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AB: B-amiloide (Amyloid-B)

AICD: Dominio intracelular de APP (APP Intracellular Domain)

ADN: Acido Desoxirribonucleico

ApoB: Apolipoproteina B

Arip 4: Androgen Receptor Interacting Protein 4

ASF: Factor de splicing alternativo (Alternative Splicing Factor)

App: Proteina precursora del amiloide (Amyloid Precursor Protein)
AAV2/1-shDyrk1A: Vector viral que contiene shRNA inhibidor de Dyrk1A
BAC: Cromosoma artificial de bacteria (Bacterial Artificial Chromosome)
BACE1: B-secretasa 1 (Beta-secretase 1)

BDNF: Factor Neurotrofico Derivado del Cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor)
BFCNs: Neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal (Basal Forebrain Cholinergic Neurons)
CFC: Prueba del condicionamiento del miedo (Contextual Fear Conditioning)
ChaT: Colinoacetiltransferasa (Choline acetyltransferase)

CLR: Calretinina

Cl: Coeficiente Intelectual

CO: Euploide

CREB: cAMP Response Element-Binding

CTFa: Fragmento C-terminal o (C-Terminal Fragment o)

DAB: 3,3" Diaminobenzidina

DCX: Doblecortina

Dde I: Desulfovibrio desulfuricans enzime |

DG: Giro dentado (Dentate Gyrus)

DSCR: Regidn Critica del Sindrome de Down (Down Syndrome Critical Region)
DSCR1: Down Syndrome Critical Region 1

DYRK1A: Dual Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated Kinasa 1A

EA: Enfermedad de Alzheimer

E2F1: E2F factor de transcripcién 1(E2F Transcription Factor 1)

EGCG: Galato de epigalocatequina (Epigallocatechin Gallate)

EGF: Factor de crecimiento epidérmico (Epidermal Growth Factor)
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EGL: Capa granular externa (External Granular Layer)

elF2Be: Eukaryotic Initiation Factor 2Bepsilon

ELISA: Ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzime-Linked InmunoSorbent Assay)
fEPSPs: Potenciales excitatorios postsindpticos evocados (field Excitatory Postsynaptic Potentials)
FGF: Factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast Growth Factor)

FKHR: Forkhead

GADG65/67: Descarboxilasa de acido glutamico (Glutamic Acid Decarboxylase 65/67)
GL: Capa granular (Granular Layer)

GCL: Capa de células granulares (Granular Cell Layer)

HDB: Banda diagonal de Broca horizontal (Horizontal Diagonal band of Broca)

Hip 1: Huntingtin Interactin protein 1

HSA21: Cromosoma 21 humano (Homo sapiens 21)

IP: loduro de Propidio

iPSCs: Células madre pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem Cells)

LCR: Liquido Cefalorraquideo

LTD: Depresion a largo plazo (Long-Term Depression)

LTP: Potenciacidn a largo plazo (Long-Term Potentiation)

MR: Medidas Repetidas

mRNA: RNA mensajero

miRNA: micro RNA

ML: Capa molecular (Molecular Layer)

MMU16: Cromosoma 16 murino (Mus Musculus 16)

Mnb: gen Minibrain

MSN: Nucleo septal medial (Medial Septal Nucleus)

Mx1: Proteina de resistencia a Mixovirus 1

NDS: Suero normal de burro (Normal Donkey Serum)

NFATc1: Nuclear Factor of Activated T-cells cytoplasmic 1

NGF: Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor)

NLS: Sefiales de localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal)

OLIG1: Oligodendrocyte transcription factor 1

26



Abreviaturas

OLIG2: Oligodendrocyte transcription factor 2

PAC: Cromosoma artificial del bacteriéfago P1 (P1 bacteriophage Artificial Chromosome)

PEST: Dominio rico en prolina (P), 4cido glutamico (E), serina (S) y treonina (T)
PL: Capa de las células de Purkinje (Purkinje Layer)

PVDF: Polivinilidenodifluoruro

gPCR: PCR cuantitativa en tiempo real (quantitative Polymerase Chain Reaction)
RCAN1: Regulator of Calcineurin 1

Rd: Mutacion recesiva del gen Pdeb (Retinal degeneration)

RNA: Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid)

r.p.m.: Revoluciones por minuto

SD: Sindrome de Down

SF3b: Splicing Factor 3b

SGZ: Zona subgranular (Subgranular Zone)

Shh: Sonic hedgehog

shRNA: short hairpin RNA

SNC: Sistema Nervioso Central

SOD1: Superoxide Dismutase 1

SPRED: Sprouty-related protein EVH1 domain

STAT3: Signal Transducer and Activator of Transcription 3

SVZ: Zona subventricular (Subventricular Zone)

TBS: Theta Burst Stimulation

TS: Ts65Dn

VDB: Banda diagonal de Broca vertical (Vertical Diagonal band of Broca)
VGLUT1: Transportador vesicular de glutamato 1 (Vesicular Glutamate Transporter 1)
VZ: Zona ventricular (Ventricular zone)

YAC: Cromosoma artificial de levadura (Yeast Artificial Chromosome)
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1. El Sindrome de Down

El Sindrome de Down (SD), la aneuploidia autosémica humana compatible con la vida
mas comun, tiene como origen la presencia de una copia extra, completa o parcial, del
cromosoma 21 humano (Homo sapiens 21, HSA21). Esta aneuploidia afecta a 1 de cada
850-1000 nacimientos (Shin et al., 2009) y se trata de la causa mas habitual de

discapacidad intelectual congénita.

El fenotipo de este sindrome es muy variable. Si bien hay ciertos rasgos de gran
penetrancia que afectan a todos los individuos con SD como el deterioro cognitivo, las
alteraciones motoras, la hipotonia muscular, las dismorfologias fisicas o las
neuropatologias asociadas a la enfermedad de Alzheimer (EA) entre otros, la mayoria
de las alteraciones que conforman este sindrome no son constantes en todos los
afectados y ademds presentan una penetrancia variable. Asi, ademds de los
previamente mencionados, esta aneuploidia da lugar, en algunos individuos, a hasta
300 rasgos clinicos entre los que destacan el incremento del riesgo de padecer
alteraciones congénitas del aparato digestivo (ano imperforado, atresia duodenal),
cardiacas, de los sistemas inmune y endocrino (leucemia, hipotiroidismo, diabetes) y
alteraciones esqueléticas como el retraso en el crecimiento, la braquicefalia y la
alteracion de las extremidades (manos cortas y anchas y dermatoglifos caracteristicos).

Se trata, por tanto, de una compleja condicidn genética.
1.1 Origen de la Trisomia 21

Aproximadamente en el 95% de los casos, el SD es el resultado de una trisomia
completa del HSA21 uniforme en todas las células del organismo, consecuencia de una
no disyuncién meidtica de origen habitualmente materno. En el 4% de los casos el SD
tiene como origen una trisomia parcial debido a translocaciones, bien robertsonianas,
bien reciprocas. En el 1% restante, la no disyuncién se produce en las primeras
divisiones embrionarias dando lugar a mosaicismo, en el que un porcentaje variable de

células del individuo es aneuploide y el resto euploide.
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1.2 Alteraciones cognitivas en el SD

La discapacidad intelectual asociada al SD se caracteriza por el retraso del desarrollo
psicomotor, alteraciones del aprendizaje, la memoria y el lenguaje, defectos cognitivos
en el procesamiento auditivo-verbal y por problemas adaptativos a la vida cotidiana

(Lott y Dierssen, 2010).

Los estudios psicométricos atribuyen a las personas con SD un coeficiente intelectual
(ClI) entorno a 50, aunque el rango de variabilidad oscila de 30 a 70 (Vicari, 2006).
Ademas, su Cl va disminuyendo con la edad, empezando a declinar durante la
adolescencia. Para comprender mejor la disfuncidon intelectual asociada al SD a
continuacion se describirdn los principales procesos de aprendizaje y memoria

afectados.

La memoria implicita es un tipo de memoria en la que las experiencias previas ayudan
en la ejecucién de una tarea sin que exista una percepcion consciente de la existencia
de esas experiencias. Este tipo de proceso cognitivo requiere poca atencion, pues
opera de forma automatica. Por otro lado, la memoria explicita o declarativa supone
la capacidad de aprender intencional y conscientemente y requiere la codificacion de
la informacién adquirida, estrategias de recuperacién de la misma y un alto grado de
atencion (Bartesaghi et al., 2011; Dierssen, 2012). Ambos tipos de memorias, implicita
y declarativa, conforman la denominada memoria a largo plazo. Las personas con SD
presentan una capacidad de aprendizaje normal para tareas que requieren la memoria
implicita; sin embargo, muestran un deterioro acusado en su memoria explicita, con
una pobre codificacién de la informacién, una capacidad de recuperacién deteriorada y

déficits de atencidn (Carlesimo et al., 1997; Vicari et al., 2000).

La memoria de trabajo es la capacidad de almacenar temporalmente la informacién
reciente y mantenerla disponible para su uso. Se trata, por tanto, de un proceso
fundamental en la ejecucion de tareas cognitivas que requieren la recuperacion vy
manipulacion de la informacion durante cortos periodos de tiempo. Esta, ademas,
intimamente relacionada con la memoria a largo plazo, pues la consolidacion de la
memoria de trabajo es una de los mecanismos que dan lugar al almacenamiento

permanente de la informacién. Numerosos estudios han documentado que las
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personas con SD presentan un deterioro de la memoria de trabajo (Vicari, 2006). Sin
embargo, este deterioro no es uniforme ya que afecta en mayor medida a unas
destrezas que a otras: mientras que la memoria verbal a corto plazo esta alterada
(Lemons y Fuchs, 2010), estd relativamente preservada cuando se trata de recordar
informacién visuo-espacial (Nash y Heath, 2011). Ademas, las personas con SD
presentan deficiencias en la ejecucién de las pruebas de memoria de trabajo espacial
cuando la informacidn es presentada de manera simultdnea, mientras que ejecutan
con éxito las tareas relacionadas con esta habilidad cuando la informacién es

presentada de manera secuencial (Lanfranchi et al., 2012).

Uno de los ambitos en el que mas llamativas son las alteraciones en la memoria de
trabajo de la poblacién SD son el lenguaje y el desarrollo del vocabulario. Durante el
desarrollo de las habilidades linglisticas en la infancia, los nifios con SD tienen un
periodo de errores fonolégicos e inteligibilidad mdas extenso de lo habitual, ya que
tienen dificultades a la hora de adquirir y retener palabras nuevas. En la edad adulta
suelen presentar un Iéxico escaso y una sintaxis expresiva deficiente, aunque la
comprension del lenguaje estda menos afectada (Chapman y Hesketh, 2000; Dykens et
al., 1994; Vicari, 2006). Muestran, ademas, problemas en la capacidad lectora, tanto
en la interpretacion verbal como en la memoria linglistica a corto plazo (Lemons y
Fuchs, 2010; Nash y Heath, 2011). En conjunto, estas alteraciones dificultan su

capacidad para comunicarse.

La flexibilidad cognitiva es la capacidad de reestructurar espontaneamente el
conocimiento previamente adquirido de formas variadas para dar una respuesta
adaptada a las exigencias que plantean situaciones cambiantes. Una mala flexibilidad
cognitiva supone reproducir esquemas rigidos de forma automatica, lo que da lugar a
procedimientos ineficaces. Por lo tanto, esta habilidad es fundamental en el proceso
de aprendizaje y la resolucion de problemas. Algunos estudios han evaluado la
flexibilidad cognitiva de las personas con SD mediante el andlisis de sus aptitudes
verbales (Campbell et al., 2013; Zelazo et al., 1996), concluyendo que tanto nifios

como adultos presentan un deterioro de esta funcion.

Ademas, algunos individuos con SD también muestran distintos trastornos

neuroconductuales como el aumento de la actividad motora e impulsividad, la
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agitacion, el mayor riesgo de padecer el trastorno de déficit de atencion e
hiperactividad o los movimientos repetitivos (Capone et al., 2006). En consecuencia,
suelen presentar problemas de concentracion, lo que tiene un importante papel en el
menor rendimiento en las distintas destrezas cognitivas (Cornish y Wilding, 2010;

(Ekstein et al., 2011).

La funcidn ejecutiva es el conjunto de habilidades que permiten la regulacion y el
control de los procesos cognitivos (Elliott, 2003) incluyendo la memoria de trabajo, la
flexibilidad cognitiva, el razonamiento, la autorregulacién de las tareas y la resolucién
de problemas asi como la formacion de planes y programas y la ejecucién de los
mismos (Chan et al., 2008). Por lo tanto, las distintas alteraciones cognitivas
mencionadas darian lugar a un déficit generalizado de la funcién ejecutiva de las

personas con SD (Porter et al., 2007).
1.3 Alteraciones motoras en el SD

Como ya se menciond anteriormente, las alteraciones del fenotipo motor son un rasgo
constante en el SD. Estas alteraciones tienen una gran repercusion en la vida de las
personas con SD ya que no sélo dificultan diversas exigencias diarias, sino que también
perjudican indirectamente los procesos de aprendizaje y memoria. Durante la infancia
esta poblaciéon presenta una adquisicion de las habilidades motoras tardia e
incompleta lo que, en parte, es debida a la hipotonia muscular y laxitud de los
ligamentos motores (Pereira et al., 2013; Tudella et al., 2011). Durante la edad adulta
los individuos con SD también muestran alteraciones de la motricidad gruesa (brazos y
piernas) (McKay y Angulo-Barroso, 2006; Nishizawa et al., 2006; Pereira et al., 2013) y
fina (coordinaciéon ojo-mano) (de Campos et al., 2013; de Campos et al., 2011).
Ademas, en muchos casos, presentan lentitud en sus movimientos y mala coordinacion

(Galli et al., 2010).

1.4 Relacién entre los déficits cognitivo-conductuales y las regiones encefalicas

afectadas en el SD

Todas las alteraciones cognitivo-conductuales encontradas en el SD tienen como
origen anomalias estructurales y funcionales presentes en el sistema nervioso central

(SNC). A nivel macroscdpico, las regiones cerebrales mas afectadas son la frontal,
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parietal y temporal, siendo en esta ultima la estructura mas afectada el hipocampo. En
contraste, otras estructuras parecen no estar afectadas en estadios tempranos, como
la amigala o los ganglios basales (Lott y Dierssen, 2010). Por otro lado, el cerebelo
también presenta una marcada reduccion de tamarfio en las personas con SD (Aylward

et al., 1997).

Existe una correlacidn entre las alteraciones estructurales y cognitivo-conductuales
caracteristicas del SD. Por ejemplo, el I6bulo temporal, especialmente el hipocampo,
tiene un papel fundamental en la memoria explicita (Eichenbaum, 1999; Ofen et al.,
2007). El hipocampo estd implicado en los procesos de memoria espacial, el
aprendizaje en general y los procesos de consolidacion y almacenamiento de la
informacién (Eichenbaum, 2001). Aunque no sirve de almacén de recuerdos, el
hipocampo cumple la funcidén de establecer asociaciones o enlaces entre los recuerdos
de forma que puedan estar disponibles para acceder a ellos de forma consciente; es
decir, una especie de "indice" de recuerdos. Por otro lado, la corteza prefrontal juega
un papel importante en el procesamiento de la informacién, relacionandola y
dotandola de significado, es decir, consolidando la funcién ejecutiva (Ofen et al.,
2007). Por lo tanto, estd involucrada en la planificacion de comportamientos
cognitivamente complejos, en la expresion de la personalidad, en los procesos de toma
de decisiones y en la adecuacion del comportamiento social apropiado en cada
momento. Tanto nifos como adultos con SD presentan un deterioro grave en la
realizacion de tareas dependientes de la funcidn hipocampal o de la corteza prefrontal

respectivamente (Nadel, 2003).

