de diferentes regiones ortólogas al HSA21.  

Otra estrategia empleada para la búsqueda de genes candidatos de la aparición de los 

distintos  fenotipos SD consiste en realizar estudios de expresión diferencial de genes 

entre células o tejidos euploides y trisómicos, procedentes tanto de muestras humanas 

(Mao et al., 2005; Aït Yahya‐Graison et al., 2007; Prandini et al., 2007), como de modelos 

murinos de SD (Kahlem et al., 2004; Lyle et al., 2004; Dauphinot et al., 2005; Sultan et 

al., 2007).  

En base a todos estos estudios se han propuesto algunos genes candidatos que tendrían 

un papel crucial en las alteraciones del sistema nervioso central (SNC) presentes en las 

personas con SD (ver sección 1.4.2.), entre los que se encuentran los genes DYRK1A (dual 

specificity  tyrosine‐(Y)‐phosphorylation  regulated  kinase  1A)  (Kentrup  et  al., 

1996;Guimera et al., 1999; Yang et al., 2001), OLIG1 y OLIG2 (Takebayashi et al., 2000; 

Zhou y Anderson, 2002; Lu et al., 2002;), SOD1 (Jovanovic et al., 1998., Capone et al., 

2002), APP (Amyloid Precursor Protein) (Isacson et al., 2002; Trazzi et al., 2011) y EURL 

entre otros (Li et al., 2016). 

1.3. Características fenotípicas del SD  

La presentación clínica del SD es compleja y variable. Unos pocos rasgos se manifiestan 

en  mayor  o  menor  grado  en  todos  los  individuos  con  trisomía  21,  incluyendo  la 

dismorfología facial, la reducción en el volumen y celularidad del cerebro y la aparición 

temprana de histopatología  idéntica a  la encontrada en  la enfermedad de Alzheimer 

(EA). Todos  los  individuos con SD muestran un deterioro cognitivo, cuya severidad es 

altamente  variable.  Además,  los  recién  nacidos  con  SD  presentan  frecuentemente 

hipotonía y muchos tienen dermatoglifos atípicos (Roper y Reeves, 2006).  

La trisomía 21 es un factor de riesgo para desarrollar otro tipo de enfermedades como 

cardiopatías  congénitas, que  afectan a un 40‐50 % de  la población  con  SD  (Roper  y 

Reeves,  2006;  Baraona  et  al.,  2013),  alteraciones  del  aparato  disgestivo  (Enríquez 

Zarabozo et al., 2010) o del sistema inmune y hematopoyético (Bloemers et al., 2010; 

Graber et al., 2012; Mårild et al., 2013). Además,  son más  frecuentes  los  trastornos 
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metabólico‐hormonales en las personas con SD que en la población general (Regueras 

et al., 2011), así como una menor  fertilidad e hipogonadismo en  los varones con SD 

(Hsiang  et  al.,  1987).  Esta  población  también  está  más  predispuesta  a  padecer 

problemas de obstrucción de las vías respiratorias y apnea del sueño, rinitis y sinusitis 

(Shott, 2006).  

Las  personas  con  SD  presentan  un  perfil  tumoral  particular  en  comparación  con  la 

población general, con una mayor incidencia de leucemia en la infancia y un riesgo bajo 

de padecer cáncer sólidos en la edad adulta (Gamis y Smith, 2012).  

Otras  manifestaciones  fenotípicas  del  SD  son  las  alteraciones  en  el  desarrollo  del 

esqueleto, cuello corto  (braquicefalia), alteraciones en  las extremidades y dentadura 

anormal (Delabar et al., 2006).  

A pesar de  toda esta problemática patofisiológica,  la esperanza de vida media de  las 

personas con SD ha aumentado a más de 60 años en  las últimas décadas debido a  la 

aplicación sistemática de medidas terapéuticas de prevención y promoción de la salud, 

así como medidas de carácter corrector. 

1.4. Neurobiología del SD  

Las personas con SD presentan numerosas alteraciones en  la estructura y función del 

SNC  (Bartesaghi et al., 2011; Rueda et al., 2012) que son responsables de  los déficits 

cognitivo‐conductuales  que  manifiesta  esta  población.  Algunas  de  las  alteraciones 

neuroanatómicas y neuroquímicas asociadas al SD se producen en etapas tempranas del 

desarrollo  y otras aparecen  y progresan gradualmente durante el envejecimiento. A 

continuación se revisarán las bases funcionales, las características y las alteraciones del 

cerebro de las personas con SD que intervienen en los déficits cognitivos que presenta 

esta población. 

1.1.1. Alteraciones en los sistemas cognitivos  

La  discapacidad  intelectual  es  el  rasgo  más  sobresaliente  del  SD.  El  coeficiente 

intelectual (CI) de una persona con SD varía entre 30 y 80, siendo la media en torno a 

50. A partir de la adolescencia el CI comienza a declinar (Carr et al., 2014).  
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La discapacidad  intelectual asociada al SD se caracteriza por un retraso del desarrollo 

del lenguaje, aprendizaje y memoria (Sella et al., 2013; Belacchi et al., 2014; Yoder et al., 

2014),  que  se  manifiesta  en  la  dificultad  de  adquirir  y  estabilizar  la  información, 

retenerla y elaborar respuestas, así como por el bloqueo informativo, que dificulta que 

se procese la información presentada de forma rápida y agrupada (Flórez, 1999; Maltese 

et al., 2014). 

Aprendizaje y memoria en las personas con SD  

Los déficits de aprendizaje y memoria que presentan las personas con SD se producen 

por la alteración de varios procesos que se describen a continuación.  

Memoria a corto plazo  

En las personas con SD la memoria a corto plazo está especialmente dañada cuando se 

trata  de  manejar  información  auditiva  (Nash  y  Heath,  2011),  mientras  que  la 

visuoespacial está relativamente conservada (Visu‐Petra et al., 2007; Lanfranchi et al., 

2012). Las zonas cerebrales afectadas  implicadas en  la memoria a corto plazo son  la 

corteza cingulada y la corteza prefrontal, las áreas de asociación auditiva y visual (lóbulo 

temporal superior e  inferior),  las zonas parietales posteriores y el hipocampo  (Lott y 

Dierssen, 2010). Una modalidad de este tipo de memoria es la memoria de trabajo, que 

cumple las funciones de control, regulación y mantenimiento activo de información y es 

fundamental  en  las  actividades  cognitivas  complejas  diarias  y  en  el  desarrollo  y 

ejecución de varias tareas de forma simultánea. Los jóvenes con SD tienen un déficit en 

el  bucle  fonológico  (Baddeley  y  Jarrold,  2007)  y  en  el  sistema  ejecutivo  central 

(Lanfranchi et al., 2012) de la memoria de trabajo.  

Memoria a largo plazo  

La memoria a  largo plazo es un sistema de memoria donde se almacena todo  lo que 

conocemos  acerca  de  nosotros  y  del mundo  que  nos  rodea.  En  ella  se  integran  la 

memoria explícita y la implícita o de procedimiento.  

La memoria  explícita  o  declarativa  supone  la  capacidad  de  aprender  intencional  y 

conscientemente y requiere la codificación de la información adquirida, la consolidación 
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de  la misma y  la  recuperación de  los  recuerdos, así como un alto grado de atención 

(Bartesaghi et al., 2011; Dierssen, 2012). Las personas con SD muestran un deterioro 

acusado en su memoria explícita, con una pobre codificación de  la  información, una 

capacidad de recuperación deteriorada y déficits de atención  (Carlesimo et al., 1997; 

Vicari et al., 2000). Además, el proceso de consolidación también se encuentra afectado 

en el SD (Dierssen, 2012). Estos déficits son debidos a las alteraciones encontradas en 

ciertas áreas del cerebro como la corteza prefrontal y los lóbulos temporales, sobre todo 

el  hipocampo  (Lott  y  Dierssen,  2010;  Hanslmayr  et  al.,  2014).  El  hipocampo  es  un 

elemento integrador que recibe la información desde las áreas asociativas corticales y 

la transforma y consolida, mientras que la corteza prefrontal se encarga de almacenar 

la información, relacionarla y dotarla de significado.  

La memoria implícita o procedimental maneja las habilidades o destrezas perceptivas, 

motoras y cognitivas adquiridas sin que exista una percepción consciente y sin requerir 

mucha atención, ya que opera de forma automática (Bussy et al., 2011). En el SD este 

tipo de memoria parece estar menos afectada que la explícita (Dierssen, 2012). Una de 

las estructuras que controla este tipo de aprendizaje es el estriado (Teichmann et al., 

2006) que  se encuentra bien conservado en el SD. En cambio, otras estructuras que 

también participan  en  la memoria  implícita  son  el  cerebelo  y  las  áreas motoras del 

lóbulo frontal, ambas afectadas en el SD, lo que contribuye al deterioro de este tipo de 

memoria en esta población (Bussy et al., 2011). 

Lenguaje y habla  

El habla es uno de  los dominios donde se encuentran  las mayores dificultades de  las 

personas con SD  (Chapman, 2006), estando el  lenguaje expresivo más dañado que el 

comprensivo (Ypsilanti et al., 2005).  

A nivel cerebral, la desorganización estructural en las áreas de Broca y Wernicke y de las 

vías asociativas entre ambas da  lugar a alteraciones en  la capacidad codificadora del 

lenguaje (Young et al., 2001). Por otro lado, la hipoplasia cerebelar también puede influir 

en las dificultades articulatorias del habla (Pinter et al., 2001b).  
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Además,  existen  otros  factores  que  influyen  negativamente  en  el  desarrollo  y  la 

adquisición del  lenguaje, por ejemplo,  la hipotonía de  los músculos fonatorios y de  la 

propia lengua y la pérdida de audición presente en un alto porcentaje de bebés y niños 

con SD (Roberts et al., 2007; Laws et al., 2014).  

Por último, las alteraciones en la atención y las carencias en los sistemas de memoria a 

corto y largo plazo, así como de sus distintos subsistemas, pueden dificultar la retención 

y posterior evocación de  las palabras  (Jarrold et  al., 2008), el  aprendizaje de nuevo 

vocabulario y la capacidad de lectura (Nash y Heath, 2011; Purser y Jarrold, 2014).  

1.4.1.  Alteraciones morfológicas del SNC  

Volumen encefálico reducido  

Las personas con SD presentan menor volumen y peso del cerebro desde las etapas pre‐

natales (Guihard‐Costa et al., 2006; Guidi et al., 2008; 2011). Sin embargo, no todas las 

áreas cerebrales están igualmente afectadas.  

Durante la infancia el hipocampo y el cerebelo sufren un retraso en el desarrollo y una 

notable reducción en el tamaño (Schmid et al., 1992; Pinter et al., 2001a; Guidi et al., 

2011). Sin embargo, a diferencia de lo que ocurre en otras estructuras, la reducción del 

cerebelo no progresa con la edad (Aylward et al., 1997).  

Durante la etapa adulta, la reducción del volumen y peso del cerebro se hacen aún más 

evidentes, siendo aproximadamente del 20 % (Jernigan et al., 1993; Pinter et al., 2001b). 

Diversos estudios de MRI demuestran que las regiones cerebrales más afectadas son los 

lóbulos frontal, parietal y temporal, siendo, en esta última, la estructura más afectada 

el hipocampo (Pinter et al., 2001b; Smigielska‐Kuzia et al., 2010). El 50 % de los cerebros 

SD presentan hipoplasia en el opérculo y en la circunvolución temporal superior (Pinter 

et al., 2001b) e hipertrofia de la circunvolución parahipocámpica (Raz et al., 1995), del 

tronco del encéfalo (Pinter et al., 2001b) y del giro del cíngulo (Pinter et al., 2001b).  

Estas anomalías se agravan aún más durante el envejecimiento debido a  la atrofia de 

numerosas  estructuras  cerebrales  (Teipel  y Hampel,  2006).  Los  estudios  de MRI  en 

ancianos con SD no dementes han mostrado atrofia del  lóbulo  temporal medio, que 
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incluye el hipocampo,  la amígdala  (Kesslak et al., 1994; Krasuski et al., 2002) y áreas 

neocorticales como el cuerpo calloso, las cortezas parietal, frontal y occipital (Teipel et 

al., 2003; 2004). Estas alteraciones son similares a las encontradas en las etapas iniciales 

de  la neuropatología  tipo EA  (Kesslak et al., 1994; Krasuski et al., 2002; Teipel et al., 

2003; Teipel y Hampel, 2006).  

 Hipocelularidad y alteraciones en los procesos de neurogénesis  

Las  personas  con  SD  presentan  hipocelularidad  en  diversas  áreas  del  SNC,  lo  que 

posteriormente  influirá  en  la  sinaptogénesis,  conectividad  neuronal,  plasticidad 

sináptica y en las habilidades cognitivas.  

La densidad neuronal en el hipocampo, el giro hipocampal, el cerebelo y el neocórtex de 

fetos  (Larsen et al., 2008; Guidi et al., 2008; 2011) y neonatos con SD  (Golden et al., 

1994;  Weitzdoerfer  et  al.,  2001;  Guidi  et  al.,  2008)  es  menor.  Además,  esta 

hipocelularidad  persiste  en  diferentes  áreas  del  cerebro  (Gandolfi  et  al.,  1981)  y 

cerebelo (Baxter et al., 2000) durante la niñez y la edad adulta.  

Se ha propuesto que esta hipocelularidad es debida a las alteraciones que se producen 

en  los procesos de neurogénesis desde etapas tempranas del neurodesarrollo. Así,  la 

proliferación celular está alterada en fetos y en niños con SD en el giro dentado (Dentate 

Gyrus, DG) y el ventrículo lateral, en la corteza y, a nivel cerebelar, en la capa granular 

externa y en la zona ventricular (Contestabile et al. 2007, Larsen et al., 2008; Guidi et al., 

2008; Guidi et al., 2011). En concreto, la copia extra de los genes contenidos en el HSA21 

parece  afectar  al  ciclo  celular  de  los  precursores  neuronales  durante  el  desarrollo 

(Kurabayashi et al., 2013; Chen et al., 2013) dando  lugar a una ralentización del ciclo 

celular (Contestabile et al., 2007). Además, también se han observado alteraciones en 

los procesos de diferenciación neuronal (Bahn et al., 2002; Esposito et al., 2008). 

Alteraciones en espinas, dendritas y en la conectividad sináptica  

En el periodo fetal no se aprecian diferencias en la morfología dendrítica o en el número 

de espinas. Sin embargo, durante el primer año de vida se produce una reducción del 
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número de espinas dendríticas y una alteración en su morfología (Marin‐Padilla, 1976; 

Vuksic et al., 2002).  

Durante  la  infancia el número y tamaño de  las dendritas y espinas dendríticas de  las 

neuronas de  la  corteza motora,  visual  y parietal de  las de  las personas  con  SD está 

reducido (Takashima et al., 1981; Becker et al., 1986; Schulz y Scholz, 1992; Prinz et al., 

1997).  

En adultos con SD,  la corteza visual y  las áreas CA1 y CA3 del hipocampo presentan 

dendritas más cortas y arborizaciones dendríticas reducidas que progresivamente van 

degenerando (Suetsgugu y Mehraein, 1980; Takashima et al., 1994), al igual que ocurre 

con la densidad de espinas dendríticas (Takashima et al., 1989; Ferrer y Gullotta, 1990).  

Por  otro  lado,  los  cerebros  con  SD  también  presentan  alteraciones  en  la  densidad 

sináptica,  la  longitud y el tamaño de  las sinapsis (Scott et al., 1983; Wisniewski et al., 

1986; Kaufmann et al., 2000; Kasai et al., 2003; Newpher et al., 2009).  

Todas estas anomalías en espinas y dendritas y en las características y distribución de 

las sinapsis se producen a  lo  largo del desarrollo y dan  lugar a una red de conexiones 

neurales  anormal  que  limita  el  procesamiento  de  la  información,  disminuye  la 

plasticidad  sináptica  e  influye  en  la  aparición  y  progreso  del  déficit  cognitivo 

característico del SD (Williams et al., 2005; Wishart, 2007; Lott y Dierssen, 2010). 

1.4.2.  Alteraciones neuroquímicas 

Las  personas  con  SD  también  presentan  numerosas  alteraciones  en  los  distintos 

sistemas  de  neurotransmisión  y  en  la  expresión  y  función  de  sus  receptores.  Estas 

alteraciones  influyen en  los déficits en  la neurogénesis,  la  transmisión  sináptica  y  la 

cognición observados en esta población. 

El sistema colinérgico está alterado en el cerebro de fetos (Whittle et al., 2007) y adultos 

con SD (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997), aunque es durante el envejecimiento 

cuando este sistema sufre una mayor degeneración (Schliebs y Arendt, 2011).  
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El  sistema  serotoninérgico  también  se  encuentra  alterado  en  personas  con  SD.  La 

serotonina (5‐Hidroxitriptamina, 5‐HT) y sus receptores ejercen un papel importante en 

la neurogénesis, diferenciación neuronal, desarrollo dendrítico,  la mielinización de  los 

axones y  la  sinaptogénesis  (Whitaker‐Azmitia, 2001). Las personas con SD presentan 

menores niveles de 5‐HT y un menor número de receptores 5‐HT1A en estadios fetales y 

adultos (Malberg et al., 2000; Santarelli et al., 2003; Encinas et al., 2006; Whittle et al., 

2007).  

El sistema noradrenérgico desempeña un papel fundamental, modulando desde el locus 

coeruleus  la  actividad  del  hipocampo  (Trillo  et  al.,  2013).  Así,  interviene  en  la 

adquisición,  codificación  y  recuperación  de  la  memoria  contextual  (Sara,  2009)  y 

participa en los procesos de neurogénesis (Duman et al., 2001). El SD se caracteriza por 

una degeneración dependiente de la edad de este sistema, en fetos con SD los niveles 

de noradrenalina son normales (Whittle et al., 2007) mientras que están reducidos en 

los cerebros adultos con SD (Risser et al., 1997).  

El  sistema  GABAérgico  está  compuesto  por  interneuronas  GABAérgicas  que 

generalmente ejercen un control inhibidor sobre las células piramidales del hipocampo 

(Freund y Buzsaki, 1996) y por neuronas GABAérgicas que se proyectan desde el septum 

lateral y  llevan a cabo su  función  inhibidora  sobre el hipocampo. Se ha descrito una 

disminución  de  los  niveles  del  neurotransmisor  ácido  gamma‐aminobutírico  (GABA) 

fetos (Whittle et al., 2007; Smigielska‐Kuzia y Sobaniec, 2007) y en adultos con SD y EA, 

probablemente  debida  a  la  degeneración  de  todo  tipo  de  poblaciones  neuronales 

(Reynolds y Warner, 1988).  

El sistema glutamatérgico también está afectado en el SD, pero principalmente tras la 

aparición de la neuropatología típica de la EA. Aunque los estudios realizados en fetos 

con SD han descrito niveles normales de glutamato (Sairanen et al., 2005), diversas áreas 

del  cerebro  adulto  muestran  niveles  bajos  de  los  neurotransmisores  aspartato  y 

glutamato (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997; Schneider et al., 1997).  

Por otro  lado  los factores neurotróficos o neurotrofinas tienen un papel crucial en  la 

formación,  mantenimiento  y  la  diferenciación  de  las  neuronas  del  SNC.  Entre  sus 

funciones más importante se incluyen la regulación de la neurogénesis, diferenciación 
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neuronal, migración celular, el crecimiento de axones y dendritas, la sinaptogénesis y la 

mielinización (Snider, 1994; Chan et al., 2001). Los estudios realizados en fetos con SD 

han puesto de manifiesto una expresión reducida del factor neurotrófico derivado del 

cerebro (BDNF) en hipocampo y corteza cerebral y del (Guedj et al., 2009; Toiber et al., 

2010).  

Además de las alteraciones en los sistemas de neurotransmisión mencionados, se han 

hallado  niveles  reducidos  de  taurina,  dopamina  e  histamina  en  distintas  áreas  del 

cerebro de fetos y adultos con SD (Yates et al., 1986; Godridge et al., 1987; Wisniewski 

y Bobinski, 1991; Risser et al., 1997; Schneider et al., 1997; Whittle et al., 2007). 

1.4.3. Alteraciones en procesos que agravan la neurodegeneración 

Durante la etapa adulta, las personas con SD muestran un envejecimiento acelerado del 

cerebro (Beacher et al., 2010) y presentan una neuropatología similar a la encontrada 

en la EA (Di Domenico et al., 2013). 

De manera similar a lo que ocurre en la EA, en el SD se produce una atrofia en distintas 

áreas cerebrales (Fox et al., 2001; Beacher et al., 2009), formación de placas amiloides 

debido  a  los  depósitos  extracelulares  de  péptidos  β‐amiloides  (Aβ)  y  de  ovillos 

neurofibrilares  intraneuronales  de  la  proteína  tau  hiperfosforilada  (Holtzman  et  al., 

1996; Cataldo et al., 2008). Por último,  las personas  con SD  también presentan una 

agravación del estrés oxidativo  (Busciglio et al., 2007; Zigman y Lott, 2007; Perluigi y 

Butterfield, 2011; 2012; Di Domenico et al., 2013; Valenti et al., 2014) y de los procesos 

neuroinflamatorios (Griffin et al., 1989; Wenk et al., 2000; Wilcock y Griffin, 2013) que 

juegan un importante papel en la etiopatología de la EA.  

1. El sistema GABAérgico y su implicación en el síndrome de Down 

Como ya  se mencionó, GABA es el principal neurotransmisor  inhibidor del SNC. Este 

aminoácido es sintetizado a partir del ácido glutámico, gracias a la acción de las enzimas 

glutamato descarboxilasa (Glutamic Acid Decarboxylase, GAD) GAD 67 y GAD 65 (Pinal 

y Tobin, 1998). Una vez sintetizado, los transportadores vesiculares de GABA (Vesicular 

GABA  Transporter,  VGAT)  empaquetan  al  neurotransmisor  en  vesículas  que  serán 
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secretadas en la hendidura sináptica como consecuencia de la llegada de un potencial 

de acción. GABA actúa principalmente sobre los receptores ionotrópicos (canales de Cl‐ 

dependientes de  ligando) GABAA y sobre  los receptores metabotrópicos  (acoplados a 

proteínas G) GABAB (Potier et al., 2014). La recaptación del GABA en las sinapsis, y con 

ello el cese de la actividad del neurotransmisor sobre el receptor, es llevada a cabo por 

transportadores de GABA situados en la membrana celular (GABA Transporters, GATs). 

Por  último,  la  degradación  del  neurotransmisor  es  realizada  por  las  enzimas  GABA 

transaminasa  (GABA‐T)  y  succínico  semialdehido  deshidrogenasa  (Succinic 

Semialdehyde Dehydrogenase, SSADH) que convierten GABA en intermedios del ciclo de 

Krebs y sustratos para la nueva producción de glutamato (Deidda et al., 2014). 

Se ha propuesto que la sobreinhibición producida por la actividad excesiva del sistema 

GABAérgico podría  ser uno de  los mecanismos  subyacentes  a  los déficits  cognitivos 

presentes en el SD. Sin embargo, diversos estudios no apreciaron cambios significativos 

en  los niveles de GABA cerebrales de adultos con SD sin EA con  respecto a  los de  la 

población normal de la misma edad (ver Martínez‐Cué et al., 2014). Aunque los niveles 

de GABA  no  se  encuentran  alterados  en  jóvenes  o  adultos  con  SD  sí  que  existe  un 

desequilibrio  entre  la  neurotransmisión  excitadora  e  inhibidora,  siendo  esta  última 

mayor que  la primera y, por  tanto, dando  lugar a una  sobre‐inhibición  (Risser et al., 

1997; Reynolds y Warner, 1988; Seidl et al., 2001). 

Por otro lado, el GABA también está implicado en el proceso de neurogénesis adulta. En 

primer  lugar,  durante  la  proliferación,  los  neuroblastos  liberan GABA  que  juega  un 

importante  papel  en  el  control  del  número  adecuado  de  progenitores  neuronales 

(Nguyen  et  al.,  2003).  Además,  durante  la  fase  de  migración  el  aumento  de  la 

concentración de GABA  reduce  la  tasa de migración de  los neuroblastos. Por último, 

GABA es esencial para el desarrollo e integración de las sinapsis dendríticas de las células 

granulares del hipocampo (Ge et al., 2006; Earnheart et al., 2007, Ge et al., 2007). Por 

tanto, el desequilibrio entre la actividad de neurotransmisores excitadores e inhibidores 

encontrados en el SD podría ser uno de los factores que alteran la neurogénesis en este 

síndrome. 
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1.5. El receptor GABAA 

Los receptores GABAA forman un canal de cloro que permite el paso hacia el interior de 

la neurona al anión Cl‐ a favor de gradiente, provocando un cambio en el potencial de 

membrana.  

Este receptor GABAA es una estructura formada por cinco subunidades codificadas por 

19 genes diferentes que a su vez se distinguen en ocho subclases según sea la homología 

de sus secuencias: α 1‐6, β 1‐3, γ 1‐3, δ, ε, π, θ y ρ 1‐3, dando lugar a al menos 36 subtipos 

distintos de receptores GABAA en las neuronas del SNC (Olsen y Sieghart, 2008; Fritschy 

y  Panzanelli,  2014;  figura  2).  Esta  diversidad  confiere  a  cada  uno  de  los  receptores 

diferentes características estructurales, funcionales y de localización en distintas zonas 

del  SNC  (Olsen  y  Sieghart,  2008;  Rudolph  y  Möhler,  2013).  Esta  heterogeneidad 

estructural también determina su posición y actividad en la sinapsis. Aquellos receptores 

GABAA compuestos por  las subunidades α1, α2 y α3 asociadas a  la subunidad γ2 son 

receptores postsinápticos con respuestas fásicas. Es decir, respuestas rápidas, de corta 

duración, que se generan por la activación con altas concentraciones de GABA liberado 

en  la sinapsis de  los receptores GABAA de baja afinidad. Por otro  lado,  los receptores 

que  contienen  las  subunidades  α4,  α5,  α6  y  δ  son  receptores  extrasinápticos  con 

respuestas tónicas, respuestas de mayor duración mediadas por receptores GABAA de 

alta afinidad que  se activan  con  concentraciones bajas de GABA ambiental  (Banks  y 

Pearce, 2000; Glykys y Mody, 2006; Brickley y Mody, 2012). 

Se  ha  demostrado  que  la  subunidad  α5  del  receptor  GABAA  está  implicada  en  los 

procesos de memoria y aprendizaje (Mohler et al., 1996; Rudolph y Möhler, 2006). Los 

receptores  que  contienen  esta  subunidad  (GABAAα5)  están  localizados 

fundamentalmente en la base de las espinas dendríticas de las neuronas piramidales de 

la  región CA1 del hipocampo. Es decir, son  receptores extrasinápticos que median  la 

inhibición tónica (Möhler, 2007; Yamada et al., 2007; Olsen y Sieghart, 2009). 
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Figura 2: Estructura del receptor GABAA. Cinco subunidades de siete subfamilias de subunidades (α, 

β, γ, δ, ε, θ, π) se ensamblan para formar un canal de cloro permeable. La mayoría de los receptores 

GABAA expresados en el cerebro consisten en 2 subunidades α, 2 β, y 1 subunidad γ que puede ser 

sustituida por δ, ε o π. La unión con el neurotransmisor GABA se produce en la interfaz entre la α y β 

subunidades y provoca  la apertura del canal, permitiendo  la rápida afluencia de  iones de cloro. La 

unión con  los benzodiacepinas se produce en  la  interfase entre  las subunidades α (1, 2, 3 o 5) y γ. 

Figura modificada de Jacob et al. (2008).  

1.5.1. Farmacoterapia dirigida a los receptores GABAAα5 

Es  bien  conocido  el  papel  del  receptor  GABAA  en  los  procesos  cognitivos.  La 

administración de antagonistas de este receptor, como la bicuculina, la picrotoxina o el 

pentilentetrazol (PTZ), mejoran la memoria dependiente del hipocampo en un modelo 

animal de SD, el ratón Ts65Dn, que se describirá en el apartado 5 (Kleschevnikov et al., 

2004;  Fernandez  et  al.,  2007;  Rueda  et  al.,  2008;  Colas  et  al.,  2013).  Además,  la 

administración de moduladores alostéricos negativos (Negative Allosteric Modulators, 

NAMs) no selectivos de este receptor, que actúan sobre  todos  los receptores GABAA 

independientemente  de  las  subunidades  que  los  conformen,  mejora  los  procesos 

cognitivos tanto en humanos con amnesia post‐anestesia, como en  modelos animales 

con diferentes sensibilidades para los moduladores pero sin déficits cognitivos (Jensen 

et al., 1987; Venault et al., 1987 Sarter et al., 2001; Venault y Chapouthier, 2007). Por 

otro  lado,  la  administración de moduladores  alostéricos positivos  (Positive Allosteric 

Modulators,  PAMs)  no  selectivos  del  receptor  GABAA,  deteriora  los  procesos  de 
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aprendizaje y memoria en personas sanas (Lister, 1985; Cole, 1986; Ghoneim y Mewaldt, 

1990).  

Sin embargo, tanto los NAMs como los antagonistas no selectivos del receptor GABAA 

incrementan la ansiedad y la probabilidad de sufrir convulsiones, por lo que este tipo de 

compuestos no es adecuado para el tratamiento de los déficits cognitivos (Wetmore y 

Garner, 2010). 

Por otro lado, los estudios con ratones a los que se les había bloqueado genéticamente 

la  subunidad  GABAAα5  demostraron  la  implicación  selectiva  de  esta  subunidad  en 

procesos cognitivos, ya que estos ratones mostraban una mejor memoria y aprendizaje 

sin cambios en los niveles de ansiedad o en la aparición convulsiones (Collinson et al., 

2002; Crestani  et  al.,  2002;  Yee  et  al.,  2004).  Estos  resultados,  junto  a  la  expresión 

selectiva en el hipocampo de esta subunidad, sugirieron que los NAMs selectivos para 

GABAAα5  producirían  efectos  pro‐cognitivos  sin  inducir  los  efectos  adversos  de  los 

compuestos no selectivos.  

El  primer  NAM  con  una  afinidad  preferente  por  los  receptores  GABAAα5  que  se 

desarrolló  fue  L‐655  708.  La  administración  de  este  compuesto  incrementa  la 

potenciación hipocampal a largo plazo (Long term potenciación, LTP) y la memoria en 

ratones normales sin producir convulsiones  (Navarro et al., 2002; Glykys et al., 2008; 

Atack, 2011). Sin embargo,  la administración de L‐655 708  sí que produce un efecto 

ansiogénico, probablemente por su actividad sobre otras subunidades además de las α5 

(Atack, 2011). 

Posteriormente, la farmacéutica Merck diseño un NAM con una eficacia más alta para 

la subunidad α5 en comparación con  la subunidad α1 y que se comportaba como un 

débil modulador alostérico positivo de las subunidades α2 y α3 (Sternfeld et al., 2004; 

Potier et al., 2014). Este modulador,  llamado α5IA, mejora  la cognición en el modelo 

murino  de  SD  Ts65Dn,  sin  producir  ansiedad  o  provocar  convulsiones  (Potier  et  al., 

2014).  Sin  embargo,  una  posible  toxicidad  renal  impidió  su  desarrollo  clínico 

(Merschman et al., 2005).  
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Por  último,  Hoffmann‐La  Roche  desarrolló  el  compuesto  RO4938581  (figura  3),  un 

potente NAM de  los receptores GABAAα5 (Knust et al., 2009) con una mayor afinidad 

por los receptores GABAA que contienen la subunidad α5 que por los que contienen las 

subunidades α1, α2, α3. Su selectividad, tanto funcional como de afinidad, le convierte 

en un  fármaco  con un perfil  ideal para mejorar  la  cognición  sin producir  los efectos 

secundarios relacionados con la actividad de otras subunidades del receptor GABAA. 

El  tratamiento  con  este  fármaco mejora  la  cognición  de monos,  ratas  y  ratones  sin 

provocar ansiedad ni  incrementar  la probabilidad de padecer convulsiones (Ballard et 

al., 2009). Estudios previos  realizados en nuestro  laboratorio han demostrado que  la 

administración crónica de RO4938581 durante 12 semanas tiene efectos pro‐cognitivos, 

mejora la neurogénesis y la LTP en el ratón Ts65Dn (Martínez‐Cué et al., 2013). El estudio 

I de esta tesis evalúa los efectos de diferentes pautas de administración de este fármaco, 

con el objetivo de analizar si  tras  la  interrupción del  tratamiento con RO4938581  los 

cambios neuroquímicos y neuroanatómicos se mantienen a largo plazo. 

 

Figura 3: Estructura de RO4938581 (3‐bromo‐10‐(difluorometil)‐9H‐imidazo [1,5‐a] [1, 2,4] triazolo [1,5‐

d] [1,4] benzodiacepina). 
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2. Papel neuroprotector de los ácidos oleico y linolénico 

Durante  el  desarrollo  fetal  los  ácidos  grasos  tienen  un  papel  fundamental  en  la 

morfogénesis y desarrollo del cerebro. Por ello, se produce un aumento de sus niveles 

durante  el  periodo  de  gestación  y  una  disminución  progresiva  durante  el  primer 

trimestre después del nacimiento. Se ha demostrado que existe una asociación directa 

entre  el  porcentaje  de  ácidos  grasos  en  el  plasma materno  y  el  desarrollo  de  las 

funciones cognitivas del neonato (Gil‐Sánchez et al., 2012). Además, el aporte adicional 

pre‐  y  post‐natal  de  ácidos  grasos  incrementa  el  desarrollo  del  cerebro  tanto  en 

animales como en humanos (Gaete et al., 2002).  

2.1.   Ácido oleico  

Síntesis y mecanismo de acción del ácido oleico 

El ácido oleico (figura 4) es un ácido graso monoinsaturado de la serie Ω9. Se encuentra 

presente  de manera  endógena  en  el  organismo  y  en  la  naturaleza  en  los  aceites 

vegetales, por lo que puede consumirse fácilmente en la dieta de manera habitual.  

 

Figura  4.  Estructura  del  ácido  oleico.  https://educacionquimica.wordpress.com/2011/12/26/efectos‐

beneficiosos‐de‐los‐compuestos‐quimicos/  

El ácido oleico se sintetiza y se libera desde los astrocitos al espacio extracelular donde 

actúa como factor neurotrófico en las neuronas (Tabernero et al., 2001).  

En las neuronas, el ácido oleico induce la expresión de genes tras unirse a su receptor 

PPAR (Peroxisome Proliferator‐Activated Receptor), la proteína kinasa A (PKA) y el factor 

neuroD2 (Rodríguez‐Rodríguez et al., 2004; Bento‐Abreu et al., 2007; Polo‐Hernández et 

al., 2014). 

Papel neuroprotector del ácido oleico  
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En mamíferos  gran  parte  del  desarrollo  cerebral,  particularmente  la  diferenciación 

neuronal,  ocurre  durante  el  periodo  postnatal.  El  ácido  oleico  juega  un  papel 

fundamental  actuando  como  factor  neurotrófico  para  promover  el  desarrollo  del 

cerebro durante las primeras etapas de la vida. 

Estudios in vitro han demostrado que el ácido oleico induce la diferenciación neuronal. 

Cuando  es  captado  por  las  neuronas  participa  en  la  síntesis  de  fosfolípidos  que  se 

incorporan  en  los  conos  de  crecimiento  neuronal  (Medina  y  Tabernero,  2002).  Así, 

promueve  la  elongación  de  los  axones  y  el  contacto  de  unas  neuronas  con  otras 

(Tabernero et al., 2001; Medina y Tabernero, 2002), favoreciendo  la formación de  los 

circuitos neuronales. Además, la presencia del complejo ácido oleico‐albumina produce 

un incremento de las proteínas de diferenciación neuronal MAP‐2 y GAP‐43, implicadas 

en  el  crecimiento  dendrítico  y  axonal  respectivamente  (Rodríguez‐Rodríguez  et  al., 

2004; Shi et al., 2012).  

El ácido oleico  también promueve el crecimiento de neuritas  (Polo‐Hernández et al., 

2014),  la migración neuronal (Tabernero et al., 2001; Medina y Tabernero, 2002) y  la 

formación de sinapsis en cultivos primarios de neuronas de rata (Polo‐Hernández et al., 

2014). Además, aumenta la expresión de la doblecortina (DXC), una proteína implicada 

en la diferenciación y migración neuronal, y promueve la síntesis de las proteínas pre‐ y 

post‐sinápticas sinaptotagmina y PSD95, que están implicadas en la generación de la LTP 

(Stein et al., 2003), en cultivos de neuronas de cerebros de ratas en desarrollo (Polo‐

Hernández et al., 2014). 

Estudios  in  vivo  realizados  en  cerebros  de  rata  han  demostrado  que  los  niveles  de 

albúmina  y  ácido  oleico  aumentan  después  del  nacimiento  y  que  este  evento  se 

acompaña de un aumento en el factor de diferenciación neuronal GAP‐43 (Velasco et 

al., 2003; Polo‐Hernandez et al., 2010). Estos  resultados sugieren que el ácido oleico 

actúa como factor neurotrófico durante el desarrollo del cerebro en etapas postnatales 

en estos  animales. Además, el  ácido oleico promueve  la  formación de  axones en el 

estriado durante el desarrollo del cerebro (Polo‐Hernández et al., 2010). 
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Por otro  lado,  la  administración de oleoiletanolamida, un derivado del  ácido oleico, 

activa la transmisión noradrenérgica en el complejo basolateral de la amígdala y mejora 

la memoria espacial y la memoria asociativa en ratas (Campolongo et al., 2009).  

En el SD los niveles de ácidos grasos monoinsaturados en los fosfolípidos cerebrales son 

menores (Shah, 1979). Por otro lado, en cultivos de neuronas corticales de un modelo 

murino de SD, el ratón Ts16, los efectos neurotróficos del ácido oleico sobre la expresión 

de  la  enzima  ChAT  (colinoacetiltransferasa),  un  marcador  de  la  diferenciación  de 

neuronas colinérgicas, son menores (Hijazi et al., 2013). Por tanto, la menor cantidad de 

ácidos grasos monoinsaturados en el cerebro SD podría ser responsable algunas de sus 

alteraciones neuromorfológicas y cognitivas.  

2.2. Ácido linolénico 

Síntesis  

El ácido  α‐linolénico es un ácido  graso poliinsaturado esencial de  la  serie  Ω3. Es un 

componente de muchos aceites vegetales y está presente en cantidades elevadas en el 

pescado  y  en  organismos  marinos  que  se  alimentan  de  fitoplancton.  Tras  su 

incorporación al organismo, sufre una serie de elongaciones que dan lugar a moléculas 

esenciales como el ácido Docosahexaenoico (DHA), el derivado a través del cual ejerce 

la  mayor  parte  de  sus  efectos  neuroprotectores  y  pro‐cognitivos,  y  el  ácido 

eicosapentaenoico  (EPA),  una  molécula  con  propiedades  antiinflamatorias  e 

inmunomoduladoras (Jannsen et al., 2014).  

 

Figura 5. Estructura del ácido  linolénico y sus derivados esenciales de  la serie Ω3, EPA y DHA.  Imagen 

modificada de http://lunchanddinner.es/acidos‐grasos‐omega‐mito‐o‐realidad/. 
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Las células endoteliales y astrogliales del cerebro son las encargadas de llevar a cabo la 

síntesis de DHA. Sin embargo, la cantidad que sintetizan no es suficiente para cumplir 

los  requerimientos bioquímicos neuronales, por  lo que es necesario un aporte de su 

precursor, el ácido linolénico, a través de la dieta (Hashimoto et al., 2016).  

Papel neuroprotector del ácido linolénico y del DHA  

El  déficit  de  ácido  linolénico  puede  afectar  a  la  función  neuronal  y  al  correcto 

funcionamiento del cerebro  (Yehuda et al., 1997). Debido a su estructura química,  la 

incorporación del DHA en la membrana, produce una disminución del punto de fusión 

proporcionando mayor  fluidez  y  flexibilidad  (Hashimoto  et  al.,  2016),  lo  que  puede 

influir  en  la  neurotransmisión  (Clarke  et  al.,  1999).  Si  las membranas  de  las  células 

nerviosas se vuelven demasiado rígidas,  los receptores se vuelven menos capaces de 

reconocer los neurotransmisores y de transmitir las señales. 

El ácido linolénico y el DHA promueven la neurogénesis (Lei et al., 2013) y la posterior 

diferenciación de  los progenitores neurales  in  vivo  e  in  vitro  (Kawakita  et  al.,  2006; 

Hashimoto  et  al.,  2016;).  En  cultivos  de  neuroesferas  de  células madre  neurales  de 

cerebros de embriones de rata, el ácido linolénico aumenta la proliferación y la posterior 

diferenciación de los progenitores neurales mediante la inducción de diferentes factores 

de transcripción (Katura et al., 2009; Hashimoto et al., 2016).  

Varios estudios realizados en roedores demuestran los beneficios de la suplementación 

con ácido linolénico y ácidos Ω3 en la dieta de hembras gestantes sobre la neurogénesis 

en el cerebro de sus crías (Chalon et al., 1998; Coti et al., 2006; Cao et al., 2009; Cutuli, 

2016; Tang et al., 2016). Por el contrario, su deficiencia en la dieta materna reduce el 

número de células proliferativas en el DG de crías de rata (Coti et al., 2006; Tang et al., 

2016).  Además,  la  suplementación  de  DHA  o  de  ácido  linolénico  aumenta  la 

neurogénesis de ratas y ratones adultos (Kawakita et al., 2006; Hashimoto et al., 2016).  

Por otro lado, tanto en etapas tempranas del desarrollo como durante la edad adulta, la 

administración de ácido  linolénico aumenta el crecimiento de neuritas (Robson et al., 

2010) y la sinaptogénesis (Tixier‐Vidal et al., 1986; Wurtman et al., 2006). El aporte de 

DHA también aumenta los niveles de factores de señalización implicados en el desarrollo 
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de espinas y sinapsis  (Kim et al., 2011; Rashid et al., 2013; Cutuli, 2016). Además, el 

aporte de DHA mejora  la cognición y  la memoria espacial aumentando  los niveles de 

BDNF y TrkB en el hipocampo de modelos murinos de EA (Lee et al., 2016) y en las crías 

de ratas suplementadas con ácido linolénico durante la gestación (Bhatia et al., 2011). 

Además, la administración de DHA durante 12 semanas a ratas de 5 semanas de edad 

mejora  su  memoria  espacial  y  promueve  la  expresión  de  genes,  como  c‐fos,  que 

participan en procesos de plasticidad neuronal, aprendizaje y memoria en el hipocampo 

(Tanabe et al., 2004). El DHA también aumenta la LTP en la corteza y el hipocampo de 

rata (Nishikawa et al., 1994; Fujita et al., 2001).  

El  ácido  linolénico  también  ejerce  efectos  neuroprotectores  gracias  a  su  alto  poder 

antioxidante y antiinflamatorio (Hossains et al., 1999; Bazan et al., 2007; McNamara et 

al., 2010; Casañas‐Sanchéz et al., 2015; Lee et al., 2016; Cutuli et al., 2016; Hashimoto 

et al., 2016).   

Por último, se han realizado estudios que ponen de manifiesto el potencial terapéutico 

del ácido linolénico en el SD. El tratamiento con una dieta suplementada con aceite de 

pescado que contenía ácido  linolénico fue capaz de rescatar  los déficits cognitivos en 

ratones que sobreexpresan el gen de la calcineurina 1 (RCAN‐1), un gen sobreexpresado 

en el SD, que  interviene en el crecimiento de neuritas,  la LTP,  la defosforilación de  la 

proteína tau y la liberación de neurotransmisores (Zmijewski et al., 2015). Por otro lado, 

la administración durante 6 meses de una mezcla que contenía polifenoles de té verde 

y aceite de pescado rico en ácido linolénico, mejoró la actividad de los complejos de la 

cadena  respiratoria mitocondrial  en  linfocitos,  así  como  la  puntuación  obtenida  en 

diversas pruebas que requerían atención y/o concentración en un niño con SD (Vacca et 

al., 2015). 

3.  Curcumina 

Características, transporte y metabolismo 

La curcumina (diferuloilmetano) es un producto químico fenólico aislado a partir de los 

rizomas de la planta Curcuma longa (cúrcuma).  
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Además de su consumo en  la dieta,  la cúrcuma se ha usado tradicionalmente para el 

tratamiento de varias enfermedades como la psoriasis, los eczemas y las dolencias del 

tracto digestivo  (Ullah et al., 2017). Diversos estudios preclínicos han demostrado su 

potencial  terapéutico  en  varias  patologías  del  sistema  inmune,  diferentes  tipos  de 

cáncer,  enfermedades  inflamatorias  y  cardiovasculares  y  trastornos  neurológicos  y 

neurodegenerativos (Darvesh et al., 2012; Seo et al., 2015; Di Martino et al., 2017; Ullah 

et al., 2017).   

Debido a su baja hidrosolubilidad se transporta y distribuye en el organismo unida a la 

albúmina  (Burgos‐Moron et al., 2010). Tras  incorporarse y metabolizarse, da  lugar a 

glucurónidos de curcumina y a tetrahidroxicurcumina (THC) (Pan et al., 1999; Ullah et 

al., 2017). Tanto la curcumina como sus derivados son capaces de atravesar la barrera 

placentaria (Ganiger et al., 2006) y la hematoencéfalica (Darvesh et al., 2012; Ullah et 

al., 2017). Sin embargo, la curcumina se degrada y elimina rápidamente (Darvesh et al., 

2010; et al., 2012; Mytrhi et al., 2012; Ullah et al., 2017). Hay evidencias de que sus 

efectos positivos podrían ser debidos a algunos de sus metabolitos, especialmente a la 

THC. 

Papel neuroprotector de la curcumina  

La  curcumina  es  una molécula  con múltiples  funciones  entre  las  que  destacan  sus 

efectos antiinflamatorios, antioxidantes e inmunomoduladores (Seo et al., 2015).  

Uno de sus principales efectos neuroprotectores es la estimulación de la proliferación 

celular  (Xu et al., 2007; Kim et al., 2008; Darvesh et al., 2012; Nam et al., 2014).  La 

curcumina estimula la proliferación en cultivos de progenitores neurales embrionarios 

y la neurogénesis en el hipocampo de ratones y ratas adultos (Kang et al., 2006; Kim et 

al.,  2008;  Berberoglu  et  al.,  2009).  Además,  también  promueve  la  diferenciación 

neuronal in vitro (Liao et al., 2012) e in vivo en ratas con isquemia cerebral (Liu et al., 

2016) y en modelos murinos de EA (Darvesh et al., 2012; Dang et al., 2013; Tiwari et al., 

2014; Nam et al., 2014).  

Por  otro  lado,  la  curcumina  mejora  la  LTP  hipocampal  (Cheng  et  al.,  2013)  y  la 

transmisión sináptica en ratones jóvenes y viejos (Dong et al., 2012; Cheng et al., 2013). 
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La curcumina también ejerce acciones antioxidantes y antiinflamatorias (Darvesh et al., 

2012; Pluta et al., 2015; Mohajeri et al., 2015., Ullah et al., 2017), reduce la formación 

de placas β‐amiloides, la fosforilación de la proteína tau y previene el deterioro cognitivo 

asociado a la EA (Ullah et al., 2017).   

Por último, mejora  los procesos de memoria  y  aprendizaje en humanos  y en  varios 

modelos murinos (Ng et al., 2006; Dong et al., 2012; Nam et al., 2014; Qi et al., 2017).  

4. Modelos murinos de síndrome de Down 

Una  de  las  estrategias más  utilizadas  para  identificar  los mecanismos  biológicos 

subyacentes a  las alteraciones  fenotípicas encontradas en el SD y para evaluar  la 

eficacia de nuevas terapias es el desarrollo de modelos animales.  

El brazo  largo del HSA21 contiene aproximadamente 552 genes de  los cuales 166 son 

ortólogos  a  genes  localizados  en  regiones  sinténicas  de  tres  cromosomas murinos: 

MMU16  (110  genes  ortólogos), MMU17  (19  genes  ortólogos)  y MMU10  (37  genes 

ortólogos)  (Sturgeon  y  Gardiner,  2011).  Basándose  en  estas  homologías,  se  han 

desarrollado varios modelos murinos  trisómicos para diferentes grupos de genes del 

HSA21. A pesar de que existen varios modelos murinos para el estudio del SD (Rueda et 

al., 2012), se describirá únicamente el ratón Ts65Dn, ya que es el modelo utilizado en 

esta tesis. 

4.1. El ratón Ts65Dn como modelo de síndrome de Down 

El  ratón  Ts65Dn  (TS)  es  actualmente  el modelo más  comúnmente utilizado  y mejor 

caracterizado  para  el  estudio  del  SD.  Este  modelo  tiene  una  trisomía  parcial  del 

segmento del MMU16 que se extiende entre los genes Mrp139 y Znf295 y que contiene 

aproximadamente 92 genes ortólogos al HSA21 (Sturgeon y Gardiner, 2011; figura 6). 

Los ratones TS también portan una trisomía del MMU17 de aproximadamente 10 Mb 

que contiene 60 genes no‐homólogos al HSA21 (Duchon et al., 2011). A pesar de que en 

este modelo bastantes genes ortólogos al HSA21 no están triplicados y hay un grupo de 

genes  euploides  en  el  SD  que  están  en  trisomía  en  este  ratón,  el  ratón  Ts65Dn  es 

actualmente el modelo que presenta más rasgos fenotípicos del SD.  
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Figura 6. Representación esquemática del cromosoma 21 humano (HSA21) y del cromosoma 16 de ratón 

(MMU16).  Se  indican  las  regiones  sinténicas  entre  estos  dos  cromosomas,  así  como  con  otros 

cromosomas. También se señala la región que está triplicada en el ratón Ts65Dn.  

A continuación, se describirán en detalle la neurobiología y las alteraciones cognitivo‐

conductuales de este modelo que también están presentes en el SD (tabla 1). 

4.1.1. Alteraciones neuromorfológicas 

Volumen encefálico reducido e hipocelularidad  

El tamaño y volumen cerebral del ratón TS es menor durante el periodo embrionario, 

pero  no  después  del  nacimiento  o  durante  la  edad  adulta  (Aldridge  et  al.,  2007; 

Chakrabarti  et  al.,  2007).  Sin  embargo,  algunas  estructuras  encefálicas  como  el 

hipocampo o  el  cerebelo  sí presentan un  volumen  reducido durante  la  edad  adulta 

(Baxter et al., 2000; Lorenzi et al., 2006; Bianchi et al., 2010a; 2010b).   

Esta  reducción  de  volumen  de  distintas  áreas  encefálicas  está  relacionada  con  una 

menor densidad celular, tal y como ocurre en las personas con SD. Concretamente, los 

ratones  TS  presentan  un menor  tamaño  de  la  capa  de  células  granulares  (GCL)  del 

hipocampo  y  del  hilus  y  de  algunas  capas  neocorticales  (Chakrabarti  et  al.,  2007; 
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Contestabile et al., 2008; Rueda et al., 2010; Llorens‐Martín et al., 2010). El número de 

neuronas en las áreas CA1‐CA3 del hipocampo es normal durante los primeros meses 

de vida  (Lorenzi y Reeves, 2006),  sin embargo, a  los 17‐18 meses disminuye en CA1 

(Insausti et al., 1998). Además, en el  cerebelo el número de  células granulares y de 

Purkinje es menor desde estadíos post‐natales tempranos hasta la edad adulta (Baxter 

et al., 2000; Roper et al., 2006a; Contestabile et al., 2006).  

De manera similar a lo que ocurre en el SD (Risser et al., 1997), diversos estudios han 

demostrado un deterioro del sistema colinérgico dependiente de la edad en el ratón TS. 

A partir de  los 6 meses de edad,  los  ratones TS muestran una pérdida de neuronas 

colinérgicas del prosencéfalo basal, así como una disminución del tamaño de los somas 

de estas neuronas (Granholm et al., 2000; Hunter et al., 2003).  

Esta hipocelularidad parece ser una de  las causas de  la discapacidad  intelectual en  la 

condición  trisómica  y  podría  estar  causada  por  un  deterioro  en  los  procesos  de 

neurogénesis, un aumento de la apoptosis y/o de la neurodegeneración. 

4.1.2. Alteraciones en la neurogénesis  

Al igual que en el SD, el ratón TS presenta un menor número de células proliferativas en 

la  zona ventricular neocortical durante  los estadíos embrionarios  (Chakrabarti et al., 

2007). También se han descrito alteraciones en la proliferación celular durante toda la 

vida del ratón TS en el DG (Rueda et al., 2005; Lorenzi y Reeves, 2006; Clark et al., 2006; 

Contestabile et al., 2007; Bianchi et al., 2010; Llorens‐Martín et al., 2010) y en la zona 

subventricular (SVZ) (Bianchi et al., 2010a; 2010b; Trazzi et al., 2011). En el cerebelo, los 

ratones TS  recién nacidos muestran un menor número de precursores de  las células 

granulares en  la capa granular externa (EGL) (Roper et al., 2006b; Contestabile et al., 

2009a)  y en  la  interna  (IGL)  (Contestabile et al., 2009b) que  se debe, en parte, a  la 

disminución  de  la  respuesta  de  los  precursores  de  las  células  granulares  al  factor 

mitogénico Sonic hedgehog (Shh) (Roper et al., 2006b).  

Las  alteraciones  anteriormente  descritas  en  la  proliferación  de  los  precursores 

neuronales parecen ser debidas a anomalías en el ciclo celular. Se ha observado que el 

ciclo celular de los precursores de  las células granulares en la EGL e IGL es más lento, 
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siendo las fases G1 y G2 las más afectadas (Contestabile et al., 2009a). Igualmente, el 

ciclo  celular  en  el  ratón  TS  se  alarga durante  estadíos  embrionarios  en  el  área CA3 

(Chakrabarti  et  al.,  2007),  así  como  en  etapas  tempranas  post‐natales  en  el  DG 

(Contestabile et al., 2007). Además,  los procesos de diferenciación neuronal también 

están  afectados  en  los  ratones  TS.  En  su  cerebelo,  un menor  porcentaje  de  células 

adquieren un fenotipo neuronal que en el de los ratones euploides (Contestabile et al., 

2009a). 

4.1.3. Alteraciones en la conectividad sináptica  

Las  alteraciones  en  la  conectividad  sináptica  de  los  ratones  TS  incluyen  anomalías 

morfológicas y funcionales de las sinapsis, dendritas y espinas dendríticas (Kasai et al., 

2003; Newpher et al., 2009) que contribuyen al deterioro cognitivo que muestra este 

modelo.  

En  el  ratón  TS  adulto,  la  longitud  y  arborización  de  las  dendritas  de  las  neuronas 

piramidales neocorticales están reducidas (Dierssen et al., 2003). Además, la densidad 

de espinas dendríticas es menor tanto en las neuronas piramidales neocorticales como 

en las células granulares del DG (Dierssen et al., 2003; Belichenko et al., 2004; Popov et 

al., 2011). Por otro lado, el ratón TS presenta anomalías en la morfología de las espinas, 

como el aumento del  tamaño de  la cabeza y  la disminución en  la  longitud del cuello 

(Belichenko et al., 2004; 2007; Villar et al., 2005).   

El ratón TS también muestra una reducción de la densidad sináptica en el neocórtex y 

en CA1 en etapas post‐natales (Chakrabarti et al., 2007) y en el DG, CA1 y CA3 durante 

la edad adulta (Kurt et al., 2004). Sin embargo, el tamaño de los botones presinápticos 

y la longitud media de las hendiduras sinápticas se encuentran aumentados en la corteza 

e hipocampo de estos animales (Belichenko et al., 2004; 2007; 2009b).  
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Tabla 1. Características fenotípicas comunes entre personas con SD y el ratón TS 

 

Alteraciones  SD  Ts65Dn 

Volumen cerebral  Reducido  Reducido 

Densidad neuronal  Reducida  Reducida 

Volumen cerebelar  Reducido  Reducido 

Densidad neuronal 

cerebelar 

Reducida  Reducida 

 

Neurogénesis 

 Alteraciones en la proliferación de los precursores 
neurales. 

 Retraso del ciclo celular. 

 Alteraciones en la neurodiferenciación. 

 Alteraciones en la neurogénesis cerebelar. 

 Alteraciones en la proliferación de los 
precursores neurales. 

 Retraso del ciclo celular. 

 Alteraciones en la neurodiferenciación. 

 Alteraciones en la neurogénesis cerebelar 

 

Neurodegeneración 

 Neuropatología de tipo EA. 

 Presencia de placas de β‐amiloide y ovillos 
neurofibrilares. 

 Pérdida de neuronas colinérgicas. 

 Aumento del estrés oxidativo. 

 Microglía sobreactivada. 

 Aumento de citoquinas proinflamatorias. 

 Aumento en los niveles de APP y péptidos β‐
amiloides. 

 Degeneración de las neuronas colinérgicas. 

 Aumento del estrés oxidativo. 

 Microglía sobreactivada. 

Dendritas y espinas 

dendríticas 

 Alteraciones en la morfología. 

 Densidad reducida. 

 Alteraciones en la morfología. 

 Densidad reducida. 
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Tabla 1 (Continuación). 

Densidad sináptica     Reducida 

Balance 

excitación/Inhibición 

 Niveles reducidos de GABA en adultos con SD y EA. 

 Niveles reducidos de glutamato y aspartato en 
adultos. 

 Aumento del número de sinapsis inhibidoras. 

 Disminución del número de sinapsis 
excitadoras. 

 Redistribución de las sinapsis inhibidoras. 

 Aumento del número de interneuronas 
GABAérgicas. 

 Alteraciones en la estructura del receptor 
GABAA 

Electrofisiología   Alteraciones EEG. 

 Alteraciones en los potenciales evocados. 

 Alteraciones en la LTP hipocampal. 

Cognitivo‐Conductuales   Retraso en el desarrollo. 

 Hiperactividad ocasional. 

 Atención reducida. 

 Alteraciones del aprendizaje. 

 Alteraciones de memoria. 

 Adquisición tardía de habilidades motoras. 

 Habilidades lingüísticas alteradas. 

 Retraso en el desarrollo. 

 Hiperactividad. 

 Atención reducida. 

 Alteración del aprendizaje. 

 Alteración de la memoria. 

 Adquisición tardía de habilidades motoras. 
 

Otras   Infertilidad en varones 

 Menor respuesta al dolor. 

 Alteraciones craneofaciales. 

 Infertilidad en machos. 

 Menor respuesta al dolor. 

 Alteraciones craneofaciales. 
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4.1.4. Desequilibrio en el balance excitación‐inhibición cerebral: el papel del 

GABA y el glutamato  

Además  de  las  alteraciones morfológicas  y  funcionales  descritas  en  las  espinas,  las 

dendritas y  las  sinapsis, el  ratón TS presenta anomalías en  las características y en  la 

distribución de los diferentes tipos de sinapsis. Esto provoca un desequilibrio entre las 

sinapsis GABAérgicas  (inhibitorias) y glutamatérgicas  (excitadoras) que da  lugar a un 

exceso de inhibición en el cerebro. Este predominio de la actividad inhibidora cerebral 

parece ser uno de los mecanismos responsables de los déficits cognitivos del ratón TS.   

El ratón TS tiene menos sinapsis excitadoras (asimétricas) en la corteza temporal, DG, 

CA1 y CA3  (Ayberk et al., 2000; Kurt et al., 2004). También se ha descrito un menor 

número de botones sinápticos inhibidores y un mayor número de botones excitadores 

(glutamatérgicos)  en  la  capa  molecular  del  hipocampo  lo  que  altera  en  balance 

inhibición/excitación en esta estructura (Martínez‐Cué et al., 2013; Corrales et al., 2014; 

García‐Cerro et al., 2014). Además, los ratones TS presentan mayor número de neuronas 

GABAérgicas  inhibitorias  (Belichenko  et  al.,  2004)  en  el  DG,  en  la  corteza 

somatosensorial (Perez‐Cremades et al., 2010) y en el prosencéfalo basal (Chakrabarti 

et  al.,  2010).  Asimismo,  el  ratón  TS  presenta  alteraciones  en  la  distribución  de  las 

sinapsis  inhibitorias,  con  una  relativa  disminución  de  impulsos  en  las  hendiduras 

sinápticas y un aumento en los cuellos de las espinas (Belichenko et al., 2004; 2007).   

El  cerebro del  ratón  TS  también presenta  alteraciones  en  la  expresión  y  función de 

algunos  de  los  receptores  más  relevantes  de  neurotransmisores  inhibitorios  y 

excitadores. En primer lugar, la expresión de las subunidades β2 y β3 del receptor GABAA 

en el hipocampo (Belichenko et al., 2009b) y de la subunidad α1 de este receptor está 

reducida en sinaptosomas de cerebro del ratón TS (Fernández et al., 2009). Además, se 

han descrito cambios en la subunidad R1 del receptor GABAB en este modelo de SD. Por 

otro  lado,  el  aumento de  la  inhibición  en  la  condición  trisómica  también  se debe  a 

alteraciones en la transmisión excitadora. Los receptores NMDA, junto con los AMPA, 

son esenciales para  la  codificación de  la  información.  Los  ratones  TS presentan una 

reducción de la subunidad GluR1 del receptor AMPA (Belichenko et al., 2009) y de las 

subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA  (Vink et al., 2009). Por último, se han 
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descrito  alteraciones  en  los mecanismos  de  señalización mediados  por  el  receptor 

NMDA implicados en los procesos de plasticidad sináptica (Siarey et al., 2006).   

Alteraciones en otros sistemas de neurotransmisión  

Además de  las alteraciones descritas en  los sistemas glutamatérgico y GABAérgico, el 

ratón TS presenta alteraciones en otros sistemas de neurotransmisión y cambios en la 

expresión y función de sus respectivos receptores.  

Aunque  los niveles de 5‐HT en el hipocampo de  los ratones TS son similares a  los de 

ratones control (Megías et al., 1997), los niveles del receptor 5‐HT1A en ratones TS recién 

nacidos  son menores  (Bianchi  et  al.,  2010a),  alteración  que  podría  contribuir  a  la 

deficitaria neurogénesis que muestran estos animales.  

Por otro  lado,  los ratones TS presentan una pérdida de neuronas noradrenérgicas del 

locus coeruleous a partir de los 6 meses de edad (Salehi et al., 2009). Además, aunque 

estos animales muestran unos niveles normales de adrenoceptores‐β en la corteza y en 

el hipocampo, su función está alterada, con la consiguiente alteración en la producción 

basal de AMPc (Dierssen et al., 1997).  

Asimismo,  los  niveles  de  acetilcolina  en  el  cerebro  disminuyen  con  la  edad,  como 

consecuencia de  la  reducción del número de neuronas colinérgicas  (Granholm et al., 

2000; Cooper et al., 2001; Hunter et al., 2003; 2004; Corrales et al., 2013). Esto afecta a 

los procesos  implicados en  la memoria y el aprendizaje, ya que, uno de  los sustratos 

anatómicos más  importantes del  aprendizaje  y  la  atención  es  el  sistema  colinérgico 

septohipocampal (Baxter et al., 1999; Bartus et al., 2000).  

Por  último,  el  ratón  TS  también  presenta  una  reducción  en  los  niveles  de  diversas 

neurotrofinas, como el BDNF (Bimonte‐Nelson et al., 2003; Bianchi et al., 2010a; 2010b; 

Fukuda et al., 2010), la NT‐3 (Pollonini et al., 2008) y el NGF (Cooper et al., 2001; Salehi 

et al., 2006).  
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4.1.5. Alteraciones en la plasticidad sináptica y en la LTP  

En el ratón TS se han observado anomalías en la plasticidad sináptica a nivel hipocampal. 

Hanson  et  al.  (2007)  encontraron  déficits  en  la  eficacia  sináptica,  tanto  en  sinapsis 

excitadoras  como  inhibitorias,  en  neuronas  piramidales  del  área  CA3  del  ratón  TS. 

Además,  en  estos  animales  la  LTP  está  disminuida  y  la  LTD  (Long  Term Depression) 

incrementada  en  las  regiones  CA1  y  DG  del  hipocampo  (Siarey  et  al.,  1997;  1999; 

Galdzicki et al., 2001; Kleschevnikov et al., 2004; Costa et al., 2005; Martínez‐Cué et al., 

2013).  Estas  alteraciones  parecen  ser  debidas,  en  parte,  al  desequilibrio  entre  la 

neurotransmisión  inhibitoria  y  excitadora  descrito  anteriormente  (Belichenko  et  al., 

2004; Kleschevnikov et al., 2004; Hanson et al., 2007; ver apartado 4.1.4). Además,  la 

menor activación de los receptores NMDA durante la inducción de la LTP que presenta 

el ratón TS también contribuye a sus alteraciones en la magnitud de esta potenciación 

(Kleschevnikov et al., 2004).   

4.1.6. Neurodegeneración  

Al igual que ocurre en el SD, a lo largo de la vida del ratón TS, como consecuencia de la 

sobreexpresión de determinados genes, aparecen y progresan diversos procesos que 

aumentan la neurodegeneración y aceleran el deterioro cognitivo del ratón TS.  

Aunque  este  modelo  no  desarrolla  placas  amiloides,  ovillos  neurofibrilares  o  las 

sinucleopatías características de  individuos con SD que presentan neuropatología EA, 

los ratones TS también muestran niveles elevados de  la proteína APP  (Seo y  Isacson, 

2005; Rueda et al., 2010) y de los péptidos β‐amiloides (Netzer et al., 2010) en la corteza 

y en el hipocampo. Además, los ratones TS también presentan hiperfosforilación de tau 

(Liu et al., 2008) y degeneración de neuronas colinérgicas y noradrenérgicas a partir de 

los 6 meses de edad (Cooper et al., 2001; Salehi et al., 2006; Millan Sanchez et al., 2012).  

Al  igual que en  las personas con SD, el ratón TS presenta triplicado el gen Sod1 cuya 

sobreexpresión  tiene  como  consecuencia  la  sobreproducción  de  radicales  libres 

altamente  reactivos y  tóxicos. En este modelo  se han detectado niveles elevados de 

estrés  oxidativo  tanto  en  la  corteza  como  en  el  hipocampo  (Lockrow  et  al.  2009; 

Parisotto et al., 2016). Por último, el cerebro del  ratón TS  también muestra cambios 
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neuroinflamatorios como la activación de la microglía tanto en el hipocampo como en 

el prosencéfalo basal  (Hunter et al., 2004; Lockrow et al., 2011), que  juega un papel 

importante en la pérdida de neuronas colinérgicas (Kim y Suh, 2009).  

4.1.7. Alteraciones cognitivas y conductuales  

A  nivel  cognitivo‐conductual,  el  ratón  TS muestra  un  claro  retraso  en  el  desarrollo 

durante el periodo postnatal con alteraciones similares a las encontradas en personas 

con SD (Holtzman et al., 1996).   

Los ratones adultos muestran conservadas algunas habilidades sensorimotoras como la 

fuerza  de  agarre,  los  reflejos  posturales,  el  equilibrio  y  la  capacidad  de  tracción 

(Escorihuela  et  al.,  1995;  Baxter  et  al.,  2000).  Sin  embargo,  en  algunas  situaciones, 

muestran deteriorado el equilibrio y la coordinación motora (Costa et al., 1999).   

El ratón TS es hiperactivo durante la oscuridad (Escorihuela et al., 1995; Reeves et al., 

1995; Holtzman et al., 1996) y en algunas  situaciones experimentales que  requieren 

cautela o una ausencia de movimiento como en la prueba de campo abierto y laberinto 

elevado en cruz (Escorihuela et al., 1995; Coussons‐Read y Crnic, 1996; Martínez‐Cué et 

al.,  2005;  Stewart  et  al.,  2007).  Esta  hiperactividad  se  debe,  en  parte,  a  la  falta  de 

inhibición de  ciertos  comportamientos y a un déficit de atención  (Escorihuela et al., 

1998; Crnic y Pennington, 2000; Driscoll et al., 2004; Martínez‐Cué et al. 2006).  

Al  igual  que  ocurre  en  el  SD  (Nadel,  2003),  a  nivel  cognitivo  los  ratones  TS  tienen 

dificultades en  la  realización de  tareas que dependen del hipocampo  (Demas et  al., 

1996;  Bianchi  et  al.,  2010b; Martínez‐Cué  et  al.,  2013;  García‐Cerro  et  al.,  2014), 

estructura implicada en la memoria espacial.  