Por otro lado, tradicionalmente se ha atribuido al cerebelo un papel clave en la
regulacion del control propioceptivo-motor y del aprendizaje motor (Fine et al., 2002).
Sin embargo, cada vez hay mds evidencia de que esta estructura es necesaria para la
correcta realizacidon de distintos procesos cognitivos como la atencién, la memoria
espacial, la flexibilidad cognitiva y la funcion ejecutiva (Schmahmann, 2004; Teipel et
al., 2004). Por lo tanto, las anomalias neuromorfoldgicas encontradas en el cerebelo
de las personas con SD podrian tener también un papel en los distintos fenotipos

cognitivos alterados.
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1.5 Neurobiologia de las alteraciones cognitivo-conductuales del SD

Se considera que la causa principal de la reduccién del tamafio cerebral encontrada en
el SD es la hipoplasia generalizada. Esta hipocelularidad se debe principalmente a que
los procesos de neurogénesis son deficitarios desde etapas tempranas del desarrollo.
Ademas, en etapas mas avanzadas de la vida de las personas con SD tiene lugar un
aumento de la muerte celular, lo que también agrava la hipocelularidad encontrada

desde etapas prenatales.

La proliferacion celular esta profundamente comprometida en el cerebro de fetos con
SD, especialmente en el giro dentado (Dentate Gyrus, DG) del hipocampo y en el
ventriculo lateral (Guidi et al., 2008) y a nivel cerebelar en la capa granular externa
(External Granular Layer, EGL) y en la zona ventricular (Ventricular Zone, VZ) (Guidi et
al., 2011). Esta reduccién en la neurogénesis parece ser debida tanto a anomalias en la
proliferaciéon de precursores neurales, ya que existe una desaceleracion del ciclo
celular que ralentiza la divisién de los progenitores, como a defectos en Ia
diferenciaciéon que tienen como resultado una disminuciéon en el ndmero final de
neuronas (Bahn et al., 2002; Contestabile et al., 2007; Esposito et al., 2008; Rueda et
al., 2012).

Aunque la reduccion en el numero de neuronas encontradas en los cerebros de las
personas con SD también podria ser debido a un incremento en muerte celular por
apoptosis, cuya funcién fisiolégica es la de regular el niumero de células producidas,
este mecanismo no parece ser el responsable de la reduccion en el volumen cerebral

en estadios tempranos (Rueda et al., 2013).

La acusada hipocelularidad en distintas areas del SNC de las personas con SD esta
acompafiada de alteraciones en la sinaptogénesis y la conectividad, siendo sus
circuitos cerebrales mucho mas pobres que los de los individuos normales. Ademas, la
propia funcionalidad celular también estd comprometida debido en parte a la
reduccion del tamafio del arbol dendritico y la densidad de espinas, asi como a las
alteraciones en la morfologia de estas ultimas (Kasai et al., 2003; Newpher y Ehlers,

2009).
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La patologia dendritica comienza a originarse en la infancia, progresando vy
agravandose a medida que las personas con SD avanzan hacia la edad adulta, y
termina especialmente afectada una vez comienzan a aparecer las neuropatologias
tipicas de la EA (Ferrer y Gullotta, 1990; Takashima et al., 1989). Las neuronas de la
corteza motora (Marin-Padilla, 1976; Prinz et al., 1997), |la corteza visual (Becker et al.,
1986; Takashima et al., 1981) y la corteza parietal (Schulz y Scholz, 1992) presentan
este patron alterado, aunque también existen regiones que permanecen intactas como

la prefrontal (Vuksic et al., 2002) .

En conjunto, la hipocelularidad y la hipotrofia dendritica producen un marcado
deterioro del numero vy la eficacia de las sinapsis de los cerebros SD que da lugar a la
perdida de neuroplasticidad cerebral, proceso esencial que subyace al aprendizaje y la
memoria (Koo et al., 1992; Wisniewski y Rabe, 1986; Wisniewski y Schmidt-Sidor,
1989).

A su vez, el defecto neuroplastico se ve agravado por anomalias en distintos sistemas
de neurotransmisidon, encontrandose alteraciones tanto en los niveles de diversos
neurotransmisores, como en la expresion y la funcidon de sus respectivos receptores.
En personas con SD desde etapas fetales se han descrito alteraciones en el sistema
colinérgico, GABAérgico, glutamatérgico, serotoninérgico y noradrenérgico (Godridge

et al., 1987; Risser et al., 1997; Whittle et al., 2007; Bartesaghi et al., 2011).

Por otro lado, diversas neurotrofinas, entre las que esta el Factor Neurotrdfico
Derivado del Cerebro (Brain Derived Neurotrophic Factor, BDNF), se encuentran
disminuidas en el cerebro de las personas con SD tanto en el hipocampo como en la
corteza (Toiber et al., 2010). Teniendo en cuenta el papel de las mismas en la
proliferacién, la supervivencia, la diferenciaciéon y la migracién celular, su déficit
probablemente contribuye a las alteraciones en la neurogénesis y plasticidad neuronal

encontrada en el SD (Campenot y Maclnnis, 2004; Chao et al., 2006).

En resumen, la consecuencia funcional de todas las alteraciones neurobioldgicas
descritas es una conectividad cerebral anormal y un limitado procesamiento de la
informacidn, lo que da lugar a la disfuncién cognitiva y conductual encontrada en las

personas con SD.
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1.6 El proceso neurodegenerativo asociado al SD

El 100 % de las personas con SD presentan a la edad de 40 afos una neuropatologia
idéntica a la encontrada en la EA. Sin embargo, sélo entre un 50-70% de los individuos
con SD desarrollan la demencia tipica de la EA, que se caracteriza por un deterioro
progresivo de las capacidades cognitivas y funcionales que implica a la memoria vy el
lenguaje, causando un grave deterioro en el desempefio de las actividades diarias en

las personas afectadas (Zigman y Lott, 2007).

Al igual que ocurre en la EA, a medida que avanzan en edad, las personas con SD
comienzan a manifestar neuropatologias como la atrofia cerebral (fundamentalmente
del I6bulo temporal medio, el cuerpo calloso y algunas areas corticales) (Teipel et al.,
2003), la disminucién de la densidad celular en los nucleos basales y la reduccion del
numero de espinas y su atrofia en las neuronas del hipocampo y la corteza (Dierssen et

al., 2009; Ferrer y Gullotta, 1990; Suetsugu y Mehraein, 1980).

Ademas, tanto en la EA como en el SD aparecen lesiones caracteristicas denominadas
placas seniles y ovillos neurofibrilares que conducen a la pérdida sinaptica y a la
degeneracidon neuronal. Las placas seniles son depdsitos extracelulares constituidos
por el péptido B-amiloide (Amyloid-B, AB) que procede de la protedlisis de la proteina
precursora del amiloide (Amyloid Precursor Protein, APP) llevada a cabo por diversas
secretasas (figura 1). Estos acumulos neurotdxicos estan constituidos esencialmente
por los péptidos insolubles AB40 y AB42. Dado que el gen APP se encuentra situado en
el HSA21, su sobreexpresion probablemente conduce al acimulo excesivo de AB en el
SD (Rumble et al, 1989; Wilcock y Griffin, 2013). Por su parte, los ovillos
neurofibrilares son agregados de la proteina Tau hiperfosforilada, una proteina que en
condiciones normales estd asociada a los microtubulos y permite el transporte
vesicular a través del axdn, pero que en condiciones patoldgicas produce lesiones
intracelulares. Esta alteracion, a pesar de ser una constante en ambas patologias,

presenta un patrén de fosforilacién distinto en cada una.

Las placas seniles y los ovillos neurofibrilares no aparecen simultaneamente en las
personas con SD. Si bien la presencia de AB se eleva precozmente, incluso durante la

infancia (Leverenz y Raskind, 1998), su acimulo se incrementa marcadamente a partir
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de los 30 afios, que es cuando empiezan a aparecer los ovillos neurofibrilares

(Wisniewski et al., 1985).

La hipotesis de la cascada amiloide (Hardy, 2002) propone que la acumulacion
progresiva de AP desde edades tempranas genera un ambiente altamente tdxico para
los tejidos adyacentes que daria lugar a lesiones que incrementarian el estrés oxidativo
y la respuesta inflamatoria, lo que retroalimentaria la patologia generandose mas
lesiones y potenciando la muerte neuronal y el deterioro cognitivo (Wilcock y Griffin,
2013). Los sistemas colinérgico y noradrenérgico son especialmente vulnerables a esta
situacién (Coyle et al., 1986) tanto en la EA como en el SD. Dado que las neuronas
colinérgicas del prosencéfalo basal conforman las principales inervaciones colinérgicas
del hipocampo y la corteza, su pérdida funcional parece estar implicada en el deterioro
de la memoria explicita y la atencion observado en el SD (Kishnani et al., 1999). Varios
estudios han demostrado una disminucién dependiente de la edad en el nimero de
neuronas colinérgicas en los cerebros de personas con SD (Godridge et al., 1987; Risser

et al., 1997), probablemente correlacionandose con el acumulo de las placas difusas.

El hecho de que todas las personas con SD presenten alteraciones neuropatoldgicas
como las descritas hasta ahora, pero que entre un 30 y un 50 % de ellos nunca lleguen
a presentar signos de demencia (Devenny et al., 1996; Schupf et al., 2003; Schupf y
Sergievsky, 2002; Schupf et al., 2006) sugiere que distintos factores genéticos,
epigenéticos, hormonales y ambientales también podrian tener un papel en la no

aparicion de demencia (Schupf y Sergievsky, 2002).

Por otro lado, en muchas personas con SD también se produce el acimulo cerebral de
a-sinucleina en forma de Cuerpos de Lewy paralelamente al desarrollo de la patologia
de tipo EA (Lippa et al., 1999). Los agregados fibrilares que forma esta proteina en el
citoplasma celular producen lesiones en las neuronas y en la glia y desencadenan
procesos neurodegenerativos comunes a los encontrados en la enfermedad de
Parkinson, la demencia con Cuerpos de Lewy y la atrofia multisistémica, que agravan

los procesos patoldgicos previamente descritos.
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Procesamiento amiloidogénico Procesamiento no amiloidogénico
4———_= 1 E

APP

SAPPB

sAPPa

Figura 1. Procesamiento celular del APP. (Adaptadd de Webb y Murphy, 2012) La proteina precursora
del amiloide puede ser procesada por una via amiloidogénica (izquierda) o una via canodnica (derecha). El
procesamiento candnico por la a-secretasa tiene como resultado la secrecién de un fragmento
extracelular largo, denominado sAPP. Es importante destacar que la escision del fragmento se produce
dentro del fragmento de péptido AR (azul claro), lo que previene su formacién. A continuacién, el
fragmento C-terminal unido a la membrana, denominado CTFa (C-Terminal Fragment ), es sustrato de
la y-secretasa. Esta escisién se produce dentro de la membrana, liberando el péptido extracelular corto
P3 y un dominio intracelular de APP (APP Intracellular Domain, AICD, naranja). El procesamiento
amiloidogénico se produce cuando APP interactua con la B-secretasa. Se genera entonces el SAPPB, y un
fragmento C-terminal mas largo, el CTFB. La escisidn del CTFB por la y-secretasa genera AR y AICD.

1.7 El cromosoma 21 humano y su aneuploidia: implicaciones genéticas

El HSA21 es el cromosoma humano mas pequefio, siendo su densidad de genes
relativamente baja. Es precisamente esta condicidn la que hace que su trisomia sea
compatible con la vida a diferencia de lo que ocurre con la mayoria de aneuploidias
humanas (Reeves, 2000). Aunque la composicion de su brazo corto aln no se conoce,
la secuenciacidn de su brazo largo reveld que este cromosoma contiene 552 genes de
los cuales al menos 242 codifican para proteinas y 142 son pseudogenes (Dierssen,

2012; Hattori et al., 2001).

Aunque estd ampliamente admitido que los distintos fenotipos de las personas con SD
son el resultado de la presencia de una copia adicional del HSA21, no estd tan claro
cuales son los mecanismos moleculares causantes de estas alteraciones. Asi, se han
propuesto dos hipétesis que tratan de explicar los efectos fenotipicos de esta
aneuploidia: la “hipdtesis de la amplificacion de la inestabilidad del desarrollo”
(Pritchard y Kola, 1999; Roizen y Patterson, 2003; Shapiro, 2001) y “la hipdtesis de la

dosis génica” (Ait Yahya-Graison et al., 2007; Delabar et al., 2006). La primera hipotesis
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propone que la trisomia del HSA21 conduce a la alteracién de la regulacion de la
homeostasis del desarrollo, originandose efectos inespecificos producto de la
sobreexpresion de cientos de genes, independientemente de cudles sean estos en
concreto (Shapiro, 1989). La hipdtesis de la dosis génica propone que el fenotipo
caracteristico del SD es debido a la sobreexpresidn de genes concretos y secuencias no
codificantes (micro RNAs (miRNAs), secuencias reguladoras, etc.) y a los efectos
epistaticos de genes localizados en otros cromosomas (Lyle et al., 2009; Sommer et al.,
2008). Ambas teorias no son mutuamente excluyentes. De hecho, se ha llegado a
proponer un modelo hibrido que plantea que ciertos genes criticos tienen poco o
ningun efecto aislados, pero que ejercen un efecto visible en el fenotipo
combinandose con los pequerios efectos de otros muchos genes desregulados (Reeves,

2001).

El hecho de que otras trisomias no generen sindromes similares al encontrado en el
SD, lo que descarta efectos inespecificos, y que ademas exista una correlacion entre
genotipo y fenotipo en individuos con trisomias parciales (Korbel et al., 2009; Lyle et
al., 2009; Papoulidis et al., 2014), hace que la hipdtesis de la dosis génica esté mas
aceptada. En consecuencia, la busqueda del origen de las alteraciones fenotipicas
encontradas en el SD se ha inclinado principalmente hacia la identificaciéon de genes
candidatos en el HSA21 cuya sobreexpresion sea crucial. Para ello se han utilizado dos
estrategias: i) el estudio genético de personas con trisomias parciales que presentan
los principales rasgos caracteristicos del SD vy ii) la construccion de modelos murinos
con trisomias parciales de diferentes regiones de cromosomas que contienen genes

ortélogos a los encontrados en el HSA21.

A partir de los resultados obtenidos en estos estudios se propuso la existencia de una
region génica minima en el HSA21, denominada Regidn Critica del Sindrome de Down
(Down Syndrome Critical Region, DSCR), que debia estar en trisomia para que se
manifestasen los rasgos mas importantes del SD (Delabar et al., 1993; Korenberg et al.,
1994; Rahmani et al., 1989). Sin embargo, desde hace afios existe un intenso debate en
torno a la existencia de tal regidn, ya que existen personas con trisomias parciales de
regiones del HSA21 que no incluyen la DSCR pero que presentan rasgos fenotipicos del

SD (Lana-Elola et al., 2011; Patterson, 2009). Ademds, en el estudio de un modelo
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murino que sobreexpresa la region ortéloga a la DSCR, el Ts1Rhr (ver apartado 3.1), no
se encontraron las alteraciones tipicas del SD en el hipocampo (Olson et al., 2007).
Actualmente se entiende esta region como una “regién de susceptibilidad” que puede
verse modificada por otros genes del HSA21 y otros cromosomas del individuo (Lyle et
al., 2009). Por lo tanto, los genes que conforman esta regién, aproximadamente 30,
han recibido mucha atencidon en numerosos estudios ya que son considerados buenos
candidatos a tener un importante papel en los fenotipos comunes encontrados en el

SD.

Otra estrategia empleada en la busqueda de genes candidatos consiste en realizar
estudios de expresion diferencial de genes entre células o tejidos euploides y
trisdmicos, procedentes tanto de muestras humanas (Ait Yahya-Graison et al., 2007;
Mao et al., 2005; Prandini et al., 2007) como de modelos murinos de SD (Dauphinot et
al., 2005; Kahlem et al., 2004; Lyle et al., 2004; Sultan et al., 2007). Estos estudios
demostraron un incremento medio de un 50 % en la expresién en numerosos genes
trisdmicos respecto a los euploides, tanto del HSA21 como del cromosoma 16 murino
(Mus Musculus 16, MMU16), que tiene gran homologia con el anterior. Sin embargo, la
mayoria de los genes presentan variabilidad interindividual en su expresidn, tanto en
las muestras trisémicas como euploides (Sultan et al., 2007). Estos resultados
permitieron establecer tres categorias de genes con diferentes niveles de expresién en
relacion a los euploides (Ait Yahya-Graison et al., 2007; Patterson, 2009; Prandini et al.,
2007; Sultan et al., 2007): i) los que presentan unos niveles de sobreexpresion
significativos con respecto a los euploides y poca variabilidad en su expresion. Se ha
propuesto que estos genes son buenos candidatos para ser responsables de algunos
rasgos fenotipicos comunes presentes en el SD (Gardiner, 2004; Prandini et al., 2007;
Sultan et al., 2007); ii) los que presentan cierto solapamiento en sus niveles de
expresion con los de los genes euploides. Estos genes podrian ser los responsables de
aquellos fenotipos variables presentes en el SD vy iii) aquellos genes que presentan
unos niveles de expresion indistinguibles de los de los genes euploides. Estos tendrian

un efecto modulador o un bajo efecto sobre los distintos fenotipos del SD.

Algunos genes considerados candidatos cuya sobreexpresidn podria contribuir al

desarrollo de distintas alteraciones anatomofuncionales del SNC son:
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1. SOD1 (Superoxide Dismutase 1) responsable de la formacion de la superéxido
dismutasa, enzima clave en el metabolismo de los radicales libres involucrados
en los procesos de estrés oxidativo observados en el SD (Capone et al., 2002;
Jovanovic et al., 1998).

2. APP que, como ya se menciond, participa en el desarrollo de la patologia de
tipo Alzheimer caracteristica del SD, pero cuya sobreexpresion contribuye
también en los defectos neurogénicos (Trazzi et al., 2011).

3. DSCR1 (Down Syndrome Critical Region 1)/ RCAN1 (Regulator of Calcineurin 1)
que codifica para una proteina inhibidora de la calcineurina implicada en el
estrés oxidativo neuronal y la disfuncion mitocondrial propia del SD (Porta et
al., 2007).

4. OLIG1 y OLIG2 (Oligodendrocyte Transcription Factor 1 y 2) que codifican para
factores de transcripcién implicados en la neurogénesis y la oligodendrogénesis
(Lu et al., 2002; Takebayashi et al., 2000; Zhou y Anderson, 2002) y en la
regulacién del numero de neuronas inhibitorias durante el desarrollo
embrionario en un modelo murino de SD (Chakrabarti et al., 2010).

5. DYRK1A (Dual specificity tyrosine phosphorylation regulated kinasa 1A) que
codifica para una proteina serina/treonina quinasa con importantes sustratos y
cuya manipulacién genética in vivo es objeto de estudio en este trabajo, por lo

que se profundizara en su descripcidn en apartados posteriores.

Ademas del efecto de los genes sobreexpresados, cada fenotipo concreto del SD
podria depender de la naturaleza y combinacién de diversos alelos. Por otro lado, la
interaccion entre genes del HSA21 y sus productos con el resto de genes y productos
del genoma del individuo también influirdn sobre el fenotipo final (Antonarakis y
Epstein, 2006; Antonarakis et al., 2004). Es decir, que el efecto de la sobreexpresiéon de
un gen o el nivel de sobreexpresién del mismo puede variar en funciéon del fondo

genético del individuo.

Ademas, las alteraciones fenotipicas no sélo dependen de genes codificantes para
proteinas como los descritos, sino que también son de vital importancia los
mecanismos reguladores a nivel transcripcional o post-transcripcional de los mismos,

por lo que recientemente ha cobrado gran relevancia el estudio de elementos no
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codificantes como los factores de transcripcion o multiples factores epigenéticos

(Sanchez-Mut et al., 2012).

Actualmente se sabe que el HSA21 alberga cinco miRNAs: miR-99a, let-7c, el miR-125b-
2, miR-155 y miR-802 (Griffiths-Jones et al., 2008). Estos pequefios RNAs no
codificantes juegan un importante papel como reguladores negativos post-
transcripcionales de la expresidon génica, uniéndose a RNAs mensajeros (mRNA) y
reprimiendo su traduccién y/o degradandolos (He et al., 2013). Asi pues, la
sobreexpresion de estos miRNAs podria conducir a la disminucion en la expresiéon de
ciertas proteinas en personas con SD y por tanto tener un importante papel en
diversos fenotipos (Elton et al., 2010; Keck-Wherley et al., 2011; Li et al., 2012; Siew et
al., 2013).
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Figura 2. Esquema de la estructura del cromosoma 21 humano. Fuente: www.emsembl.org
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2. DYRK1A, un gen candidato para el SD

Numerosos estudios apoyan el papel del gen DYRKIA en distintas alteraciones
fenotipicas del SD, en especial los procesos cognitivos. Su localizacién en la DSCR, su
distribucién en el SNC, su dilatada interaccidn con la maquinaria celular y su influencia
en eventos neuromorfoldgicos y funcionales que participan en los procesos cognitivo-
conductuales, hacen que en la busqueda de las bases patogénicas del SD, el estudio de

este gen y las consecuencias de su desregulacion suscite especial interés.
2.1 Elgen

El gen DYRK1A se encuentra localizado en la region g22.13 del HSA21, formando parte
de la ya descrita DSCR. Su secuencia se extiende a lo largo de 150 kb, y contiene 17
exones que codifican para un transcrito mayoritario que origina una proteina de 763
aminoacidos que por splicing alternativo da lugar a otra isoforma de 754 aminoacidos

gue no difiere funcionalmente de la primera.
2.2 La proteina

La proteina DYRK1A, de aproximadamente 90 KDa, forma parte de la familia DYRK, una
familia evolutivamente muy conservada de proteinas eucariotas que se caracteriza por
su actividad quinasa y su especificidad dual, ya que estas proteinas catalizan la
fosforilacién de residuos de serina y treonina en sus sustratos. Ademas, todas estas
proteinas comparten cerca del dominio catalitico un motivo especialmente rico en
residuos acidicos conocido como “DYRK homology (DH)-box”, posiblemente
relacionado con la estructura terciaria de la proteina (Becker y Joost, 1999; Himpel et
al., 2001). El dominio quinasa de DYRK1A se encuentra en el centro de la estructura
primaria de la proteina e incluye un motivo con 4 leucinas que podria estar implicado
en la interaccion de la proteina con ADN o con otras proteinas. Ademas, posee una
region de poli-histidina que participa en su translocacién al nucleo y dos sefiales de
localizacion nuclear (Nuclear Localization Signal, NLS), una situada en el N-terminal y
otra dentro del propio dominio catalitico (Alvarez et al., 2003), lo que revela que tiene
tanto actividad citoplasmatica como nuclear, tal y como se describe en el apartado 2.4.

En su regidn carboxiterminal presenta un regidn rica en serinas y treoninas y un
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dominio rico en prolina, glutamico, serina y treonina (PEST), tipicamente asociado al

control de la estabilizacion proteica y su degradaciéon (Rechsteiner y Rogers, 1996).

NLS DH QUINASA PEST His S/T
o e i [l
. NLS '

Figura 3. Representacion esquemadtica de la proteina DYRK1A.
(Adaptado de Arbonés y De la Luna, Atlas of Genetics and Cytogenetics
in Oncology and Haematology, 2011) NLS: sefial de localizacién nuclear,
DH: DYRK homology (DH)-box, His: regién de poli-histidina, S/T: region
rica en serinas y treoninas.

2.3 Activacion y regulacion

Para completar su activacién, DYRK1A previamente debe autofosforilarse en el residuo
tirosina Y321; sélo entonces podra comenzar a fosforilar residuos de treonina o serina
en sus sustratos (Becker y Sippl, 2011). Esta capacidad de auto-fosforilacién es
independiente de otros dominios y de la presencia de cofactores y se pierde cuando la
proteina estd completamente traducida (Lochhead et al., 2005). Sin embargo, la
regulacién de la proteina y su actividad no se ejerce a través de este mecanismo de
activacion, sino que parece depender de cambios en los niveles de su expresion génica
y modificaciones en su mRNA, teniendo lugar importantes consecuencias fenotipicas a
partir de pequefias variaciones en su concentracion (Dierssen y de Lagran, 2006;

Kurabayashi et al., 2010; Maenz et al., 2008; Moller et al., 2008).

La acumulacion de DYRK1A depende de distintos elementos reguladores, tanto
positivos como negativos entre los que se encuentran la proteina activadora 4, el AB,
E2F1 (E2F transcription factor 1) o NFATcl (Nuclear Factor of Activated T-cells
cytoplasmic 1). Existe ademds un mecanismo adicional de control sobre su actividad
mediante la interaccién de DYRK1A con otras proteinas. Tal es el caso de la proteina
14-3-3B, que es capaz de duplicar su actividad catalitica mediante su unién a un
residuo de serina auto-fosforilado en el dominio C-terminal de DYRK1A (Alvarez et al.,
2007); o las proteinas SPRED (Sprouty-related protein EVH1 domain), que interaccionan

con el dominio catalitico de DYRK1A e inhiben su fosforilacién (Li et al., 2010).
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2.4 Localizacion subcelular

DYRK1A es una quinasa con un amplio rango de distribucion celular. Son muchos los
sustratos descritos a nivel nuclear y citosdlico para esta proteina (ver tabla 1) lo que

sugiere una extensa participacion en numerosos procesos fisioldgicos y patoldgicos.

En el cerebro de ratén, Dyrk1A esta presente en el nucleo y el citoplasma de neuronas
y células gliales (Hammerle et al., 2008; Marti et al., 2003). En el pollo se ha descrito un
cambio de localizacion de Dyrk1A del nucleo al citoplasma durante la diferenciacion de
las células de Purkinje (Hammerle et al., 2003). También se ha encontrado esta doble
localizacion subcelular en neuronas humanas, aunque en astrocitos y células
vasculares solo se ha encontrado a nivel citoplasmatico (Wegiel et al., 2004). Es decir,
gue segun la naturaleza celular y la estructura anatdomica, DYRK1A ejerceria distinto

papel funcional.

A nivel neuronal, su localizacién nuclear se relaciona con la capacidad de fosforilar
diferentes factores de transcripcion y por tanto regular su actividad; entre ellos CREB
(CAMP Response Element-Binding) y NFATc, ambos muy vinculados a procesos
cognitivos (Arron et al., 2006; Kim et al., 2004; Yang et al., 2001), o factores de splicing,
como la subunidad SAP155 del SF3b (Splicing Factor 3b) y ASF (Alternative Splicing
Factor) (de Graaf et al., 2006; Shi et al., 2008). A nivel citoplasmatico, DYRK1A se
encuentra localizado en el soma neuronal y las dendritas. Tanto en humanos como en
ratones, la mayor parte de la proteina se encuentra asociada al citoesqueleto
(Kaczmarski et al., 2014), participando en la migracion, la diferenciacion y la
maduracion de las células progenitoras neuronales (Mazur-Kolecka et al., 2012), en la
morfogénesis neuronal (Martinez de Lagran et al., 2012), en el crecimiento y la
diferenciacién del arbol dendritico (Hammerle et al., 2003) o en el reciclaje de
vesiculas y la transmision sinaptica (Chen-Hwang et al., 2002; Wegiel et al., 2004);

todos estos procesos estan alterados en el SD.

DYRK1A es una proteina de gran versatilidad funcional cuyo papel no sélo depende de
su localizacion celular sino también del momento en que se expresa, pues participa

tanto en procesos relacionados con el desarrollo celular como con su respectivo
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potencial funcional. La tabla 1 resume los sustratos de DYRK1A, asi como su

localizacion y su funcion.

Tabla 1. Sustratos de DYRK1A. Adaptado y actualizado de Dierssen y De Lagran (2006).