El ratón TS también presenta déficits en su memoria a corto plazo o de trabajo en las 

pruebas de alternancia espontánea en el laberinto en T o en Y (Belichenko et al., 2007; 

Fernandez et al., 2007; Pereira et al., 2009), en el laberinto acuático de Morris (MWM) 

(Escorihuela  et  al.,  1998; Martínez‐Cué  et  al.,  2014)  y  en  el  laberinto  radial  (RAM) 

(Demas et al., 1996; Belichenko et al., 2007; Salehi et al., 2009; Bianchi et al., 2010b). 

Además,  su  memoria  asociativa  contextual  está  afectada  en  la  prueba  de 
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condicionamiento del miedo (Contextual Fear Conditioning, CFC) (Salehi et al., 2009; Yu 

et  al.,  2010b)  y  su memoria de  reconocimiento  en  la prueba de  reconocimiento de 

objetos (Fernandez et al., 2007). Todas ellas son tareas fuertemente dependientes del 

hipocampo (Morris et al., 1982; Morris et al., 1990), aunque para su correcta ejecución 

también  es  necesaria  la  adecuada  función  de  otras  estructuras  como  el  cerebelo 

(Petrosini et al., 1998; Gandhi et al., 2000; Dickson et al., 2010).   

Por último, el  ratón  TS  también ha mostrado déficits de  aprendizaje en pruebas de 

condicionamiento  operante  (Dowdy‐Sanders  y  Wenger,  2006;  Whitney  y  Wenger, 

2013).  

Al igual que ocurre en el SD, las alteraciones en memoria y aprendizaje del ratón TS se 

agravan según van envejeciendo (Hyde y Crnic., 2001; Hunter et al., 2003). 
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La  presente  tesis  doctoral  tiene  como  principal  objetivo  la  evaluación  de  distintas 

estrategias  terapéuticas  para  mejorar  la  cognición  y  algunas  alteraciones 

neuromorfológicas encontradas en un modelo de SD. 

Los objetivos concretos son los siguientes: 

Estudio  1:  Determinar  si  los  efectos  beneficiosos  de  la  reducción  de  la  inhibición 

mediada por el receptor GABAAα5 tras la administración crónica del NAM RO4938581 

se mantienen  a  largo plazo después de  interrumpir el  tratamiento en  los  siguientes 

fenotipos alterados del ratón TS:  

1. Aprendizaje y memoria espacial y asociativa 

2. Capacidad de atención, actividad general y ansiedad  

3. El  patrón  conductual  incluyendo  los  reflejos  sensoriales,  la  actividad 

espontánea y la coordinación motora   

4. Mecanismos subyacentes a los fenotipos cognitivo‐conductuales mediante:  

a. El análisis del estado de la neurogénesis hipocampal adulta evaluando 

la densidad de células proliferativas, neuroblastos en diferenciación y de 

la densidad de células granulares  

b. El  análisis  del  balance  inhibidor‐excitador  en  la  capa molecular  del 

hipocampo 

Estudio 2: Evaluar el efecto de  la administración prenatal del ácido linolénico, ácido 

oleico y curcumina en el ratón Ts65Dn sobre:  

1. Natalidad, viabilidad, peso corporal y cerebral de las crías  

2. Las alteraciones en la neuroanatomía y neurogénesis hipocampal  
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1. Animales de experimentación 

1.1. Mantenimiento y manipulación de los animales 

Los estudios realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética de 

la  Universidad  de  Cantabria.  La manipulación  y  el  cuidado  de  los  animales  fueron 

llevados a cabo respetando  la Declaración de Helsinki y  la Directiva del Consejo de  la 

Comunidad Europea (86/609/EEC). 

Los ratones se estabularon en grupos de dos o tres, en jaulas trasparentes de Plexiglás 

(20 x 22 x 20 cm) en condiciones estándar de laboratorio, a una temperatura de 22 ± 2 

°C, un ciclo de 12 horas de luz/oscuridad y acceso a comida y agua ad libitum. El ciclo 

luz/oscuridad se  invirtió (luz apagada a  las 8:00 A.M. y encendida a  las 8:00 P.M.), de 

modo que los estudios de comportamiento se llevaron a cabo durante el periodo activo 

de los ratones. 

1.2. Obtención del modelo animal 

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

Experimentación Animal de la Universidad de Cantabria. 

En ambos estudios se cruzaron hembras Ts65Dn (TS) con machos híbridos C57BL/6Ei‐

C3H/HeSNJ  (B6EiCSn) F1, suministrados por The Robertsonian Chromosome Resource 

(The Jackson Laboratory, Bar Harbor; ME USA), para obtener los ratones TS utilizados en 

ambos estudios que presentaban trisomía segmentaria del MMU16.  

En todos los experimentos, los animales se compararon con otros de su misma camada 

con una dotación cromosómica normal (CO). 

1.3. Cariotipado de los animales 

Aproximadamente un tercio de los animales nacidos en cada camada es trisómico. Por 

tanto, con el fin de distinguir su cariotipo,  los animales se cariotiparon mediante PCR 

cuantitativa siguiendo el protocolo descrito por Liu et al. (2003). 
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1.3.1. Obtención y preparación de las muestras 

El ADN genómico necesario para el cariotipado de los animales se consiguió mediante la 

digestión  de  fragmentos  de  cola  de  ratón.  Así,  en  el momento  del  destete  de  los 

animales, se tomaron muestras de aproximadamente 2 mm y se colocaron en un tubo 

de 1.5 ml tipo Eppendorf. Se añadieron 300 µl de NaOH 50mM y se incubaron durante 

30 minutos en un bloque  seco Tembloc  (JP  Selecta, Barcelona, España) a 98  °C.  Las 

muestras se agitaron y se volvieron a incubar durante 30 minutos a 98 °C. Se repitió este 

último paso hasta conseguir una digestión completa. Una vez terminada la digestión se 

añadieron  30  µl  de  Tris  1M  (pH=8)  para  neutralizar  la  reacción.  A  continuación,  se 

centrifugaron durante  10 minutos  a  13000  r.p.m.  (revoluciones por minuto)  en una 

centrifuga  Biofuge  fresco  (Heraeus  Instruments,  Hanau,  Alemania)  y  se  recogió  el 

sobrenadante.  Finalmente  se  cuantificó  el ADN  en  un  espectrofotómetro Nanodrop 

1000 (Thermoscientific, Waltham, MA, USA) (A260) y se diluyó en H₂OmiliQ (H₂OmQ) 

hasta una concentración de 20 ng/µl para  llevar a cabo  la PCR cuantitativa en tiempo 

real (quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR). 

1.3.2. PCR cuantitativa en tiempo real 

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

qPCR utilizando el protocolo descrito por Liu et al.  (2003). Como marcadores  fueron 

empleados los genes codificantes para la proteína precursora del β‐amiloide (App) y de 

resistencia a Mixovirus 1 (Mx1). Ambos se encuentran situados cerca de los extremos 

proximal  y  distal,  respectivamente,  del  segmento  del  cromosoma murino MMU16 

triplicado en el  ratón TS. Como control  interno para normalizar  las variaciones en  la 

cantidad de ADN se utilizó el gen de la apolipoproteína B (ApoB) que está situado en el 

cromosoma MMU12 y, por consiguiente, siempre está presente en doble dosis en todos 

los animales del estudio. La amplificación del ADN genómico de cada animal se llevó a 

cabo utilizando cebadores sentido y antisentido específicos para cada gen y sondas de 

tipo TaqMan (tabla 2). La técnica permite cuantificar simultáneamente los 3 genes de 

interés utilizando sondas que presentan fluorocromos con distintas longitudes de onda: 

VIC para el  gen ApoB  y  FAM para App  y Mx1. Así es posible determinar  si en  cada 

muestra se encuentran dos o tres copias de los genes App y Mx1, comparándolos con el 
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gen control ApoB, y distinguir entre animales CO y TS respectivamente. Para comparar 

cada par de genes se utilizó: 8 µl de ADN genómico diluido a 20 ng/µl (160ng/pocillo), 

10 µl de 2x TaqMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA), 

0.2 µl de cada cebador del gen problema a una concentración de 40 µM  (Metabion, 

Martinsried, Alemania), 0.2 µl 40 µM de cada cebador del gen control y 0.6 µl de cada 

sonda a una concentración de 5 µM (Applied Biosystems). 

Tabla 2. Cebadores y sondas TaqMan utilizadas para la qPCR. 

  App  Mx1  ApoB 

Cebador sentido 
5´‐TGC TGA AGA TGT 

GGG TTC GA‐3´ 

5´‐TCT CCG ATT AAC 

CAG GCT AGC TAT‐3´ 

5´‐CAC GTG GGC TCC 

AGC ATT‐3´ 

Cebador antisentido 

5´‐GAC AAT CAC GGT 

TGC TAT GAC AA‐3´ 

5´‐GAC ATA AGG TTA 

GCA GCT AAA GGA 

TCA‐3´ 

5´‐TCA CCA GTC ATT 

TCT GCC TTT G‐3´ 

 

Sonda 

5´‐6FAM‐ CAA AGG 

CGC CAT CAT CGG 

ACT CA‐TAMRA‐3´ 

5´‐6FAM‐ CTT TCC 

TGG TCG CTG TGC A‐ 

TAMRA‐3´ 

5´‐VIC‐CCA ATG GTC 

GGG CAC TGC TCA A‐

TAMRA‐3´ 

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Mx3000P (Stratagene, CA, USA) 

utilizando placas de PCR de 96 pocillos  (Teknovas, Derio, Vizcaya, España) y película 

adhesiva  óptica  MicroAmp  (Applied  Biosystems).  Las  condiciones  de  amplificación 

empleadas fueron: un primer ciclo a 50 °C durante 2 minutos, un segundo ciclo a 95 °C 

durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 95 °C durante 15 segundos y 60 °C durante 

1 minuto. 

Los  resultados  obtenidos  con  el  programa MxPro‐3005P  se  analizaron mediante  el 

método Livak (Livak y Schmittgen, 2001), donde la cuantificación relativa de la expresión 

génica se realizó utilizando la fórmula:  

݅ݐܴܽ ൌ
2ሺ௧	ି	௧			ெ௫ଵሻ	

2ሺ௧	ି	௧			ெ௫ଵሻ	௧
 

Donde Ct (Cycle Threshold) es el ciclo de  la qPCR en el cual se detecta un  incremento 

significativo  de  la  fluorescencia.  Los  resultados  se  presentan  como  cantidades  en 
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número de veces con respecto al control (calibre), valor de 1 para los animales CO y valor 

de 1.5 para los TS. 

La valoración de cada uno de  los genes problema se determinó en dos experimentos 

independientes en los que cada muestra se evaluó por duplicado dentro de una misma 

placa. 

1.4. Grupos experimentales y tratamientos farmacológicos 

1.4.1. Estudio 1: Efecto de  la administración a  largo plazo de un modulador 

alostérico negativo para  la subunidad α5 del  receptor GABAA sobre  los 

déficits cognitivos y neuromorfológicos del ratón TS 

Con el fin de evaluar los efectos a largo plazo de la administración del NAM RO4938581 

(F.  Hoffmann‐La  Roche,  Basilea,  Suiza)  sobre  diversas  alteraciones  cognitivo‐

conductuales y neuromorfológicas, se utilizó una cohorte de ratones macho (figura 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Protocolo experimental del Estudio 1. 
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Los  animales  utilizados  en  este  estudio  tenían  entre  4  y  4.5  meses  al  inicio  del 

tratamiento y entre 6 y 6.5 meses al finalizar los experimentos cognitivo‐conductuales. 

En este Estudio se utilizó un total de 89 animales de ambos genotipos que se asignaron 

de  forma aleatoria a una de  las  seis  condiciones experimentales que  se describen a 

continuación (tabla 3). 

Tabla 3. Número de animales asignados a cada grupo experimental en el Estudio 1 

Grupo experimental 

  

CO  TS 

RO4938581  RO4938581‐VEH  VEH  RO4938581  RO4938581‐VEH  VEH 

Conducta  19  16  13  16  14  11 

Inmunohistoquímica  8  8  8  8  8  8 

En  la primera  condición experimental  (RO4938581),  los animales CO  y TS  recibieron 

RO4938581  durante  un  total  de  12  semanas,  8  correspondientes  al  período  de 

tratamiento y 4 correspondientes al período de pruebas conductuales. 

Para evaluar los efectos del fármaco tras la interrupción del tratamiento, en la segunda 

condición (RO4938581‐VEH), los animales recibieron RO4938581 durante 4 semanas y 

en las 8 semanas restantes (4 de tratamiento y 4 correspondientes al período de pruebas 

conductuales), los animales recibieron vehículo. 

Los animales TS y CO asignados a la tercera condición (VEH) recibieron vehículo durante 

un  total  de  12  semanas,  8  correspondientes  al  período  de  tratamiento  y  4 

correspondientes al período de pruebas conductuales. 

El fármaco RO4938581 se administró por vía oral voluntaria a una concentración de 20 

mg/Kg disuelto en batido de chocolate  (Puleva, Granada, España). Como vehículo  se 

utilizó el mismo batido de chocolate en el que se disolvió el fármaco. Tanto el fármaco 

como el vehículo se administraron de  forma  individual una hora antes de realizar  las 

pruebas conductuales. 

Los ratones se separaron en jaulas limpias en cuyo interior había una placa de Petri con 

el tratamiento correspondiente. Con el fin de entrenar a los animales para que durante 
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el periodo de tratamiento bebieran el fármaco o el vehículo en menos de 5 minutos, 

durante una semana antes de empezar dichos tratamientos, se administró diariamente 

a los animales de todos los grupos un volumen de 150 μl de batido de chocolate siempre 

a la misma hora. 

La dosis de 20 mg/Kg de RO4938581 se eligió porque daba  lugar a una concentración 

plasmática que se correlacionaba con una ocupación de los receptores GABAAα5 del 50‐

70  %  en  el  hipocampo  (Martínez‐Cué  et  al.,  2013).  Además,  estudios  previos  han 

demostrado  que  RO49388581  se  une  a  los  receptores  GABAAα5  de  forma  dosis‐

dependiente y que una ocupación del 30 % de los receptores es suficiente para mejorar 

la cognición en ratas (Ballard et al., 2009). 

Para comprobar que se estaban alcanzando las concentraciones plasmáticas correctas 

se obtuvieron muestras de  sangre de  ratones CO  y TS  tratados de  todos  los  grupos 

experimentales en las semanas 1, 3 y 5 desde el inicio del tratamiento. Dichas muestras 

fueron enviadas a F. Hoffmann‐La Roche Ltd. para su análisis. 

1.4.2. Estudio 2: Efecto de la administración prenatal de ácido linolénico, ácido 

oleico y curcumina sobre la neurogénesis hipocampal del ratón TS 

Con el fin de evaluar el efecto de  la administración de ácido  linolénico, ácido oleico y 

curcumina durante el periodo prenatal sobre la neurogénesis hipocampal, se utilizaron 

un total de 52 animales procedentes de hembras gestantes a las que se les administró 

uno  de  los  3  compuestos  o  el  vehículo  (Bobine  Serum Albumin,  BSA)  (tabla  4).  Los 

estudios neuromorfológicos se realizaron en las crías sacrificadas el día postnatal 2 (P2). 

Para  comprobar  que  las  hembras  TS  tratadas  estaban  preñadas  se  observaron  los 

tapones vaginales en  las madres dos veces al día a  la misma hora (9:30 A.M. y 18:30 

P.M.). Si se confirmaba la presencia del tapón se procedía a la separación de la hembra.  

Diez  días  después,  en  el  estadio  E10  de  la  gestación,  se  comenzó  a  administrar  los 

distintos tratamientos. Se trató diariamente a las hembras preñadas con una inyección 

subcutánea (s.c.) del compuesto correspondiente o del vehículo hasta el momento del 

parto (figura 8). Se utilizó esta vía de administración porque suponía un menor riesgo 

para  la  gestación  y  porque  la  curcumina  presenta  una  limitada  absorción 
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gastrointestinal. Para unificar las condiciones de los tratamientos se decidió aplicar este 

criterio en todos los compuestos. 

Tras el nacimiento se administró por vía s.c. a  las crías durante  los días postnatales 1 

(P1) y 2 (P2) vehículo o el mismo compuesto que habían recibido las madres durante la 

gestación  (figura  8).  Durante  estos  dos  días  las  madres  siguieron  recibiendo  el 

tratamiento ya que  se encontraban en el período de  lactancia y podían  trasmitir  los 

compuestos a sus crías a través de la leche.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Protocolo experimental del Estudio 2. 

Las dosis elegidas para  la  suministración de  las  sustancias  fueron  las  siguientes: 500 

mg/kg para el ácido linolénico, 400 mg/kg para el ácido oleico (Trépanier et al., 2012) y 

300 mg/kg  (Nam  et  al.,  2014)  para  la  curcumina.  Los  fármacos  se  disolvieron  en  el 

vehículo: una  solución de BSA  al 10 %  en  suero  fisiológico  (NaCl 0,9 %, Braun).  Los 

animales TS y CO del grupo vehículo recibieron esta solución de BSA a una concentración 

de 300 mg/kg. 

Se  eligieron  estas  dosis  porque  se  ha  demostrado  que  las  concentraciones  de  los 

distintos compuestos eran suficientes para promover un efecto neurogénico positivo 

(Trépanier et al., 2012; Nam et al., 2014; Cutuli et al., 2014; 2016). 

El BSA se seleccionó como vehículo debido a su función como transportador en la sangre 

y a través de las membranas plasmáticas. Además, debido a la naturaleza hidrofóbica de 
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las  sustancias  suministradas  era  necesario  que  éstas  fueran  combinadas  con  otra 

molécula  capaz  de  disolverlas.  El  BSA  gracias  a  su  estructura  química  se  une  a  las 

moléculas hidrofóbicas  y  las  solubiliza  en  suero  salino  facilitando  su  administración, 

transporte y posterior absorción. 

Una  hora  después  de  haber  finalizado  el  tratamiento  y  dos  horas  antes  de  ser 

sacrificados por decapitación, los animales recibían una inyección intraperitoneal (i.p.) 

de BrdU a una dosis de 150 µg/gr. 

Para comprobar los niveles plasmáticos de los tres compuestos en la sangre de las crías, 

ácido linolénico, ácido oleico y curcumina, se enviaron muestras de sangre al servicio de 

análisis elemental,  cromatografía  y masas de  la universidad de  Salamanca donde  se 

analizaron mediante HPLC (high performance liquid chromatography). 

Tabla 4. Número de animales asignados a cada grupo experimental en el Estudio 2 

Ácido linolénico  Ácido Oleico  Curcumina  BSA 

CO  TS  CO  TS  CO  TS  CO  TS 

6  6  7  7  7  6  7  6 

 

2. Caracterización cognitivo‐conductual 

Para  reducir  el  estrés  de  los  animales  todos  los  estudios  se  llevaron  a  cabo  en  un 

laboratorio separado espacialmente de  la zona de estabulación y en  la misma  franja 

horaria. Además,  las pruebas  conductuales  se  sucedieron gradualmente de menor a 

mayor  nivel  de  estrés.  Todas  las  pruebas  se  realizaron  a  ciegas  con  respecto  al 

tratamiento y/o genotipo con el fin de prevenir posibles sesgos. 

2.1. Reflejos sensoriales y función motora 

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

de pruebas siguiendo el procedimiento descrito por Escorihuela et al. (1995).  

a) Respuesta de alcance 
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Mediante esta prueba se valoró la función del cerebelo, sistema vestibular y laberíntico 

de los animales. Consistió en sujetar suavemente al ratón por la cola y, desde una altura 

de 10‐15 cm, acercarlo a una superficie  lisa. Se valoró el momento en que el animal 

extendía las patas delanteras otorgando una puntuación de (4) si el animal las extendía 

en  cuanto  se  iniciaba  el  acercamiento  a  la  superficie,  (3)  si  las  extendía  antes  de 

contactar  con  los bigotes en  la  superficie,  (2)  si  lo hacía después de que  los bigotes 

contactaran, (1) si las extendía tras el contacto del morro con la superficie y (0) si no las 

extendía. 

b) Respuesta de sobresalto 

Mediante esta prueba se valoró la respuesta a un estímulo auditivo. Para ello se colocó 

cada animal en una jaula limpia y se golpearon dos elementos metálicos a una distancia 

de  10  cm  por  encima  de  su  cabeza.  Se  otorgó  una  puntuación  de  (3)  si  el  ratón 

presentaba una respuesta positiva y saltaba más de 1 cm, (2) si el salto era de menos de 

1 cm, (1) si aparecía el reflejo de sobresalto (reflejo de Preyer), que consiste en retraer 

el pabellón auditivo, y (0) si no respondía en absoluto. 

c) Reflejo de enderezamiento 

Para evaluar posibles alteraciones vestibulares se colocó al animal sobre una superficie 

situada a 10 cm de altura. Cogiendo al animal por  la cola, se realizó un giro de 180 ° 

dejándolo  caer  sobre  una  superficie  blanda.  Se  evaluó  la  capacidad  del  ratón  de 

enderezarse en el aire y caer sobre las cuatro patas. Se otorgó una puntuación de (3) si 

caía sobre las cuatro patas, (2) si caía sobre un lado, (1) si caía de espaldas y (0) si no se 

daba  la  vuelta  al  ser  colocado  de  espaldas  sobre  una  superficie  plana  (reflejo  de 

enderezamiento en superficie). 

d) Fuerza de agarre 

Para esta prueba se utilizó una rejilla de barras de acero inoxidable situada de manera 

que presentara una inclinación de 45 °. Se colocó al ratón sobre ella y se tiró suavemente 

de  la cola valorando  la  fuerza con que el  ratón  se  sujetaba con  las patas delanteras 

ejerciendo resistencia a ser separado de ella. Se puntuó (4) si el agarre era muy eficaz, 
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(3)  si  se  sujetaba activamente,  (2)  si  lo hacía de  forma moderada,  (1)  si  se agarraba 

levemente y (0) si no se agarraba. 

e) Equilibrio 

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

de dificultad: una de madera plana de 50 cm de largo, 9 mm de ancho y 12 mm de grosor 

y una de aluminio  redonda de 1 cm de diámetro y 50 cm de  largo. Ambas barras se 

situaron a 40 cm del suelo sujetando los extremos con unos soportes de 2 x 2 cm2 que 

permitían al ratón colocarse sobre ellos en el caso de alcanzar alguno de los extremos. 

En ambas barras se marcó una zona central de 10 cm. Se realizaron dos ensayos de 20 

segundos en cada barra empezando por la de madera y con un período de 2‐4 minutos 

entre los ensayos. El ratón se depositaba en el centro de la barra con las cuatro patas 

sobre ella. En caso de caída se anotaba la latencia en segundos. La puntuación fue (0) si 

el animal caía antes de 20 segundos, (1) si se mantenía en la barra sin salir de los límites 

centrales,  (2) si salía de  la zona central sin  llegar a  los extremos y  (3) si  llegaba a  los 

extremos. La puntuación máxima para cada una de las barras fue de (6). 

f) Reflejo prensil y capacidad de tracción 

Ambos parámetros se valoraron en el mismo ensayo. Se colocó al ratón colgado por las 

patas delanteras en el centro de una percha metálica de 2 mm de diámetro y 40 cm de 

longitud,  a  una  altura  de  32  cm  del  suelo  (figura  8).  Se  realizaron  3  ensayos  de  5 

segundos de duración cada uno con un período interensayo de 1 minuto. La puntuación 

del reflejo prensil fue de (0) si el ratón se caía y de (1) si permanecía colgado durante los 

5 segundos que duraba en ensayo. La puntuación máxima fue de (3). En la prueba de 

capacidad de tracción se otorgaba una puntuación de (0) si el animal no subía ninguna 

de las patas traseras a la barra, (1) si subía una pata, (2) si subía las dos patas y (3) si era 

capaz de alcanzar el extremo de la percha. La puntuación máxima fue de (9). 

g) Coordinación motora: prueba de la percha  

Se  utilizó  la misma  percha  que  en  la  prueba  anterior  pero,  en  este  caso,  la  barra 

horizontal se dividió en 8 zonas de 5 cm cada una (figura 8). Se situó al ratón en el centro 
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de la barra colgado por las patas delanteras. Se hizo un único ensayo de 60 segundos en 

el que se midieron:  la  latencia de caída, el número de desplazamientos (se consideró 

desplazamiento cuando el ratón cruzaba una de  las zonas marcadas) y  la  latencia de 

llegada a uno de los extremos. 

 

Figura 8. Prueba de equilibrio sobre barra de madera (A) y de aluminio (B). Prueba de la percha (C). 

h) Coordinación motora: rotarod 

Esta prueba se utilizó para evaluar la coordinación motora de los animales siguiendo el 

protocolo descrito por Martínez‐Cué et al. (2013).  Para ello se utilizó un Rotarod (UGO 

BASILE,  Comerio,  VA,  Italia).  El  aparato  consta  de  un  rodillo  de  plástico,  con  una 

superficie estriada para  facilitar el agarre, de 37  cm de  longitud que gira a distintas 

velocidades y está dividido por 6 discos de plástico de 12 cm de diámetro que separan 

el rodillo en 5 compartimentos, en cada uno de los cuales se puede introducir un ratón 

y medir la ejecución de 5 animales a la vez (figura 9). Este aparato tiene incorporados 

cinco  contadores  individuales  de  tiempo  que  se  detienen  cuando  el  animal  cae  del 

rodillo. 

   

Figura 9. Prueba de coordinación motora en el rotarod. 
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Se  realizaron  4  ensayos  en  una  única  sesión.  El  primer  ensayo  consistió  en  un 

entrenamiento  en  el  que  el  animal  debía mantenerse  sobre  el  rodillo  durante  60 

segundos a una velocidad de 5 r.p.m., si el animal caía antes de completar este tiempo 

se volvía a colocar en el aparato hasta que se mantenía sobre el rodillo durante los 60 

segundos. A  continuación,  se  realizaron otros dos ensayos a velocidades de 25 y 50 

r.p.m.  respectivamente.  El  tiempo máximo  de  permanencia  fue  de  60  segundos.  El 

último  ensayo  consistió  en  un  ciclo  de  aceleración  en  el  que  el  rodillo  iba  girando 

progresivamente a más velocidad  (hasta  llegar a un máximo de 50 r.p.m.). El  tiempo 

máximo de permanencia permitido era de 300 segundos (coincidiendo con el momento 

en el que se alcanzaba la velocidad máxima). 

2.2. Ansiedad: campo abierto y laberinto en cruz 

a) Campo abierto 

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

procedimiento descrito por Escorihuela et al. (1995). 

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

paredes de 25 cm de altura, fabricado en madera de color blanco (figura 10). 

En una única sesión de 5 minutos se midió la actividad horizontal (distancia recorrida en 

el centro y en la periferia del aparato, tiempo en ambas zonas y entradas a ambas zonas) 

y actividad vertical (incorporaciones o número de veces que el ratón se endereza sobre 

sus patas traseras). El aparato se iluminó con dos fuentes de luz para someter al animal 

a  una  situación  estresante.  Todos  los  ensayos  fueron  grabados  en  video  y 

posteriormente  analizados  con  el  programa  de  análisis  de  imagen  Anymaze  (ANY‐

maze®, Stoelting Colorado, USA). 
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Figura 10. Prueba del campo abierto. En la imagen se observa al animal realizando actividad horizontal en 

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

b) Laberinto elevado en cruz 

Para valorar distintos parámetros relacionados con la ansiedad se utilizó la prueba del 

laberinto elevado en cruz siguiendo el protocolo descrito por Martínez‐Cué et al. (2005). 

Este aparato está formado por dos brazos abiertos (5 cm de ancho x 30 cm de largo) y 

dos cerrados con láminas de metacrilato (5 cm de ancho x 30 cm de largo) elevados a 40 

cm sobre el suelo (figura 11).  

La prueba consistió en un único ensayo de 5 minutos en el que se colocó al ratón en el 

centro  del  aparato  y  se  contabilizaron  el  número  de  entradas  y  el  tiempo  de 

permanencia  en  los  brazos  abiertos  y  cerrados.  Como  criterio  se  consideró  que  la 

entrada a cada brazo se debía producir con las 4 patas. 

Por otro  lado, se analizaron  los componentes cognitivos de  la ansiedad, es decir,  las 

conductas de evaluación de riesgo que realizaron los animales, como son el número de 

alzamientos  (rearings),  las  conductas  de  aproximación‐retirada  desde  las  zonas 

protegidas del laberinto (stretchings) y el número de veces que asomaban la cabeza por 

los brazos abiertos (head‐dippings). 

Todos  los ensayos  fueron grabados en video y posteriormente se analizó  la distancia 

recorrida en brazos abiertos y cerrados y la velocidad de cada animal con el programa 

de análisis de imagen Anymaze. 

A  B 
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Figura 11. Prueba del laberinto elevado en cruz. En la imagen se observa al animal realizando un head‐

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

2.3. Atención y actividad exploratoria: tabla de agujeros  

Se evaluó la actividad exploratoria en la tabla de agujeros siguiendo el protocolo descrito 

por Martínez‐Cué et al. (2002). Para ello se utilizó una caja de madera (32 x 32 x 30 cm) 

con cuatro agujeros equidistantes de 3 cm de diámetro (figura 12). Dos de los agujeros 

contenían objetos (una llave, un trozo de cuerda, una arandela de plástico) y dos estaban 

vacíos.  

En un único ensayo de 5 minutos se midieron: el número de exploraciones, es decir, las 

veces  que  el  animal metía  la  cabeza  en  los  agujeros  (número  de  head‐dippings),  el 

tiempo que exploraba cada agujero y  la actividad general en el aparato:  la distancia 

recorrida y el número de incorporaciones. Para evaluar la atención de los animales se 

calculó el número de repeticiones de exploraciones de agujeros previamente explorados 

(índice ABA). 

 

Figura 12. Prueba de la tabla de agujeros. En la imagen se observa un animal realizando una exploración 

o head‐dipping. 
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2.4. Aprendizaje  y  memoria:  laberinto  acuático  de  Morris  y  test  de 

condicionamiento del miedo  

a) Laberinto acuático de Morris 

La valoración del aprendizaje y  la memoria espacial se  realizó utilizando una versión 

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

La prueba se  llevó a cabo en un tanque metálico circular de 120 cm de diámetro que 

contenía  agua  teñida  con  dos  litros  de  leche  hasta  una  altura  de  25  cm  y  a  una 

temperatura constante de 22‐24 °C. En el interior del tanque se colocó una plataforma 

de metacrilato transparente de 9 cm de  lado situada a 22 cm de  la pared del tanque 

(figura 13). El agua se cambió cada dos sesiones.  

El experimento consistió en 16 sesiones: 8 de adquisición con la plataforma sumergida 

en una posición distinta  cada día, 4  sesiones extra de adquisición  con  la plataforma 

sumergida  siempre  en  la misma  posición,  seguido  de  un  ensayo  de  retirada  de  la 

plataforma (figura 13) y 4 sesiones de aprendizaje guiado, con la plataforma visible en 

una  posición  distinta  cada  día  (figura  14).  A  continuación  se  detalla  el  protocolo 

experimental. 

Sesiones de adquisición  

En  las sesiones de adquisición (sesiones 1 a 8)  la plataforma permaneció sumergida 2 

cm por debajo del nivel del agua (figura 13A). Durante estas sesiones, la posición de la 

plataforma varió cada día entre cuatro posibles, este, suroeste, centro y noroeste (E, SO, 

centro, NO) (figura 14). En cada sesión de adquisición los animales realizaron 4 pares de 

ensayos con un total de 8 ensayos en cada una de estas posiciones. Al comienzo de cada 

ensayo se introducía al ratón en el agua con la cabeza mirando hacia la pared del tanque 

y se le permitía nadar hasta localizar la plataforma durante un período máximo de 60 

segundos.  Si  el  ratón  encontraba  la  plataforma  se  le  dejaba  permanecer  sobre  ella 

durante 20 segundos y en caso de no localizarla se sacaba al ratón del agua y se le situaba 

encima de ella durante el mismo período de tiempo. En cada par de ensayos el animal 

era introducido en el tanque de agua por una de las cuatro posiciones posibles (N, S, E, 
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O) que se establecían al azar. Inmediatamente después del primer ensayo de cada par 

se volvía a introducir al animal en el tanque por la misma posición de entrada (segundo 

ensayo de cada par). Al finalizar el segundo ensayo de cada par el ratón se situaba en 

una jaula con serrín y cerca de una estufa durante 30 minutos. En cada sesión, cada par 

de ensayos se realizó con un intervalo de 30‐45 minutos entre ellos. Fuera del laberinto 

había varias señales visuales fijas, constantemente visibles desde el aparato.  

Este protocolo permite evaluar distintos aspectos del aprendizaje espacial tales como la 

memoria a largo plazo, también llamada memoria de referencia, examinando la latencia 

de  escape  del  animal  a  lo  largo  de  las  sesiones,  el  aprendizaje  procedimental  y  la 

memoria espacial, estudiando los patrones de búsqueda de la plataforma, así como la 

memoria a corto plazo o memoria de trabajo.  

Durante  las  primeras  8  sesiones,  cada  día  el  animal  debe  aprender  una  nueva 

localización de la plataforma. Por lo tanto, el análisis de la ejecución de los ratones a lo 

largo de  las sesiones (la media de todos  los ensayos de cada sesión) proporciona una 

medida de  la memoria de  referencia. Según van progresando  las  sesiones el animal 

debe  construir  una  representación  estable  del  entorno,  es  decir,  un  mapa  de 

coordenadas  que  puede  ser  considerado  como  el  componente  de  memoria  de 

referencia de la tarea, diferente de la representación de la posición más reciente en la 

que la plataforma estaba situada. También se valoró la memoria de trabajo, para ello 

se analizó  la ejecución de  los  ratones a  lo  largo de  todos  los ensayos de una misma 

sesión. Durante  las sesiones en  las que  la plataforma cambia de posición cada día el 

animal busca  la plataforma  y, en  cada  sesión,  a  lo  largo de  los ensayos  aprende  su 

localización, fija esta información, codificándola y recordándola. 

Por  último,  a  lo  largo  de  las  sesiones  el  animal  debe  aprender  a  inhibir  conductas 

inadecuadas,  como nadar  cerca de  las paredes del  tanque  (tigmotaxis) o en  círculos 

concéntricos a cierta distancia de la pared hasta hallar la plataforma (Maei et al., 2009); 

esto constituiría el aprendizaje de procedimiento. Todas estas valoraciones se llevaron 

a cabo con el programa Anymaze. 