Sustrato

Localizacion

Subcelular

Funcion

Referencia

14-3-3

Amphiphysin 1

APP

Arip 4 (Androgen
Receptor Interacting

Protein 4)

Caspasa 9

Ciclina D1

Ciclina L2

CREB

Dinamina 1

elF2Be (Eukaryotic
Initiation Factor

2Bepsilon)

FKHR (Forkhead)

Glil

Glycogen Synthase

48

Nuclear/Citosdlica

Citosolica

Citosodlica/Nuclear

Nuclear

Citosdlica
(mitocondrial)

Nuclear

Nuclear

Nuclear

Citosolica

Nuclear/Citosdlica

Nuclear

Citosolica/Nuclear

Citosolica

Regulacion del andamiaje
Proteccion de protedlisis
Desfosforilacién y secuestro de
proteinas diana
Regulacion del aparato endocitico
Migracion de precursores
neuronales
Degradacién de B-catenina

Regulador transcripcional

Regulacion de la transcripciéon

mediada por hormonas tiroideas

Componente de la via intrinseca
apoptdtica mitocondrial
Regulacion del ciclo celular y la
diferenciacién neuronal
Regulacion transcripcional
relacionado con el splicing de pre-
mRNA
Desarrollo y diferenciacion
neuronal
Plasticidad sinaptica
Regulacion del ensamblaje del

aparato endocitico

Regulacion del inicio de la

traduccién del mRNA

Control de la expresion génica

mediada por insulina

Regulacion de la apoptosis mediada

por factores de supervivencia
Regulacion transcripcional

Regulacion del metabolismo de la

glucosa

(Alvarez et al., 2007; Kim et

al., 2004)

(Murakami et al., 2006)

(Park et al., 2007; Ryoo et

al., 2007)

(Sitz et al., 2004)

(Seifert et al., 2008)

(Chen et al., 2013; Soppa et
al., 2014)

(de Graaf et al., 2004)

(Yang et al., 2001)

(Chen-Hwang et al., 2002;
Huang et al., 2004b)

(Woods et al., 2001)

(Chang et al., 2007; Matsuo
et al., 2001; von Groote-

Bidlingmaier et al., 2003)

(Morita et al., 2006)

(Skurat y Dietrich, 2004)



Hip 1 (Huntingtin

Interactin protein 1)

Histona H3

MAP1B

Munc18-1

NFATc

N-WASP

p27

p53

Presenilina 1

RCAN1

Septina 4

SIRT1

Sprouty2

STAT3 (Signal Transducer

and Activator of

Transcription 3)

Synaptojanin 1

a-Synuclein

Tau

Papel en endocitosis y mantenimiento

Citosolica
del esqueleto de actina
Formacién de nucleosomas
Nuclear
Remodelacion de la cromatina
Regulacion de dinamica de microtubulos
Citosolica

en axones en crecimiento

Regulacion de la exocitosis de vesiculas
sinapticas
Regulacion del desarrollo y
Nuclear/Citosélica organogénesis
Plasticidad sindptica
Regulacion de la polimerizacion de la

actina y su dindmica

Regulacion del ciclo celular y la

Nuclear
diferenciacién neuronal
Implicado en la regulacién del ciclo
Nuclear
celular y la apoptosis
Citosdlica Componente del complejo y-secretasa
Regulacion en la formacion de agregados
caracteristicos de enfermedades
neurodegenerativas
Citosdlica GTPasa
Supervivencia celular
Nuclear Acoplamiento estado metabdlico celular
a regulacion génica
Regulador negativo de la sefializacion
Citosdlica
por receptores tirosina quinasa
Nuclear Activacion de transcripcion
Reciclaje de vesiculas sinapticas
Citosdlica
endociticas
Posible implicacién en la regulacién de la
Citosdlica sintesis de dopamina
Enfermedad de Parkinson
Regulacion de la dindmica de
Citosdlica microtibulos

Enfermedad de Alzheimer

Introduccion

(Kang et al., 2006)

(Himpel et al., 2000)

(Scales et al., 2009)

(Park et al., 2012b)

(Arron et al., 2006;
Gwack et al., 2006)

(Park et al., 2012a)

(Soppa et al., 2014)

(Park et al., 2010)

(Ryu et al., 2010)

(Jungetal., 2011;
Song et al., 2013)

(Sitz et al., 2008)

(Guo et al., 2010)

(Aranda et al., 2008)

(Matsuo et al., 2001)

(Adayev et al., 2006)

(Kim et al., 2006)

(Park et al., 2007;
Ryoo et al., 2007;
Woods et al., 2001)
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2.5 Patron espacio-temporal de DYRK1A en el SNC

La proteina DYRK1A presenta un patron de expresién diferencial en las distintas
estructuras cerebrales, variando a su vez temporalmente segun se trate de estadios
tempranos del desarrollo o durante etapas mas avanzadas del desarrollo o edad
adulta. Asi, en cerebros humanos en estadios embrionarios esta quinasa se encuentra
distribuida uniformemente en todo el SNC, mientras que en adultos su expresidn se
restringe enormemente, encontrandose especialmente expresada en las capas
superficiales de la neocorteza, en las neuronas piramidales del area CA1l del
hipocampo, el ndcleo caudado y el tdlamo (Guimera et al., 1999; Guimera et al., 1996;
Song et al., 1996). Todas estas estructuras presentan anomalias anatomofuncionales

en el SD.

En el cerebro de raton, el patron espacio-temporal es ligeramente distinto al humano,
expresandose de manera ubicua en estadios embrionarios y pasando a expresarse
durante la etapa adulta sobre todo en areas concretas como el bulbo olfatorio, el
cerebelo, la corteza cerebral, la capa de células piramidales del hipocampo y varios
nucleos hipotalamicos (Guimera et al., 1996; Hammerle et al., 2008; Marti et al.,
2003). En ratén se ha encontrado, ademas, un patrén especifico de expresion temporal
de DYRK1A en el cerebro durante la etapa embrionaria, siendo esta proteina
expresada en cuatro fases secuenciales: i) expresidon transitoria en progenitores
proneurogénicos, ii) expresiéon en progenitores neurogénicos dependiente del ciclo
celular, iii) expresion transitoria en neuronas “recién nacidas” y iv) expresion
persistente en neuronas diferenciadas (Hammerle et al., 2008). En consecuencia,
DYRK1A podria ser un elemento clave en la maquinaria que acopla los eventos
secuenciales acontecidos durante el desarrollo neuronal (desde la progresion del ciclo

celular a la dendritogénesis).

La existencia de variaciones estructurales y temporales en la expresion de esta
quinasa, junto con el hecho de que los elevados niveles de DYRK1A encontrados en
estadios tempranos se van reduciendo en etapas postnatales, sugiere que DYRK1A en
estadios tempranos juega un importante papel en el neurodesarrollo, participando en
la proliferacion y maduracién celular, mientras que en el adulto su rol es

fundamentalmente funcional, colaborando en los procesos cognitivos y motores. Por
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lo tanto, la sobreexpresion de DYRK1A alteraria todos estos procesos y tendria

importantes consecuencias neuropatoldgicas en el SD.
2.6 Papel de DYRK1A en el neurodesarrollo y en el funcionamiento cerebral adulto

La primera evidencia que vinculd el gen DYRK1A al desarrollo del SNC fue el estudio de
su ortélogo en mosca, el gen minibrain (mnb). Los mutantes de Drosophila para este
gen presentaban una marcada reduccion en el nimero final de neuronas y una
importante disminucion de los I6bulos 6pticos y los hemisferios cerebrales centrales
(Tejedor et al., 1995). Asi pues, dado que DyrklA es una quinasa muy conservada

evolutivamente, se procedio a al estudio del papel de su gen ortdlogo en vertebrados.

En el ratén Dyrk1A+/', haploinsuficiente para el gen (ver apartado 3.5.2), se encontré el
mismo patrén que en Drosophila: un nimero menor de neuronas y una reduccidn en
el tamafio del cerebro, con especial afectacidon de algunas areas (Fotaki et al., 2002).
En modelos murinos que sobreexpresan este gen, Unicamente o junto con otros genes,
también se encontraron variaciones en el tamafio cerebral y la densidad neuronal (Ahn
et al., 2006; Belichenko et al., 2009a; Branchi et al., 2004; Guedj et al., 2012; Sebrie et
al., 2008). Sin embargo, aunque todos los modelos estudiados presentaron
alteraciones, los resultados revelados sobre el tamafio cerebral fueron muy
heterogéneos. En cualquier caso, la sobreexpresion de Dyrk1A en todos ellos sugiere la

participacién de este gen en dichos fenotipos.

Dyrk1A esta relacionado no sdlo con el control del crecimiento cerebral y sus distintas
regiones durante el desarrollo, sino también con la proliferacion celular (Guedj et al.,
2012). Existen numerosas evidencias moleculares de la participacion de DyrklA en
procesos proliferativos y neurogénicos. Por ejemplo, recientemente se ha constatado
el efecto de la dosis del gen sobre el ciclo celular, ya que Dyrk1A controla la relacion
entre la ciclina D1 y los niveles de p21, determinantes para guiar a las células hacia la
entrada del ciclo celular o hacia un estado de reposo (Chen et al., 2013). Por lo tanto,
la desregulacion de la quinasa podria ser responsable de la alteracion de la
proliferaciéon celular relacionandosela con los defectos neurogénicos caracteristicos del
SD. Ademas, la sobreexpresion de Dyrk1A deteriora el ciclo celular en progenitores

neuronales del hipocampo de rata mediante la fosforilacion de p53 (Park et al., 2010).
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Asi mismo, los progenitores neurales adultos del ratén Dyrk1A+/’ presentan defectos en

su auto-renovacion (Tejedor y Hammerle, 2011).

Por otro lado, hay numerosas evidencias del papel de este gen en la diferenciacion
neuronal. Se ha descrito que en etapas tempranas de la diferenciacion neuronal,
Dyrk1A fosforila la proteina Notch atenuando su sefializacién en lineas celulares.
Durante la neurogénesis, las células en las que se activa la sefializacion de Notch
permanecen como progenitores, mientras que aquellos en los que disminuye la
actividad de Notch se diferencian en neuronas. Por lo tanto, la sobreexpresién de
Dyrkl1A podria contribuir al silenciamiento de la via, impidiendo la correcta

diferenciacién neuronal (Fernandez-Martinez et al., 2009; Tejedor y Hammerle, 2011).

Existen también evidencias del papel de este gen en el desarrollo neuritico (Gockler et
al., 2009). DyrklA se concentra en la parte apical de las dendritas durante la
diferenciacién de las neuronas, participando en la dendritogénesis neuronal
(Hammerle et al., 2003; Hammerle et al., 2008). Ademas, en el cono dendritico Dyrk1A
co-localiza con uno de sus sustratos, la proteina dinamina 1, que participa en el trafico
de vesiculas sinapticas y esta implicada también en el crecimiento neuritico. Por otro
lado, la reduccién del nimero de copias de este gen en los ratones Dyrk1A+/‘ produce
una reduccién del tamafio y ramificacion de las neuronas piramidales de la corteza
(Benavides-Piccione et al., 2005) y una disminucidn en el nimero de espinas (Martinez
de Lagran et al., 2007). Ademas, estudios realizados en cultivos celulares de neuronas
corticales de un modelo de ratén que sobreexpresa Unicamente Dyrk1A (TgDyrk1A, ver
apartado 3.5.1) demostraron caracteristicas dendriticas similares a las encontradas en
personas con SD, como la disminucion del crecimiento de las neuritas y la
sinaptogénesis asi como defectos en la dindmica de actina en las espinas dendriticas
(Martinez de Lagran et al., 2012). Por ultimo, recientemente se ha demostrado que la
morfologia dendritica de las neuronas piramidales de las capas profundas de la corteza
prefrontal de un modelo de ratdn transgénico que sobreexpresa Dyrk1A esta también

alterada (mBACtgDyrk1A, ver apartado 3.4) (Thomazeau et al., 2014).

Otro de los procesos en los que también se ha implicado a Dyrk1A es la funcion
sinaptica neuronal. Este hecho parece ser debido a su papel en el reciclaje de vesiculas

sinapticas por fosforilar proteinas implicadas en la maquinaria endocitica celular como
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la anfifisina 1, la dinamina 1 y la endofisina 1 entre otras (Adayev et al., 2006; Chen-
Hwang et al., 2002; Huang et al., 2004; Murakami et al., 2006) o por su participacion
en la sinaptogénesis. Las neuronas piramidales de la corteza de los ratones Dyrk1A+/'
presentaban alteraciones en los componentes pre- y post-sindpticos de la transmision
dopaminérgica (Martinez de Lagran et al., 2007). Ademads, Dyrk1A esta involucrado en
el desequilibrio de sinapsis excitadoras e inhibidoras encontradas en el SD,
encontrdndose un mayor numero de sinapsis inhibidoras y un menor nimero de
sinapsis excitadoras en esta condicion. Un reciente estudio ha demostrado que los
marcadores de estos dos tipos de sinapsis varian segun la dosis génica de Dyrk1A

(Souchet et al., 2014).

Por ultimo, Dyrk1A ejerce un papel regulador negativo en la via apoptética de la retina
en desarrollo, fosforilando para ello la caspasa 9 y ejerciendo un efecto protector
frente a la muerte celular (Laguna et al., 2008). Estudios posteriores en la misma linea
demostraron que la triplicaciéon de DyrklA es necesaria y suficiente para causar el
fenotipo alterado de la retina caracteristico del SD en un modelo de ratén trisémico
(mBACtgDyrk1A, ver apartado 3.4), relacionandose con alteraciones en la apoptosis
mediada por la caspasa 9 durante el desarrollo (Laguna et al., 2013). Ademas, también
se ha demostrado la relacion de DyrklA con la supervivencia de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra mediante la restriccion de la actividad de la via
intrinseca apoptética (Barallobre et al., 2014). Por lo tanto, aunque todavia no se ha
confirmado este hallazgo en otras estructuras del SNC, en modelos animales de SD no
debe descartarse que Dyrk1A tenga también un papel en la supervivencia celular y por
lo tanto en la reduccidon en el niumero de neuronas y el tamafio de distintas areas del

cerebro y cerebelo encontrados en el SD (Laguna et al., 2013).
2.7 Papel de DYRK1A en los procesos cognitivos y conductuales

Dada la participaciéon de DyrklA en la neuroproliferacién, la dendritogénesis, la
formacién de espinas dendriticas y la sinaptogénesis, dando lugar a un consiguiente
deterioro de la plasticidad sinaptica, la sobreexpresion de este gen origina alteraciones
durante el desarrollo e importantes defectos funcionales en la etapa adulta. Todos
estos efectos, tempranos y tardios, conducen a una conectividad cerebral deficiente, lo

gue impacta profundamente en los procesos cognitivos y da lugar a las alteraciones en
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el aprendizaje y la memoria propias del SD. Asimismo, el hecho de que algunos de sus
sustratos, como CREB o NFATc, estén implicados en procesos cognitivos también

apoya su papel en la cognicién (Arron et al., 2006; Yang et al., 2001).

Ademas, como se ha mencionado anteriormente, en la etapa adulta la expresion de
este gen presenta diferencias anatdmicas tanto en humano como en ratdn,
restringiéndose su expresién a regiones del SNC concretas relacionadas con funciones
cognitivas especificas. Por ejemplo, su expresion en areas relacionadas con el control
motor como el cerebelo, la medula espinal y ndcleos motores en raton (Marti et al.,
2003) fue interpretada como la participacién del gen en procesos motores. Sin
embargo, como se describié el apartado 1.4, actualmente el cerebelo se relaciona
también con multiples procesos cognitivos como el aprendizaje y la plasticidad
sinaptica, lo que sugiere la implicacion de Dyrk1A también en estas funciones (Manto,
2006; Rochefort et al., 2013; Strick et al., 2009). Por otro lado, la expresién de Dyrk1A
en humanos y raton en areas relacionadas con el aprendizaje y la memoria como la
neocorteza cerebral o el hipocampo, sugieren su implicacién directa en las alteraciones
de procesos cognitivos (Guimera et al., 1996; Hammerle et al., 2008; Marti et al., 2003;

Wegiel et al., 2004).

El hecho de que modelos murinos que sobreexpresan Dyrk1A (de forma aislada o junto
a otros genes) muestren también alteraciones en el procesamiento de la informacién y
un deterioro conductual, como la hiperactividad (ver seccién 3), vincula nuevamente el
gen a estas funciones (Reeves et al., 1995; Sago et al., 1998; Yu et al., 2010b). Por otro
lado, en modelos murinos en los que la dosis de DyrklA fue manipulada,
disminuyéndose o sobreexpresdandose (ver apartado 3.5), también se encontraron
defectos en la plasticidad sindptica y alteraciones cognitivas relevantes (Altafaj et al.,
2001; Arqué et al., 2008; Thomazeau et al., 2014), lo que apoya la hipdtesis de la

importancia de este gen en los procesos de aprendizaje y memoria.

2.8 Papel de DYRK1A en los procesos neurodegenerativos

Como ya se comentd en el apartado 1.6, una de las principales caracteristicas
neuropatologicas del SD es la aparicion temprana de sintomas propios de la EA,

caracterizada por la formacion de placas seniles amiloides y ovillos neurofibrilares. Asi,
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existen numerosas evidencias de la participacion de DYRKIA en los procesos
neurodegenerativos asociados al SD, tales como la degeneracién colinérgica, la
degeneracidon neurofibrilar producida por la hiperfosforilacién de Tau, el acumulo
amiloide debido a la fosforilacion de APP y la formacidén de cuerpos de Lewy por la

fosforilacién que esta quinasa realiza en la a-sinucleina.