Sesiones extra de adquisición 
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Se realizaron 4 sesiones adicionales (sesiones 9 a 12), en las que se procedió del mismo 

modo que en  las primeras 8  sesiones de adquisición para el análisis del aprendizaje 

espacial.  La  diferencia  residía  en  que  la  ubicación  de  la  plataforma  sumergida  fue 

constante (SO). Tras la última sesión de adquisición se realizó un único ensayo de 60 s 

en el que la plataforma era retirada (figura 14) para evaluar si los ratones recordaban la 

posición de  la plataforma  (memoria espacial). Para ello  se  analizaron el número de 

cruces sobre la posición donde se encontraba la plataforma en las últimas 4 sesiones y 

el porcentaje de tiempo que permanecían en cada cuadrante. 

Sesiones de aprendizaje guiado 

Para descartar la influencia de factores motivacionales o sensorimotores que interfieran 

en la búsqueda de la plataforma se realizaron 4 sesiones de aprendizaje guiado (sesiones 

13 a 16). En este caso la plataforma era visible ya que el nivel de agua del tanque se situó 

2  cm por debajo de  la plataforma  (figuras 13B y 14). Además,  su posición  se  indicó 

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

cm  de  altura  colocado  en  una  de  las  esquinas  de  la  plataforma.  El  procedimiento 

experimental en estas sesiones fue idéntico al empleado en las de adquisición. 

 

Figura 13. Prueba del laberinto acuático de Morris. Secuencia de una sesión de adquisición en la que el 

animal nada hasta encontrar la plataforma localizada 2 cm por debajo del nivel del agua (A). Secuencia en 

una sesión de aprendizaje guiado en la que la plataforma se encuentra por encima del nivel del agua y 

está señalada con una bandera (B). 
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Figura 14. Esquema del protocolo utilizado en laberinto acuático de Morris. 

b) Test de condicionamiento del miedo a un contexto  

Esta prueba de condicionamiento tiene como objetivo evaluar la memoria de asociación 

entre un estímulo aversivo (descarga eléctrica en las patas) y otro neutro de naturaleza 

espacial (un contexto) o auditiva (un sonido). Tras varias asociaciones de los estímulos 

neutros  con  los  estímulos  aversivos,  los  ratones muestran un patrón  conductual de 

inmovilización natural cuando se enfrentan al estímulo contextual o sonoro. Por tanto, 

el  tiempo  de  inmovilización  que  los  ratones muestran  ante  el  contexto  o  el  sonido 

condicionado es un índice de la memoria de asociación entre los estímulos. 

Para  realizar esta prueba se siguió el protocolo descrito por Salehi et al.  (2009) y se 

utilizó  el  sistema  de  condicionamiento  del  miedo  Fear  Conditioning  Apparatus 

(Stoelting) y el programa de seguimiento de vídeo Anymaze. El aparato consistió en una 

urna de metacrilato de 18 x 18 x 30 cm y un suelo de rejilla metálica, a través del cual se 

pueden administrar descargas eléctricas, colocado dentro de una cámara insonorizada 

de 44 x 54 x 54 cm con una fuente de sonido en su interior (figura 15). 
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La  prueba  constó  de  tres  sesiones  realizadas  en  días  sucesivos:  una  de 

condicionamiento, una de evaluación de la asociación tono‐descarga y, por último, una 

de valoración de la asociación contexto‐descarga. En la primera sesión, se colocó a los 

animales en el aparato, en el que se habían colocado paredes con rayas blancas y negras 

verticales (estímulo contextual) y se les dejó explorar libremente durante 3 minutos. A 

continuación, se realizaron 5 ensayos de condicionamiento tono‐contexto‐descarga. En 

cada uno de estos ensayos de 80 segundos de duración, siempre en el mismo contexto 

con paredes con rayas blancas y negras, se emitió un sonido durante  los primeros 20 

segundos (70 dB, 2 KHz) y 18 segundos después se administró una descarga eléctrica 

(0.5 mA, 50 Hz, 2 segundos), el ensayo continuaba hasta completar los 80 segundos. En 

la segunda sesión (test de asociación tono‐descarga) los animales fueron colocados en 

el  mismo  aparato  pero  se  cambió  el  contexto  en  el  que  se  había  producido  el 

entrenamiento  la sesión anterior,  las paredes rayadas se sustituyeron por paredes de 

color gris neutro. Se realizaron 3 ensayos de 80 segundos cada uno sin estímulo aversivo, 

en  los que se emitió un  tono de  las mismas características que el día anterior. En  la 

última sesión (test de asociación contexto‐descarga), se colocó a los animales durante 5 

minutos  en  el mismo  contexto  de  la  sesión  de  entrenamiento  (paredes  con  rayas 

verticales) y no se emitió ningún tono o descarga. 

 

 

 

 

 

 

 Figura 15. Aparato de condicionamiento del miedo. 
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3. Caracterización neuromorfológica 

En  los dos Estudios  realizados en esta  tesis doctoral  se evaluaron  los efectos de  los 

distintos  tratamientos  sobre  diferentes  aspectos  celulares  y  morfológicos  usando 

técnicas de inmunohistoquímica. 

3.1. Perfusión y preparación de los tejidos 

3.1.1. Estudio 1 

En  este  Estudio  los  animales  fueron  anestesiados  con  pentobarbital  sódico 

(pentobarbital  sódico  20  mg/ml,  etanol  10  %,  propilenglicol  20  %),  sacrificados  y 

perfundidos  por  vía  intracardiaca  primero  con  salino  (0.9  %)  y  luego  con 

paraformaldehído al 4 %, pH 7.0, en PBS 1x (PBS 10x: NaCl 80 g/l, KCl 2 g/l, Na2HPO4 6.1 

g/l). Para este procedimiento se utilizó una bomba peristáltica ISMATEC ISM 829 (IDEX 

Health & Science, Wertheim, Alemania) a un flujo constante de 5 ml/minuto. Después 

de  la perfusión,  todos  los  cerebros  fueron post‐fijados  con paraformaldehído a 4  °C 

durante 24 horas y posteriormente transferidos a una solución de sacarosa al 30 % en 

PBS 1x para su deshidratación. Una vez deshidratados, se congelaron en hielo seco y se 

almacenaron a ‐80 °C. 

Para realizar la inmunohistoquímica en flotación y las tinciones se obtuvieron secciones 

seriadas coronales de 50 μm de grosor en criostato de todo el hipocampo. Los cortes se 

fueron  depositando  en  pocillos  de  placas  de  cultivo,  rellenados  previamente  con 

solución  crioprotectora  (etilenglicol  25 %,  glicerol  25 %,  PBS  1X  50 %),  en  9  series. 

Finalmente se almacenaron a ‐20 °C hasta su uso. 

3.1.2.  Estudio 2 

En este estudio los animales fueron sacrificados por decapitación en P2. Se registraron 

los valores del peso del cerebro con el cerebelo (datos no mostrados) y del cerebro solo. 

Tras la retirada del cerebelo, los hemisferios se dividieron por la línea media. 

El hemisferio derecho se fijó por inmersión en una solución de parafolmaldehído al 4 % 

durante 48 horas. Posteriormente se transfirió a una solución de sacarosa al 30 % en 
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PBS 1x para  su deshidratación. Una  vez deshidratado  se  congeló en hielo  seco  y  se 

almacenó a ‐80 °C. El hemisferio izquierdo se congeló y conservó a ‐80 °C. 

Para  realizar  la  inmunohistoquímica  y  las  tinciones  correspondientes  se  realizaron 

secciones coronales de 8 µm de grosor en criostato de todo el hipocampo. Los cortes se 

realizaron de manera seriada, en 20 series, se recogieron en portaobjetos polarizados 

(Thermo Scientific Superfrost Plus) y se almacenaron a ‐20 °C. 

En  ambos  Estudios,  las  áreas  de  interés  se  seleccionaron  con  ayuda  del  atlas 

estereotáxico del cerebro de ratón de Franklin y Paxinos (1997). 

3.2. Histología e inmunohistoquímica 

En  el  Estudio  1  la  caracterización  neuromorfológica  se  llevó  a  cabo  mediante 

procedimientos  en  free  floating.  En  esta  técnica,  los  tejidos  se  procesan  flotando 

libremente en líquido en placas específicas para inmunohistoquímica. En cambio, en el 

Estudio 2, la caracterización neuromorfológica se llevó a cabo sobre tejidos adheridos a 

portaobjetos  polarizados.  Ambas  técnicas  garantizan  la  máxima  penetración  y 

homogeneidad en todos los tejidos sobre los que se realizan los estudios. 

3.2.1. Tinción de Nissl 

La estimación de parámetros morfológicos, tales como el área de  la capa subgranular 

(SGZ)  y  el  volumen  del  DG  del  hipocampo  (ver  apartado  3.3.),  se  realizaron  sobre 

secciones teñidas con la tinción de Nissl, ya que permite delimitar de una forma sencilla 

dichas regiones.  

En el Estudio 1 los cortes de hipocampo se lavaron en PB 0.1N (PB 0.1N: NaH2PO4*H2O 

2.65 g/l; 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, España), un colorante que se une al RNA contenido en los 

ribosomas  y  por  tanto  tiñe  el  núcleo,  el  nucléolo  y  los  ribosomas  del  retículo 

endoplasmático rugoso. A continuación, se realizó un lavado breve en agua destilada y 

se procedió a la fase deshidratación en la que se sumergieron las muestras durante 2 

minutos en  cubetas de alcoholes  con  concentraciones ascendentes  (70  °, 96  ° y dos 
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baños de 100 ° respectivamente). Después se pasaron por dos baños sucesivos con el 

disolvente  orgánico  xileno,  también  durante  2 minutos.  Finalizada  la  exposición,  las 

muestras  se  cubrieron  con  la  resina  sintética DPX  (distrene  80,  plastificante,  xileno, 

Panreac) y un cubreobjetos y se dejaron secar durante 2 días (figura 16). 

En el Estudio 2, el protocolo seguido fue el mismo, con la diferencia de que el tejido ya 

se encontraba adherido a portaobjetos polarizados. Por tanto, se lavaron los tejidos con 

PBS 1X en agitación y se procedió a su tinción y posterior deshidratación y montaje. En 

este caso el tiempo de tinción fue de 3 minutos ya que el tejido era mucho más fino. 

 

Figura 16. Esquema del protocolo utilizado para realizar la tinción de Nissl. 

3.2.2. Tinción con DAPI 

Para identificar el número de neuronas granulares maduras en el hipocampo se utilizó 

el marcador DAPI (4',6‐Diamidino‐2‐fenilindol diclorhidrato). Un marcador nuclear que 

se une a  las regiones de alta repetición de A=T del ADN en  los cromosomas y que al 

excitarse con luz ultravioleta produce fluorescencia azul. 



Material y métodos 

69 
 

En el Estudio 1, se lavaron los cortes de hipocampo en PB 0.1N (PB 0.1N: NaH2PO4*H2O 

2.65 g/l; K2HPO4) durante 10 minutos. A continuación, se preincubaron con PBTBSA: PB 

0.1N con tritón al 1 % para permeabilizar el tejido y se incubaron las secciones con la 

tinción nuclear DAPI (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 1:100 en PB 0,1N en agitación 

orbital durante 12 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las secciones de tejido 

con PB 0.1N. Para eliminar la autofluorescencia debida a la acumulación de lipofuscina, 

un  lipopigmento  que  se  encuentra  en  altas  concentraciones  en  ratones  de  edad 

avanzada o con signos de envejecimiento  temprano, como el  ratón TS, se  realizó un 

tratamiento con el  reactivo Autofluorescence Eliminator Reagent  (Millipore, Billerica, 

Massachusetts, USA) a todos los tejidos. Para ello, se incubaron las secciones durante 5 

minutos en etanol al 70 % y durante 5 minutos con el reactivo descrito. A continuación, 

se realizaron tres  lavados de 1 minuto con etanol al 70 % y finalmente se  lavaron  los 

tejidos con PB 0.1N. Por último, 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‐HCl 0.2 M pH 8.5 al 66 %) y se almacenaron a 4 °C y en oscuridad. 

En el Estudio 2 el protocolo fue similar al descrito en el Estudio 1 con algunas diferencias 

debido a que el tejido se encontraba adherido a portaobjetos polarizados. Las muestras 

se atemperaron y se delimitaron  los tejidos con un rotulador hidrófobo. Se realizaron 

dos  lavados de 5 minutos en PBS 1X en agitación. A continuación, se sumergieron  los 

portaobjetos en una solución de PBS‐TX 0.1 % durante 5 minutos, se dejaron secar y se 

dispusieron sobre una cámara húmeda en oscuridad. Se colocó sobre  los  tejidos una 

gota de PBS‐TX 0.1 % con DAPI, 1:1000 durante 12 minutos. Se lavaron las muestras con 

PB 0.1N durante 5 minutos en agitación y, por último, se montaron con un cubreobjetos 

usando Gerbatol y se almacenaron a 4 °C y en oscuridad. 

3.2.3. Inmunofluorescencia en tejido en suspensión  

Las técnicas de inmunohistoquímica con fluorescencia se basan en el uso de anticuerpos 

secundarios conjugados con fluorocromos visibles en microscopios de fluorescencia o 

confocales. Este  tipo de  inmunofluorescencia en  tejido en suspensión o  free‐floating 

solo se llevó a cabo en el Estudio 1.  
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Para valorar los efectos de la pauta de administración del fármaco RO4938581, descrita 

en el apartado 1.4.1., sobre la proliferación y supervivencia neuronal, se utilizaron varios 

anticuerpos primarios (tabla 5) que se unen a distintas proteínas que se expresan en 

poblaciones celulares en diferentes estadíos de diferenciación neuronal (figura 17). 

3.2.4. Inmunohistoquímica de la densidad de células proliferativas (Ki67) 

 Ki67 es una proteína nuclear que se expresa en las células proliferativas en todas 

las  fases del ciclo celular activo  (G1, S, G2, M) y está ausente en  las células con ciclo 

celular  inactivo  (G0).  Por  tanto,  permite  identificar  la  densidad  de  células  en 

proliferación en la SGZ.  

3.2.5. Inmunohistoquímica de la densidad de células en diferentes estadíos de 

proliferación (DCX y CLR) 

La doblecortina (DCX) es una proteína asociada a microtúbulos que se expresa en  los 

estadios iniciales de diferenciación, cuando las neuronas comienzan a migrar. Por otro 

lado, la calretinina (CLR) es una proteína de unión al calcio que se expresa durante un 

período muy breve en células granulares post‐mitóticas antes de alcanzar el fenotipo de 

neurona madura. Se realizó un doble marcaje con ambos anticuerpos con la intención 

de identificar varias poblaciones neurogénicas en el DG: 

1. Población DCX positivas/CLR negativas  precursores neurogénicos. 

2. Población  DCX  positivas/CLR  positivas    neuronas  postmitóticas  en 

diferenciación. 

3. Población DCX negativas/CLR positivas  es la población más diferenciada de las 

tres, pero transcurre durante un período muy breve y el número de neuronas de 

este tipo es muy reducido.  
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Figura 17. Fases de la neurogénesis en el hipocampo adulto y relación con la expresión de los marcadores 

utilizados en el estudio. Figura modificada de Corrales et al. (2014).   

3.2.6. Inmunofluorescencia  de  los  marcadores  de  sinapsis  excitadoras  e 

inhibidoras VGluT1 y VGAT 

Para  evaluar  los  efectos  de  RO4938581  sobre  el  balance  inhibidor‐excitador  de  las 

aferencias que  conectan  con  las  células  granulares  a nivel de  la  capa molecular del 

hipocampo, se realizó una doble  inmunofluorescencia y se determinó  la densidad de 

sinapsis GABAérgicas y glutamatérgicas a través del marcaje de las proteínas VGluT1 y 

VGAT respectivamente. 

La proteína VGluT1 (Transportador Vesicular de Glutamato 1) se utiliza como marcador 

de vesículas de secreción glutamatérgica de naturaleza excitadora. La proteína VGAT 

(Transportador Vesicular de GABA)  se utiliza para valorar  la densidad de  sinapsis de 

naturaleza inhibidora. 

Para  realizar  cada  uno  de  los  experimentos  de  inmunofluorescencia  descritos 

anteriormente (ki67, DCX, CLR, VGluT1 y VGAT) se seleccionó aleatoriamente, para cada 

marcador, una de las nueve series que se habían cortado previamente en cada animal. 

Los cortes se lavaron con PB 0.1N durante 10 minutos. A continuación, se preincubaron 

con PBTBSA: PB 0.1N con tritón al 1 % para permeabilizar el tejido y con BSA (Sigma‐

Aldrich) al 1 %, para bloquear las uniones inespecíficas. Se incubaron las secciones con 

ambos  anticuerpos  primarios  (tabla  5)  en  PBTBSA  durante  1  hora  a  temperatura 



Material y métodos 

72 
 

ambiente  y  72  horas  a  4  °C  en  agitación  orbital.  En  el  caso  de  la  doble 

inmunohistoquímica, los tejidos se incubaron con ambos anticuerpos primarios a la vez. 

A continuación, se realizaron 5  lavados de 10 minutos con PBTBSA y se  incubaron  las 

secciones con el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 6) 1:1000 en PBTBSA en 

agitación 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. Para  eliminar  la  autofluorescencia 

debida  a  la  acumulación  de  lipofuscina  se  llevó  a  cabo  el  protocolo  descrito  en  el 

apartado  3.2.2.  Por  último  se montaron  los  cortes  en  portaobjetos  polarizados,  se 

cubrieron con cubreobjetos utilizando Gerbatol y se almacenaron a 4 °C y en oscuridad. 

Tabla 5. Anticuerpos primarios utilizados para la inmunofluorescencia 

Anticuerpo Primario  Casa Comercial  Dilución  Origen 

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‐VGluT1  Millipore  1:2500  Cobaya 

Tabla 6. Anticuerpos secundarios utilizados para la inmunofluorescencia 

Inmuno‐

fluorescencia 
Anticuerpo secundario  Casa Comercial  Origen 

Ki67 

CLR 

Anti‐conejo Alexa Fluor® 

488 

Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA) 
Burro 

DCX 

VGAT 

Anti‐cabra Alexa Fluor® 

594 
Invitrogen  Burro 

VGluT1 
Anti‐cobaya Alexa Fluor ® 

488 
Invitrogen  Cabra 
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3.2.7. Inmunohistoquímica con DAB 

En el Estudio 2, para evaluar el efecto de la administración prenatal de ácido linolénico, 

ácido  oleico  y  curcumina  sobre  la  proliferación  celular  y  cuantificar  la  cantidad  de 

precursores neuronales en la SGZ del hipocampo, se utilizó el marcador celular BrdU (5‐

bromo‐2‐desoxiuridina) que es un nucleótido sintético análogo de la timidina. El BrdU 

se incorpora a la cadena de ADN y, debido a la analogía que comparte con la timidina, 

permite una sustitución casi  total de  los nucleótidos de  la misma durante  la división 

celular. 

En este caso, la técnica se llevó a cabo sobre tejido adherido a portaobjetos polarizados 

y se utilizó un anticuerpo secundario biotinilado para revelar el marcaje de la proteína 

de interés. 

Se  seleccionó de manera aleatoria 1 de  las 20  las  series  y  se dejaron atemperar  las 

muestras.  Se delimitaron los tejidos con un rotulador hidrófobo y se realizó un lavado 

de 10 minutos de PBS 1X en agitación seguido de 5 lavados de 10 minutos en PBS‐TX 0.1 

% para permeabilizar el tejido. A continuación, se inactivó la peroxidasa endógena del 

tejido con peróxido de hidrogeno al 0.3 % en PBS 1X y  se  realizaron 3  lavados de 5 

minutos con PBS‐TX 0.1 %.  Se incubaron las muestras durante 30 minutos en HCL 2N a 

37 °C y, posteriormente, se  lavaron durante 5 minutos en PBS 1X. A continuación,  los 

tejidos  se  lavaron  2  veces  durante  10 minutos  con  tampón  Borato  0,1M  y  3  veces 

durante cinco minutos en PBS‐TX 0.1 %. Se dejaron secar las muestras y se colocaron en 

una  cámara  húmeda  para  llevar  a  cabo  el  bloqueo  de  las  uniones  inespecíficas, 

preincubando  los tejidos con una solución de suero de cabra al 3 % en PBS‐TX 0.1 % 

durante una hora. A continuación, se retiró el exceso de PBS‐TX con suero de cabra al 1 

% y se incubaron las secciones en la cámara húmeda con el anticuerpo primario Anti‐

BrdU (1:100, tabla 7) en PBS‐TX con suero de cabra al 3 % durante 24 horas a 4 °C.  

Al día siguiente se realizaron de nuevo lavados con PBS‐TX y se procedió a la incubación 

con el anticuerpo secundario biotinilado (1:200; tabla 7) en PBS‐TX con suero de cabra 

al 1 % durante 2 horas a temperatura ambiente. Tras 4 lavados de 10 minutos con PBS‐

TX, los cortes se trataron durante 45 minutos con el complejo Avidina‐Biotina Peroxidasa 

(Estándar Vecstain ABC kit, Vector Laboratories).  Posteriormente, se realizaron lavados 
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con PBS 1X. El revelado de las muestras se llevó a cabo utilizando la especificidad de la 

reacción  de  peroxidación  en  presencia  de  cromógeno  3,3’ Diaminobenzidina  (DAB). 

Finalmente,  se  deshidrataron  los  tejidos  pasándolos  por  alcoholes  de  gradación 

ascendente y por un baño de xileno y se cubrieron utilizando la resina sintética DPX. 

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en la inmunohistoquímica con peroxidasa 

Anticuerpos  Casa Comercial  Origen 

Anti‐BrdU (Anticuerpo primario)  Sigma  ratón 

Anti‐ratón biotinilado 

(Anticuerpo secundario) 
Vitro (Jackson InmunoResearch)  cabra 

3.3. Recuentos celulares y técnicas estereológicas 

3.3.1. Evaluación del volumen del DG y del área de la SGZ del hipocampo 

Para llevar a cabo la determinación del volumen del DG y del área de la SGZ se tomaron 

fotografías de estas regiones marcadas con la tinción de Nissl en un microscopio óptico 

(Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss Microscopy, LLC, USA) a una magnificación de 4x en el 

caso del Estudio 1 y de 10X en el caso del Estudio 2 y se empleó el método estereológico 

de Cavalieri descrito por Llorens‐Martin et al. (2006). 

El principio de Cavalieri es una ley geométrica que permite determinar la diferencia de 

volumen entre dos cuerpos. Este método se basa en la estimación del volumen de un 

objeto mediante  la suma de  las áreas de  las secciones que conforman una serie y  la 

multiplicación de esta suma de las áreas por la distancia constante que los separa. 

En el Estudio 1, como se mencionó anteriormente, se obtuvieron 9 series de secciones 

de 50 µm de grosor del hipocampo. Por tanto,  la distancia entre sección y sección de 

una misma serie fue de 450 µm. 

En el Estudio 2, se cortaron 20 series de secciones de 8 µm de grosor del hipocampo, 

por lo que la distancia entre sección y sección de una misma serie fue de 160 µm. 
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Se midió el área del DG y la longitud de la SGZ en cada una de las secciones con ayuda 

del software ImageJ NIH (versión 1.33; http://rsb.info.nih.gov/ij) y de una tableta digital 

(Mouse Pen 8 x 6, Genius, taipei, Taiwan). Con  las medidas halladas se estimaron  los 

parámetros a evaluar aplicando las siguientes formulas: 

VDG= d*Σ Ai      ASGZ= d* Σ Li 

Donde “d” es la distancia entre cada sección de una serie, ΣAi el sumatorio de todas las 

áreas medidas y ΣLi el sumatorio de todas las longitudes. 

3.3.2. Cuantificación  de  los  precursores  neurales  en  la  SGZ  del  DG  en  el 

hipocampo. 

Para la identificación de las células proliferativas en la SGZ, en el Estudio 1 se empleó la 

proteína Ki67 (apartado 3.2.2) y en el Estudio 2 BrdU (apartado 3.2.7). En ambos casos 

el procedimiento llevado a cabo fue el mismo. Se cuantificaron los progenitores por serie 

visualmente, con un microscopio óptico en el caso de  las células BrdU positivas y de 

fluorescencia en el caso de  las células Ki67 positivas (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss 

Microscopy,  LLC,  USA)  con  un  objetivo  de  40x.  La  presencia  de  progenitores  en 

proliferación se visualizó con el enfoque micrométrico en todo el espesor del tejido, sin 

necesidad de utilizar planos focales. 

Para determinar la densidad de los precursores neuronales se empleó la variación del 

disector óptico (West y Gundenser, 1900) descrita por Trejo et al. (2001). Para hallar la 

densidad de precursores neuronales de cada animal se dividió el número total de células 

obtenido por cada animal en una serie entre el área de su SGZ calculado previamente. 

3.3.3. Cuantificación de las poblaciones celulares de la SGZ en diferentes fases 

de diferenciación  

Como se mencionó anteriormente en el apartado 3.2.2, en el Estudio 1, para determinar 

los distintos progenitores granulares del DG y el estadio de diferenciación en el que se 

encuentran se utilizaron los marcadores DCX y CLR. Por tanto, se identificaron tres tipos 

diferentes de poblaciones neuronales asociadas a diferentes fases de diferenciación. 
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Para medir la densidad de estas poblaciones celulares se empleó la variación del método 

del disector  físico descrito por  Llorens‐Martin et  al.  (2006). Así, por  cada animal,  se 

ubicaron aleatoriamente 6 disectores ópticos en  la SGZ con un microscopio confocal 

(Leica TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), utilizando un objetivo de 63x y 

un zoom de 2.46. Se colocaba un lado del disector de dimensiones 100.01 x 100.01 µm 

paralelamente a la SGZ, siendo por tanto la longitud de la misma 100.01 µm.  Asimismo, 

en cada disector  se examinaron 11 planos  focales a  lo  largo de 17.204 µm, con una 

separación de 1.72 µm entre ellos. El  recuento de  las células  se  realizó utilizando  la 

técnica del disector en  forma de U, siendo  la base de éste  la capa subgranular y  los 

brazos los límites laterales de la fotografía. Las células se contaron con el software de 

análisis ImageJ. A medida que las células desaparecían a través de los planos focales solo 

se cuantificaban aquellas en  las que el núcleo  fuera visible,  independientemente del 

borde que tocaran y marcando cada una para asegurarse de que no se contaban más de 

una vez. La densidad celular se obtuvo dividiendo el número de células contadas entre 

el área de la SGZ contenida en el disector. La densidad equivalente a cada tipo celular se 

determinó con la media de los 6 disectores. 

3.3.4. Cuantificación de neuronas granulares en el DG 

Dado que las neuronas granulares son el tipo más abundante de neuronas maduras en 

el DG y debido a su fácil distinción de los progenitores neuronales por su ubicación y su 

morfología  nuclear,  se  estimó  su  densidad  como medida  indirecta  de  las  neuronas 

maduras del DG. 

La cuantificación de células DAPI positivas se llevó a cabo usando el método del disector 

físico acoplado a microscopio confocal (Leica TCS SPE, Leica Microsystems) descrito por 

Llorens‐Martín et al. (2006). 

En cada animal  se  seleccionaron aleatoriamente  seis puntos en el  interior de  la GCL 

donde se ubicaron los disectores. Se utilizó un objetivo de 63x y un zoom de 2.3, siendo 

las dimensiones de cada disector 7.175 X 75.91 X 75.91 µm. En el Estudio 1, en cada 

punto se tomó una serie de 10 planos focales separados por 0.8 µm, distancia suficiente 

para que cada célula aparezca en dos planos consecutivos y en el Estudio 2, una serie de 

10  planos  focales  separados  por  0.2  µm,  distancia  suficiente  para  que  cada  célula 
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aparezca en dos planos consecutivos. El  recuento celular  se  realizó con el programa 

ImageJ y siguiendo los principios de Sterio (1984), es decir, tomando pares de imágenes 

y considerando alternativamente una imagen como sección de referencia y la otra como 

sección de muestra. Sólo se contabilizaron aquellas células que se encontraban en el 

plano focal de muestreo pero que no aparecían en el plano de referencia. Se excluyeron 

aquellas células que tocaban la parte inferior y dos de los lados del disector. Para hallar 

la densidad de neuronas granulares  se dividió el número de  células  contadas por el 

volumen del disector. Para estimar la densidad por animal se calculó la media de los 6 

disectores. 

3.3.5. Cuantificación  de  la  densidad  de  sinapsis  GABAérgicas  y 

Glutamatérgicas en el hipocampo 

La técnica se llevó a cabo siguiendo el protocolo descrito por Trejo et al. (2007). Por cada 

animal se seleccionaron aleatoriamente 4 puntos en la capa molecular (ML) del DG en 

la zona más externa de la capa de células granulares. En cada punto se tomó una imagen 

de  los marcadores VGluT1 y VGAT por separado. Las  fotografías se realizaron con un 

microscopio confocal (Leica TCS SP5, Leica Microsystems), utilizando el objetivo de 63x 

con un zoom de 9 y una resolución de 1024 x 1024. El análisis de las imágenes se realizó 

con el software ImageJ. Tras convertirlas a escala de grises, para mejorar el contraste 

entre señal y ruido, se realizó un círculo de referencia con un área de 325 μm2. Se midió 

el área marcada positivamente por VGluT1 o por VGAT en esta región circular aplicando 

el mismo umbral en todos los casos. Finalmente, los resultados se expresaron como la 

media del porcentaje de área ocupada por la señal positiva. Para determinar el balance 

relativo de excitación e inhibición para en cada animal se dividió el valor del porcentaje 

de excitación hallado entre el porcentaje de inhibición. 

4. Análisis estadístico de los resultados 

Todos los análisis se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics versión 21 (Armonk, 

New York, USA). 

Los datos del laberinto Acuático de Morris se analizaron usando MANOVAs de Medias 

Repetidas (‘sesión’ x ‘cariotipo’ x ‘tratamiento’ o ‘ensayo’ x ‘cariotipo’ x ‘tratamiento’). 
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Los datos del resto de estudios conductuales y de la caracterización neuromorfológica 

se analizaron mediante MANOVAs (‘cariotipo x tratamiento’) para evaluar el efecto de 

estos factores sobre cada variable dependiente. Las medias de cada grupo experimental 

fueron comparadas post hoc mediante la prueba de Bonferroni.
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1. Estudio 1. Efecto de  la administración a  largo plazo de un modulador alostérico 

negativo para la subunidad α5 del receptor GABAA, sobre los déficits cognitivos y 

neuromorfológicos del ratón Ts65Dn 

En  este  primer  estudio  el  objetivo  fue  evaluar  si  los  efectos  beneficiosos  sobre  las 

alteraciones  cognitivas  y  neuromorfológicas  del  ratón  TS  producidas  por  la 

administración crónica de RO4938581 se mantenían a  largo plazo tras  la retirada del 

fármaco. Para ello se trató a dos grupos de animales TS y CO con este NAM durante 12 

semanas  (8  semanas  antes  de  las  pruebas  conductuales  y  4  durante  la  evaluación 

conductual) y a otros dos grupos de ratones TS y CO durante 4 semanas, seguidas de 4 

semanas de administración diaria de vehículo antes de las pruebas conductuales y otras 

4 semanas del mismo tratamiento durante la evaluación conductual. 

1.1. Efectos sobre las alteraciones cognitivas y comportamentales del ratón TS 

1.1.1. Cognición 

Para evaluar el efecto de  las distintas pautas de administración del  fármaco sobre  la 

cognición de los ratones TS se utilizó la prueba de condicionamiento de miedo y la del 

laberinto acuático de Morris. 

1.1.1.1. Prueba de condicionamiento de miedo (CFC) 

Esta prueba permite evaluar la memoria de la asociación entre un estímulo aversivo y 

uno auditivo, proceso que depende de la adecuada función de la amígdala, y la memoria 

de  la asociación entre un estímulo aversivo y un contexto, que es fundamentalmente 

dependiente del hipocampo.  

En la prueba de la asociación tono‐descarga se encontró una tendencia de los animales 

TS tratados con vehículo para recordar peor la asociación entre el estímulo auditivo y la 

descarga  eléctrica.  Este  déficit  fue  menor  en  los  animales  TS  y  CO  tratados  con 

RO4938581, ya que pasaban más tiempo en estado de inmovilización que los tratados 

con vehículo (figura 18) aunque estos efectos no alcanzaron la significación estadística 

(ANOVA  ‘cariotipo’: F(1,83)=2.62, p=0.20,  ‘tratamiento’: F(2,83)=1.61, p=0.20,  ‘cariotipo  x 

tratamiento’:  F(2,83)=0.72,  p=0.48,  figura  18).  Sin  embargo,  los  análisis  post  hoc 
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mostraron que el tratamiento durante 12 semanas con el fármaco consiguió rescatar de 

manera significativa la memoria de asociación entre la descarga eléctrica y el tono en 

los animales TS (p=0.036). 

En esta prueba los tres grupos de animales trisómicos también mostraron un déficit en 

su  capacidad  para  recordar  la  asociación  entre  un  contexto  visuo‐espacial  (paredes 

rayadas) y el estímulo aversivo (ANOVA ‘cariotipo’: F(1,83)=7.89, p=0.006). El tratamiento 

crónico  con  RO4938581  durante  12  ó  4  semanas  no  consiguió  rescatar  este  déficit 

(ANOVA ’tratamiento’: F(2,83)= 0.60, p=0.54, 'cariotipo x tratamiento’: F(2,83)=0.84, p=0.43, 

figura 18). 
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Figura 18. El tratamiento con RO4938581 mejoró la memoria de asociación tono‐descarga de los ratones 

TS, pero no  consiguió  rescatar  los déficits de  la memoria asociativa  contextual de  los animales TS. 

Medias ± E.E.M. del tiempo de inmovilidad durante la sesión de evaluación de la memoria de asociación 

tono‐descarga y de la memoria de asociación contexto‐descarga en la prueba del CFC de los animales TS 

y CO tratados con el fármaco o vehículo durante el tiempo correspondiente. #: p<0.05 TS RO4938581 vs. 

TS VEH. Pruebas de Bonferroni. **: p<0.01 TS vs. CO ANOVA ‘cariotipo’.  

1.1.1.2. Laberinto acuático de Morris (MWM) 

Por  otro  lado,  se  utilizó  el  laberinto  acuático  de Morris  para  evaluar  el  efecto  de 

RO4938581  sobre el aprendizaje y  la memoria espacial dependiente del hipocampo. 