El papel de Dyrk1A en las tautopatias se describidé por primera vez cuando se demostré
gue la quinasa fosforilaba el residuo treonina 212 de Tau en un ensayo in vitro (Liu et
al., 2008; Park y Chung, 2013; Woods et al., 2001). Posteriormente se describieron
hasta 11 residuos mads de Tau cuya fosforilacion es catalizada por Dyrkl1A. También se
han encontrado evidencias in vivo de su rol fisiolégico en la hiperfosforilaciéon de Tau
en ratones transgénicos que sobreexpresaban uUnicamente DyrklA (TgDyrklA, ver
apartado 3.5.1) (Ryoo et al., 2007), en ratones con trisomia parcial que tienen
triplicado el gen Dyrk1A entre otros (Ts65Dn, ver apartado 3.1) (Liu et al., 2008), en
animales ancianos de un modelo murino transcromosémico (Tcl, ver apartado 3.3)
(Sheppard et al., 2012) y en la corteza temporal de pacientes con SD (Liu et al., 2008;
Qian et al.,, 2013). Estos resultados indican que la sobreexpresion de DyrklA
contribuye en la acumulacion de ovillos neurofibrilares y su consecuente

neurotoxicidad (Park y Chung, 2013).

La copia extra de APP y su sobreexpresion parece ser la principal causa de la aparicidn
temprana de amiloidosis en el cerebro de personas con SD. Sin embargo, existen
estudios experimentales que revelan la participacién de DYRKIA en este proceso,
precisamente interaccionado con APP. DYRK1A fosforila APP en Thr668 in vitro y en
células de modelo de raton que sobreexpresa el gen DYRK1IA humano (hBACtgDyrk1A,
ver apartado 3.5.1) (Ryoo et al., 2008). Esta fosforilacion parece facilitar la escision de
APP por la B-secretasa 1 (Beta-secretase 1, BACE1) y la y-secretasa, por lo que se
produce una elevada acumulacién de los péptidos neurotoxicos AB40 y AB42 (Lee et
al., 2003; Vingtdeux et al., 2005; Wegiel et al., 2011). Por lo tanto, la sobreexpresion
de DYRK1A fosforila en exceso APP, que a su vez estd también sobreexpresado, lo que

conduce a una cascada de acumulacion de AB.

Al igual que ocurre en la EA, la degeneracion de las vias colinérgicas tiene un papel

fundamental en el neuroenvejecimiento del SD. El ratdn Ts65Dn, con una trisomia
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parcial que incluye al gen Dyrk1A, presenta alteraciones en la memoria y el aprendizaje
relacionadas con la degeneracién colinérgica (Granholm et al., 2000; Hunter et al.,
2003), por lo que la quinasa quiza también podria tener un papel en este proceso.
Estudios in vitro han revelado que la reduccion de la expresion proteica de Dyrk1A en
células trisomicas derivadas del cortex de raton rescata la expresion de la
colinoacetiltransferasa (Choline acetyltransferase, ChaT), por lo que existen indicios de

la vinculacidn del gen a la degeneracidn del sistema colinérgico (Hijazi et al., 2013).

Por ultimo, existen también evidencias de la contribucidén de Dyrk1A en el acimulo de
otros elementos téxicos asociados al envejecimiento en el SD, como la agregacién y
fibrilizacion de a-sinucleina en los cuerpos de Lewy, mediante su fosforilacion en el
residuo ser87 (Kim et al., 2006). Estos acimulos tienen un efecto pro-apoptético y son
un importante desencadenante de cascadas neurodegenerativas (lhara et al., 2007;

Sitz et al., 2008).
3. Modelos murinos para estudiar el Sindrome Down

A la hora de vislumbrar la enorme complejidad anatomofisioldgica del SD y disefiar
alternativas terapéuticas, los modelos murinos de SD han supuesto un pilar
fundamental, pues reproducen muchas de las alteraciones fenotipicas de este

sindrome.

Existe una gran similitud entre el genoma del ratén y el humano, siendo muchas las
regiones sinténicas compartidas entre ambos. De los aproximadamente 552 genes que
contiene el brazo largo del HSA21, 166 son ortélogos a genes localizados en regiones
sinténicas pertenecientes a tres cromosomas murinos: el MMU16 (110 genes
ortélogos, incluyendo al gen Dyrk1A), el MMU17 (19 genes ortdlogos) y el MMU10 (37
genes ortdlogos) (Mural et al., 2002; Sturgeon y Gardiner, 2011). Asi pues, basandose
en estas homologias, se han seguido diversas estrategias en la generacion de modelos
murinos (figura 4), abarcando desde i) la generacion de ratones portadores de una
copia extra total o parcial del MMU16 o un HSA21 casi completo, ii) la introduccién de
regiones acotadas del HSA21 (lo que permite estudiar la cooperacién entre varios

genes) y iii) el incremento, normalizacién o reduccién en el nimero de copias de genes
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Unicos, como es el caso de Dyrk1A, para estudiar tanto su funcion fisiolégica como su

contribucion a los distintos fenotipos del SD.

A continuacion se describen distintos modelos murinos de SD, haciendo especial

hincapié en aquellos que incluyen la manipulacion genética de Dyrk1A.
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Figura 4. Representacién esquematica del HSA21 y las regiones ortélogas murinas del
MMU16 (azul), MMU17 (rojo) y MMU10 (amarillo) y de la extension de la trisomia en los
diferentes modelos murinos de SD. El circulo negro indica el centrémero y el rectangulo
naranja la posicién aproximada de la DSCR. Figura modificada de (Lana-Elola et al., 2011;
Rueda et al., 2012).

3.1 Modelos murinos trisomicos, totales o parciales, del MMU16

El primer modelo de ratéon de SD, generado por translocacién robertsoniana
espontdnea, fue el Tsl6. Este ratdn contiene una copia completa del MMU16 (Gropp
et al., 1975) que representa aproximadamente el 80% del HSA21. Sin embargo, este
cromosoma murino también presenta sintenias con otras regiones de los cromosomas
humanos HSA3, HSA8 y HSA16 lo que compromete mucho su valor experimental, pues
presenta genes no triplicados en SD. Por otro lado, los embriones Ts16 mueren in

utero, por lo que no es posible el estudio de rasgos fenotipicos adultos. A pesar de ello,
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este modelo ha permitido el estudio de importantes alteraciones inherentes al

desarrollo como la morfogénesis cerebral o las malformaciones cardiacas.

La siguiente estrategia fue desarrollar modelos con trisomias parciales del MMU16 que
sobreviviesen a la etapa adulta. Surgid asi el ratén Ts65Dn, viable, longevo y que es en
la actualidad el modelo mas utilizado y mejor caracterizado de SD (Davisson et al.,
1993). Este raton fue generado por una translocacion reciproca no robertsoniana entre
los cromosomas MMU16 y MMU17 por lo que es portador de una trisomia parcial para
el MMU16, concretamente desde el gen Mrp139 hasta el gen Znf295 y contiene
aproximadamente 92 genes ortdlogos a genes del HSA21 (Sturgeon y Gardiner, 2011).
Sin embargo, el ratén Ts65Dn también es portador de una trisomia segmentaria del
MMU17 que comprende 60 genes no homdlogos al HSA21 (Duchon et al., 2011), es
decir, sobreexpresa un grupo de genes no triplicados en el SD. A pesar de ello, hasta el
momento es el modelo murino de SD que comparte un mayor niumero de alteraciones
fenotipicas del SD, especialmente a nivel del SNC, siendo por ello el mas ampliamente
estudiado y una importante herramienta en la comprensién de las alteraciones
anatomofisioldgica del SD durante las etapas de la vida pre- y post-natales. Por otro
lado, su trisomia parcial contribuye enormemente a la hora de encontrar genes dosis
dependientes de especial relevancia en el SD, como es el caso de Dyrk1A. Puesto que
se trata del modelo murino empleado en el presente trabajo, en el apartado 3.1.1 se

describira su fenotipo detalladamente.

Existen ademas otros modelos con trisomia parciales, como el ratén Ts2Cje, que porta
el mismo segmento del MMU16 triplicado que el Ts65Dn pero translocado en el
cromosoma 12 (Villar et al., 2005). El ratédn Ts1lCje presenta una trisomia de una
porcién menor del MMU16 que contiene 81 genes localizados en la region que se
encuentra entre los genes Sod1 y Znf295. Este ratén también ha sido ampliamente
caracterizado y presenta fenotipos menos alterados que los encontrados en el modelo
Ts65Dn (Sago et al., 1998). El ratdn Ms1Ts65, obtenido a partir del cruce entre los
modelos murinos Ts65Dn y Ts1Cje, tiene una trisomia parcial de 33 genes situados en
el MMU16 que comprende el segmento entre los genes App a Sod1 (Sago et al., 2000).
Por otro lado, para evaluar el efecto de la DSCR se generd el ratéon Ts1Rhr, modelo

trisdmico para la region Cbri1-Orf9 del MMU16, que incluye 33 genes de la misma. Este
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ratén no presenta ni el fenotipo craneofacial ni los defectos cognitivos del modelo
Ts65Dn. Sin embargo, al deleccionar la regién Cbri-Orf9 al ratén Ts65Dn éste no
mostré ninguna alteracion en una prueba de aprendizaje espacial, por lo que se
concluyé que la DSCR es necesaria pero no suficiente para la aparicion de las
alteraciones de los procesos de aprendizaje y memoria encontradas en el SD. Por
ultimo, recientemente se ha creado un ratén trisémico para la regién del MMU16 que
contiene todos los genes ortélogos (110) a los del HSA21 (entre los genes Lipi y

Zfp295): el ratén Dp(16)1Yey/+.

3.1.1 El ratén Ts65Dn como modelo de SD: neurobiologia y alteraciones cognitivo-

conductuales

Como ya se comentd anteriormente, el ratén Ts65Dn (TS) es el modelo murino de SD
mas ampliamente estudiado y utilizado, pues ademas de ser un ratén viable presenta
muchas de las alteraciones fenotipicas de las personas con SD, abarcando desde el
fenotipo cognitivo hasta la patologia de tipo EA. La tabla 2 resume las principales

similitudes fenotipicas entre el ratdon TS y el SD.

Al igual que en la especie humana, los machos TS son estériles. Por su parte, las
hembras son fértiles y transmiten la trisomia a su descendencia con una frecuencia
aproximada del 35%, que es menor de la esperada debido a que existe una elevada
mortalidad perinatal de este ratén (Roper et al., 2006b). Por otro lado, tanto el ratén
TS como las personas con SD presentan anomalias similares en su sistema
inmunolégico (Lorenzo et al., 2013; Paz-Miguel et al., 1999). Respecto al fenotipo
anatdmico grueso, el raton TS adulto presenta cambios en la forma y el tamano del
craneo similares a los encontrados en las personas con SD, como son la presencia de
una mandibula reducida, la braquicefalia, la reduccion del craneo, la distancia
interorbital acortada y la reduccidn rostral (Richtsmeier et al., 2002). También se han
observado deficiencias estructurales y mecanicas en el esqueleto apendicular de los
ratones TS, como una menor densidad y resistencia dsea, debidas a alteraciones en el

desarrollo dseo y la homeostasis (Blazek et al., 2011).

Desde un punto de vista conductual, este ratdn no presenta alteraciones en

habilidades sensorimotoras tales como la fuerza de las extremidades anteriores, las
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habilidades posturales, el equilibrio o la coordinacion motora (Rueda et al., 2012). Sin
embargo, estos animales si presentan alteraciones en la forma de andar similares a las
encontradas en nifios con SD (Baxter et al., 2000; Costa et al., 1999; Hampton et al.,

2004).

Ademas, el raton TS es hiperactivo en la oscuridad (Escorihuela et al., 1995; Holtzman
et al.,, 1996; Reeves et al., 1995) y en situaciones aversivas que habitualmente
provocan precaucion e inhibicién en animales normales, como ocurre en las pruebas
del campo abierto y el laberinto elevado en cruz (Coussons-Read y Crnic, 1996;
Escorihuela et al., 1995; Martinez-Cue et al., 2005; Stewart et al.,, 2007). Esta
hiperactividad es probablemente debido a un déficit de atencién (Driscoll et al., 2004),

lo que repercute en su aprendizaje.

El ratédn TS muestra acusados déficits en su aprendizaje y memoria, especialmente en
tareas dependientes del hipocampo, tales como el aprendizaje espacial en laberinto
acuatico de Morris o en el laberinto radial (Demas et al., 1996; Escorihuela et al., 1998;
Martinez-Cue et al., 2005; Martinez-Cué et al., 2002; Reeves et al., 1995; Sago et al.,
2000). El ratdn TS también presenta déficits en su memoria de trabajo en las pruebas
de alternancia espontanea en el laberinto en T o en Y (Belichenko et al., 2007;
Fernandez et al., 2007; Pereira et al., 2009), el laberinto acudtico de Morris
(Escorihuela et al., 1998; Martinez-Cué et al., 2014) y el laberinto radial (Belichenko et
al., 2007; Bianchi et al., 2010b; Demas et al., 1996; Salehi et al., 2009). Ademas, su
memoria asociativa contextual estd afectada en la prueba del condicionamiento del
miedo (Contextual Fear Conditioning, CFC) (Salehi et al., 2009; Yu et al., 2010b) y su
memoria de reconocimiento en la prueba del 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 ejecucion también es necesaria
la adecuada funcidén de otras estructuras como el cerebelo (Dickson et al., 2010;

Gandhi et al., 2000; Petrosini et al., 1996).

A nivel neuroanatomico, el tamano cerebral del raton TS estd reducido durante el
periodo embrionario; sin embargo, a diferencia de los individuos con SD, no lo esta tras
el nacimiento o durante la edad adulta (Aldridge et al., 2007; Belichenko et al., 2007;

Chakrabarti et al., 2007; Holtzman et al., 1996). No obstante, en ratones adultos si se
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han encontrado alteraciones en algunas regiones, concretamente en el volumen del

hipocampo (Bianchi et al., 2010b; Llorens-Martin et al., 2010; Lorenzi y Reeves, 2006).

Por otro lado, el cerebelo del ratén TS también presenta una marcada reduccion de
volumen, al igual que ocurre en las personas con SD (Baxter et al., 2000). Si bien, el
cerebelo de este modelo de ratdn, no presenta alteraciones en el momento del
nacimiento, a partir de los 6 dias ya comienza a presentar déficits en su crecimiento
(Roper et al., 2006a). Estas estructuras deterioradas en el raton TS tienen un papel
fundamental en procesos cognitivos. Como ya se comentd anteriormente, se necesita
la integridad anatdmicofuncional del hipocampo tanto para un adecuado aprendizaje
espacial como para la codificacién, la consolidacion y la recuperacién de la nueva
informaciéon memorizada (Eichenbaum, 2001). Por otro lado, el cerebelo tiene un
importante papel en procesos cognitivos superiores, incluyendo la atencion, la

flexibilidad cognitiva y la memoria (Schmahmann, 2004; Teipel et al., 2004).