Para ello, se usó un protocolo de MWM modificado que permite analizar la memoria de 

referencia,  la memoria  de  trabajo  y  el  aprendizaje  procedimental  de  los  diferentes 
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grupos de  animales.  La  tabla 8 muestra  los  resultados  estadísticos de  cada  variable 

evaluada. 

a) Memoria de referencia 

Para  evaluar  este  tipo  de memoria  se  examinó  el  aprendizaje  de  la  posición  de  la 

plataforma a lo largo de las 12 sesiones de adquisición analizando las latencias de escape 

de los animales. Como muestra la figura 19A, todos los animales, independientemente 

del tratamiento que recibieron, mostraron una reducción del tiempo que utilizaron para 

localizar la plataforma a través de las sucesivas sesiones de adquisición (p<0.001, tabla 

8), lo que indica un aprendizaje de la posición de la misma a lo largo de los días que duró 

la  prueba.  A  pesar  de  ello,  los  ratones  TS mostraron  un  déficit  en  su memoria  de 

referencia,  ya  que  presentaban más  dificultades  (mayores  latencias  de  llegada  a  la 

plataforma) que los ratones CO para aprender y recordar la posición de la plataforma 

durante estas sesiones (p<0.001; figuras 19A y 19C).  

Por otro  lado, ambas pautas de administración de RO4938581 mejoraron de manera 

significativa el rendimiento de los animales TS (p=0.035, tabla 8, figura 19A). De hecho, 

cuando se analizaron por separado los grupos de animales TS y CO, se observó que las 

dos  pautas  de  administración  del NAM mejoraron  las  capacidades  cognitivas  de  los 

animales TS (p=0.009, tabla 8, figuras 19E y 19F). Sin embargo, estos tratamientos no 

tuvieron ningún efecto sobre el rendimiento de los animales CO (p=0.51, tabla 8, figura 

19F).  

Aunque el tratamiento con RO4938581 durante 12 semanas no normalizó por completo 

el rendimiento de los animales TS (figura 19D), sus latencias para alcanzar la plataforma 

no difirieron significativamente de las de los animales CO tratados con vehículo (p=0.28, 

tabla 8, figura 19D). 
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Figura 19. El  tratamiento con RO40938581 mejoró  la memoria de  referencia del  ratón TS. Medias ± 

E.E.M. de la latencia de los 6 grupos de animales para alcanzar la plataforma durante las 12 sesiones de 

adquisición (A) y las 4 sesiones guiadas (B), durante las sesiones de adquisición de los animales TS y CO 

tratados con vehículo (C), de los TS tratados con RO40938581 y los CO tratados con vehículo (D) y de los 

3 grupos de ratones TS (E) y CO (F) tratados con RO4938581 o vehículo. **: p<0.01, ***: p<0.001 TS vs. 

CO; #: p<0.05, ##: p<0.01 VEH vs. RO4938581 o vs. RO4938581‐VEH. Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs 

significativos. 
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A su vez, los animales tratados con RO4938581 durante 4 semanas mostraron latencias 

ligeramente más  altas  para  alcanzar  la  plataforma  que  los  tratados  durante  las  12 

semanas,  aunque  el  primer  grupo  todavía  mostró  un  mejor  rendimiento  que  los 

animales TS tratados con vehículo. Por lo tanto, el tratamiento con este fármaco durante 

4 semanas ejerció un efecto a  largo plazo que fue evidente 8 semanas después de  la 

interrupción del tratamiento. 

b) Sesiones Guiadas 

Con el fin de comprobar si existían alteraciones motoras o motivacionales que pudiesen 

afectar  la  ejecución  de  los  ratones  en  esta  prueba,  se  realizaron  4  sesiones  de 

aprendizaje  guiado.  A  lo  largo  de  estas  sesiones  no  se  encontraron  diferencias 

significativas en la latencia de llegada a la plataforma cuando ésta era visible entre los 6 

grupos de animales objeto de estudio (p=0.28; tabla 8, figura 19B). 

c) Memoria de trabajo 

Para evaluar la memoria de trabajo se analizó la latencia para localizar la plataforma de 

los diferentes grupos de  ratones en cada ensayo a  través de  las  sesiones  (para cada 

ensayo se obtuvo la media de la latencia de llegada a la plataforma en las 8 sesiones). 

Los resultados mostraron que todos los grupos experimentales redujeron la latencia de 

llegada a la plataforma a lo largo de los ensayos (p<0.001, tabla 8, figura 20A). Es decir, 

en  cada  sesión  todos  los  grupos  aprendían  la  nueva  posición  de  la  plataforma.  Sin 

embargo los animales TS tratados con vehículo presentaban un deterioro en su memoria 

de trabajo en relación con los ratones CO con el mismo tratamiento (p=0.002, tabla 8, 

figura 20B). 

Las dos pautas de tratamiento crónico con RO4938581 mejoraron significativamente la 

memoria de trabajo de los de los animales TS (p=0.035, tabla 8, figura 20D), pero no la 

de los ratones CO (p=0.76, tabla 8, Figura 20E). 

El análisis de cada curva de aprendizaje por separado reveló que los animales TS tratados 

con vehículo no redujeron su latencia de llegada para alcanzar la plataforma, es decir no 

aprendieron la localización de la misma a lo largo de los ensayos (p=0.42, figura 20D). 
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Sin embargo, los ratones TS tratados con RO4938581 sí mejoraron significativamente su 

rendimiento a lo largo de los ensayos, pero este efecto fue más marcado en los animales 

TS  tratados  durante  12  semanas  (p=0.003)  que  en  los  tratados  durante  4  semanas 

(p=0.036).  Este  resultado  sugiere  que,  a  pesar  de  que  el  efecto  beneficioso  de 

RO4938581 persiste 8 semanas después de interrumpir su administración, es más eficaz 

si se administra de forma continuada. 

La  administración  crónica  de  RO4938581  durante  12  semanas  no  normalizó  por 

completo el rendimiento de los animales TS. Sin embargo, no se encontraron diferencias 

significativas entre la curva de aprendizaje de estos ratones y la de los controles tratados 

con vehículo (p=0.42, tabla 8, figura 20C). 

Por otro  lado, el análisis de  las curvas de aprendizaje de  los animales CO  reveló que 

todos ellos  redujeron  significativamente  su  latencia para alcanzar  la plataforma a  lo 

largo  de  los  ensayos  (p<0.001)  y  que  no  hubo  diferencias  significativas  entre  el 

rendimiento de los 3 grupos de animales bajo los diferentes tratamientos (p=0.74, tabla 

8, figura 20E).  
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Figura 20. El tratamiento con RO40938581 mejoró la memoria de trabajo del ratón TS. Medias ± E.E.M. 

de las latencias para alcanzar la plataforma durante los ocho ensayos de todas las sesiones de adquisición 

de todos los grupos de animales (A), de los ratones TS y los CO tratados con vehículo (B), de los TS tratados 

con RO40938581 y los CO tratados con vehículo (C), de los 3 grupos de ratones TS (D) y CO (E) tratados 

con RO40938581 o vehículo. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001 TS vs. CO; #: p<0.05, ##: p<0.01 VEH vs. 

RO4938581 o vs. RO4938581‐VEH. Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs significativos. El análisis post‐hoc 

(valores de p para MR ANOVA) de la curva de aprendizaje de cada grupo se muestra a la derecha de las 

figuras D y E. Las diferencias en la ejecución de los ratones TS y CO tratados con vehículo y la de los TS 

tratados con RO4938581 durante 12 semanas y los CO tratados con vehículo se muestran a la derecha de 

las figuras B y C respectivamente (MANOVAs de medidas repetidas).  
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d) Ensayo de retirada de la plataforma 

Durante el ensayo de retirada de  la plataforma  los animales TS tratados con vehículo 

mostraron un claro déficit en su capacidad para recordar la posición de la plataforma, 

ya que no hubo diferencias  significativas en el porcentaje de  tiempo que estuvieron 

nadando  en  cada  uno  de  los  cuatro  cuadrantes  (p=0.068,  tabla  8,  figura  21A).  Sin 

embargo,  los  tres  grupos  de  animales  CO  tratados  con  RO4938581  o  con  vehículo 

presentaron una buena memoria espacial, ya que todos ellos mostraron preferencia por 

el cuadrante entrenado respecto al resto de los cuadrantes (CO RO4938581: p=0.001, 

CO RO4938581‐VEH: p<0.001 y CO VEH: p<0.001, tabla 8, figura 21A). 

La  administración  crónica  de  RO4938581  a  los  animales  TS  incrementó 

significativamente su preferencia por el cuadrante entrenado cuando fue administrado 

durante 12 semanas (p<0.001, tabla 8, figura 21A). Sin embargo, aunque los ratones TS 

tratados durante 4  semanas  también pasaron un porcentaje mayor de  tiempo en el 

cuadrante entrenado que los tratados con vehículo, su preferencia por esta zona no fue 

tan marcada  ya  que  también  pasaron  un  alto  porcentaje  de  tiempo  en  uno  de  los 

cuadrantes adyacentes al entrenado  (p<0.001,  tabla 8,  figura 21A). Estos  resultados 

sugieren que ambos tratamientos mejoraron la memoria espacial de los ratones TS pero 

que el efecto fue mayor cuando no se discontinuó la administración de RO4938581. 

Por otro lado, a pesar de que el MANOVA no mostró un efecto significativo del cariotipo 

o del  tratamiento en el número de cruces sobre  la posición de  la plataforma o en el 

número  de  entradas  en  el  cuadrante  entrenado,  los  análisis  post‐hoc  indicaron  una 

tendencia de los animales TS tratados con vehículo a realizar menos cruces y entradas 

en el cuadrante entrenado que los ratones CO. Estos análisis también mostraron que el 

tratamiento RO4938581 recuperó la memoria espacial de los ratones TS (Figuras 21B y 

21C,  tabla 8), ya que ambas pautas de administración de este NAM normalizaron el 

número de cruces sobre la plataforma. Además el tratamiento con RO4938581 durante 

12  semanas  normalizó  el  número  de  entradas  que  los  animales  TS  realizaron  en  el 

cuadrante entrenado.  
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Figura 21. La administración de RO40938581, especialmente durante 12 semanas, mejoró la memoria 

de la posición de la plataforma en el ratón TS. Medias ± E.E.M. del porcentaje de tiempo que los animales 

estuvieron nadando en cada uno de los cuadrantes durante el ensayo de retirada de la plataforma (A), del 

número de  cruces  sobre  la posición de  la plataforma  (B)  y del número de  entradas  en  el  cuadrante 

entrenado (C) en los seis grupos de ratones. δδδ: p<0.001 cuadrante entrenado vs. resto de cuadrantes. 

*: p<0.05 TS vs. CO; #: p<0.05 VEH vs. RO4938581 o vs.   RO4938581‐VEH. Pruebas de Bonferroni tras 

ANOVAs significativos. La barra punteada de la figura A señala el nivel de ejecución correspondiente a la 

casualidad (25 % del tiempo). 
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Por  tanto,  estos  resultados  sugieren  que  la  memoria  espacial  del  ratón  TS  se  ve 

beneficiada en mayor medida cuando se administra el fármaco de manera continuada 

durante 12 semanas que cuando se deja de administrar durante 8 semanas. 

f) Tigmotaxis 

Para evaluar si  los animales estaban usando una buena estrategia de búsqueda de  la 

plataforma se analizó el comportamiento tigmotáctico de los ratones cuantificando el 

tiempo que nadaban cerca de las paredes del laberinto. Todos los animales redujeron 

su comportamiento tigmotáctico a lo largo de las sesiones (p<0.001, tabla 8, figura 22A). 

Los animales TS nadaron en la periferia del aparato un porcentaje mayor de tiempo que 

los  CO  (p=0.001,  tabla  8,  figura  22A).  La  administración  de  RO4938581  durante  12 

semanas  redujo  significativamente  la  tigmotaxis de  los  ratones TS  (p=0.026,  tabla 8, 

figura 22B). Aunque el tratamiento con este NAM durante 4 semanas también produjo 

una tendencia a reducir esta conducta en los ratones TS, esta tendencia no alcanzó la 

significación estadística (p=0.32, tabla 8, figura 22B). 

Por  otro  lado,  la  administración  de  RO4938581  no  tuvo  ningún  efecto  sobre  el 

porcentaje de efecto que pasaron  los ratones CO en  la periferia del aparato  (p=0.63, 

tabla 8, Figura 22C). 
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Figura 22. El tratamiento con RO40938581 redujo el comportamiento tigmotáctico del ratón TS. Medias 

±  E.E.M. del porcentaje de  tiempo que pasaron  en  la periferia del  laberinto durante  las  sesiones de 

adquisición  todos  los  grupos  de  animales  (A),  los  3  grupos  de  ratones  TS  (B)  y  CO  (C)  tratados  con 

RO40938581  o  con  vehículo.  #:  p<0.05,  ##:  p<0.01  RO4938581  vs.  VEH.  Pruebas  de  Bonferroni  tras 

ANOVAs significativos. 
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Tabla 8. Laberinto acuático de Morris. Valores F y p de los MANOVAs MR y análisis post hoc de cada 

variable independiente analizada durante las sesiones de adquisición y guiadas del MWM. Los valores 

estadísticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

 

 

  ‘Sesión’  ‘Cariotipo’  ‘Tratamiento’ 
‘Cariotipo x 

tratamiento’ 

 

 

 

 

 

Memoria 

de 

referencia 

(S1‐S12) 

MANOVA MR ‘cariotipo x 

tratamiento’ 

F(11,83)= 

31.59, 

p<0.001 

F(1,83)= 

27.73, 

p<0.001 

F(2,83)= 

3.48, 

p=0.035 

F(2,83)= 

2.58, 

p=0.082 

 

 

Comparaciones 

post hoc entre 

curvas de 

aprendizaje 

TS VEH 

vs. 
CO VEH 

 

F(1,22)= 

16,71, 

p<0,001 
   

TS 

RO4938581‐

VEH   vs. 
C0 VEH 

     

F(1,23)= 

5.12, 

p=0.033 

TS 

RO4938581 

vs. 
CO VEH 

     

F(1,27)= 

1.00, 

p=0.32 

TS 

RO4938581 

vs. 
TS VEH 

   

F(1,25)= 

8.01, 

p=0.009 

 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 

TS VEH 

   

F(1,23)= 

4.00, 

p=0.05 
 

CO 

RO4938581 

vs. 

C0 VEH 

   

F(1,28)= 

0.00, 

p=0.987 

 

CO 

4938581‐

VEH vs. 
C0 VEH 

   

F(1,28)= 

0.243, 

p=0.62 

 

TS 

RO4938581 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 
TS VEH 

   
F(2,38)= 

5.37, p=0.009 
 

CO 4938581 

CO 

4938581‐

VEH vs. 
C0 VEH 

   

F(2,45)= 

0.68, 

p=0.51 
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Tabla 8 (Continuación) 

 

Memoria 

de trabajo 

(E1‐E8) 

 

 

 

 

MANOVA MR ‘cariotipo x 

tratamiento’ 

F(7,83)= 

33.59 

P<0.001 

F(1,83)= 

21.15 

P<0.001 

F(2,83)= 

3.50 

P=0.035 

F(2,83)= 

1.56 

P=0.21 

 

 

Comparaciones 

post hoc entre 

curvas de 

aprendizaje 

TS VEH 

vs. 

CO VEH 

 

F(1,22)= 

12.93, 

p=0.002 
   

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 
C0 VEH 

     

F(1,25)= 

3.25,  

p=0.083 

TS 

RO4938581 

vs. 
CO VEH 

     

F(1,27)= 

0.64,  

p=0.42 

TS 

RO4938581 

vs. 
TS VEH 

   

F(1,25)= 

8.43, 

 p=0.008 
 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 
TS VEH 

   

F(1,23)= 

7.28,  

p=0.01 
 

CO 

RO4938581 

vs. 

C0 VEH 

   

F(1,28)= 

0.29,  

p=0.59 

 

CO 

4938581‐

VEH vs. 
C0 VEH 

   

F(1,28)= 

0.48,  

p=0.49 

 

TS 

RO4938581 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 

TS VEH 

   

F(2,38)= 

5.24, 

 p=0.010 
 

CO 

RO4938581 

C0  

RO4938581‐

VEH vs. 

CO VEH 

   

F(2,44)= 

0.27, 

p=0.76 
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Tabla 8 (Continuación) 

 

 

 

 

Tigmotaxis 

(S1‐S12) 

MANOVA MR ‘cariotipo x 

tratamiento’ 

F(11,83)= 

23.72 

P<0.001 

F(1,83)= 

11.99 

P<0.001 

F(2,83)= 

0.68 

P=0.50 

F(2,83)= 

2.59 

P=0.81 

Comparaciones 

post hoc entre 

curvas de 

aprendizaje 

TS VEH 

vs. 
CO VEH 

     

F(2,22)= 

7.28 

p=0.013 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 

C0 VEH 

   

F(1,24)= 

4.33 

P=0.048 

 

TS 

RO4938581 

vs. 

CO VEH 

   

F(1,28)= 

0.82 

P=0.37 
 

TS 

RO4938581 

vs. 
TS VEH 

   

F(1,25)= 

5.56 

P=0.026 
 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 
TS VEH 

   

F(1,23)= 

1.02, 

p=0.32 

 

TS 

RO4938581 

vs. 
TS 

RO4938581‐

VEH 

   

F(1,28)= 

2.23, 

p=0.14 

 

CO 

RO4938581 

vs. 

C0 VEH 

   

F(1,32)= 

0.28, 

p=0.59 

 

CO 

4938581‐

VEH vs. 
C0 VEH 

   

F(1,23)= 

0.058, 

p=0.81 

 

TS 

RO4938581 

TS 

RO4938581‐

VEH vs. 

TS VEH 

   
F(2,38)= 

3.12, p=0.05 
 

C0 

RO4938581 

CO 

RO4938581‐

VEH vs. 
CO VEH 

   
F(2,40)= 

0.55, p=0.43 
 



Resultados 

95 
 

Tabla 8 (Continuación) 

 

1.1.2. Ansiedad y actividad general 

Para evaluar el papel que ejercen las distintas pautas de administración de RO4938581 

sobre la ansiedad y la actividad general de los ratones TS se realizaron las pruebas del 

campo  abierto  y  del  laberinto  elevado  en  cruz.  De  esta  manera,  se  valoró  el 

comportamiento de los diferentes grupos experimentales en estas pruebas donde existe 

un conflicto entre la aversión natural de los roedores a los espacios abiertos y/o a las 

alturas y su tendencia innata a explorar ambientes nuevos. 

1.1.2.1. Campo abierto 

En  la  prueba  del  campo  abierto,  los  animales  TS  tratados  con  vehículo  tendieron  a 

recorrer una distancia mayor en la periferia y en el centro del aparato y, por tanto, una 

distancia  total mayor,  aunque  esta  diferencia  no  alcanzó  la  significación  estadística 

(figura  23A,  tabla  9).  Esta misma  tendencia  a  la  hiperactividad  se  observó  también 

cuando  se  cuantificaron el número de entradas en el  centro y periferia del aparato, 

tendencia  que  tampoco  alcanzó  la  significación  estadística  (figura  23B,  tabla  9).  El 

Ensayo de 

retirada de 

la 

plataforma 

N° de cruces 

sobre la 

plataforma 

MANOVA 

‘cariotipo x 

tratamiento’ 

   

F(1,83)= 

2.76 

P=0.10 

F(2,83)= 

1.24 

P=0.19 

F(2,83)= 

1.33 

P=0.26 

N° de entradas al 

cuadrante 

entrenado 

MANOVA 

‘cariotipo x 

tratamiento’ 

   

F(1,83)= 

2.88 

P=0.09 

F(2,83)= 

1.30 

P=0.29 

F(2,83)= 

2.26 

P=0.11 

Tiempo en el 

cuadrante 

entrenado 

MANOVA  

‘cariotipo x 

tratamiento’ 

   

F(1,83)= 

3.72 

P=0.058 

F(2,83)= 

3.161 

P=0.48 

F(2,83)= 

2.44 

P=0.94 

Sesiones 

de 

aprendizaje 

guiado 

MANOVA 

‘cariotipo x tratamiento’ 
 

F(1,83)= 

6.10 

P=0.016 

F(2,83)= 

2.29 

P=0.10 

F(2,83)= 

1.28 

P=0.28 
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análisis estadístico mostró que  los tratamientos con RO4938581 no ejercieron ningún 

efecto sobre la actividad de los animales (tabla 9). Sin embargo, los grupos de animales 

TS  tratados con el  fármaco presentaron una actividad  ligeramente menor que  los TS 

tratados  con  vehículo  (figuras  23A  y  23B).  En  cuanto  al  número  de  alzamientos 

(conducta ansiosa característica que constituye un intento de escape del aparato) o el 

tiempo en  la periferia del aparato,  tampoco  se encontraron diferencias  significativas 

entre los animales de los distintos genotipos o tratamientos (figura 23C, tabla 9). Por lo 

tanto, la administración de RO4938581 durante 12 ó 4 semanas no modificó la actividad 

general o la ansiedad de los ratones TS o CO en esta prueba. 
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Figura  23.  Los  tratamientos  con  RO4938581  no modificaron  los  niveles  de  actividad  general  o  la 

ansiedad de los ratones TS o CO en el campo abierto. Medias ± E.E.M. de la distancia recorrida (A), del 

número de entradas en las dos zonas del aparato (B), del tiempo en la periferia y en el centro (C) y del 

número de alzamientos (D) realizado por  los animales TS y  los CO tratados con VEH o con RO4938581 

durante 12 ó 4 semanas.  
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Tabla 9. Valores F y p del MANOVA (’cariotipo x tratamiento’) de cada variable analizada en el Campo 
abierto 

 

    MANOVAs ‘Cariotipo x tratamiento’ 

  ‘Cariotipo’ 

F(1,83) 

‘Tratamiento’ 

F(2,83) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(2,83) 

Distancia centro  1.40, p=0.23  1.17, p=0.31  2.73 ,p=0.071 

Distancia periferia  0.97, p=0.32  1.90, p=0.15  2.73 ,p=0.071 

Distancia total  0.61, p=0.43  0.98, p=0.37  2.93 ,p=0.059 

Alzamientos  0.11, p=0.73  0.20, p=0.81  0.28, p=0.75 

N° de entradas en la periferia  0.76, p=0.38  0.64, p=0.52  1.90, p=0.15 

N° de entradas en el centro  0.76, p=0.38  0.64, p=0.52  1.88, p=0.15 

N° de entradas totales  0.75, p=0.38  0.64, p=0.52  1.89, p=0.15 

Tiempo en la periferia  0.05, p=0.81  1.13, p=0.32  1.36, p=0.26 

Tiempo en el centro  0.29, p=0.58  0.55, p=0.57  0.82, p=0.44 

1.1.2.2. Laberinto elevado en cruz 

En  la prueba del  laberinto  elevado  en  cruz  se  valoró nuevamente  la  actividad  y  los 

niveles  de  ansiedad  de  los  distintos  grupos  experimentales  al  ser  expuestos  a  un 

ambiente nuevo con dos zonas diferenciadas, una potencialmente aversiva (los brazos 

abiertos) y otra  segura  (los brazos  cerrados).  La  tabla 10 muestra  los  resultados del 

análisis estadístico efectuado para los diversos parámetros evaluados en esta prueba. 

En la figura 24A se observa que los ratones TS se mostraron hiperactivos respecto a los 

del grupo CO, ya que realizaron un mayor número de entradas en los brazos abiertos del 

laberinto (p=0.05, tabla 10). Ninguna de las dos pautas de administración de RO4938581 

tuvo efecto sobre la hiperactividad de los ratones TS (p=0.42, tabla 10). Por otro lado, 

no se encontraron diferencias significativas en el número de entradas realizadas por los 
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ratones TS o CO tratados con el fármaco en los brazos cerrados (p=0.64, tabla 10) o en 

el número total de entradas (p=0.84, tabla 10, figura 24A). 

Los 6 grupos de ratones no difirieron significativamente en ninguno de los componentes 

motores o cognitivos de  la ansiedad evaluados en esta prueba (ver tabla 10). Así,  los 

ratones TS y CO tratados con RO4938581 no presentaron diferencias significativas en el 

porcentaje de tiempo que pasaron en los brazos abiertos (p=0.81, tabla 10, figura 24C), 

en el  tiempo de  inmovilidad  inicial  (p=0.87,  tabla 10,  figura 24B) o en el número de 

conductas de evaluación de  riesgo  (p=0.35,  figura 24D). Por  lo  tanto, el  tratamiento 

crónico con RO4938581 durante 12 ó 4 semanas no tuvo efectos sobre la ansiedad de 

ratones TS o CO. 
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Figura 24. La administración de RO4938581 durante 4 ó 12 semanas no tuvo ningún efecto sobre  la 

actividad ni  sobre  los  componentes motores o  cognitivos de  la ansiedad evaluados en el  laberinto 

elevado en cruz en los ratones TS o CO. Medias ± E.E.M. del número de entradas en los brazos abiertos, 

en los cerrados y del número total de entradas (A), del tiempo de inmovilización inicial (B), del porcentaje 

de  tiempo en  los brazos abiertos  (C) y del número de  comportamientos de evaluación del  riesgo  (D) 

realizados por los ratones TS y CO tratados con vehículo o con RO4938581 durante 12 ó 4 semanas. 
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Tabla 10. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de cada variable analizada en el laberinto 

elevado en cruz. Los valores estadísticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

  ‘Cariotipo’ 

F(1,83) 

‘Tratamiento’ 

F(2,83) 

‘Cariotipo x 
tratamiento’ 

F(2,83) 

N° total de entradas  1.26, p=0.26  2.05, p=0.13  1.73, p=0.84 

N° de entradas en los brazos abiertos  1.69, p=0.05  1.69, p=0.18  0.87, p=0.42 

N° de entradas en los brazos cerrados  0.03, p=0.86  2.83, p=0.062  0.43, p=0.64 

% de tiempo en los brazos abiertos  1.23, p=0.27  2.03, p=0.13  0.20, p=0.87 

Tiempo de inmovilidad inicial  1.13, p=0.24  0.29, p=0.74  0.13, p=0.81 

N° total de conductas de evaluación de 
riesgo 

0.12, p=0.72  0.92, p=0.40  1.04, p=0.35 

1.1.3. Capacidad de atención y actividad exploratoria (Tabla de agujeros) 

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

utilizó la prueba de la tabla de agujeros. La tabla 11 muestra los resultados del análisis 

estadístico de las variables evaluadas en esta prueba. 

No  se  encontraron  diferencias  significativas  entre  los  6  grupos  de  animales  en  la 

distancia recorrida, en el número de exploraciones de los agujeros o en el tiempo que 

pasaron explorándolos (tabla 11). 

Los animales TS y CO bajo los distintos tratamientos tampoco difirieron en el número de 

repeticiones de  la exploración de agujeros recientemente explorados  (índice ABA),  lo 

que  demuestra  que  ningún  grupo  tiene  alterada  su  capacidad  de  atención.  El 

tratamiento  crónico  con  RO4938581  durante  4  semanas  aumentó  el  tiempo  de 

exploración de animales TS y CO (p=0.017, tabla 11). Sin embargo, la administración de 

este  compuesto  durante  12  semanas  no  ejerció  ningún  efecto  sobre  el  tiempo  de 

exploración de  los  ratones. Este efecto podría ser debido a que  la administración de 



Resultados 

100 
 

RO4938581 mejorara la capacidad de atención. Sin embargo, la falta de efectos sobre 

los otros parámetros relacionados con  la atención (número de exploraciones e  índice 

ABA) tras la administración de este NAM indican que este compuesto no debe de afectar 

a la atención de estos animales. 

Tabla 11. Medias ± E.E.M. y valores F y p de los MANOVAs (‘cariotipo x tratamiento’) para cada variable 

independiente  analizada  en  la  prueba  de  la  tabla  de  agujeros.  Los  valores  estadísticamente 

significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

1.1.4. Habilidades sensoriales y coordinación motora 

Con el  fin de evaluar el efecto del  fármaco RO4938581  sobre el estado  físico de  los 

animales  se  realizó  una  batería  de  pruebas  sensorimotoras  y  una  valoración  de  su 

función motora. 

1.1.4.1. Habilidades sensoriales: Pruebas sensorimotoras 

La  tabla  12 muestra  las  puntuaciones  obtenidas  en  distintos  parámetros  y  reflejos 

sensoriales  y motores  analizados en  los diferentes  grupos de  animales  así  como  los 

resultados  estadísticos  obtenidos  en  el  análisis  de  cada  una  de  las  variables. No  se 

encontraron diferencias significativas en las puntuaciones obtenidas por los seis grupos 

   TS  CO 
MANOVAs ‘Cariotipo x 

tratamiento’ 

   RO4938581 
RO4938581‐

VEH 
VEH  RO4938581 

RO4938581‐
VEH 

VEH 

‘Cariotipo’  ‘Tratamiento’ 
‘Cariotipo x 
tratamiento’ 

F(1,83)  F (2,83)  F (2,83) 

Distancia (m) 

8.45 
± 

0.98 

10.95 
± 

1.37 

9.80 
± 

1.69 

8.14 
± 

0.69 

7.90 
± 

0.85 

8.91 
± 

1.08 

0.95, 
p=0.33 

0.13, p=0.87 
0.77, 
p=0.46 

Número de 
exploraciones 

19.67 
± 

2.02 

22.83 
± 

1.91 

19.11 
± 

3.03 

21.68 
± 

1.50 

21.93 
± 

2.19 

18.36 
± 

1.21 

0.05, 
p=0.82 

1.11, p=0.33 
0.18, 
p=0.83 

Tiempo 
explorando 
los agujeros 

(s) 

19.64 
± 

2.35 

26.96 
± 

3.14 

18.57 
± 

5.70 

18.87 
± 

2.06 

31.81 
± 

3.75 

22.88 
± 

2.52 

0.74, 
p=0.39 

4.32, 
p=0.017 

0.41, 
p=0.66 

Índice ABA 

3.46 
± 

0.40 

4.17 
± 

0.61 

5.00 
± 

0.72 

4.48 
± 

0.58 

3.80 
± 

0.73 

3.50 
± 

0.62 

1.26, 
p=0.26 

0.56, p=0.56 
2.94, 

p=0.059 
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experimentales  en  las  distintas  variables  sensoriales  y motoras.  El  tratamiento  con 

RO4938581 no modificó ninguna de  las habilidades  sensorimotoras evaluadas en  los 

ratones TS o CO (visión, audición, fuerza, equilibrio, reflejo prensil, capacidad de tracción 

o coordinación motora en la prueba de la percha). 

Tabla 12. Batería de pruebas sensorimotoras. Medias ± E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por todos 

los grupos experimentales en los distintos parámetros sensoriales y motores evaluados. Valores F y p 

del  MANOVA  (‘cariotipo  x  tratamiento’)  de  cada  variable  dependiente  analizada.  Los  valores 

estadísticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

  TS  CO  MANOVAs ‘Cariotipo x 
tratamiento’ 

 
RO403
8581 

RO49385
81‐VEH 

VEH 
RO403
8581 

RO49385
81‐VEH 

VEH 

‘Cariotipo’ 

F(1,83) 

‘Trata 
miento’ 

F(2,83) 

‘Cariotipo 
x trata 
miento’ 

F(2,83) 

Respuesta de 
alcance 

(puntuación:  
0‐4 ) 

2.93 
± 

0.051 

3.13 
± 

0.12 

3.18 
± 

0.12 

2.42 
± 

0.15 

2.50 
± 

0.15 

2.27 
± 

0.20 

0.002, 
p=0.96 

2.05, 
p=0.13 

0.82, 
p=0.44 

Respuesta de 
sobresalto 
(puntuación:  

0‐3) 

2.92 
± 

0.77 

2.93 
± 

0.67 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 
0.29, 
p=0.58 

6.94, 
p=0.002 

1.56, 
p=0.21 

Reflejo de 
Enderezamie

nto 
(puntuación: 

0‐3) 

2.96 
± 

0.03 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

1.32, 
p=0.25 

1.20, 
p=0.30 

0.55, 
p=0.57 

Fuerza de 
agarre 

(puntuación: 
0‐3) 

2.74 
± 

0.08 

2.81 
± 

0.18 

2.73 
± 

0.14 

2.80 
± 

0.17 

2.88 
± 

0.15 

3.00 
± 

0.10 

0.62, 
p=0.43 

0.25, 
p=0.77 

0.50, 
p=0.60 

Equilibrio en 
barra madera 
(puntuación: 

0‐6) 

2.19 
± 

0.27 

1.56 
± 

0.28 

1.64 
± 

0.24 

1.90 
± 

0.23 

1.69 
± 

0.23 

2.43 
± 

0.34 

0.68, 
p=0.41 

1.58, 
p=0.21 

1.94, 
p=0.14 

Latencia de 
caída de la 
barra de 
madera (s) 

39.56 
± 

2.30 

39.56 
± 

1.75 

40.0 
± 
0 

40.00 
± 
0 

40.00 
± 
0 

40.0 
± 
0 

0.002, 
p=0.96 

0.23, 
p=0.79 

0.92, 
p=0.40 

Equilibrio en 
barra 

aluminio 
(puntuación: 

0‐6) 

1.52 
± 
0.3 

1.06 
± 

0.42 

1.00 
± 

0.55 

1.20 
± 

0.26 

2.50 
± 

1.27 

0.79 
± 

0.31 

0.50, 
p=0.48 

0.81, 
p=0.44 

1,61, 
p=0.20 

Latencia de 
caída de la 
barra de 

aluminio (s) 

23.89 
± 

2.25 

18.06 
± 

2.98 

22.0 
± 

3.56 

27.10 
± 

2.32 

22.81 
± 

3.26 

19.36 
± 

2.65 

0.56, 
p=0.45 

2.41, 
p=0.95 

0.18, 
p=0.44 

Reflejo 
prensil 

(puntuación: 
0‐3) 

2.81 
± 

0.07 

2.88 
± 

0.12 

3.00 
± 

0.00 

3.00 
± 

0.00 

2.88 
± 

0.08 

3.00 
± 

0.00 

0.69, 
p=0.40 

0.39, 
p=0.67 

0.76, 
p=0.46 
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Tabla 12 (continuación) 

Capacidad de 
tracción 

(puntuación: 
0‐9) 

1.88 
± 

0.46 

2.0 
± 

0.70 

1.91 
± 

0.51 

1.80 
± 

0.37 

2.00 
± 

0.53 

2.21 
± 

0.58 

0.03, 
p=0.86 

0.10, 
p=0.90 

0.06, 
p=0.93 

Latencia de 
caída en la 
percha (s) 

2.70 
± 

0.38 

2.88 
± 

0.50 

2.36 
± 

0.41 

3.20 
± 

0.68 

3.31 
± 

0.35 

3.86     
± 

0.61 

3.71, 
P=0.057 

0.055, 
p=0.94 

0.47, 
p=0.62 

N° Cruces en 
la percha 

13.89 
± 

3.30 

9.44 
± 

3.37 

18.1 
± 

5.76 

13.20 
± 

2.99 

24.94 
± 

4.44 

20.1 
± 

4.99 

3.55, 
p=0.062 

1.09, 
p=0.36 

3.11, 
p=0.049 

Latencia de 
llegada en la 

percha 

37.41 
± 

4.40 

38.81 
± 

5.31 

28.00 
± 

6.42 

36.05 
± 

4.96 

40.06 
± 

4.94 

38.7 
± 

5.66 

0.47, 
p=0.49 

0.60, 
p=0.54 

0.58, 
p=0.55 

1.1.4.2. Coordinación motora: Rotarod 

La  figura  25 muestra  la  latencia  de  caída  a  diferentes  velocidades  constantes  (A)  y 

durante el ciclo de aceleración  (B) de  los 6 grupos de  ratones durante  la prueba del 

Rotarod. No  se  encontraron  diferencias  significativas  en  la  latencia  de  caída  de  los 

ratones TS y CO bajo los distintos tratamientos a las 3 velocidades constantes analizadas 

(25  r.p.m.: ANOVA  'cariotipo': F(1,83)=0.17, p=0.67;  ‘tratamiento’: F(2,83)= 0.18, p=0.83; 

'cariotipo x tratamiento.': F(2,83)=0.88, p=0.25; 50 r.p.m.: 'cariotipo': F(1,83)= 2.30, p=0.13; 

‘tratamiento’: F(2,83)=0.93, p=0.39; 'cariotipo x tratamiento´: F(2,83)=2.83, p=0.064; figura 

25A). 

Asimismo, durante el ciclo de aceleración, en el que el nivel de exigencia de la prueba 

aumenta progresivamente, la latencia de caída fue similar en los seis grupos de animales 

(ANOVA  'cariotipo': F(1,83)=0.14, p=0.70;  ‘tratamiento’: F(2,83)=0,20, p=0,81;  'cariotipo x 

tratamiento’: F(2,83)= 1.48, p=0.23; figura 25B). 
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Figura 25. El tratamiento con RO4938581 no afectó la coordinación motora de los ratones TS o CO en el 

Rotarod a diferentes velocidades constantes o durante el ciclo de aceleración. Medias ± E.E.M. de  la 

latencia de caída a distintas velocidades constantes (A) y durante el ciclo de aceleración (B) de los ratones 

TS y CO tratados con VEH o con RO4938581 durante 12 ó 4 semanas. 

1.2. Efectos sobre los déficits neuromorfológicos del ratón TS 

1.2.1. Proliferación de progenitores neurales (Ki67) en la SGZ del hipocampo 

Los  ratones  TS  mostraron  una  menor  densidad  (ANOVA  ‘cariotipo’:  F(1,40)=11.61, 

p=0.002, figura 26B) de progenitores neurales (células Ki67+) en la SGZ del DG que los 

ratones CO. 

El  tratamiento  crónico  con RO4938581,  tanto durante 12  como durante 4  semanas, 

restauró  por  completo  la  densidad  de  células  Ki67+  en  los  ratones  TS  (ANOVA 

‘tratamiento’:  F(2,40)=3.11,  p=0.050,  figuras  26A  y  26B),  pero  no  tuvo  efecto  en  los 

ratones CO (ANOVA  ‘cariotipo x tratamiento’: F(2,40)=4.07, p=0.025). Por  lo tanto, esta 
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recuperación de la proliferación celular del hipocampo de los animales TS se mantuvo 

tras cesar el tratamiento durante 8 semanas. 
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Figura 26. El tratamiento con RO4938581 recuperó la densidad de células proliferativas en el DG de los 

ratones TS. Imágenes representativas de la co‐inmunotinción con DAPI (marcador de núcleos celulares) y 

Ki67  (marcador de células proliferativas) en el DG del hipocampo. Las  flechas  indican  las células Ki67 

positivas. La barra de escala corresponde a 50 µm (A). Medias ± E.E.M. de la densidad (B) de las células 

Ki67+ en los 6 grupos de animales. ***: p<0.001 TS vs. CO; ##: p<0.01 VEH vs. RO4938581 o vs. RO4938581‐

VEH; Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs significativos. 
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1.2.2. Diferenciación celular en la SGZ del hipocampo (DCX y CLR) 

Para  evaluar  los  efectos  de  las  dos  pautas  de  tratamiento  con RO4938581  sobre  la 

densidad  de  neuroblastos  en  diferentes  estadíos  de  diferenciación  hacia  neuronas 

maduras se usaron los marcadores DCX y CLR. 

Los  ratones TS mostraron un deterioro en  la diferenciación y maduración celular del 

hipocampo ya que presentaron una densidad menor de las subpoblaciones DCX+/CLR‐, 

DCX+/CLR+ y DCX‐/CLR+ en comparación con los animales CO (figuras 27 y 28A‐C, tabla 

13).  

El  tratamiento  con  RO4938581  durante  12  ó  4  semanas  produjo  un  aumento 

significativo de la densidad de las poblaciones DCX+/CLR‐ y DCX+/CLR+. Sin embargo, la 

administración  de  RO4938581  no  modificó  significativamente  la  densidad  de  la 

población de  células DCX‐/CLR+  (figura 28C,  tabla 13). Ninguna de  las dos pautas de 

administración del fármaco tuvo efectos en los ratones CO (figuras 28A‐C, tabla 13). 

 

Figura  27.  Imágenes  representativas  de  las  poblaciones  celulares  identificadas  mediante  la  co‐

inmunotinción de DCX (fila superior), de CLR (fila intermedia) o de ambas proteínas (fila inferior) y DAPI. 

La barra de escala corresponde a 10 µm. 

 

 

 TS RO4938581         TS RO4938581‐VEH             TS VEH                 CO RO4938581       CO RO4938581‐VEH             CO VEH 
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Figura 28. El tratamiento con RO4938581 recuperó la densidad de células DCX+/CLR‐ y DCX+/CLR+ pero 

no tuvo efectos significativos sobre la población de células DCX‐/CLR+. Medias ± E.E.M de la densidad de 

células DCX+/ CLR‐, DCX+/CLR+  y DCX‐/CLR+  encontradas  en  la  SGZ del hipocampo de  los  6  grupos de 

animales.  **:  p<0,01,  ***:  p<0.001  TS  vs.  CO;  ##:  p<0.01,  ###:  p<0.001  VEH  vs.  RO4938581  o  vs. 

RO4938581‐VEH. Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs significativos. 
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Tabla 13. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de  la densidad de células DCX+/CLR‐, 

DCX+/CLR+ Y DCX‐/CLR+ en la SGZ. Los valores estadísticamente significativos (p<0.05) se presentan en 

negrita 

 

1.2.3. Densidad de células granulares maduras (DAPI+) en el hipocampo 

Para valorar  los efectos de  las dos pautas de administración de RO4938581 sobre el 

número y  la densidad de  las células maduras del DG, se efectuó un recuento nuclear 

total utilizando el marcador DAPI, sin discernir tipos celulares, dado que la composición 

fundamental del DG es la neurona granular madura.  

En este estudio se confirma la reducción en la densidad de células granulares en el GCL 

de  los  animales  TS  (ANOVA  ‘cariotipo’:  F(1,40)=31.0,  p<0.001,  figuras  29A  y  29B).  El 

tratamiento  con  RO4938581  durante  12  ó  4  semanas  seguidas  de  8  de  vehículo, 

normalizó  por  completo  la  densidad  de  células  DAPI+  en  los  animales  TS  (ANOVA 

‘tratamiento’:  F(2,40)=9.77,  p<0.001).  Sin  embargo,  ninguna  de  las  dos  pautas  de 

tratamiento  tuvo  efecto  sobre  el  grupo  de  animales  CO  (ANOVA  ‘cariotipo  x 

tratamiento’: F(2,40)=13.71, p<0.001). 

 

 

 

 

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

  ‘Cariotipo’ 

F(1,40) 

‘Tratamiento’ 

F(2,40) 

‘Cariotipo x 
tratamiento’ 

F(2,40) 

Densidad 

DCX+/CLR‐/µm2 
21.89, p<0.001  3.04, p=0.061  6.59, p=0.004 

Densidad 

DCX+/CLR+/µm2 
26.3, p<0.001  12.21, p<0.001  6.34, p=0.004 

Densidad 

DCX‐/CLR+ /µm2 
0.26 ,p=0.61  0.70, p=0.50  1.91, p=0.16 
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Figura 29. El tratamiento con RO4938581 normalizó la densidad de células granulares del hipocampo 

de los ratones TS. Imágenes representativas de la inmunotinción con DAPI en el DG hipocampal. La barra 

de escala corresponde a 5 μm (A). Medias ± E.E.M de la densidad (B) de células DAPI+ en el DG de los 6 

grupos de animales. ***: p<0.001 TS vs. CO; ###: p<0,001 VEH vs. RO4938581 o vs. RO4938581‐VEH. 

Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs significativos. 

1.2.4. Balance  sináptico  excitador  (VGluT1)  –  inhibidor  (VGAT)  en  el 

hipocampo 

Para evaluar  los efectos de  las dos pautas de administración de RO4938581 sobre el 

desequilibrio entre sinapsis excitadoras e inhibidoras existente en el cerebro del ratón 

TS,  se  realizó  una  doble  inmunohistoquímica  en  la  que  se  usaron  dos marcadores: 

VGluT1 para medir el área ocupada por botones  sinápticos excitadores y VGAT para 

    5µm 

TS RO4938581 TS RO4938581‐VEH TS VEH 

CO RO4938581  CO RO4938581‐VEH 
CO VEH 
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cuantificar la densidad botones sinápticos inhibidores, en la ML del DG del hipocampo 

(figura 30A).  

El MANOVA no reveló un efecto significativo del cariotipo sobre el área ocupada por 

sinapsis  inhibidoras, excitadoras o en el  ratio de ambos marcadores  (tabla 14). Este 

hecho  se  debe  principalmente  a  que  en  los  animales  TS  tratados  se  produjo  una 

normalización de la densidad de ambos tipos de botones sinápticos ya que, las pruebas 

post hoc mostraron que  los  ratones TS  tratados con vehículo presentaron un mayor 

porcentaje de área ocupada por botones VGAT positivos (p<0.01, figura 30B) y un menor 

porcentaje de área ocupada por botones VGluT1 positivos (p<0.01, figura 30C) que los 

ratones  CO.  Además,  el  ratio  VGluT1/VGAT  (figura  30D)  también  fue menor  en  los 

ratones TS con respecto a  los animales control (p<0.001). Estos resultados confirman 

que el ratón TS tiene un exceso de inhibición cerebral. 

El tratamiento crónico con RO4938581 rescató por completo  la densidad de botones 

VGAT en ratones TS e indujo una reducción de estos botones en los animales CO (figuras 

30A y 30B,  tabla 14, p<0.001). Este efecto  fue más acusado en  los  ratones TS y CO 

tratados durante 12  semanas que en  los  tratados  solo durante 4  semanas. Además, 

ambas  pautas  de  administración  de  este  NAM  normalizaron  por  completo  el  área 

ocupada por botones glutamatérgicos (VGluT1) en el ratón TS (figuras 30A y 30C, tabla 

14, p<0.001) pero no tuvo ningún efecto en los animales CO. 

Finalmente, cuando se analizó el balance excitador/inhibidor dividendo el área ocupada 

por  botones  VGluT1+  entre  el  área  ocupada  por  botones  VGAT+,  se  observó  que  el 

tratamiento crónico con RO4938581 durante 4 ó 12 semanas rescató completamente la 

sobre‐inhibición  de  los  animales  TS  (tabla  14,  figura  30D,  p<0.001).  Sin  embargo, 

ninguna de las dos pautas de tratamiento afectó al balance excitador/inhibidor de los 

animales CO. 
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Figura 30. El tratamiento con RO4938581 normalizó la densidad de marcadores de sinapsis GABAérgicas 

en el hipocampo de los ratones TS. Imágenes representativas de la inmunotinción con VGAT y con VGluT1 

(A). Medias ± E.E.M. del porcentaje de área ocupada por botones VGAT+ (A), VGluT1+ (B) y la relación entre 

ambos (ratio VGluT1/VGAT) (C) en la ML del hipocampo de los 6 grupos de animales. **: p<0.01; TS vs. 

CO, #: p <0.05, ##: p<0.01 VEH vs. RO4938581 o vs. RO4938581‐VEH. Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs 

significativos. 

A 

 TS RO4938581‐VEHTS 1 

       5µm 

   5µm 

       5µm 
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VGAT 
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Tabla 14. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) del área ocupada por los botones VGAT, 

VGluT1 y de la relación entre ambos (ratio VGluT1/VGAT) en la ML del DG. Los valores estadísticamente 

significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

  ‘Cariotipo’ 

F(1,40) 

‘Tratamiento’ 

F(2,40) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(2,40) 

% de área ocupada por botones 
VGAT+ 

2.35, p=0.10  15.8, p<0.001  2.38, p=0.10 

% de área ocupada por botones 
VGluT1+ 

1.11, p=0.28  1.78, p=0.18  8.47, p=0.001 

Ratio VGluT1/VGAT  1.94, p=0.17  10.04, p<0.001  6.49, p=0.004 
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2. Estudio 2. Efecto de la administración prenatal de ácido linolénico, ácido oleico y 

curcumina sobre la neurogénesis hipocampal del ratón TS 

El ratón TS presenta déficits neuromorfológicos desde etapas embrionarias, por ello, en 

este  segundo  Estudio,  el objetivo  fue  evaluar  si  la  administración prenatal de  ácido 

linolénico,  ácido  oleico  y  curcumina  rescata  las  alteraciones  en  la  neurogénesis 

hipocampal que muestran los ratones TS desde el momento del nacimiento. 

2.1.  Análisis  de  los  niveles  plasmáticos  de  ácido  linolénico,  ácido  oleico  y 

curcumina 

Para comprobar que los compuestos atravesaban la barrera placentaria y que existían 

niveles óptimos de estos compuestos en la sangre de las crías, se recogieron muestras 

en las crías el día postnatal 2 (P2) y se procedió a la determinación de estos compuestos 

por HPLC. 

La tabla 15 muestra la concentración de estos compuestos en el plasma de las crías en 

P2. Los resultados se expresan en µg/ml en el caso de los ácidos y en ng/ml en el caso 

de  la curcumina. Dado que el ácido  linolénico y el ácido oleico son necesarios para  la 

síntesis  de  varias  moléculas,  se  encuentran  presentes  de  forma  endógena  en  el 

organismo, sin embargo, en el caso de la curcumina no se detectaron niveles basales en 

las crías.   

Tabla 15. Niveles plasmáticos basales y después de la administración de ácido linolénico, ácido oleico y 

curcumina en crías 

  Ácido linolénico 

(µg/ml) 
Ácido oleico 

(µg/ml) 

Curcumina 

(ng/ml) 

Valores basales  2.7  9.3  ‐ 

Valores en ratones  
tratados 

8.6  20.4  No determinado 

Las crías presentaron mayores niveles plasmáticos de ácido oleico y ácido linolénico tras 

su administración exógena en relación a sus niveles basales. Sin embargo, no se detectó 

curcumina en las crías tratadas probablemente debido a que esta sustancia tiene una 
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vida media muy  corta.  Por  otro  lado,  la  técnica  utilizada  tiene  una  sensibilidad  de 

detección de curcumina en un rango entre 10 y 100 ng/ml, por lo que es posible que en 

las crías la concentración de esta sustancia estuviera por debajo de dicho umbral y por 

ello no se detectaran niveles de curcumina en su plasma.  

2.2.  Efecto sobre la viabilidad en el parto y la natalidad 

En este estudio se evaluó si la administración de los diferentes compuestos afectaba a 

la viabilidad en el parto y a la natalidad.   

En la figura 31A se representa el porcentaje de abortos espontáneos tras el tratamiento 

con  los  tres  compuestos.  Los  resultados muestran que alrededor de un 15 % de  las 

hembras  TS  tratadas  con  BSA  terminan  sufriendo  abortos  espontáneos  durante  la 

gestación. El porcentaje de abortos no se vio afectado por  la administración de ácido 

linolénico  (χ2(1g.l.)=0.397, p=0.528) ni de  ácido oleico  (χ2(1g.l.)=3.405, p=0.065).  Sin 

embargo,  la  proporción  de  abortos  disminuyó  tras  la  administración  de  curcumina 

(χ2(1g.l.)=4.50, p=0.033).  

De todas las hembras preñadas que fueron tratadas con BSA, el 54 % llevó a término la 

gestación (figura 31B). La administración de ácido linolénico (χ2(1g.l.)=0.020, p=0.887), 

ácido oleico (χ2(1g.l.)=0.020, p=0.887) o curcumina (χ2(1g.l.)=1.280, p=0.26) (figura 31B) 

no modificó el número de hembras que llegaron a parir.  

Por otro  lado, se analizó el porcentaje de crías muertas al nacer en cada tratamiento 

(figura 31C). Las hembras que recibieron BSA tuvieron un 3 % de crías muertas al nacer, 

una proporción bastante pequeña, que no  se vio modificada por el  tratamiento  con 

ácido  linolénico  (χ2(1g.l.)=0.94,  p=0.33)  o  curcumina  (χ2(1g.l.)=2.21,  p=0.14).  Tras  la 

administración de ácido oleico no se encontró ninguna cría muerta. 

Por  último,  se  analizó  el  porcentaje  de  crías  rechazadas  por  sus  madres  tras  el 

tratamiento (figura 31D). En las crías tratadas con BSA el porcentaje de rechazos fue del 

23 %. Este porcentaje  se  incrementó de manera  significativa  tras el  tratamiento con 

ácido oleico (χ2(1g.l.)=26.69, p<0.001) y ácido linolénico (χ2(1g.l.)=9.826, p<0.001) y no 

se vio afectado por la administración de curcumina (χ2(1g.l.)=1.147, p =0.284). 
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Figura 31. Efectos del tratamiento con BSA, ácido linolénico, ácido oleico o curcumina sobre el porcentaje de 

abortos espontáneos (A), de hembras que llegan a término su periodo de gestación (B), de crías muertas 

al nacer (C) y de crías rechazadas por sus madres en  los dos primeros días de vida (D). *: p<0.05, ***: 

p<0.001 tratamiento vs. BSA. Pruebas χ2. 

2.3. Efecto sobre el peso corporal y cerebral 

Los ratones trisómicos presentan una disminución del peso corporal y cerebral que es 

evidente desde  las primeras etapas del desarrollo, por ello, se evaluó el efecto de  la 

administración de los distintos compuestos sobre estos parámetros.  

En lo que se refiere al peso corporal de los animales, como se observa en la figura 32A, 

los  ratones  TS  presentaron  un  peso  corporal menor  que  los  animales  CO  (ANOVA 

‘cariotipo’: F(1,117)=17.72, p<0.001, figura 32A).  
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Cuando  se  avaluó  el  efecto  de  los  tres  tratamientos  sobre  el  peso  corporal  no  se 

encontraron  diferencias  significativas  (ANOVA  ‘tratamiento’:  F(3,117)=0.74,  p=0.53; 

‘cariotipo x tratamiento’ F(3,117)=1.28, p=0.28; figura 32A, tabla 16). Sin embargo, cuando 

se analizó el efecto de cada compuesto por separado, se observó que el tratamiento con 

ácido oleico (figura 32A, tabla 16) recuperó el peso corporal de los ratones TS. De hecho, 

no se encontraron diferencias entre el peso corporal de los ratones TS tratados con ácido 

oleico y los CO que recibieron BSA (p=0.072). Sin embargo, el peso corporal no aumentó 

tras el tratamiento con ácido linolénico o curcumina (figura 32A, tabla 16).  

En cuanto al peso del cerebro, los animales TS tratados con BSA presentaron un menor 

peso que  los CO (ANOVA  ‘cariotipo’: F(1,117)=10.26, p=0.002, figura 32B). Al analizar el 

efecto de los tres tratamientos a la vez, se observó que estos compuestos aumentaron 

significativamente el peso cerebral de  los animales ratones TS (ANOVA  ‘tratamiento’: 

F(3,117)=2.80,  p=0.043;  ‘cariotipo  x  tratamiento’:  F(3,117)=1.40,  p=0.24,  figura  32B).  Sin 

embargo, al evaluar el efecto de cada tratamiento por separado, se observó que este 

efecto fue debido al incremento del peso cerebral encontrado en el cerebro de las crías 

que habían recibido ácido oleico en la etapa prenatal (figura 32B, tabla 16, p=0.19), ya 

que la de ácido linolénico (figura 32B, tabla 16) o curcumina (figura 32B, tabla 16) no 

modificó el peso cerebral de los animales.  

Por tanto, el ácido oleico fue el tratamiento que produjo más beneficios sobre el peso 

corporal y cerebral de  los animales TS. Por último, ninguno de  los  tratamientos  tuvo 

efectos sobre estos dos parámetros en los ratones CO. 
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Figura 32. El tratamiento con ácido oleico normalizó el peso corporal y cerebral de las crías TS. Medias 

± E.E.M. del peso corporal (A) y cerebral (B) de las crías nacidas de madres tratadas con ácido linolénico, 

ácido oleico, curcumina o BSA. *: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001 TS vs. CO. Pruebas de Bonferroni tras 

ANOVAs significativos. 

Tabla 16. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) del peso corporal y del peso cerebral de 

los animales tratados con BSA, ácido linolénico, ácido oleico o curcumina. Los valores estadísticamente 

significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

Ácido linolénico 
‘Cariotipo’ 

F(1,55) 

‘Tratamiento’ 

F(3,55) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,55) 

Peso del animal (g)  20.64, p<0.001  10.89, p=0.350  0.92, p=0.763 

Peso del cerebro (g)  8.95, p=0.005  1.41, p=0.242  0.785, p=0.382 
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Tabla 16 (Continuación) 

Ácido oleico 
‘Cariotipo’ 

F(1,72) 

‘Tratamiento’ 

F(3,72) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,72) 

Peso del animal (g)  9.45, p=0.003  0.18, p=0.672  3.89, p=0.06 

Peso del cerebro (g)  6.85, p=0.012  0.55, p=0.458  4.41, p=0.041 

Curcumina 
‘Cariotipo’ 

F(1,42) 

‘Tratamiento’ 

F(3,42) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,42) 

Peso del animal (g)  15.61, p<0,001  0.55, p=0,460  0.958, p=0.331 

Peso del cerebro (g)  12.15, p<0.001  2.73, p=0.10  1.83, p=0.18 

2.4. Efectos sobre la neurogénesis hipocampal del ratón TS 

2.4.1.  Influencia del  tratamiento  sobre  la anatomía hipocampal,  tinción de 

Nissl 

Dado que el hipocampo es una de  las estructuras más afectadas en  los ratones TS, a 

continuación se estudió el efecto de la administración prenatal de BSA, ácido linolénico, 

ácido  oleico  y  curcumina  sobre  algunas  de  las  alteraciones  neuromorfológicas 

hipocampales que presentan estos animales desde el nacimiento.  

Cuando  se  analizó  el  volumen  del  DG,  se  encontró  una marcada  reducción  en  los 

animales  TS  tratados  con  BSA  (ANOVA  ‘cariotipo’:  F(1,44)=11.43,  p=0.002,  tabla  17; 

figuras  33A  y  33B)  en  comparación  con  los  CO  bajo  el  mismo  tratamiento.  La 

administración de estos compuestos produjo un incremento en el volumen de DG de los 

ratones  TS  (ANOVA  ‘tratamiento’:  F(3,44)=4.17,  p=0.002;  ‘cariotipo  x  tratamiento’ 

F(3,44)=1.99, p=0.13, figura 33B). Al evaluar por separado el efecto de cada compuesto, 

se  observó  que  el  tratamiento  con  ácido  linolénico  normalizó  completamente  el 

volumen de DG en los animales TS. Por su parte, el tratamiento con ácido oleico produjo 

un  leve aumento del  volumen de DG que no alcanzó  la  significación estadística.  Sin 

embargo, el tratamiento con curcumina no tuvo ningún efecto sobre el volumen de DG 

de  los  animales  TS  (tabla  17,  figura  33B).  Por  último,  la  administración  de  estos 

compuestos no tuvo ningún efecto sobre esta variable en los 4 grupos de animales CO. 
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Los ratones TS que recibieron BSA prenatalmente también mostraron un área de la SGZ 

más pequeña que la de los animales CO (ANOVA ‘cariotipo’: F(1,45)=23.10, p<0.001, figura 

33C).  La  administración  de  los  tres  compuestos,  ácido  linolénico,  ácido  oleico  y 

curcumina,  atenuó  este  déficit  en  los  ratones  TS  (ANOVA  ‘tratamiento’:  F(3,45)=1.36, 

p=0.26;  ‘cariotipo x  tratamiento’: F(3,45)=2.58, p=0.068,  figura 16C). Sin embargo,  tras 

analizar de manera individual el efecto de cada tratamiento, el incremento del área de 

la  SGZ  fue  más  notable  tras  la  administración  de  ácido  linolénico  que  tras  la 

administración de los otros dos compuestos (tabla 17, figura 33C). 
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Figura 33. Efecto del tratamiento con ácido linolénico, ácido oleico y curcumina sobre el volumen del 

DG y el área de  la SGZ.  Imágenes representativas de  la tinción de Nissl sobre  las que se estimaron  las 

medidas hipocampales. La barra de escala corresponde a 200 µm (A). Medias ± E.E.M. del volumen DG (B) 

y del área de la SGZ (C) de las crías TS y CO bajo los distintos tratamientos. *: p<0.05, **: p<0.01, ***: 

p<0.001 TS vs. CO; #: p<0.05, ##: p<0.01, ###: p<0.001 ácido linolénico, ácido oleico y curcumina vs. BSA. 

Pruebas de Bonferroni tras ANOVAs significativos. 
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Tabla 17. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) del volumen del DG y del área de la SGZ 

para  cada  tratamiento:  ácido  linolénico,  ácido  oleico  y  curcumina.  Los  valores  estadísticamente 

significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

Ácido linolénico 
‘Cariotipo’ 

F(1,21) 

‘Tratamiento’ 

F(3,21) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,21) 

Volumen del DG (mm3)  3.23, p=0.089  5.30, p<0.033  2.12, p=0.162 

Área de la SGZ (mm2)  32.63, p<0.001  1.45, p=0.135  6.61, p=0.01 

Ácido oleico 
‘Cariotipo’ 

F(1,22) 

‘Tratamiento’ 

F(3,22) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,22) 

Volumen del DG (mm3)  7.09, p=0.015  1.06, p=0.314  2.85, p=0.108 

Área de la SGZ (mm2)  7.52, p=0.009  3.66, p=0.071  1.37, p=0.259 

Curcumina 
Cariotipo 

F(1,23) 

Tratamiento 

F(3,23) 

Cariotipo x tratamiento 

F(1,23) 

Volumen del DG (mm3)  29.14, p<0.001  0.451, p=0.509  0.010, p=0.923 

Área de la SGZ (mm2)  39.14, p<0.001  5.51, p=0.030  6.70, p=0.01 

2.4.2. Proliferación de progenitores neurales en la SGZ del hipocampo (BrdU) 

Una de las principales alteraciones hipocampales que presentan los animales TS desde 

el neurodesarrollo es una  reducción en  la neurogénesis. Por ello, en este Estudio  se 

analizó el efecto de  la administración de estos compuestos  sobre  la proliferación de 

nuevas células en el DG de los ratones TS y CO. 

Los  animales  TS  tratados  con  BSA mostraron  un  déficit  en  la  proliferación  ya  que 

presentaron  una menor  densidad  de  células  BrdU+  en  su  SGZ  que  los  CO  (ANOVA 

’cariotipo’:  F(1,47)=  7.52,  p=0.009,  figuras  34A2  y  34B).  La  administración  de  estos 

compuestos  aumentó  significativamente  la  densidad  de  células  proliferativas  en  los 

animales TS (ANOVA ’tratamiento’: F(3,47)= 3.41, p=0.026, 'cariotipo x tratamiento': F(3,47) 

=0.36, p= 0.78, figura 34B).  
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Figura 34. Efecto del tratamiento con ácido  linolénico, ácido oleico y curcumina sobre  la proliferación 

celular en la SGZ de los ratones TS. Imágenes representativas del marcaje con BrdU a diferentes escalas 

(A1 y A2). La barra de escala corresponde a 200 μm (A1) y 100 μm (A2). Medias ± E.E.M de la densidad (B) 

de las células BrdU+ en el hipocampo de los animales TS y CO tratados con BSA, ácido linolénico, ácido oleico 

y curcumina. *: p<0.05, TS vs. CO; #: p<0.05, ácido linolénico, ácido oleico y curcumina vs. BSA. Pruebas de 

Bonferroni tras ANOVAs significativos. 
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Al analizar el efecto de cada tratamiento de manera individual, el ácido oleico demostró 

ser el tratamiento más eficaz para restaurar la densidad de esta población celular en los 

animales TS (tabla 18). Sin embargo, los animales TS tratados con los tres compuestos 

mostraron valores normales de densidad de células BrdU+, ya que esta densidad no se 

diferenció de la que presentaban los ratones CO tratados con BSA (figura 34B). 

Por último, no se encontraron diferencias en la densidad de células BrdU+ de los 4 grupos 

de  ratones  CO,  aunque  los  que  recibieron  ácido  linolénico  y  ácido  oleico  tendían  a 

mostrar una mayor densidad de este tipo de células (figura 34B). 

Tabla 18. Valores F y p del MANOVA  (‘cariotipo x  tratamiento’) del efecto del  tratamiento con ácido 

linolénico, ácido oleico y curcumina sobre  la densidad de células BrdU+ en  la SGZ del DG. Los valores 

estadísticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

Ácido linolénico 
‘Cariotipo’ 

F(1,23) 

‘Tratamiento’ 

F(3,23) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,23) 

Densidad de células BrdU+  5.56, p=0.030  3.93, p=0.063  0.085, p=0.77 

Ácido oleico 
‘Cariotipo’ 

F(1,25) 

‘Tratamiento’ 

F(3,25) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,25) 

Densidad de células BrdU+  17.81, p<0.001  22.26, p<0.001  0.035, p=0.853 

Curcumina 
‘Cariotipo’ 

F(1,22) 

‘Tratamiento’ 

F(3,22) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,22) 

Densidad de células BrdU+  1.63, p=0.21  1.64, p=0.21  1.71, p=0.20 
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2.4.3. Densidad celular en el DG del hipocampo 

Por  último,  dado  que  en  los  ratones  TS  la  neurogénesis  hipocampal  también  se  ve 

comprometida debido a una disminución en la maduración y supervivencia celular, en 

este  Estudio  se evaluó el efecto de  la  administración prenatal de estos  compuestos 

sobre la densidad de células granulares maduras en el hipocampo.  

Los  ratones  TS  tratados  con  BSA mostraron  una menor  densidad  de  células  DAPI+ 

(ANOVA ‘cariotipo’: F(1,48)=19.02, p<0.001, figura 35B, tabla 19) que los animales CO. Los 

tres tratamientos aumentaron la densidad de esta población celular en los ratones TS 

(ANOVA  ‘tratamiento’:  F(3,48)=10.34,  p<0.001,’cariotipo  x  tratamiento’:  F(3,48)=1.29, 

p=0.28). 

Al analizar por separado el efecto de cada compuesto sobre la densidad de células DAPI+, 

se comprobó que todos ellos normalizaban la densidad de células granulares maduras 

en el DG de  los  ratones TS  y, además,  también  incrementaron  la densidad de estas 

células en los animales CO (figura 35B, tabla 19).  

Tabla 19. Valores F y p del MANOVA (‘cariotipo x tratamiento’) de la densidad de células DAPI+ en el DG 

para  cada  tratamiento:  ácido  linolénico,  ácido  oleico  y  curcumina.  Los  valores  estadísticamente 

significativos (p<0.05) se presentan en negrita 

    MANOVAs ‘cariotipo x tratamiento’ 

Ácido linolénico 
‘Cariotipo’ 

F(1,22) 

‘Tratamiento’ 

F(3,22) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,22) 

Densidad de células DAPI+  6.10, p=0.023  9.61, p<0.001  2.04, p=0.17 

Ácido oleico 
‘Cariotipo’ 

F(1,23) 

‘Tratamiento’ 

F(3,23) 

‘Cariotipo x tratamiento’ 

F(1,23) 

Densidad de células DAPI+  12.84, p=0.002  5.22, p=0.01  0.31, p=0.73 

Curcumina 
‘Cariotipo’ 

F(1,23) 

‘Tratamiento’ 

F(3,23) 

‘Cariotipo x   tratamiento’ 

F(1,23) 

Densidad de células DAPI+  9.16, p=0.007  13.30, p<0.001  0.90, p=0.35 
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Estos resultados sugieren que los tres compuestos aumentan la supervivencia de las 

células granulares en el DG de los animales TS llegando a normalizar su densidad. 
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Figura 35. Efectos del tratamiento con ácido linolénico, ácido oleico y curcumina sobre la densidad de 

células  granulares  maduras  en  el  DG  de  los  ratones  TS  y  CO.  Imágenes  representativas  de  la 

inmunotinción con DAPI en el DG hipocampal de  los distintos grupos de animales. La barra de escala 

corresponde a 5 μm (A).  Medias ± E.E.M de la densidad (B) de las células DAPI+ en el hipocampo de los 

animales TS y CO tratados con ácido linolénico, ácido oleico, curcumina y BSA. *: p<0.05, **: p<0.01, TS 

vs. CO; #: p<0.05, ##: p<0.01 ácido  linolénico, ácido oleico y curcumina vs. BSA. Pruebas de Bonferroni 

tras ANOVAs significativos.
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1. Estudio 1. Efecto de la administración a largo plazo de un modulador alostérico 

negativo para la subunidad α5 del receptor GABAA sobre los déficits cognitivos y 

neuromorfológicos del ratón Ts65Dn 

Como se ha mencionado a lo largo de esta tesis, uno de los mecanismos que parece ser 

responsable de  las alteraciones  cognitivas  características del  SD  y del  ratón TS es  la 

sobreinhibición mediada por el receptor GABAA (Fernandez et al., 2007; Kleschevnikov 

et  al.,  2012b).  Está  bien  establecido  que  los  receptores  GABAA  que  contienen  la 

subunidad  α5  están  muy  implicados  en  la  regulación  de  los  procesos  cognitivos 

(Collinson  et  al.,  2002;  Crestani  et  al.,  2002).  De  hecho,  los  estudios  realizados  en 

animales, han puesto de manifiesto que la reducción tanto genética como farmacológica 

de  la  inhibición mediante el bloqueo de  la  función del  receptor GABAAα5 mejora  la 

memoria  y  el  aprendizaje  sin  producir  efectos  adversos  en  roedores  o  primates 

(Collinson et al., 2002; Crestani et al., Ballard et al., 2002; 2009; Potier et al., 2014). 