La citada reduccion de volumen de distintas estructuras del encéfalo esta relacionada
con una reduccién en la densidad celular de éstas areas, tal y como ocurre en las
personas con SD. Ademas, el nimero reducido de células empobrece sustancialmente
la conectividad cerebral. Aunque a la edad de un mes se ha encontrado que el raton TS
muestra un numero normal de neuronas en las areas CAl1 y CA3 del hipocampo
(Lorenzi y Reeves, 2006), la densidad neuronal si es menor en edades avanzadas (17-18
meses) (Insausti et al., 1998; Kurt et al., 2004). Ademas, el DG de este modelo de SD
tiene un numero reducido de células granulares a todas las edades estudiadas (Bianchi
et al., 2010b; Contestabile et al., 2007; Insausti et al., 1998; Lorenzi y Reeves, 2006;
Rueda et al., 2005). También se ha descrito una densidad celular reducida durante las
etapas prenatal (E18.5) y postnatal temprana (P8) en el neocdrtex (Chakrabarti et al.,
2007). El cerebelo de este ratén también muestra un menor nuimero de células
granulares y de Purkinje desde etapas postnatales tempranas hasta la edad adulta

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

Por otro lado, a partir de los 6 meses de edad el raton TS presenta una disminucion en
los niveles de los marcadores colinérgicos en el prosencéfalo basal. Ademads, estos
animales presentan una disminucion del tamano de sus neuronas colinérgicas en el

prosencéfalo basal (Basal Forebrain Cholinergic Neurons, BFCNs), lo que sugiere que
61



Introduccion

presentan una degeneracién dependiente de la edad de este grupo de neuronas
(Contestabile y Ciani, 2008; Cooper et al., 2001; Granholm et al., 2000; Hunter et al.,
2004; Hunter et al., 2003). El sistema colinérgico, como ya se ha mencionado, es
también un sustrato anatémico del aprendizaje y la atencién (Bartus, 2000; Baxter y

Chiba, 1999).

La reduccidon en el niumero de neuronas encontradas en distintas areas podria ser
debido a alteraciones en procesos de neurogénesis y/o a un incremento en la
apoptosis. Tanto en roedores como en humanos la proliferacion celular continda
durante toda la vida en la zona subventricular (Subventricular Zone, SVZ) y en la zona
subgranular (Subgranular Zone, SGZ) del DG (Kempermann et al., 2002; Kempermann
et al., 1997; van Praag et al., 1999; van Praag et al., 2002). En la SGZ las nuevas
neuronas migran hacia la capa granular (Granular Cell Layer, GCL) y establecen
conexiones con la capa molecular (Molecular Layer, ML) donde recibiran las entradas
sinapticas excitatorias aferentes de la via perforante (van Praag et al., 2002). Cada vez
hay mas evidencias que indican que la neurogénesis hipocampal adulta esta implicada
en el establecimiento de la potenciacidn a largo plazo (Long-Term Potentiation, LTP) y
gue juega un papel importante en el aprendizaje y la memoria dependientes del
hipocampo (Bianchi et al., 2010a; Malberg et al., 2000; Shors et al., 2002). Numerosos
trabajos han demostrado alteraciones en los procesos de neurogénesis en el raton TS.
Durante las etapas embrionarias estos animales presentan una marcada reduccién en
la proliferaciéon de los precursores neurales en la zona neocortical ventricular
(Chakrabarti et al., 2007). Ademas, desde el nacimiento hasta la edad adulta, tanto en
la SVZ (Bianchi et al., 2010a; Bianchi et al., 2010b; Trazzi et al., 2011) como en el DG
(Bianchi et al., 2010b; Clark et al., 2006; Contestabile et al., 2007; Llorens-Martin et al.,
2010; Lorenzi y Reeves, 2006; Rueda et al., 2005), el raton TS presenta una reduccidn
en la proliferacién celular. En el cerebelo, los ratones TS recién nacidos también
muestran una reduccién de la proliferacion de los precursores de las células granulares
de la capa granular de hasta un 40% (Contestabile et al., 2009a; Contestabile et al.,

2009b; Roper et al., 2006a).

Las alteraciones en la proliferacidon encontradas en las distintas estructuras a distintas

edades en el ratdon TS parecen ser debidas a la ralentizacion del ciclo celular, tal y como
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se ha demostrado en la region CA3 del hipocampo en estadios embrionarios, en el DG
en etapas postnatales (Chakrabarti et al., 2007; Contestabile et al., 2007) y en el
cerebelo (Contestabile et al., 2009a), siendo las fases G1 y G2 las mds afectadas. Por
otro lado, existen evidencias de que la diferenciacién celular también esta alterada en
ese modelo, ya que un menor nimero de células alcanzan el fenotipo neuronal en su

el cerebelo (Contestabile et al., 2009a).

La muerte celular programada también podria tener un papel en la hipocelularidad
encontrada en este modelo, ya que este proceso esta involucrado en el desarrollo del
sistema nervioso y su mantenimiento. Sin embargo, algunos estudios no han revelado
ninguna evidencia de cambios en marcadores moleculares o celulares de la apoptosis,
lo que sugiere que la muerte celular programada probablemente no esta relacionada
con la hipocelularidad encontrada en el cerebro de este ratén trisémico (Rueda et al.,

2011, 2013).

El desarrollo dendritico también se encuentra alterado en el ratén TS, de hecho, estos
animales presentan una hipotrofia muy similar a la descrita en el SD. Las neuronas
piramidales del neocértex del raton TS adulto muestran una reduccion en la longitud y
arborizacion de las dendritas asi como en la densidad de las espinas (Dierssen et al.,
2003). La densidad de espinas también esta reducida en las células granulares del DG
(Belichenko et al., 2004; Popov et al., 2011). Ademas, las espinas del DG se
caracterizan por varias anomalias morfolégicas, incluyendo un aumento del tamafio de
las cabezas y una disminucién en la longitud de los cuellos de las espinas (Belichenko et

al., 2004).

Por otro lado, este modelo murino de SD también presenta importantes alteraciones a
nivel sinaptico. Asi, el nimero de sinapsis es menor y, ademas, sus propiedades
fisioldgicas estan alteradas. En concreto, los ratones TS de 9 dias de edad presentan
una menor densidad sinaptica en la neocorteza y en CA1 (Chakrabarti et al., 2007) y en
la edad adulta en el DG y las regiones CA1 y CA3 del hipocampo (Kurt et al., 2004).
También se ha demostrado que la distribucion y naturaleza de las conexiones estan
alteradas en diversas regiones cerebrales, siendo el balance excitador/inhibidor del

ratén TS finalmente defectuoso (Martinez-Cué et al., 2014; Rueda et al., 2012). Este
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modelo murino presenta un menor nimero de sinapsis asimétricas (excitadoras) en la
corteza temporal, el DG y las regiones CA1 y CA3 (Belichenko et al., 2004; Kurt et al.,
2000). También el numero de sinapsis glutamatérgicas esta reducido en su hipocampo
(Rueda et al., 2010). En cuanto a las sinapsis de caracter inhibidor, se ha descrito un
aumento del nimero de marcadores de sinapsis GABAérgicas en el DG de este ratén
(Martinez-Cué et al., 2013). Ademas, su corteza somatosensorial presenta un aumento
del nimero de interneuronas GABAérgicas (Perez-Cremades et al., 2010), lo que
implica un incremento de sinapsis inhibidoras. Por ultimo, se ha descrito que el
prosencéfalo del ratdon TS presenta una mayor neurogénesis de neuronas inhibidoras

(Chakrabarti et al., 2010) que da lugar de nuevo al incremento del impulso inhibidor.

Tal y como ocurre en los individuos con SD, la neuroquimica cerebral de los ratones TS
también estd afectada, lo que tiene consecuencias no sélo en la cohesién de la red
cerebral, sino también en la propia neurogénesis y supervivencia celular. Existe
constancia de que los sistemas de neurotransmision GABAérgicos, glutamatérgicos,
serotoninérgicos, colinérgicos y noradrenérgicos estan alterados, tanto a nivel de la
expresion de sus neurotransmisores como de receptores (Rueda et al., 2012). En el
sistema GABAérgico se ha demostrado una reduccién en la expresién del nimero de
subunidades B2 y B3 del receptor GABA, en el hipocampo (Belichenko et al., 2009b) y
de la subunidad al de este receptor en sinaptosomas del cerebro del ratéon TS
(Fernandez et al., 2009). Ademas, en el caso de la transmisién excitadora, la via de
senalizacion del receptor NMDA estd también alterada en este modelo animal (Siarey
et al., 2006). Por otro lado, el ratén TS también presenta alteraciones en los niveles de
diversas neurotrofinas, lo que repercute en la supervivencia, la diferenciacién vy la
migracion neuronal. Asi, mientras los niveles de BDNF y el factor de crecimiento
nervioso (Nerve Growth Factor, NGF) estan reducidos en el hipocampo, los niveles de
la neurotrofina 3 (NT-3) estan aumentados (Bianchi et al., 2010b; Fukuda et al., 2010;

Pollonini et al., 2008; Salehi et al., 2006).

En conjunto, todas las alteraciones neurobioldgicas descritas en este modelo
deterioran la conectividad cerebral y su neuroplasticidad, lo que daria lugar a déficits
cognitivos (Contestabile et al., 2010). De hecho, de forma generalizada, es aceptado

gue la anomalia en la anatomia sinaptica y las modificaciones en los circuitos
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neuronales representan las bases neurobioldgicas de las alteraciones del aprendizaje y

memoria en el SD.

Como ya se ha mencionado, en el cerebro del ratéon TS existe un desequilibrio en el
balance excitador/inhibidor, dando lugar a una sobreinhibicién sindptica. Este hecho
compromete tanto la LTP como la depresion a largo plazo (Long-Term Depression, LTD)
cerebral, sustratos electrofisioldgicos de la plasticidad sindptica y del aprendizaje. De
acuerdo con esto, al examinar la neuroplasticidad hipocampal del raton TS se encontré
una reduccion en la LTP inducida en la regién CAl y el DG (Belichenko et al., 2007;
Costa y Grybko, 2005; Fernandez et al., 2007; Kleschevnikov et al., 2004; Siarey et al.,
1999; Siarey et al., 1997) y un incremento de la LTD (Siarey et al., 1999). Por otro lado,
la activacion de los receptores NMDA hipocampales esta reducida durante la induccién
de la LTP, lo que repercute en la eficacia sindptica (Kleschevnikov et al., 2004).
Ademas, varios estudios han demostrado que la sobreinhibicion en el hipocampo es
dependiente de los receptores GABA,, y GABAg (Belichenko et al., 2004; Costa y
Grybko, 2005; Kleschevnikov et al., 2012b) ya que la LTP se recupera tras la
administracion de antagonistas de estos receptores (Belichenko et al., 2007; Fernandez

et al., 2007; Kleschevnikov et al., 2012a).

Por ultimo, los procesos neurodegenerativos encontrados en las personas con SD
también han sido ampliamente estudiados en el ratdn TS. Si bien es cierto que en este
modelo no se han encontrado las placas amiloides, los ovillos neurofibrilares o las
sinucleopatias caracteristicas de individuos con SD que presentan neuropatologia EA, si
se han encontrado procesos neurotdxicos similares, como la neuroinflamacién, el
aumento del estrés oxidativo y otras alteraciones encontradas en la EA, incluyendo la
acumulacién de App, péptidos AR, la hiperfosforilacion de Tau y la degeneracién y
atrofia de BFCNs (Cooper et al., 2001; Corrales et al., 2013; Corrales et al., 2014; Kim y
Suh, 2009; Qian et al., 2013; Seo y Isacson, 2005). Ademas, el ratéon TS presenta una
sobreactivacion de la microglia tanto en el hipocampo como en el prosencéfalo basal,
lo que se relaciona con el aumento de la inflamacién cerebral y la pérdida de neuronas

colinérgicas en esta ultima region (Kim y Suh, 2009).

Por otro lado, este modelo presenta triplicado los genes Sod1 y App, relacionados

respectivamente con el estrés oxidativo y la patologia tipo EA. Sod1 codifica para la
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superoxido dismutasa, por lo que su sobreexpresion tiene como consecuencia la
sobreproduccion de radicales libres altamente reactivos y téxicos. La sobreproduccion
de la proteina App da lugar a la acumulacién excesiva de péptidos amiloides en la
corteza y en el hipocampo de estos animales (Corrales et al., 2013; Netzer et al., 2010).
Ademas, en el ratén TS la sobreexpresion de App ha sido relacionada con la
degeneracion de las neuronas colinérgicas y noradrenérgicas que proporcionan inputs
moduladores al hipocampo (Millan Sanchez et al., 2012). Esta desaferenciacién
colinérgica y noradrenérgica, que se ve agravada con la edad, probablemente

compromete la funcién del hipocampo de este raton.

Por ultimo, el cerebro de los ratones TS también presentan hiperfosforilacion de Tau
(Liu et al., 2008). En general se cree que la hiperfosforilacion anormal de Tau da lugar a
la degeneracion de las neuritas y, en humanos y algunos modelos animales de EA,

también a la formacion de ovillos neurofibrilares (Fillat et al., 2010; Oddo et al., 2003).
3.2 Modelos murinos trisémicos para el MMU17 o MMU10/16/17

Recientemente se han generado dos modelos murinos trisdmicos para genes ortélogos
al HSA21 localizados en el MMU17: el ratén TslYah, trisémico para 12 genes del
MMU17 sinténicos a la region subtelomérica del HSA21 (Pereira et al., 2009), y el ratén
Dp(17)1Yey/+, que es trisémico para toda la regién del MMU17 sinténica al HSA21 y
gue contiene 19 genes ortélogos (Sturgeon y Gardiner, 2011; Yu et al., 2010a; Yu et al.,
2010b). En cuanto a los modelos murinos trisémicos para MMU10, ha sido generado
un modelo con una trisomia segmentaria sinténica para 37 genes ortélogos al HSA21
localizados en el MMU10, denominado raton Dp(10)1Yey/+ (Sturgeon y Gardiner,
2011; Yu et al., 2010a).

Una vez disefiados tres modelos trisémicos para cada una de las regiones sinténicas al
HSA21 en el MMU10 (Dp(10)1Yey/+), el MMU16 (Dp(16)lYey/+) y el MMU17
(Dp(10)1Yey/+), éstos se cruzaron para dar lugar al denominado
(Dp(10)1Yey/+;Dp(16)1Yey/+;Dp(10)1Yey/+), primer raton trisomico para todas las
regiones sinténicas al HSA21 (Yu et al.,, 2010a). Este ratdon presenta déficits
neurolégicos similares a los del TS, lo que corrobora nuevamente la validez de este

modelo, incluyendo defectos en el aprendizaje y memoriay LTP (Yu et al., 2010b). No
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obstante, este modelo aln no esta totalmente caracterizado, por lo que el ratén TS

sigue siendo el mas utilizado.

Tabla 2. Principales caracteristicas fenotipicas comunes entre el SD y el ratén TS.

Adaptado de Rueda et al. (2012).