Además,  los tratamientos con NAMs selectivos para receptores GABAA que contienen 

esta subunidad han demostrado tener efectos pro‐cognitivos en ratones TS sin producir 

efectos  secundarios  (Braudeau  et  al.,  2011;  Martínez‐Cué  et  al.,  2013)  como 

convulsiones o un incremento de la ansiedad (Martínez‐Cué et al., 2014). 

Debido a todos estos antecedentes, el objetivo de este primer estudio fue, por un lado, 

confirmar  la eficacia de  la administración a  largo plazo de un NAM  selectivo para  la 

subunidad α5 del receptor GABAA (RO4938581) sobre  los déficits cognitivos y algunas 

alteraciones neuromorfológicas que presentan estos animales y, por otro, evaluar si los 

efectos beneficiosos producidos por el fármaco se mantenían varias semanas después 

de la interrupción del tratamiento. Para ello se utilizaron dos pautas de administración 

de RO4938581diferentes. En la primera se administró una dosis diaria de 20mg/Kg de 

RO4938581 o vehículo durante 12 semanas; mientras que en la segunda se administró 

la misma dosis diaria a ratones TS y CO solamente durante 4 semanas, después de las 

cuales  todos  los  ratones  recibieron  vehículo durante 8  semanas. En ambos  casos  se 

evaluó la eficacia del tratamiento sobre los déficits cognitivos del ratón TS durante las 4 

últimas semanas en las que el primer grupo seguía recibiendo el fármaco y el segundo 

no. 
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1.1. Efectos de  la administración de RO4938581 sobre  los déficits cognitivos del 

ratón TS 

1.1.1. Efectos sobre las alteraciones en la memoria y el aprendizaje del ratón 

TS.  Mecanismos implicados en los efectos pro‐cognitivos 

De manera similar a lo descrito en numerosos estudios (Rueda et al., 2010; Martínez‐

Cué et al., 2013; García‐Cerro et al., 2014; Catuara‐Solarz et al., 2015; Olmos‐Serrano et 

al., 2016; Stagni et al., 2016), el ratón TS mostró un aprendizaje y memoria de referencia 

espacial y una memoria de trabajo en el  laberinto acuático de Morris deteriorada, ya 

que presentó una mayor  latencia de escape que el grupo CO durante  las sesiones de 

adquisición y a  lo  largo de  los ensayos que se realizaban cada día. Por  lo tanto, estos 

animales  tenían  mayores  dificultades  para  aprender  y  recordar  la  posición  de  la 

plataforma.  

El tratamiento con RO4938581 durante 4 ó 12 semanas mejoró significativamente los 

déficits encontrados en el aprendizaje de referencia y memoria espacial en los animales 

TS durante las 8 primeras sesiones de adquisición, en las que la posición de la plataforma 

variaba diariamente y durante las 4 sesiones de adquisición extra donde la posición de 

la  plataforma  se  mantenía  constante.  Ambas  pautas  de  administración  mejoraron 

también  la memoria de  trabajo en  los  animales  TS,  ya que  redujeron  la  latencia de 

llegada a lo largo de los ensayos en cada sesión diaria. Estos resultados son similares a 

los  encontrados  en  los  estudios  de  Braudeau  et  al.  (2011)  tras  la  administración 

subcrónica  de  α5IA  y  de Martínez‐Cué  et  al.  (2013)  tras  el  tratamiento  crónico  de 

RO4938581  (durante 10  semanas). En el presente estudio, aunque ambas pautas de 

administración de RO4938581 mejoraron la cognición de los animales TS, los beneficios 

fueron mayores en el grupo que recibió el fármaco durante 12 que en el que solo  lo 

recibió durante 4 semanas. De hecho, en la prueba de la retirada de la plataforma, solo 

el tratamiento durante 12 semanas consiguió normalizar en los ratones TS el número de 

entradas  en  el  cuadrante  entrenado,  el  número  de  cruces  sobre  la  posición  de  la 

plataforma y el porcentaje de tiempo que nadaron por el cuadrante entrenado. Estos 

resultados  indican,  que  a  pesar  de  que  los  efectos  pro‐cognitivos  de  RO4938581 

persisten 8 semanas después de interrumpir su administración, este compuesto es más 
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eficaz si se administra de forma continuada. Por tanto, aunque este tratamiento ejerce 

efectos  beneficiosos  a  largo  plazo  que  persisten  tras  la  retirada  del  fármaco,  estos 

efectos son más mayores cuando el fármaco está presente y actúa sobre su receptor 

GABAAα5.  

Por  último,  también  se  evaluó  el  efecto  del  tratamiento  sobre  el  aprendizaje 

procedimental analizando el comportamiento tigmotáctico característico del ratón TS 

(Escorihuela et al., 1995; García‐Cerro et al., 2014). El tratamiento durante 12 semanas 

mejoró la capacidad de los animales TS para diseñar una buena estrategia de búsqueda 

de la plataforma, y de nuevo, el tratamiento durante 4 semanas no fue tan efectivo ya 

que  solo  produjo  una  ligera  mejoría.  Estos  resultados  son  consistentes  con  otros 

encontrados  anteriormente  en  los  que  la  administración  de  NAMs  selectivos  para 

GABAAα5 mejoraba el aprendizaje procedimental del  ratón TS  (Bradeau et al., 2011; 

Martínez‐Cué et al., 2013). 

Los  efectos  pro‐cognitivos  encontrados  tras  ambas  pautas  de  administración  de 

RO4938581 parecen no ser debidos a diferencias motivacionales o motoras ya que no 

se encontraron diferencias en la ejecución de los distintos grupos durante las sesiones 

de aprendizaje guiado. 

De  manera  consistente  con  los  resultados  encontrados  en  los  estudios  anteriores 

(Braudeau et al., 2011; Martínez‐Cué et al., 2013) en los que no se observó un efecto de 

los NAMs  sobre  el  aprendizaje  del  grupo  CO,  en  este  estudio  la  administración  de 

RO4938581  tampoco  modificó  los  distintos  procesos  cognitivos  evaluados  de  los 

animales CO. Esta falta de efecto pudo deberse a un “efecto techo” es decir, a que el 

protocolo experimental utilizado no permitiera detectar una mejoría  adicional en el 

aprendizaje espacial de estos ratones tras  la administración del fármaco. El hecho de 

que el efecto pro‐cognitivo  tras  la modulación negativa  farmacológica  sea mayor en 

animales TS también puede deberse a que la reducción de la inhibición sea más eficaz 

en aquellos animales que tienen un exceso de la misma que en los que tienen un balance 

excitador‐inhibidor  adecuado,  o  a  que  en  estos  últimos  se  produzcan mecanismos 

compensatorios.  
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Para  evaluar  el  efecto  de RO4938581  sobre  otros  procesos  cognitivos,  se  analizó  el 

aprendizaje y  la memoria de asociación mediante  la prueba del condicionamiento del 

miedo. De la misma manera que en estudios anteriores (Vidal et al., 2012; García‐Cerro 

et al., 2014), el grupo TS mostró un deterioro en los dos procesos de asociación, al tono 

y al contexto, en comparación con el grupo CO. En ambas  sesiones,  los animales TS 

permanecieron menos  tiempo  inmóviles que  los animales CO,  lo que demuestra que 

tienen más dificultad para recordar la asociación de un estímulo neutro (tono o contexto 

visual) al estímulo aversivo (descarga).  

La amígdala es fundamental en la consolidación de la memoria asociativa en la que hay 

un componente emocional: la relación entre un estímulo neutro acústico y un estímulo 

aversivo  que  provoque  miedo  (Campeau  y  Davis,  1995;  Goosens  y  Maren,  2001; 

McGaugh,  2004).  A  pesar  de  que  algunos  trabajos  indican  que  esta  estructura  se 

mantiene relativamente intacta en los ratones TS (Salehi et al., 2009; Kleschevnikov et 

al., 2012a), otras estructuras como las cortezas entorrinal y perirrinal (Anagnostaras et 

al., 2001; Biedenkapp y Rudy, 2009), corteza prefrontal (Rozeske et al., 2015; Bergstrom, 

2016), tálamo (Arias et al., 2015) y cerebelo (Anagnostaras et al., 2001; Lee y Kesner, 

2004) tienen un papel importante en este tipo de memoria. Estas estructuras sí están 

afectadas en el ratón TS (Belichenko et al., 2004; Dierssen, 2012; Cramer et al., 2015), lo 

que  podría  tener  un  papel  en  las  alteraciones  que  presentan  estos  animales  en  el 

condicionamiento acústico. 

Ambas pautas de administración de RO4938581 mejoraron  la memoria de asociación 

tono‐descarga de los ratones TS aunque solo se alcanzó la significación estadística tras 

el  tratamiento durante 12  semanas. Aunque  los  receptores GABAA que  contienen  la 

subunidad α5 se encuentran principalmente en el hipocampo, también están presentes 

en la amígdala de humanos y ratones (Stokes et al., 2014; Martín et al., 2014). Por tanto, 

no se puede descartar que la administración de RO4938581 esté ejerciendo algún efecto 

sobre estos receptores en la amígdala y por tanto mejorando la memoria de asociación 

tono‐descarga. 

En  cuanto  a  la  memoria  de  asociación  contextual  ninguna  de  las  dos  pautas  de 

administración de RO4938581 consiguió rescatar los déficits observados en animales TS 
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y tampoco tuvo efectos sobre los animales CO. El hecho de que este compuesto ejerza 

un  efecto pro‐cognitivo  en  el  laberinto  acuático de Morris  y no mejore  la memoria 

contextual de los animales TS podría deberse a que, aunque ambas pruebas dependen 

principalmente del hipocampo, son tareas diferentes, en las que intervienen estructuras 

anatómicas y redes funcionales distintas. En este sentido, diversas estructuras que no 

han sido estudiadas en esta tesis como las cortezas entorrinal y perirrinal y las aferencias 

cerebelares, que están afectadas en el ratón TS, también parecen estar implicadas en el 

aprendizaje contextual (Anagnostaras et al., 2001; Biedenkapp y Rudy, 2009). Por tanto, 

la administración de este NAM podría no estar modulando la actividad de estas áreas 

por la baja concentración de los receptores GABAA α5 encontradas en ellas. 

Por otro lado, aunque la sobreinhibición producida por la actividad excesiva del sistema 

GABAérgico es uno de los mecanismos subyacentes a los déficits cognitivos presentes 

en  el  ratón  TS  (Martínez‐Cué  et  al.,  2014),  no  es  el  único.  En  este  sentido,  la 

sobrexpresión de los productos de otros genes triplicados como Dyrk1A, Olig1 y Olig2 

también  tienen un  importante papel en  la aparición de  los déficits cognitivos y en  la 

sobreinhibición encontrada en el ratón TS (Chakrabarti et al., 2010; Delabar et al., 2014; 

De la Torre et al., 2014; García‐Cerro et al., 2014). Por tanto, este podría ser otro de los 

motivos por el cual  la reducción de  la  inhibición mediada por GABAAα5 a través de  la 

administración  de  RO4938581  no  fuera  suficiente  para  restaurar  completamente  la 

funcionalidad cognitiva contextual de este modelo de SD. 

1.1.1.1. Balance de inhibición‐excitación en el hipocampo 

Para  valorar  si  los  efectos  pro‐cognitivos  encontrados  en  los  animales  TS  tras  la 

administración durante 4 ó 12 semanas de RO4938581 podían deberse a la corrección 

del  desequilibrio  entre  la  densidad  de  sinapsis  excitadoras  e  inhibitorias  en  el 

hipocampo, se cuantificó la expresión del marcador de sinapsis GABAérgicas inhibitorias 

VGAT y la expresión del marcador de sinapsis glutamatérgicas excitadoras VGluT1 y se 

calculó el ratio de expresión de ambos marcadores en los distintos grupos de animales.  

De acuerdo  con  lo observado en  trabajos anteriores  (Belichenko et al., 2009; Pérez‐

Cremades et al., 2010; Martínez‐Cué et al., 2013), el ratón TS presentó una marcada 

sobreinhibición en la capa molecular del DG con respecto al ratón CO que se manifestó 
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en  un  incremento  de  la  expresión  de VGAT  y  en  una  reducción  de  la  expresión  de 

VGluT1, generando un desequilibrio  inhibidor‐excitador (ratio VGluT1/VGAT) en favor 

de la inhibición. 

Estudios anteriores demuestran que el bloqueo del gen Gabra5, que codifica el receptor 

GABAAα5  (Vidal  et  al.,  2017,  datos  no  publicados),  o  la  administración  crónica  de 

RO4938581  (Martínez‐Cué  et  al.,  2013)  producen  una  reducción  de  la  expresión  de 

diferentes marcadores de botones sinápticos  inhibitorios. También se ha demostrado 

que  la  inhibición  de  los  receptores  GABAAα5  potencia  la  neurotransmisión 

glutamatérgica (Collinson et al., 2002, Maubach, 2003, Atack et al., 2006, Martin et al., 

2009; Pofantis y Papatheodoropoulos, 2014) y modifica la distribución y fosforilación de 

receptores  glutamatérgicos  en  la  médula  espinal  (Xue  et  al.,  2017).  De  manera 

consistente con estos resultados, en el presente estudio, la administración, durante 4 ó 

12  semanas,  de  RO4938581  restauró  el  balance  inhibidor/excitador  al  producir  una 

normalización de  la densidad de botones  inhibitorios y excitadores. Por  tanto, estos 

resultados  sugieren  que  uno  de  los mecanismos  por  los  que  la  administración  de 

RO4938581  de  manera  continuada  o  durante  4  semanas  mejora  la  memoria  y  el 

aprendizaje espacial en los animales TS restaurando el balance inhibidor‐excitador de su 

hipocampo, efecto que se mantiene 8 semanas después de retirar el tratamiento. 

Por otro lado, aunque en el grupo de animales CO tratados durante 12 semanas hubo 

una reducción de los botones VGAT, la administración de RO4938581 no afectó al ratio 

VGluT1/VGAT, lo que sugiere que se hayan producido mecanismos compensatorios para 

mantener el correcto balance inhibidor‐excitador de los circuitos cerebrales del SNC del 

ratón euploide. 

1.1.1.2. Neurogénesis y la supervivencia neuronal 

Dado que el  sistema GABAérgico está  implicado en  la  regulación de  la neurogénesis 

hipocampal (Tozuka et al., 2005; Ge et al., 2006; Earnheart et al., 2007; Song et al., 2012), 

su desequilibrio podría subyacer a los déficits cognitivos del ratón TS. De hecho, al igual 

que en estudios anteriores (Rueda et al., 2005; Llorens‐Martín et al., 2006; Bianchi et al., 

2010a, b; Rueda et al., 2010), en este trabajo, el ratón TS presentó una menor densidad 
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de células proliferativas, de neuroblastos en distintos estadios de diferenciación y una 

hipocelularidad de células granulares en el DG.  

La  neurogénesis  hipocampal  adulta  tiene  un  importante  papel  en  el  aprendizaje  y 

memoria y en la LTP (Shors et al., 2001; Deng et al., 2010; Ming y Song, 2011; Garthe y 

Kempermann,  2013).  La  reducción  de  la  neurogénesis  deteriora  las  capacidades 

cognitivas y  la LTP  (Kempermann y Gage, 2002; Garthe et al., 2009; Coremans et al., 

2010; Singer et al., 2011; Burghardt et al., 2012;  Iscru et al., 2013), mientras que  su 

incremento en animales que presentan alteraciones en estos procesos, como en el ratón 

TS, tiene un efecto pro‐cognitivo (Bianchi et al., 2010a, b; Contestabile et al., 2013).  

La reducción  farmacológica de  la  inhibición mediada por el receptor GABAAα5 tras  la 

administración  durante  4  ó  12  semanas  de  RO4938581  recuperó  completamente  el 

proceso neurogénico de  los ratones TS,  lo que  indica que este podría ser otro de  los 

mecanismos que subyace a  la mejoría cognitiva. Estudios previos de este  laboratorio 

demostraron que la administración crónica del mismo NAM mejoraba la proliferación y 

el número total de células granulares en el hipocampo de estos animales (Martínez‐Cué 

et al., 2013). El presente trabajo demuestra, que este compuesto también recupera la 

densidad  de  diferentes  poblaciones  de  neuroblastos  en  distintos  estadios  de 

diferenciación,  por  tanto,  parece  que  también  promueve  la  diferenciación  y/o 

maduración  neuronal.  Estos  nuevos  resultados  son,  además,  consistentes  con  los 

encontrados en  trabajos previos del  laboratorio en  los que  tras  reducir  la  inhibición 

mediada por el receptor GABAAα5 a través del bloqueo del gen Gabra5 en el ratón TS, 

se  observó  una  recuperación  del  proceso  neurogénico  completo,  incluyendo  la 

diferenciación  neuronal  (Vidal  et  al.,  2017,  datos  no  publicados).  Por  tanto,  la 

normalización de la hipocelularidad hipocampal en el grupo TS tras la reducción de la 

inhibición  farmacológica mediada por GABAAα5  se debió por un  lado al aumento de 

precursores  neurogénicos  y  por  otro  a  la  normalización  de  la  diferenciación  y 

maduración  neuronal,  favoreciendo  que  un  mayor  número  de  neuronas  maduras 

consiguieran  integrarse  en  la  capa  granular del hipocampo. De nuevo,  y de manera 

consistente  a  lo  encontrado  en  la  cognición,  los  efectos  de  RO4938581  sobre  la 

neurogénesis hipocampal fueron ligeramente mayores cuando se administró el fármaco 
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de  manera  continuada  que  cuando  se  interrumpió  su  administración  durante  8 

semanas.   

En el caso de los ratones CO el tratamiento no tuvo ningún efecto sobre la neurogénesis 

hipocampal. Estos resultados son consistentes con los encontrados por Vidal et al. (2017 

datos no publicados) en los que tras la reducción de la dosis del gen Gabra5, en el grupo 

CO  no  se  observó  ningún  efecto  en  la  proliferación,  diferenciación  o  supervivencia 

celular.  

El presente trabajo muestra que el efecto en la reducción de la inhibición mediada por 

el receptor GABAAα5 a través de  la administración de RO4938581 se mantiene tras  la 

interrupción del tratamiento, aunque este efecto es más eficaz, mejorando en mayor 

medida  la  cognición,  el  balance  inhibidor/excitador  y  la  neurogénesis,  si  el NAM  se 

administra  de manera  continuada  y  el  receptor  se  encuentra  en  todo momento  en 

contacto con el fármaco. Aun así, los resultados encontrados tras la administración del 

NAM durante 4 semanas y su posterior  interrupción durante 8, son consistentes con 

otros estudios en los que se evaluó la eficacia de la administración del antagonista no 

selectivo del receptor GABAA PTZ a ratones TS (Fernández et al., 2007; Colas et al., 2013). 

Estos autores observaron que dos meses después de la interrupción de la administración 

de PTZ los ratones TS presentaban una memoria similar a la de los CO. Dado que este 

fármaco  tiene una vida media de menos de 5 horas,  los autores propusieron que el 

tratamiento crónico con PTZ produjo una modificación de  larga duración del circuito 

neuronal o redujo la sensibilidad a GABA de circuitos clave implicados en el aprendizaje 

y  la memoria de  los ratones TS (Fernández et al., 2007; Colas et al., 2013). Por tanto, 

aunque se interrumpa la administración del compuesto, es posible que el tratamiento 

durante solo 4 semanas haya  inducido cambios neuroanatómicos y/o neuroquímicos 

(por  ejemplo,  desensibilización  de  receptores)  que  persistan  en  el  tiempo 

contribuyendo  a  mejorar  las  alteraciones  en  el  balance  inhibidor/excitador,  en  la 

neurogénesis hipocampal y en la cognición de los ratones TS. 

1.2. Efecto sobre la actividad exploratoria y la capacidad de atención 

Para valorar el papel de la administración de RO4938581 sobre la atención y la actividad 

exploratoria  se  realizó  la prueba de  la  tabla de agujeros.  Los animales CO  tienden a 
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presentar un comportamiento más cauteloso ante una nueva situación, mientras que el 

ratón  TS  suele mostrar  una mayor  actividad  general,  recorriendo más  distancia  y  a 

mayor velocidad  en el aparato (Reeves et al., 1995; Escorihuela et al., 1995; Coussons‐

Read y Crnic, 1996), debido a que estos ratones presentan una reducción de la atención 

hacia estímulos potencialmente peligrosos (Crnic y Pennington, 2000). Sin embargo, en 

este trabajo no se encontraron diferencias significativas en la actividad o en la capacidad 

de atención entre los animales TS y CO. 

El  tratamiento durante 12  semanas  con RO4938581 no  tuvo ningún  efecto  sobre  la 

hiperactividad o la capacidad de atención de los animales TS o CO. Sin embargo, cuando 

el  compuesto  se  administró  durante  4  semanas  fue  capaz  de  aumentar  de  forma 

significativa el tiempo de exploración en ambos cariotipos. Estos resultados concuerdan 

con  los encontrados tras el tratamiento con RO4938581 (Martínez‐Cué et al., 2013) y 

con otro NAM selectivo para el receptor GABAAα5, el R1 (Vidal et al., 2017, datos no 

publicados), que produjeron la misma tendencia a mejorar la capacidad de atención. La 

modulación serotonérgica en  la corteza frontal y  la colinérgica del prosencéfalo basal 

son  los  principales  responsables  de  la  capacidad  de  atención  (Carter  et  al.,  2005; 

Knudsen, 2007; Krinsky‐McHale et al., 2008; Enge et al., 2012). Por tanto, la tendencia a 

mejorar esta capacidad tras la administración de RO4938581 pudo deberse a un efecto 

indirecto del tratamiento sobre algunos de estos circuitos. Sin embargo, al no encontrar 

efecto tras la administración del fármaco durante 12 semanas y al no corregirse ninguno 

de los otros parámetros relacionados con la atención (número de exploraciones o índice 

ABA) no parece claro el efecto del fármaco sobre esta capacidad, y por tanto, sus efectos 

pro‐cognitivos no son atribuibles a una mejoría de la misma.  

1.3. Efectos sobre la actividad general  

Una de  las alteraciones comportamentales del ratón TS es  la hiperactividad ante una 

situación novedosa y estresante como puede ser una zona abierta e  iluminada en  la 

prueba del campo abierto o un espacio elevado del suelo en el laberinto elevado en cruz 

(Escorihuela  et  al.,  1995;  Reeves  et  al.,  1995;  Martínez‐Cué  et  al.,  2006).  Esta 

hiperactividad del  ratón  TS,  como  ya  se ha  indicado,  es probablemente debida  a  la 

menor  atención  a  estímulos  potencialmente  peligrosos  (Demas  et  al.,  1996;  Crnic  y 
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Pennington, 2000). Como era de esperar, los animales TS de este estudio se mostraron 

ligeramente  hiperactivos  en  las  pruebas  del  campo  abierto  y  laberinto  en  cruz  en 

relación a los ratones CO. En el campo abierto, los ratones TS recorrieron una distancia 

mayor  en  el  centro  y  en  la  periferia  del  aparato  y  realizaron  un mayor  número  de 

entradas  a  ambas  zonas,  aunque  los  resultados  no  llegaron  a  ser  estadísticamente 

significativos. En el laberinto elevado en cruz, los ratones TS realizaron un mayor número 

de entradas en los brazos abiertos.  

El tratamiento con RO4938581 durante 4 ó 12 semanas no afectó a la actividad de los 

animales  TS  en  el  laberinto  en  cruz  o  en  el  campo  abierto. Aunque  sus  efectos  no 

alcanzaron  la  significación  estadística,  ambos  tratamientos  produjeron  una  ligera 

reducción de la hiperactividad disminuyendo la distancia total recorrida y el número de 

entradas  al  centro  y  la  periferia  del  aparato.  Además,  ninguno  de  los  tratamientos 

modificó las conductas evaluadas en estas pruebas en los animales CO. Estos resultados 

son  consistentes  con  los  encontrados  en  estudios  anteriores  (Collinson  et  al.,  2002; 

Crestani et al., 2002; Yee et al., 2004; Braudeau et al., 2011; Martínez‐Cué et al., 2013) 

que  demuestran  que  la  inhibición  farmacológica  del  receptor GABAAα5  no  produce 

efectos  sobre  la  actividad  de  los  animales  euploides,  pero  si  puede  reducir  la 

hiperactividad en el grupo TS. 

1.4. Efectos sobre la ansiedad 

Mientras que la inhibición del receptor GABAA de manera no selectiva provoca un efecto 

ansiogénico (Wetmore y Garner, 2010), el bloqueo selectivo de la subunidad α5 de este 

receptor no induce ansiedad. Estos resultados se han observado tanto en animales sin 

déficit cognitivos, en los que el gen Gabra5 que codifica los receptores GABAAα5 ha sido 

bloqueado  (Collinson  et  al.,  2002;  Crestani  et  al.,  2002;  Yee  et  al.,  2004),  como  en 

animales con y sin déficits de aprendizaje que han recibido diferentes NAMs selectivos 

para el receptor GABAAα5 (Ballard et al., 2009; Martínez‐Cué et al., 2013; Potier et al., 

2014).  

En las pruebas del campo abierto y el laberinto elevado en cruz existe un conflicto entre 

la  tendencia  a explorar nuevos  ambientes  y  la  aversión natural de  los  ratones  a  los 

espacios abiertos (Treit et al., 1993). Para evaluar la ansiedad se cuantifica el tiempo que 
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pasa el animal en  los espacios abiertos, el centro en el caso del campo abierto y  los 

brazos abiertos en el del  laberinto elevado en cruz. Un menor tiempo en estas zonas 

indica una mayor ansiedad en el animal. Por otra parte, el número de alzamientos y de 

conductas de evaluación de riesgo que realiza el animal con el fin de escapar del aparato 

también son índices de ansiedad, un mayor número de estas conductas representa un 

mayor nivel de ansiedad. 

En  las  pruebas  del  campo  abierto  y  el  laberinto  elevado  en  cruz  no  se  observaron 

diferencias significativas en  la ansiedad de  los ratones TS y CO tratados con vehículo. 

Aunque en el campo abierto,  los ratones TS tuvieron una tendencia a recorrer mayor 

distancia en el centro del aparato que los CO, lo que podría ser interpretado como una 

reducción de ansiedad, este grupo también realizó un número  ligeramente mayor de 

entradas en la periferia y en el centro. Por tanto, la mayor distancia en la zona central 

del aparato no era debida a una menor ansiedad sino a su hiperactividad. Durante  la 

prueba del laberinto elevado en cruz también se observó que el grupo TS realizaba un 

mayor número de entradas en los brazos abiertos del aparato que el grupo CO. Al igual 

que en el caso anterior, es probable que la hiperactividad del grupo TS sea responsable 

de este comportamiento. 

Tras  la  administración  de  RO4938581  durante  4  ó  12  semanas  no  se  observaron 

modificaciones en la ansiedad en ninguno de los grupos animales. Anteriormente ya se 

había demostrado que el bloqueo selectivo de los receptores GABAAα5 con éste u otros 

NAMs en animales TS y CO o en ratones salvajes  (Dawson et al., 2006; Ballard et al., 

2009;  Bradeau  et  al.,  2011; Martínez‐Cué  et  al.,  2013;  Vidal  et  al.,  2017,  datos  no 

publicados) o mediante el bloqueo del gen Gabra5 en el ratón TS  (Vidal et al., 2017, 

datos no publicados) no produce efectos ansiogénicos.  

1.5. Efectos sobre los reflejos sensoriales y la coordinación motora. 

Por último,  se valoró el posible efecto del  tratamiento durante 4 ó 12  semanas  con 

RO4938581  sobre  los  reflejos  y  habilidades  motoras  de  los  animales.  Aunque  los 

animales TS no mostraron diferencias con respecto a los animales CO en la mayoría de 

las  habilidades  sensorimotoras  valoradas  (visión,  sensibilidad  táctil,  reflejo  de 

enderezamiento, fuerza de agarre y equilibrio sobre la barra de madera y aluminio), sí 
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presentaron una tendencia a mostrar una peor coordinación motora en la prueba de la 

percha y en el rotarod en el ensayo de mayor velocidad. Aunque se han descrito diversas 

alteraciones, que  van desde moderadas a  severas, en el equilibrio  y  la  coordinación 

motora de ratones TS entre 4 y 7 meses de edad (Costa et al., 1999), la mayoría de los 

estudios muestran  que  las  habilidades  sensorimotoras  de  los  ratones  TS  adultos  se 

encuentran  relativamente  intactas  (Escorihuela  et  al.,  1995;  Holtzman  et  al.,  1996; 

Rueda et al., 2010).  

El  tratamiento  con RO4938581 durante 4 ó 12  semanas no  afectó  a ninguna de  las 

habilidades  sensoriales  o  a  la  coordinación motora  de  los  ratones  TS  y  CO.  Estos 

resultados son consistentes con  los encontrados en estudios anteriores en  los que se 

observó que las capacidades sensoriales y la coordinación motora no eran modificadas 

por  la  administración  de  distintos  NAMs  selectivos  en  distintos  modelos  murinos, 

incluyendo el ratón TS (Ballard et al., 2009; Braudeau et al., 2011; Martínez‐Cué et al., 

2013), o por el bloqueo del gen Gabra5  (Collinson et al., 2002). Por consiguiente,  los 

efectos beneficiosos que este compuesto ejerció a nivel cognitivo en los ratones TS no 

parecen  ser  debidos  a  una  mejoría  de  la  coordinación  motora,  habilidades 

sensorimotoras y/o de la actividad general de estos animales.   
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2. Estudio 2. Efecto de la administración prenatal de ácido linolénico, ácido oleico y 

curcumina sobre la neurogénesis hipocampal del ratón TS 

Como se ha mencionado a  lo  largo de esta tesis, en el SD muchas de  las alteraciones 

fenotípicas comienzan en etapas prenatales y van acentuándose en el transcurso de la 

vida. Una de las más relevantes, tanto en las personas con SD como el ratón TS, son las 

anomalías en la neurogénesis (Chakrabarti et al., 2007; Larsen et al., 2008; Guidi et al., 

2008;  2011)  que  incluyen  fallos  en  la  proliferación,  migración,  diferenciación  y 

supervivencia celular (Bahn et al., 2002; Esposito et al., 2008; Contestabile et al., 2009a; 

Flórez et al., 2015). Estas alteraciones dan lugar a una marcada hipocelularidad (Gandolfi 

et al., 1981; Baxter et al., 2000) y a un volumen encefálico reducido (Guihard‐Costa et 

al., 2006; Guidi et al., 2008; 2011) que  influirá en  los déficits cognitivo‐conductuales 

observados en el SD.  

En  la  actualidad,  no  existe  ningún  tratamiento  farmacológico  eficaz  para  paliar  la 

discapacidad  intelectual de  las personas  con  SD.  En  los modelos  animales de  SD,  la 

mayoría de los tratamientos se han probado en ratones adultos (Bartesaghi et al., 2011). 

Sin embargo, los estudios más recientes apuntan a la necesidad de corregir los déficits 

neurogénicos administrando sustancias seguras y trasladables al humano mientras se 

está formando el cerebro; es decir, de manera prenatal o postnatal temprana (Guidi et 

al., 2008; 2014; Bianchi et al., 2010; Incierti et al., 2012).   

Por ello, el objetivo de este segundo estudio fue evaluar los efectos de la administración 

en  estadios  prenatales  de  tres  sustancias  con  un  alto  potencial  neurogénico  (ácido 

oleico,  ácido  linolénico  y  curcumina)  sobre  las  alteraciones  neuroanatómicas  y 

neuromorfológicas hipocampales encontradas en el ratón TS en el día postnatal 2. 

Dado que estos compuestos no presentan toxicidad y que no se han observado efectos 

secundarios importantes tras su administración, su uso ha sido aprobado en humanos y 

su eficacia en distintas patologías está siendo evaluada en varios ensayos clínicos (Ng et 

al., 2006; Malar y Devi, 2010; Ávila‐Martín et al., 2011; Bloch et al., 2011; Sanmukhani, 

2014; Vacca et al., 2015).  
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2.1. Análisis  de  los  niveles  plasmáticos  de  ácido  linolénico,  ácido  oleico  y 

curcumina 

Varios estudios han demostrado que  las tres sustancias administradas en el presente 

trabajo son capaces de atravesar la barrera placentaria y hematoencefálica para ejercer 

sus beneficios en el cerebro durante el neurodesarrollo (Ganiger et al., 2006; Darvesh et 

al; 2012; Liu et al 2015; Cutuli et al., 2016). En el presente trabajo, las crías de las madres 

TS tratadas con ácido oleico o con ácido linolénico durante la gestación presentaron un 

incremento en los niveles de estos ácidos grasos en plasma. Por tanto, parece que estas 

sustancias fueron adecuadamente transferidas a las crías, incorporadas a la circulación 

y distribuidas por el organismo.  

Sin embargo, no se detectó curcumina en el plasma de  las crías cuyas madres habían 

recibido esta sustancia. Estos resultados no son extraños teniendo en cuenta su corta 

vida media (Darvesh et al., 2012; Ullah et al., 2017). Diversos trabajos han demostrado 

que tras la administración de curcumina, esta molécula muestra baja biodisponibilidad 

y niveles plasmáticos extremadamente bajos o  incluso  indetectables debido a su baja 

absorción y a su rápido metabolismo y eliminación (revisado por Anand et al., 2007). 

Este podría ser el motivo por el que en este trabajo no se ha detectado curcumina en el 

plasma de las crías, ya que la extracción de las muestras de sangre se realizó dos horas 

después del tratamiento. Futuros estudios deberían detectar metabolitos secundarios 

de  la  curcumina  como glucurónidos de  curcumina y/o THC poco  tiempo después de 

administrar  la  sustancia.  Por  último,  dado  que  la  sensibilidad  del  aparato  de  HPLC 

utilizado  solo  permite  la  detección  de  niveles  de  curcumina mayores  de  10  ng/ml, 

también es posible que los niveles en las crías fueran menores y no haya sido posible su 

detección. Un aparato de HPLC más sensible o su detección por medio de otra técnica 

como la espectrofotometría de masas podrían solventar este problema en el futuro. 

2.2. Efecto sobre la viabilidad en el parto y la natalidad 

Para comprobar los efectos de los tres tratamientos sobre la viabilidad en el parto y la 

natalidad  se  llevó  a  cabo  un  seguimiento  del  estado  de  las  hembras  durante  la  de 

gestación y de sus crías en los estadios postnatales P1 y P2.  
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Estudios anteriores  sugieren que  la administración de ácido oleico o  linolénico en  la 

dieta  durante  el  período  gestacional  o  en  el  parto  no  modifican  la  viabilidad  o 

supervivencia de las crías (Coti et al., 2006; Cutuli et al., 2014; 2016). De hecho, se ha 

demostrado que  la administración de ácido  linolénico  incrementa  la supervivencia de 

ratones tras la exposición a un compuesto tóxico llamado soman que produce pérdida 

de peso corporal (Piermartiri et al., 2015). En el presente Estudio, ninguno de los tres 

compuestos afectó al porcentaje de hembras que llevaron a término la gestación o al 

porcentaje de mortalidad tras el nacimiento. Además, las crías de las hembras tratadas 

con ácido linolénico fueron las que mostraron un menor porcentaje de muerte perinatal. 

Por  tanto,  no  se  puede  descartar  que  este  compuesto  esté  ejerciendo  un  efecto 

beneficioso sobre la supervivencia de las crías tras administrarlo a hembras TS durante 

la etapa de gestación. 

El  tratamiento  con  los  ácidos  linolénico  y oleico  tampoco modificó el porcentaje de 

abortos espontáneos, sin embargo, este parámetro se redujo tras el tratamiento con 

curcumina. Aunque se ha descrito que la curcumina puede producir citotoxicidad sobre 

la  proliferación  celular  en  blastocistos  de  ratón  aumentando  el  número  de  abortos 

espontáneos  (Chen et al., 2010; 2012), esta citotoxicidad solo se observa durante  las 

primeras etapas de desarrollo, después de la implantación del embrión entre los días 3 

y 8 de la gestación (Huang et al., 2013). Dado que en el presente estudio las hembras TS 

comenzaron a tratarse a partir del día 10 de gestación, es posible que a partir de este 

momento la curcumina pudiera ejercer un efecto beneficioso disminuyendo los abortos 

espontáneos de las hembras TS. De hecho, nuestros resultados son consistentes con el 

reciente estudio  llevado a cabo por Zhou et al. (2017) en el que  la administración de 

curcumina desde el estadio 13 al 16 de gestación a ratones hembras con síndrome de 

inflamación placentaria produjo una disminución del índice de abortos espontáneos, de 

la reabsorción de embriones y un incremento del número de crías nacidas.  

Por  otro  lado,  en  este  estudio  se  ha  encontrado  un  aumento  del  número  de  crías 

rechazadas por madres tratadas con ácido oleico y con ácido linolénico.  

En los primeros días después del parto se debe manipular lo menos posible tanto a las 

madres como a las crías, ya que su manipulación puede ocasionar un aumento en los 
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niveles  de  estrés  de  ambas,  así  como  un  abandono  o  canibalismo  por  parte  de  las 

madres  (Batchelor et al., 1998). El hecho de que  las crías  tratadas con ácidos grasos 

durante los días postnatales P1 y P2 fueran rechazadas más que las tratadas con el BSA 

podría  deberse  a  que  la  textura  o  el  olor  de  los  ácidos  grasos  (oleico  y  linolénico) 

pudieran  resultar  más  extraños  que  el  BSA  para  las  madres,  pudiendo  influir 

negativamente  sobre  su  comportamiento hacia  las  crías. Además, el  canibalismo en 

mamíferos suele ser más común y frecuente si la madre se encuentra sometida a estrés, 

por ejemplo porque las camadas son muy grandes y hay un hacinamiento de las crías 

(DeSantis y Schmaltz, 1984), para lograr la supervivencia del resto. En este estudio, las 

camadas  de  las  hembras  tratadas  con  ácidos  grasos  fueron mayores  que  las  de  las 

hembras  tratadas  con  BSA  o  con  curcumina,  por  tanto,  esta  podría  ser  otra  de  las 

razones por la que aumentó el rechazo de las crías tratadas con estos compuestos.  

2.3. Efecto sobre el peso corporal y cerebral 

Dado que los ratones TS muestran un déficit en el peso corporal y cerebral en el período 

embrionario (Aldridge et al., 2007; Chakrabarti et al., 2007), quisimos comprobar si las 

sustancias administradas en este estudio eran capaces de corregir estas alteraciones. El 

tratamiento prenatal con ácido oleico aumentó el peso corporal y cerebral de las crías. 

Sin embargo, la administración de ácido linolénico o de curcumina no tuvo ningún efecto 

sobre estas variables. 

En humanos, la transferencia de ácidos grasos al feto durante el periodo de gestación es 

un factor clave en el crecimiento y ganancia de peso fetal y en el neurodesarrollo (Larqué 

et  al., 2014). Por  tanto, es posible que  la  administración de  ácido oleico durante el 

periodo de gestación a las hembras TS sea responsable de la ganancia de peso corporal 

y cerebral de sus crías. Además, el ácido oleico y sus derivados se encuentran en altas 

concentraciones en  los huesos de  rata y  ratón en  los que aumentan  los procesos de 

mineralización ósea (During et al., 2015), lo que también podría explicar el aumento de 

peso corporal encontrado en el presente estudio tras la administración de ácido oleico.  

Sin embargo, parece que una dieta rica en ácidos grasos Ω3 (incluido el ácido linolénico) 

reduce  la  grasa  corporal  y  la  obesidad  en  rata  y  ratón  (Madsen  et  al.,  2012;  2015; 

Jacokbsen  et  al.,  2017).  Por  otro  lado,  varios  estudios  han  demostrado  que  tras  la 
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administración  de  ácido  linolénico  no  se  modifica  el  peso  corporal  en  ratones 

envejecidos (Cutuli et al., 2016), en ratones que habían disminuido su peso debido a la 

administración de un compuesto tóxico, el soman (Piermartiri et al., 2015), o en ratas 

con el síndrome renal poliquístico donde, además de la falta de efectos sobre el peso 

corporal, tampoco se encontró una recuperación de los procesos de mineralización ósea 

en  los animales enfermos o sanos (Madizt et al., 2015). Además,  la suplementación a 

mujeres embarazadas con una mezcla de ácidos Ω3 que contenía ácido  linolénico, no 

produjo  cambios  en  el  peso  fetal  (Carlsen  et  al.,  2013).  En  el  presente  estudio,  la 

administración de ácido linolénico a hembras TS tampoco produjo ningún efecto sobre 

el peso corporal o cerebral de sus crías. 

Por último,  la curcumina es un potente  fitoquímico que  induce  la movilización de  las 

grasas a través de la termogénesis y la modulación de las enzimas responsables de la β‐

oxidación. Por tanto, puede inducir una pérdida de peso corporal en algunas situaciones 

patológicas (Rupasinghe et al., 2016), por lo que no es de extrañar que su administración 

durante la gestación tampoco aumente el peso corporal de las crías de este estudio.  

2.4.  Efecto sobre las alteraciones anatómicas y neuromorfológicas hipocampales 

2.4.1. Efectos sobre las alteraciones neuroanatómicas del hipocampo 

De manera consistente con otros trabajos que demuestran una reducción en el tamaño 

de diferentes áreas del hipocampo desde el periodo embrionario (Bianchi et al., 2010a; 

2010b), en este estudio se encontró una disminución del volumen del DG y del área de 

la SGZ de los ratones TS en el día postnatal 2.  

La administración de los ácidos linolénico y oleico a hembras TS gestantes incrementó 

el volumen del DG y el área de la SGZ de sus crías TS. Sin embargo, en estos animales, 

la administración de curcumina aumentó el área de la SGZ, pero no el volumen de DG. 

La reducción de las áreas cerebrales en el ratón TS está relacionada con una disminución 

del número final de células en estas estructuras como consecuencia de las anomalías 

en el proceso neurogénico. Se ha demostrado que la administración prenatal a ratones 

TS  de  compuestos  que  incrementan  la  neurogénesis,  como  el  inhibidor  de  la 

recaptación  de  5‐HT  fluoxetina,  normaliza  las  alteraciones  anatómicas  de  estos 
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animales (Guidi et al., 2014). Por tanto, es posible que  la reducción de  las anomalías 

neuroanatómicas hipocampales ocasionadas por  los 3 compuestos esté mediada por 

sus efectos beneficiosos sobre la neurogénesis hipocampal (ver apartado 2.4.2). 

De los dos ácidos grasos administrados en este estudio, el que ejerció mayores efectos 

en  los animales TS fue el ácido  linolénico, ya que normalizó tanto el volumen del DG 

como el área de la SGZ. Se ha demostrado que la administración durante 6 semanas de 

este compuesto  incrementa el volumen del hipocampo en  ratones de dos meses de 

edad (Venna et al., 2009). Además, la administración durante 8 semanas de una dieta 

rica en ácidos grasos de la serie Ω3, que contenía ácido linolénico, aumenta el volumen 

del hipocampo de  ratones de avanzada edad  (Cutuli et al., 2016). Mientras que una 

dieta deficiente en ácidos grasos poliinsaturados de la serie Ω3 (con un déficit de ácido 

linolénico) durante  el periodo de  gestación,  altera  el desarrollo normal del  cerebro 

reduciendo el grosor de la zona ventricular, corteza cerebral y el DG del hipocampo en 

embriones de rata (Coti‐Bertrand et al., 2006). Por lo tanto, el aporte adicional de ácido 

linolénico a hembras TS gestantes podría  influir de manera positiva en el desarrollo 

cerebral prenatal, restaurando el tamaño de las capas y las estructuras hipocampales 

de sus crías. Es posible que los mismos procesos sean responsables de la normalización 

de las alteraciones neuroanatómicas del hipocampo encontradas en ratones TS tras la 

administración de ácido oleico a sus madres durante la gestación.  

Sin embargo, la arquitectura de la anatomía hipocampal en desarrollo no es igual a la 

anatomía adulta y durante estas etapas el DG aún no presenta su  forma y volumen 

definitivo. El hecho de que la curcumina no llegue a corregir completamente el volumen 

del DG pero sí corrija el área de la SGZ, puede deberse a que sus efectos se produzcan 

en  etapas  más  tardías  y  en  el  día  postnatal  2  aún  se  estén  llevando  a  cabo 

modificaciones en el remodelado celular que  impidan observar los resultados a corto 

plazo. Por tanto, en este caso, sería necesario evaluar qué sucede con estas anomalías 

morfológicas hipocampales en estadíos postnatales posteriores en los ratones TS cuyas 

madres fueron tratadas con curcumina. 

Por  otro  lado,  ningún  compuesto modificó  estos  parámetros morfométricos  en  los 

animales CO. Esto puede deberse al hecho de que los animales CO ya muestran un área 
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y  volumen  adecuado  de  estas  estructuras  hipocampales,  por  tanto  pueden  existir 

mecanismos compensatorios que impidan un mayor desarrollo de las mismas. 

2.4.2. Efectos sobre la hipocelularidad y la proliferación celular del hipocampo 

La reducción del número de neuronas en diferentes áreas del SNC parece comprometer 

la función cognitiva en el SD y en el ratón TS. Esta hipocelularidad es particularmente 

importante en el hipocampo debido al papel que  juega en el aprendizaje y memoria 

espacial. Está causada en gran medida por el deterioro generalizado de la neurogénesis, 

aunque  se  ve agravada por  la posterior hipotrofia del  cerebro  y por  la aparición de 

diversos  procesos  que  aceleran  el  envejecimiento  cerebral  y  contribuyen  a  la 

neurodegeneración como el estrés oxidativo, la neuroinflamación o el desarrollo de una 

neuropatología de tipo EA (Bartesaghi et al., 2011; Rueda et al., 2012). Al igual que en 

estudios  anteriores  realizados  en  etapas  fetales,  en  ratones  TS  neonatos  y  adultos 

(Lorenzi y Reeves, 2006; Bianchi et al., 2010; Martínez‐Cué et al., 2013; Guidi et al., 

2014), en el día postnatal 2,  los animales TS mostraron un déficit en  la densidad de 

células  granulares maduras  y  una  reducción  de  progenitores  neurales  en  el  DG  en 

comparación con los ratones CO. 

Como  se  detallará  en  los  siguientes  apartados,  el  tratamiento  prenatal  con  los  tres 

compuestos incrementó la neurogénesis hipocampal de los ratones TS. 

2.4.2.1. Efectos pro‐neurogénicos de la curcumina  

La curcumina es una molécula con diversas acciones neuroprotectoras entre las que se 

encuentra su gran potencial para promover  la neurogénesis hipocampal  (Kang et al., 

2006; Kim et al., 2008; Berberoglu et al., 2009; Tiwari et al., 2014). Aunque  la mayor 

parte de los trabajos publicados hasta ahora han mostrado que la curcumina es capaz 

de incrementar la neurogénesis en animales adultos (Xu et al., 2007; Kim et al., 2008; 

Dong et al., 2012; Tiwari et al., 2014), también se ha demostrado que puede estimular 

la proliferación de las células progenitoras neurales en estadios embrionarios (Kim et al., 

2008).  De  manera  consistente,  en  este  estudio,  la  administración  de  curcumina  a 

hembras gestantes aumentó significativamente la densidad de células proliferativas en 

la SGZ de sus crías TS en el día postnatal 2. Este efecto de la curcumina sobre la población 
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de  células  que  se  están  dividiendo  activamente  es  probablemente  responsable  del 

aumento del área de SGZ en los animales trisómicos.  

La administración prenatal de curcumina también aumentó la densidad de células DAPI+ 

en los animales TS en el día postnatal 2. En este grupo es posible que el aumento de la 

densidad  de  nuevas  células  formadas  sea  suficiente  para  producir  un  incremento 

significativo  en  las  células  granulares  maduras  y  restaurar  así  la  hipocelularidad 

hipocampal. Sin embargo, otro de los efectos beneficiosos de la curcumina en el proceso 

de neurogénesis es favorecer la maduración y la diferenciación neuronal. Así, estudios 

in vitro e in vivo han demostrado que la curcumina promueve el crecimiento de neuritas, 

la  sinaptogénesis,  la  migración  de  células  progenitoras  neurales,  la  diferenciación 

neuronal y la supervivencia (Kang et al., 2006; Liao et al., 2012; Tiwari et al., 2014). Por 

tanto,  la  curcumina  también  podría  paliar  la  hipocelularidad  de  los  animales  TS 

aumentando la maduración y supervivencia celular, favoreciendo que un mayor número 

de neuronas maduras consigan integrarse en la capa granular del hipocampo. Debido a 

que el presente estudio se realiza en P2 no es posible hacer una comprobación real del 

número  de  células  proliferativas  que  llegan  a madurar.  Futuros  estudios  con  esta 

molécula  deberán  evaluar  el  fenotipo  de  las  nuevas  células  generadas,  así  como  la 

densidad de distintas poblaciones de neuroblastos en diferenciación. 

Sin embargo, el hecho de que la curcumina no haya modificado el volumen de DG en los 

animales TS podría indicar que, aunque este compuesto normaliza la densidad células 

granulares  maduras  en  cada  disector  analizado,  podría  no  estar  corrigiendo  por 

completo  la hipocelularidad puesto que  su hipocampo  sigue  siendo más pequeño  y 

podría no albergar el mismo número de células. Por tanto, al aumentar la densidad de 

células  granulares  y  no  restaurar  el  volumen  de  DG,  la  curcumina  podría  estar 

produciendo un aumento del empaquetamiento celular en esta estructura en las crías 

TS. 

La  curcumina ejerce  sus efectos  sobre  la neurogénesis hipocampal principalmente a 

través del aumento de  los niveles de BDNF y de  los receptores 5HT1A (Xu et al., 2007; 

Nam et al., 2014; Seo et al., 2015). En el ratón TS el tratamiento en etapas postnatales 

tempranas con fluoxetina también normaliza la proliferación y supervivencia neuronal 
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mediante el aumento de los niveles de BDNF y de la expresión de receptores 5HT1A en 

el hipocampo en el día P15 (Bianchi et al., 2010) y estos efectos se mantienen en el ratón 

adulto  (Stangni et al., 2015). Por  tanto, es posible que  la administración prenatal de 

curcumina  también  pueda  estar  incrementando  la  proliferación  y  la  hipocelularidad 

hipocampal en las crías TS mediante los mismos mecanismos.  

Por otro lado, la curcumina, también mejora la neurogénesis mediante la inducción de 

la  expresión  de  genes  implicados  en  los  procesos  de  proliferación  y  diferenciación 

celular (Dong et al., 2012; Tiwari et al., 2014), reduciendo  la gliogénesis y  la actividad 

glial en el hipocampo (Kim et al., 2008; Wang et al., 2013) o ejerciendo neuroprotección 

mediante  sus  propiedades  antioxidantes,  antiinflamatorias  y  anti‐amiloidogénicas 

(Frautschy et al., 2001; Estabeyoglu et al., 2012; Darvesh et al., 2012; Dong et al., 2012). 

Dado que todos estos procesos también están incrementados desde etapas tempranas 

en el cerebro del ratón TS (Hunter et al., 2004; Lockrow et al. 2009; 2011; Corrales et al., 

2013; Trazzi et al., 2013; 2014; Parisotto et al., 2016) e influyen negativamente en los 

procesos  de  neurogénesis,  sería  necesario  estudiarlos  para  poder  dilucidar  el/los 

mecanismo/s  por  los  que  la  administración  de  curcumina  mejorara  el  proceso 

neurogénico en los animales TS. 

Por último, la administración de curcumina no ejerció ningún efecto sobre la población 

de células en proliferación en  los animales CO. En un  trabajo en el que se  trató con 

curcumina  a  ratas  normales  de  15 meses  de  edad  se  observó  que  esta molécula 

aumentaba la proliferación celular tras 12 semanas de tratamiento pero sus efectos no 

eran tan potentes cuando se administraba solo durante 6 semanas (Dong et al., 2012). 

Estos autores sugirieron que para promover la proliferación celular se necesita un efecto 

acumulativo de esta molécula durante largos periodos de tiempo. Por otro lado, existe 

controversia en cuanto a la dosis de curcumina necesaria para promover la proliferación 

celular (Xu et al., 2007; Kim et al., 2008). Por tanto, en  los animales con una correcta 

neurogénesis hipocampal, como es el caso de  los animales CO de nuestro estudio, es 

posible que un tratamiento prolongado con curcumina durante la etapa postnatal o una 

dosis diferente  a  la  administrada en este estudio, pudiera  aumentar  la densidad de 

progenitores neurales. Además, el hecho de que en  los animales CO, este compuesto 

haya aumentado la población de células granulares sin modificar la proliferación celular 
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hipocampal  sugiere  que,  en  este  grupo,  la  curcumina  parece  estar  mejorando  la 

neurogénesis  actuando  preferentemente  sobre  otras  fases  de  la  misma  como  la 

diferenciación,  maduración  y/o  supervivencia  neuronal  más  que  favoreciendo  la 

proliferación celular en esta región. 

2.4.2.2. Efectos pro‐neurogénicos del ácido oleico 

Tanto la composición de lípidos como el metabolismo de los ácidos grasos en el cerebro 

son  esenciales  para  el  correcto  neurodesarrollo.  En  las  personas  con  SD  se  han 

encontrado menores niveles de ácidos grasos monoinsaturados, especialmente de ácido 

oleico, en los fosfolípidos cerebrales (Shah et al., 1979; Brooksbank y Martínez, 1989). 

Por ello, se ha propuesto que estas deficiencias podrían jugar un importante papel en 

las alteraciones del neurodesarrollo y/o  las anomalías  funcionales que presentan  los 

cerebros de personas con SD (Elul et al., 1975). En el presente estudio, la administración 

exógena de ácido oleico a hembras TS gestantes ejerció un efecto beneficioso sobre la 

neurogénesis hipocampal de las crías CO y TS incrementando la densidad de células en 

división y  reduciendo  la hipocelularidad de esta estructura. Sin embargo, sus efectos 

fueron mayores  en  los  animales  TS  que  en  los  CO.  De  nuevo,  el  incremento  de  la 

densidad de células en proliferación y de células granulares maduras producido por el 

tratamiento con ácido oleico en los animales TS podría ser responsable del aumento del 

área de la SGZ y del volumen del DG respectivamente. 

Durante el periodo embrionario, el desarrollo del  cerebro está  regulado por el  ratio 

alfafetoproteína (AFP)/albúmina que modula los efectos neurotróficos del ácido oleico 

(García‐García et al., 2015). Así, el balance entre estas dos señales, parece ser esencial 

para inducir la neurogénesis en puntos específicos del desarrollo embrionario, mientras 

que  su  desequilibrio  contribuye  a  la  aparición  de  ciertas  alteraciones  durante  el 

neurodesarrollo. Las personas con SD presentan una reducción tanto en los niveles de 

AFP como de albúmina en el suero (Nelson, 1961; Voigtlander y Vogel, 1985; Kronquist 

et al., 1990) que  se  correlacionan  con  la menor  concentración de ácido oleico en el 

cerebro (Brooksbank y Martínez, 1989). Por tanto, es posible que tras la administración 

exógena de ácido oleico durante la etapa prenatal se hayan alcanzado niveles adecuados 

de  este  ácido  graso  y  se  hayan  podido  corregir  las  alteraciones  en  la  neurogénesis 



Discusión 

149 
 

hipocampal de  los animales TS. Sin embargo, hasta  la  fecha no se han estudiado  los 

niveles de AFP, albúmina o ácido oleico cerebrales en este modelo de SD, por  lo que 

futuros estudios deberían determinar sus niveles cerebrales en crías TS y CO tratadas y 

sin tratar con ácido oleico. 

Durante el neurodesarrollo el papel principal del  ácido oleico en  la neurogénesis es 

actuar  como  factor  neurotrófico  (Medina  y  Tabernero,  2002;  Velasco  et  al.,  2003) 

promoviendo la diferenciación neuronal (Polo‐Hernández et al., 2014). En el caso del SD, 

estudios previos realizados en cultivos celulares de fetos del ratón Ts16 han demostrado 

que la sobreexpresión de uno de los genes que están en trisomía en este modelo, en el 

SD y en el ratón TS, el gen Dyrk1A,  interfiere con el efecto trófico que ejerce el ácido 

oleico sobre  la diferenciación neuronal (Hijazi et al., 2013). Por tanto, sería necesario 

realizar estudios que determinen si la administración exógena de ácido oleico también 

es capaz de paliar  las alteraciones que presentan  los animales TS en  la diferenciación 

neuronal así como en el crecimiento y desarrollo de axones y de árboles dendríticos de 

las neuronas hipocampales. 

Por otro lado, varios estudios sugieren que el ácido oleico podría jugar un papel esencial 

en el desarrollo postnatal del cerebro a partir del día postnatal 5, ya que los niveles de 

GAP43, una  proteína  inducida  por  el  ácido  oleico  que  participa  en  la  diferenciación 

neuronal, aumentan en torno al día postnatal 10 (Medina y Tabernero, 2002; Velasco et 

al., 2003). Por tanto, para poder determinar mejor sus efectos sobre el neurodesarrollo 

y  la neurogénesis del hipocampo de  los  animales  TS  sería necesario  realizar nuevos 

estudios en una ventana temporal posterior a P10. 

Por último, también se ha demostrado que la administración de ácido oleico ejerce un 

efecto neuroprotector actuando como antioxidante en el cerebro reduciendo el estrés 

oxidativo inducido por el ácido 3‐nitropropiónico en un modelo de rata con enfermedad 

de Huntington (Alconchel‐Gago et al., 2014). Por tanto, dado que el estrés oxidativo está 

presente  en  etapas  tempranas  del  neurodesarrollo  en  el  SD  y  puede  influir 

negativamente  en  los  procesos  de  neurogénesis,  diferenciación,  migración, 

conectividad sináptica y supervivencia neuronal  (Pelsman et al., 2003; Perluigi et al., 
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2011),  futuros estudios deberían analizar  los efectos del ácido oleico  sobre el estrés 

oxidativo cerebral que presentan los ratones TS.  

2.4.2.3. Efectos pro‐neurogénicos del ácido linolénico 

Tanto en animales como en humanos se ha demostrado que durante la gestación y en 

las primeras etapas de la vida es necesario un aporte adecuado de ácidos grasos de la 

serie  Ω3,  como  el  ácido  linolénico,  para  que  se  produzca  de  manera  correcta  el 

desarrollo del cerebro y  la neurogénesis (Coti‐Bertrand et al., 2006; Innis et al., 2008; 

Janssen y Kiliaan, 2014). La mayor parte de los efectos beneficiosos de los ácidos grasos 

Ω3 se producen gracias a su conversión en DHA, que no puede sintetizarse por sí solo 

en el cerebro, sino que proviene de una cascada de desaturaciones y elongaciones cuyo 

precursor en mamíferos es el ácido linolénico aportado en la dieta. Así, varios estudios 

demuestran que  la administración de una dieta  rica en ácido  linolénico promueve  la 

neurogénesis hipocampal (Cao et al., 2009; Niculescu et al., 2011; Tang et al., 2016). Por 

el contrario,  la deficiencia de DHA durante  la gestación debido a una restricción en  la 

dieta materna de  ácidos  grasos de  la  serie  Ω3,  incluido el  ácido  linolénico,  altera  la 

morfología  cerebral  (el  grosor  de  diversas  capas  de  la  corteza  e  hipocampo)  y  la 

neurogénesis  cerebral en embriones de  rata  (Coti‐Bertrand et al., 2006). De manera 

consistente con estos datos, en este estudio, tras la administración de ácido linolénico 

durante las etapas prenatales, el incremento en el área de la SGZ y en el volumen de DG 

se produce en paralelo al aumento de  la densidad de células en proliferación y de  la 

densidad de células granulares maduras en esta estructura en el ratón TS.  

Coti‐Bertrand  et  al.  (2006)  sugieren  que  la  inhibición  de  la  neurogénesis  tras  la 

restricción, durante  las etapas de gestación, de ácidos grasos de  la serie Ω3, como el 

ácido linolénico, parece ser debida a un retraso en la duración del ciclo mitótico o del 

comienzo de  la neurogénesis. En el  ratón TS,  las alteraciones en  la neurogénesis en 

etapas prenatales también son debidas a una ralentización del ciclo celular (Lorenzi et 

al., 2006; Contestabile et al., 2007; Bianchi et al., 2010a; 2010b). Por lo que es posible 

que  la  administración de  ácido  linolénico  a  hembras  TS durante  la  gestación  pueda 

acelerar la velocidad o paliar las alteraciones en el ciclo celular y aumentar el número 

de progenitores neurales y, por ende, la densidad de células granulares maduras en las 
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crías TS. Los efectos de la administración de ácido linolénico sobre las alteraciones en el 

ciclo mitótico de  los progenitores neurales deberían ser estudiados en detalle en  los 

animales TS. 

El ácido  linolénico también  incrementa  la neurogénesis promoviendo  los procesos de 

diferenciación y maduración celular (Blondeau et al, 2009; Venna et al., 2009; Niculescu 

et al., 2011). Además, la adición de DHA a cultivos de neuronas primarias sensoriales de 

rata ejerce un efecto neurotrófico promoviendo el crecimiento de neuritas (Robson et 

al.,  2010).  Por  ello,  futuros  estudios  también  deberán  evaluar  si  la  administración 

prenatal de ácido linolénico promueve la diferenciación neuronal en el ratón TS. En el 

presente estudio  la administración de este ácido graso  sí parece ejercer este efecto 

sobre  la  diferenciación  y  maduración  neuronal  en  animales  CO,  puesto  que  la 

administración prenatal de ácido linolénico aumentó su densidad de células granulares 

sin promover la proliferación celular. 

El ácido  linolénico ejerce sus efectos pro‐neurogénicos no solo en etapas prenatales, 

sino también en etapas postnatales. Así, la suplementación postnatal de ácido linolénico 

aumenta la proliferación y la diferenciación celular temprana en el DG de ratón el día 

postnatal 19  (Niculescu et  al., 2011).  Sin embargo,  sus efectos pro‐neurogénicos no 

están tan claros en etapas adultas. La mayoría de los estudios señalan que el tratamiento 

subcrónico o crónico con ácido linolénico en ratones adultos aumenta el volumen del 

hipocampo  e  incrementa  el  número  de  células  nacidas,  su  diferenciación  y  su 

supervivencia (Blondeau et al, 2009; Venna et al., 2009). Sin embargo, otros autores no 

encuentran  efectos  beneficiosos  sobre  la  diferenciación  neuronal  en  animales  de  2 

meses de edad que recibieron desde  la gestación suplementos de ácidos grasos de  la 

serie Ω3, entre los que se incluyó el ácido linolénico (Janssen et al., 2015). Para clarificar 

esta  controversia,  futuros  estudios  también  deberían  comprobar  si  este  compuesto 

sigue ejerciendo efectos pro‐neurogénicos en etapas adultas en el ratón TS. 

Por último, diversos mecanismos están  implicados en el efecto pro‐neurogénico del 

ácido  linolénico  incluyendo: el aumento de  la expresión de BDNF, de  la  transmisión 

glutamatérgica, mediante  el  incremento  de  la  expresión  de  los  transportadores  de 

glutamato VGluT1  y VGluT2, de  los niveles de 5HT  y de  sus  receptores 5HT1A, de  la 
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expresión  de  genes  implicados  en  los  procesos  de  neurogénesis  y  de  memoria  y 

aprendizaje y de la modificación de la metilación del ADN (Blondeau et al., 2009; Venna 

et al., 2009; MacNamara et al., 2009; Kim et al., 2011; He et al., 2014; Tang et al., 2016). 

Dado que en el  ratón TS está alterada  tanto  la  transmisión glutamatérgica,  como  la 

metilación del ADN o los niveles de BDNF (Rueda et al., 2010; Ramakrishna et al., 2016; 

Kazim et al., 2017),  los efectos pro‐neurogénicos encontrados en este estudio tras el 

tratamiento con ácido linolénico al ratón TS podría estar mediado por uno o varios de 

estos mecanismos.  
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Estudio 1 

1. La  reducción  de  la  inhibición mediada  por  el  receptor  GABAAα5 mediante  la 

administración de RO4938581 durante 4 ó 12 semanas:  

1.1. En los animales TS: 

1.1.1. Produjo efectos pro‐cognitivos, ya que mejoró  la memoria espacial de 

referencia y de  trabajo. Además,  la administración durante 12  semanas 

también mejoró  el  aprendizaje  procedimental  y  la memoria  asociativa 

auditiva.  

1.1.2. Corrigió algunas alteraciones neuromorfológicas hipocampales ya que 

normalizó  la  densidad  de  células  granulares  en  el  DG  e  incrementó  la 

proliferación y la diferenciación celular.  

1.1.3. Normalizó  el  balance  excitador/inhibidor  en  la  capa  molecular  del 

hipocampo  disminuyendo  el  área  ocupada  por  botones  sinápticos 

inhibitorios y aumentando el área ocupada por botones excitadores.  

1.1.4. No modificó  la capacidad de atención o  la actividad de  los animales y 

tampoco tuvo efectos sobre la ansiedad.  

1.1.5. No alteró las habilidades sensoriales y motoras evaluadas.  

1.1.6. Muchos  de  los  efectos  beneficiosos  de  RO4938581  se mantuvieron  8 

semanas después de discontinuar el tratamiento, lo que sugiere que este 

fármaco  ejerce  efectos  a  largo  plazo  y  que,  en  algunos  casos,  no  es 

necesario que esté presente en el receptor para producir dichas mejorías 

en los fenotipos del ratón TS. 

1.2. En los animales CO: 

1.2.1. No tuvo ningún efecto sobre distintos procesos de memoria evaluados.  

1.2.2. No  modificó  la  neurogénesis  o  el  balance  excitador/inhibidor 

hipocampal.  
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1.2.3. No ejerció ningún efecto  sobre  la  capacidad de  atención,  la  actividad 

general o los niveles de ansiedad.  

1.2.4. No  produjo  ningún  cambio  en  las  habilidades  sensoriales  y  motoras 

evaluadas. 

Estudio 2 

2. La administración prenatal del ácido linolénico: 

2.1. En las crías TS: 

2.1.1. No  afectó  a  la  viabilidad,  aunque  incrementó  el  número  de  crías 

rechazadas por sus madres. 

2.1.2. No tuvo efecto sobre el peso corporal o cerebral de los animales. 

2.1.3. Normalizó el volumen de DG y el área de la SGZ. 

2.1.4. Aumentó  la  proliferación  celular  y  normalizó  la  densidad  de  células 

granulares en el hipocampo. 

3. La administración prenatal de ácido oleico 

3.1. En las crías TS: 

3.1.1. No  afectó  la  viabilidad,  aunque  incrementó  el  número  de  crías 

rechazadas por las madres. 

3.1.2. Normalizó el peso cerebral y corporal. 

3.1.3. Normalizó el volumen de DG y aumentó el área de la SGZ. 

3.1.4. Incrementó la proliferación celular. 

4. La administración prenatal de curcumina: 

4.1. En las crías TS: 

4.1.1. No afectó a la viabilidad, aunque disminuyó el número de abortos. 
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4.1.2. No tuvo efecto sobre el peso corporal o cerebral. 

4.1.3. En  el  hipocampo,  incrementó  el  área  de  la  SGZ  pero  no  recuperó  el 

volumen de DG.  

4.1.4. Aumentó  la  proliferación  celular  y  normalizó  la  densidad  de  células 

granulares en el hipocampo. 

5. La administración prenatal de ácido oleico, ácido linolénico o curcumina 

5.1. En las crías CO 

5.1.1. No ejerció ningún efecto sobre la viabilidad, el peso corporal o cerebral. 

5.1.2. No ejerció ningún efecto sobre el área de la SGZ, el volumen de la DG o la 

proliferación celular en el hipocampo. 

5.1.3. Incrementó la densidad de células granulares en el DG del hipocampo. 
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