SD Ts65Dn
Aprendizaje y memoria espacial Alterados Alterados
Memoria de referencia y de
Alterada Alterada
trabajo
Habilidades lingiiisticas Alteradas
Reconocimiento de nuevos
Alterado
objetos
Discriminacién contextual Alterada

Atencion e actividad

Condicionamiento operante

Habilidades motoras
Coordinaciéon motora
Volumen cerebral
Densidad neuronal
Volumen cerebelar

Densidad neuronal cerebelar

Neurogénesis

(i) Déficit de atencion

Adquisicion tardia
Alterada
Reducido
Reducida
Reducido

Reducida

(i) Alteraciones en la proliferacion

de los precursores neurales

(i) Alteraciones en la
neurodiferenciacion

(iii) Alteraciones en la

(i) Déficit de atencion
(i) Hiperactividad

Alterado

Adquisicion tardia
(?)
Reducido
Reducida
Reducido

Reducida

(i) Alteraciones en la proliferacion
de los precursores neurales
(i) Alteraciones en la
neurodiferenciacion

(iii) Alteraciones en la

neurogénesis cerebelar neurogénesis cerebelar

(i) Alteraciones en la morfologia (i) Alteraciones en la morfologia
Dendritas y espinas dendriticas

(ii) Densidad reducida (ii) Densidad reducida

Densidad sinaptica (i) Reducida

67



Introduccion

Inhibicion

Electrofisiologia

GABA

Neurotransmisores excitatorios

Neuroinflamacion

Estrés oxidativo

Neuropatologia EA

(i) Anomalias EEG
(ii) Alteraciones en los

potenciales evocados

Reducido en fetos

Niveles disminuidos de
glutamato y aspartato en
adultos
(i) Microglia sobreactivada
(ii) Aumento de los niveles de

citoquinas proinflamatorias
Aumentado
(i) Pérdida de neuronas
colinérgicas
(ii) Placas de B-amiloide y

ovillos neurofibrilares

(i) Aumento del nimero de sinapsis
inhibitorias
(ii) Disminucién del numero de
sinapsis excitatorias
(iii) Redistribucién de las sinapsis
inhibitorias
(iv) Aumento del nimero de

interneuronas GABAérgicas

Alteraciones en la LTP y en la LTD

hipocampal

(i) Incremento del nimero de
interneuronas GABAérgicas
(i) Alteraciones en la composicidon

de los receptores GABA,

Alteraciones en la via de

sefializacién del receptor NMDA

Microglia sobreactivada

Aumentado

(i) Degeneracion de las neuronas
colinérgicas
(i) Niveles de App y B-amiloide

elevados

3.3 Modelos transcromosdémicos que contienen parcialmente el cromosoma HSA21

El Tcl es un modelo trisdmico portador de una copia extra casi completa

(aproximadamente del 90%) del HSA21 humano (O'Doherty et al., 2005). Este ratén

muestra malformaciones cardiacas similares a las observadas en personas con SD, asi

como los déficits de aprendizaje y memoria caracteristicos de este sindrome

(O'Doherty et al., 2005). Sin embargo, tiene el inconveniente de presentar unos niveles

variables de mosaicismo, siendo impredecible su distribucion en los tejidos o las

variaciones entre animales.
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3.4 Modelos transgénicos YAC/BAC/PAC

Los modelos descritos hasta ahora incluyen trisomias parciales portadoras de un
amplio numero de genes, lo que dificulta determinar la contribucién especifica de
genes concretos. Como alternativa se generaron modelos a partir de cromosomas
artificiales de levadura (Yeast Artificial Chromosome, YAC), de bacteria (Bacterial
Artificial Chromosome, BAC) y del bacteriéfago P1 (P1 bacteriophage Artificial
Chromosome, PAC) portadores de fragmentos cortos con unos pocos genes de la DSCR

del HSA21 (Smith et al., 1997; Smith et al., 1995).

Asi, el modelo hYACtgl52F7, que contiene 5 genes triplicados, entre los que se
encuentra DYRK1A, presenta alteraciones en los procesos de aprendizaje y memoria e
hiperactividad. Curiosamente, este ratdn muestra un aumento en el volumen cerebral
region-especifico, sobre todo de la region ventral, incluyendo la regién talamo-
hipotalamica, mostrando también una mayor densidad celular (Branchi et al., 2004;
Rachidi et al., 2007; Sebrie et al., 2008). Ademds, el modelo hYACtg230E8, con 7 genes
sobreexpresados, incluyendo también DYRK1A, presenta un incremento en el tamafio

del cerebelo (Rachidi et al., 2007).

Por otro lado, el modelo hYACtg141G6, que contiene varias copias extras de los
mismos genes que el hYACtgl52F7 a excepcién de DYRK1IA, no muestra alteraciones
cerebrales o cognitivas (Guedj et al., 2009), lo que sugiere que la sobreexpresién de

DYRK1A colabora profundamente en la patologia del SNC asociada al SD.
3.5 Modelos transgénicos y de pérdida de funcion de genes Unicos

Los modelos animales que presentan tanto haploinsuficiencia como copias extras de
ciertos genes del HSA21 o sus homdlogos en ratén o rata son una gran herramienta
para profundizar en sus funciones fisioldgicas concretas, pudiéndose de esta forma
estudiar su contribucion a los distintos fenotipos del SD. Asi pues, son muchos los
modelos transgénicos de este tipo, como el TgAPP (Harris-Cerruti et al., 2004), el
TgSOD1 (Gahtan et al., 1998) o el TgEts2 (Sumarsono et al., 1996) que sobreexpresan
APP, SOD1 y Ets2 respectivamente. En cuanto a Dyrkl1A, el gen cuya contribucidon

fenotipica al SD es objeto de estudio en el presente trabajo, son varios los modelos
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manipulados genéticamente in vivo que han sido generados para su estudio. A

continuacion se profundizara brevemente en ellos.
3.5.1 Modelos de ganancia de funcién de Dyrk1A

El modelo hBACtgDYRK1A (DYRK1IA BAC), que sobreexpresa Unicamente el gen
DYRK1A humano, presenta alteraciones en su memoria y aprendizaje y una plasticidad
sindptica deficiente tanto en su LTP como en su LTD (Ahn et al., 2006). Ademas, el
cerebro de estos animales también presenta hiperfosforilacion de Tau, un incremento
en la fosforilacion de App y el aumento de los niveles de AP cerebrales (Ryoo et al.,

2008; Ryoo et al., 2007).

Recientemente se ha generado el ratén mBACtgDyrk1A, un nuevo modelo BAC que
sobreexpresa una copia del gen DyrklA murino (Guedj et al., 2012). Este ratdn
presenta una reducida viabilidad y un retraso en su desarrollo, ya que muestra una
disminucion del peso y la longitud corporal hasta la edad de 30 dias. A nivel cerebral su
hipocampo, talamo, algunos ventriculos, las capas I/l V y VI de la corteza
somatosensorial y la corteza entorrinal mostraron un volumen mayor respecto a los
individuos con un nimero normal de copias. Sin embargo, no se encontraron
alteraciones en el tamafio cerebelar. El ratdn mBACtgDyrk1IA también presenta
variaciones en la densidad celular especificas para cada regién. Ademas, estos
animales presentaban alteraciones en los niveles de diversas proteinas relacionadas
con el control del ciclo celular y con la neuritogénesis y sinaptogénesis en su corteza
cerebral. Los ratones mBACtgDyrk1A también muestran un incremento en el niumero
de espinas en las neuronas piramidales de la corteza prefrontal, una plasticidad
sindptica deficitaria (Thomazeau et al.,, 2014), un desequilibrio en el balance
excitador/inhibidor y déficits motores y en el aprendizaje y memoria espacial (Souchet

et al., 2014).

Otro modelo murino de sobreexpresion de Dyrk1A es el raton TgDyrk1A que contiene
cDNA del gen DyrklA de rata (Altafaj et al., 2001). Este ratdon presenta numerosas
alteraciones cognitivas y conductuales, como el retraso en la adquisicion de la
actividad locomotora adulta, alteraciones en la coordinacién motora, hiperactividad en

condiciones aversivas y déficits de aprendizaje y memoria (Altafaj et al., 2001;
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Martinez de Lagran et al., 2004). Recientemente se ha relacionado la sobreexpresion
de DyrklA de este modelo con la modificacion del nimero de neuronas motoras
colinérgicas y la union neuromuscular, lo que estaria relacionado con las alteraciones
motoras encontradas en este ratéon (Arque et al., 2013). En cultivos celulares de
neuronas piramidales de la corteza cerebral de este ratdon se han encontrado
alteraciones en la formacion de neuritas y la sinaptogénesis (Martinez de Lagran et al.,
2012). Ademas, el ratén TgDyrklA muestra alteraciones importantes en la
neurogénesis adulta, como una reduccidon en la tasa de proliferacién celular, una
progresion del ciclo celular defectuosa, una migracion y diferenciacion neuronal

alteradas y una reduccién en la supervivencia de las células.
3.5.2 Modelo de pérdida de funcion de Dyrk1A

Los ratones que no contienen ningun alelo funcional de Dyrk1A (DyrklA'/') no son
viables ya que fallecen en estadios embrionarios tempranos. Sin embargo, los ratones
heterocigotos para DyrklA (Dyrk1A+/'), con un unico alelo funcional, sobreviven,
aungue su viabilidad postnatal estd reducida en aproximadamente un 30% y presentan
un importante retraso en el desarrollo (Fotaki et al., 2002). El cerebro de estos ratones
muestra una reducciéon de tamano, aunque no de forma homogénea, ya que la
disminucion del mesencéfalo y el romboencéfalo es mas pronunciada en comparaciéon
con el prosencéfalo. Ademads, las regiones ventrales estdn mas afectadas, incluyendo al
hipotalamo, el puente troncoencefalico y el bulbo raquideo, en comparacion con las
estructuras dorsales, como el cerebelo o la neocorteza. Aunque la citoarquitectura y
los componentes neuronales no estan alterados en la mayoria de sus regiones
cerebrales, la densidad celular de algunas zonas es mayor, mientras que el niumero de
neuronas en el coliculo superior es menor. El fenotipo de sus células piramidales de la
corteza estd alterado, encontrandose reducido el tamafno celular y de sus arboles

dendriticos asi como el nimero de sus espinas (Benavides-Piccione et al., 2005).

En cuanto a su comportamiento, el ratén Dyrk1A+/' muestra un leve retraso en el
desarrollo de algunos reflejos, una marcada hipoactividad, un deterioro en el
desarrollo neuromotor y una profunda alteracién de parametros motores especificos

en estadios adultos (Fotaki et al., 2002; Fotaki et al., 2004). Ademas, estos ratones
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también presentan un deterioro cognitivo en el desarrollo de estrategias espaciales y
en la memoria de reconocimiento (Arqué et al.,, 2008). En edades avanzadas, estos
animales presentan marcadas alteraciones motoras en la capacidad de traccién, el
reflejo prensil, el equilibrio y un ligero deterioro de la memoria visuo-espacial a pesar

de mostrar una disminucion de células del CA1-CA3 y el DG (Arque et al., 2009).

La reduccién del nimero de copias de DyrklA en este ratdon también afecta a las
neuronas dopaminérgicas nigroestriales reduciendo su nimero en edades avanzadas y
alterando los mecanismos reguladores de la muerte celular durante el desarrollo,
hecho que sugiere que este gen podria tener un papel en los trastornos motores
ligados a patologias dopaminérgicas. Es por esta razéon por lo que actualmente este
ratén también constituye un modelo de estudio de la enfermedad de Parkinson

(Barallobre et al., 2014; Martinez de Lagran et al., 2007).
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Objetivos

La presente tesis doctoral tiene como principal objetivo determinar el papel del gen
Dyrk1A en los principales fenotipos del SD a través del analisis del efecto de la
normalizacion de su dosis en el ratdn TS. El segundo objetivo consiste en caracterizar
la funcion fisioldgica del gen Dyrk1A mediante el estudio de diversos fenotipos en

animales euploides cuya dosis del gen fue reducida a una Unica copia.

Los objetivos concretos son:

1. Evaluar el efecto cognitivo de la normalizacion de la dosis de Dyrk1A en el modelo
TS y de su haploinsuficiencia en animales euploides mediante el analisis de la
capacidad de aprendizaje asociativo, de aprendizaje y memoria espacial y de
atencion.

2. Estudiar el efecto de ambas modificaciones genéticas sobre la actividad general y
la ansiedad.

3. Analizar el efecto sobre el patréon conductual incluyendo los reflejos sensoriales, la
actividad espontdnea y la coordinacién motora.

4. Determinar los mecanismos subyacentes a los fenotipos cognitivo-conductuales
encontrados mediante:

4.1. La valoracion de la plasticidad sinaptica de los animales a través del estudio de
su LTP hipocampal.

4.2. El analisis de su fenotipo morfoldgico e histoldgico hipocampal incluyendo el
analisis morfométrico y la determinacién de células proliferativas, células en
estadios tempranos de diferenciacion, asi como la densidad celular total y el
balance excitador/inhibidor de su DG.

4.3. El estudio del fenotipo morfolégico e histolégico cerebelar comprendiendo el
examen anatémico de esta estructura y el andlisis de la densidad granular y de
células de Purkinje.

5. Por Jultimo, valorar el efecto de la dosis de DyrklA sobre el proceso
neurodegenerativo asociado al envejecimiento mediante el estudio de la
degeneracion de los nucleos colinérgicos del prosencéfalo basal, la expresion de la
proteina App y el acumulo del péptido neurotéxico AR42 en diversas areas

cerebrales.
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1. Animales de experimentacion

1.1 Manipulacidén y mantenimiento de los animales

Los estudios realizados en este trabajo fueron aprobados por el Comité de Bioética de
la Universidad de Cantabria. Su manipulacidon y cuidado fueron llevados a cabo
respetando la Declaracién 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 Plexiglas
(20 x 22 x 20cm) en condiciones estandar 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 invirtio (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 Obtencion del modelo animal

Todos los apareamientos se llevaron a cabo en el Servicio de Estabulacidén vy

Experimentacion de la Universidad de Cantabria.

En primer lugar, las hembras TS parentales se obtuvieron cruzando hembras TS
suministradas por The Robertsonian Chromosome Resources (The Jackson Laboratory,

Bar Harbor, ME, USA) con machos hibridos C57BL/6Ei-C3H/HeSNJ (B6EiCSn) F1.

Estas hembras se cruzaron con machos diploides portadores de una copia mutante no
funcional del gen DyrklA que fueron generados y cedidos por el laboratorio de
Mariona Arbonés (Institut de Biologia Molecular de Barcelona, IBMB). El fondo
genético de estos animales es C57BL/6J-1290la, donde el alelo Dyrk1A deficiente
carece de un fragmento que fue reemplazado con el gen de resistencia a la neomicina

mediante recombinacion homadloga (Fotaki et al., 2002).

Para la realizacién de este trabajo se cruzaron ratones diploides haploinsuficientes
para el gen Dyrk1A con hembras TS. Como resultado se obtuvieron cuatro genotipos
distintos que fueron objeto de estudio: individuos euploides con dos copias
funcionales del gen Dyrk1A (CO +/+), animales euploides pero haploinsuficientes para
el gen Dyrk1A (CO +/-), individuos trisdmicos parciales para el cromosoma MMU16 con
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3 copias funcionales de diversos genes incluido el gen Dyrk1A (TS +/+/+) y, por ultimo,
ratones trisdmicos para los mismos genes que el grupo TS +/+/+ pero con sélo dos
copias funcionales de Dyrk1A (TS +/+/-); todos ellos con un fondo genético hibrido

C57BL/6J-1290la.

1.3 Cariotipado y genotipado de los animales

1.3.1 Preparacion de las muestras

El ADN gendmico necesario para el cariotipado y genotipado de los animales se
consiguié mediante la digestion de fragmentos de cola de raton. Asi, muestras de
aproximadamente 2 mm fueron recogidas en el momento del destete de los animales
(dia posnatal 21) y colocadas en un tubo de 1.5 ml tipo Eppendorf. Se aifiadieron 300 pl
de NaOH 50mM vy se incubaron durante 30 minutos en un bloque seco a 982C. Las
muestras se agitaron y se volvieron a incubar durante 30 minutos a 982C. Se repitid
este Ultimo paso hasta conseguir una digestion completa. Una vez terminada la
digestion se afiadieron 30 pl de Tris 1M (pH=8) para neutralizar la reaccion. A
continuacion se centrifugaron durante 10 minutos a 13000 r.p.m. (revoluciones por
minuto) en una centrifuga Biofuge fresco (Heraeus Instruments, Hanau, Alemania) y se
recogid el sobrenadante. Finalmente se cuantifico el ADN en un espectrofotometro
Nanodrop 1000 (Thermoscientific, Waltham, MA, USA) (A260) y se diluyé en H,OmiliQ
hasta una concentracién de 20ng/ul si iban a ser usadas para PCR cuantitativa en
tiempo real (quantitative Polymerase Chain Reaction, qPCR) y a 100ng/ul para PCR

convencional.
1.3.2 Cariotipado mediante qPCR cuantitativa

Con el fin de discernir entre ratones diploides (CO) y trisémicos (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 proteina
App y de resistencia a Mixovirus 1 (Mx1). Ambos se encuentran situados cerca de los
extremos proximal y distal, respectivamente, del segmento del cromosoma MMU16 vy,
por tanto, son susceptibles de estar triplicados. Como gen de referencia se utilizo el

gen de la apolipoproteina B (ApoB) que esta situado en el cromosoma murino MMU12
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y, por consiguiente, siempre esta presente en doble dosis en todos los animales del

estudio.

La amplificaciéon del ADN gendmico de cada animal se llevd a cabo utilizando
cebadores sentido y antisentido especificos y sondas de tipo TagMan. Para cuantificar
simultaneamente el nimero de copias de un gen problema y las del de referencia se
utilizaron fluorocromos con longitudes de onda diferentes: HEX para el gen ApoB vy
FAM para App y Mx1. La reaccion efectuada por cada par de genes a comparar fue la
siguiente: 8ul de ADN gendmico diluido a 20 ng/ul (160ng/pocillo), 10 ul de 2x TagMan
Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster city, CA, USA), 0.2 ul de cada
cebador del gen problema a una concentracion de 40uM (Metabion, Martinsried,
Alemania), 0.2 pl 40uM de cada cebador del gen control y 0.6 pl de cada sonda a una

concentracion de 5uM (Applied Biosystems).

Tabla 3. Cebadores y sondas de tipo TagMan utilizadas para la qPCR

App Mx1 ApoB
Cebador 5-TGC TGA AGA TGT 5-TCT CCG ATT AACCAG  5’-CAC GTG GGC TCC
Sentido GGG TTC GA-3’ GCT AGC TAT-3’ AGC ATT-3’

Cebador 5-GAC AAT CACGGT TGC 5-GACATAAGG TTAGCA  5-TCA CCA GTCATT

Antisentido TAT GAC AA-3” GCT AAA GGA TCA-3 TCT GCCTTT G-3’
5’-FAM-CAA AGG CGC 5’-HEX-CCA ATG GTC
5’-FAM-CTT TCC TGG TCG
Sonda CAT CAT CGG ACT CA- GGG CACTGC TCA A-
CTG TGC A- TAMRA-3’
TAMRA-3’ TAMRA-3’

Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Mx3000P (Stratagene, CA,
USA) utilizando placas de PCR de 96 pocillos (Teknovas, Bizkaia, Espafia) y pelicula
adhesiva Optica MicroAmp (Applied Biosystems). Las condiciones de amplificaciéon
empleadas fueron: un primer ciclo a 502C durante 2 minutos, un segundo ciclo a 959C
durante 10 minutos, seguidos de 40 ciclos a 952C durante 15 segundos y 602C durante

1 minuto.

Los resultados obtenidos con el programa MxPro-3005P se analizaron con el método

AACt, representando la expresidon génica relativa de cada uno de los genes App y Mx1,
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normalizados con ApoB. La valoracion de cada uno de los genes problema se
determind en dos experimentos independientes donde cada muestra se evalué por

duplicado dentro de una misma placa.
1.3.3 Genotipado de Dyrk1A por PCR y electroforesis en gel

Con el fin de diferenciar animales homocigotos portadores de alelos funcionales de
Dyrk1A de los heterocigotos portadores de una copia nula se amplificé su ADN
genomico mediante PCR. Se utilizd la combinacién de cebadores NeoT (5 ATT CGC
AGC GCA TCG CCT TCT ATC GCC 3’), MNB-IV sentido (5" AGA GTG GAG CAA GAA TGG
GTC 3’) y MNB-IV antisentido (5" CGT GAT GAG CCC TTA CCT ATG 3’). En primer lugar,
se constituyd un pool con los diferentes cebadores (10 pul MNV-IV sentido 10 uM, 20 pl
MNB antisentido 10 uM, 15 pl NeoT 10 uM y 55 pl H,OmQ). Para efectuar la
amplificacién, la reacciéon por muestra fue la siguiente: 13.3 pl de H,OmQ, 4 ul de
dNTPs 2.5 mM (Takara, Otsu, Shiga, Japon), 2.5 ul de tampdn 10x (Ex Taqg Buffer,
Takara), 0.2 pl Taq polimerasa (Ex Taq, Takara), 4 ul del pool de cebadores y 1 pl con
100 ng de ADN gendmico. Las condiciones de amplificacidon utilizadas fueron: 2
minutos a 95°C, 35 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 61°C y 30 segundos a
72°C, y finalmente 10 minutos a 74°C y a continuacién se mantuvieron a 4°C hasta la
recogida de las muestras. Los tamafios de los diferentes productos de amplificacion se
discriminaron mediante electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, que contenia 1.5 g
de agarosa, 100 ml de TBE 0.5% (5 g/I de Tris; 2.752 g/l de acido bdrico; 2 ml de EDTA
0.5M pH 8) y 4.5 ul de Red Safe (Intron Biotechnology, Seul, Korea). Como tampdn de
carga se utilizdo una solucion 6X consistente en glicerol 30 % y azul de bromofenol
0.025 % en H,OmiliQ. Para determinar el peso molecular de cada banda se cargaron 5
pl de marcador genético (Gen Ruler Low Range DNA Ladder, Ready to Use, Fermentas,
Vilna, Lituania) en una calle del gel. El revelado del gel se realizd con el lector Gel Doc
(Gel Doc XR system, Bio Rad) acoplado a un ordenador con el software Quantity One
(Bio Rad). Los tamafios de los productos de PCR resultantes fueron: una banda de 150
pb para Dyrk1A normal y de 350 pb para el mutante inactivo. Por lo tanto, los animales
homocigotos CO +/+ y TS +/+/+, con dos y tres copias funcionales del gen
respectivamente, mostraban una unica banda de 150 pb, mientras que los animales CO

+/- y TS +/+/- portadores de una copia no funcional presentaban dos bandas,
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una de 150 pb correspondiente al alelo normal, y una de 350 pb representativa del

alelo no funcional (figura 5).

WT KO pb
- -350
- am -150

Figura 5. Bandas representativas encontradas en los distintos genotipos de Dyrk1A.

1.3.4 Genotipado de la mutacion Rd por PCR y electroforesis en gel

Dado que un porcentaje de ratones C3H/HeSnJ contienen una mutacion recesiva del
gen Pdeb, denominada Rd, que produce degeneracién retiniana, todos los animales
fueron genotipados por PCR estandar para detectar individuos homocigotos para esta
mutacion (Bowes et al.,, 1993). Los sujetos con este genotipo fueron omitidos de la

experimentacion.

La metodologia de amplificacién fue similar a la descrita en el apartado anterior. Los
cebadores sentido y antisentido fueron 5°CAT CCC ACC TGA GCT CAC AGA AAG 3" y
5'GCC TAC AAC AGA GGA GCT TCT AGC 3’ respectivamente. La reaccion por cada
muestra consté de: el volumen de ADN necesario para alcanzar una cantidad de 50—
100 ng de ADN gendmico; 16.4 — x ul (en funcidn del volumen de disolucién de ADN
afadido) de H,0mQ; 4 ul de dNTPs 2.5 mM (dNTP mix, Takara); 2.5 pl de tampdn 10x
(10x Ex Taq Buffer, Takara); 1 pl de cada cebador y 0.1 ul de Tag Polimerasa (Ex Taq,
Takara). Las condiciones de amplificacién utilizadas fueron: 35 ciclos de 3 minutos a
96°C, 30 segundos a 96°C, 30 segundos a 58°C, 45 segundos a 74°C y 10 minutos a
74°C. Se comprobd la correcta amplificacion con una electroforesis en gel de agarosa al
2%. El tamafio de la banda esperado para los genes Pdeb/Rd es de 298 pb. A
continuacion se procedid a la digestion enzimdtica del amplicon con el enzima de
restriccion Dde | (Desulfovibrio desulfuricans enzime [). Para ello, a cada 8 pl del
producto de la PCR se afiadieron 0.5 pl del enzima Dde | (10 U/ul; Roche diagnostics,
Mannheim, Alemania); 1 pl de tampodn 10x para enzimas de restriccion (Sure/Cut
Buffer H for Restriction enzymes, Roche diagnostics) y 0.5 ul de H,OmiliQ. La digestion
se realizd durante 24h a 37°C. Se incluyé un control negativo en el que se sustituyé el

enzima Dde | por H,OmQ y por tanto carente de digestion. Finalmente se realizé una
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electroforesis en un gel de agarosa al 2% con todos los productos. El gen mutado Rd
presenta distintos puntos de digestidn que no presenta la versién normal Pdeb. Asi, los
tamafios de banda esperados eran los siguientes: 298 pb para el control negativo, 289

para el gen normal y 3 bandas de 136, 105 y 47 pb para el gen mutado Rd (figura 6).

C- wt wt/rd rd/rd
298 bp —
289 bp — —
136 bp — —
105 bp — —
47 bp — —

Figura 6. Bandas representativas encontradas en los distintos genotipos.

1.4 Grupos experimentales

Para evaluar la contribucidon fenotipica del gen DyrklA en los cuatro genotipos
descritos anteriormente (CO +/+, CO +/-, TS +/+/+, TS +/+/-) se utilizaron 3 cohortes
(tablas 4 y 5). Una, de aproximadamente 6 meses de edad, destinada a evaluar
aspectos cognitivo-conductuales, diversos parametros morfoldgicos (anatdmicos y
celulares), y los niveles proteicos del gen Dyrk1A en los distintos genotipos. Se empled
una segunda cohorte de animales de la misma edad en el analisis electrofisiologico de
la LTP hipocampal. Finalmente una tercera, de aproximadamente 13 meses de edad, se
utilizd para el estudio de la influencia de la dosis génica de DyrklA en distintos

procesos neurodegenerativos asociados al envejecimiento del SD.

Tabla 4. Cohortes empleadas en el presente trabajo.

12 Cohorte 22 Cohorte 32 Cohorte

e Pruebas cognitivo- e Electrofisiologia e ELISA B42
conductuales *  Western blot App
¢ Inmunohistoquimica
* Morfometria

e Western blot Dyrkla
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Tabla 5. Niumero de animales empleados en cada estudio.

co co TS TS
Cohorte Edad Experimento
+/+ +/- +/+/+ +/+/-
56 12 12 12 12
Pruebas conductuales
meses
| Inmunohistoquimica 6 5 6 6
6.7 hipocampal
meses Inmunohistoquimica cerebelar 8 7 8 8
Western blot Dyrk1A 6 6 6 6
I >6 Electrofisiologia 6 6 6 6
meses
ELISA AB42 6 6 6 6
1l 13 meses
Western blot App 6 6 6 6

2. Viabilidad de los genotipos y somatometria

La viabilidad de los distintos grupos experimentales se examind en funcion del nimero
de individuos que nacieron en cada camada. Se evaluaron un total de 100 animales
machos procedentes de aproximadamente 35 camadas que fueron agrupados segun
su genotipo. La viabilidad de cada grupo se expresd como porcentaje respeto al total
de individuos. Para valorar las diferencias estadisticas entre los grupos experimentales

se usO la prueba de x2.

El efecto del genotipo sobre el peso de los animales se evalud en 20 ratones macho de
cada grupo. Los animales fueron pesados mensualmente desde el momento de su
destete hasta los 5 meses de edad. Los datos obtenidos en cada grupo experimental
fueron representados en curvas de crecimiento y comparados entre si mediante

MANOVAs de medidas repetidas (MR) seguidos de pruebas de Bonferroni.

3. Caracterizacidn 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 estabulacion y en la misma franja
horaria. Ademas, las pruebas conductuales se sucedieron gradualmente de menor a
mayor nivel de estrés. Todas las pruebas se realizaron a ciegas con respecto al

genotipo con el fin de prevenir posibles sesgos.
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3.1 Reflejos sensoriales y funcion motora

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

bateria de pruebas siguiendo el procedimiento descrito por Escorihuela et al. (1995).
a) Respuesta de alcance

Mediante esta prueba se valord la funcion del cerebelo, sistema vestibular vy
laberintico de los animales. Consistid en sujetar suavemente al ratén por la cola vy,
desde una altura de 10-15 cm, acercarlo a una superficie lisa. Se valoré el momento en
que el animal extendia las patas delanteras otorgando una puntuacién de: (4) si el
animal las extendia en cuanto se iniciaba el acercamiento a la superficie, (3) si las
extendia antes de contactar con los bigotes en la superficie, (2) si lo hacia después de
que los bigotes contactaran, (1) si las extendia tras el contacto del morro con la

superficie y (0) si no las extendia.
b) Prueba de sensibilidad tactil

Esta prueba evalla la sensibilidad tactil a partir de la reaccién refleja al roce de los
bigotes. Se realizaron tres ensayos en los que se pasaba un bastoncillo de algoddn por
los bigotes del ratén. Se puntud (1) cuando el animal colocaba la pata ipsilateral en el
bigote estimulado por el bastoncillo y (0) cuando no lo hacia. La puntuacién maxima

fue de (3).
¢) Respuesta de sobresalto

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

en retraer el pabellédn auditivo, y (0) si no respondia en absoluto.
d) Reflejo de enderezamiento

Para evaluar posibles alteraciones vestibulares se colocd al animal sobre una superficie

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

enderezamiento en superficie).
e) Fuerza de agarre

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

agarraba levemente y (0) si no se agarraba.
f) Equilibrio

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

una de las barras fue de (6).
g) Reflejo prensil y capacidad de traccion

Ambos pardmetros se valoraron en un mismo ensayo. Se colocé al raton colgado por

las patas delanteras en el centro de una percha metdlica de 2 mm de diametro y 40 cm
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de longitud, a una altura de 32 cm del suelo (figura 7). Se realizaron 3 ensayos de 5
segundos de duracion cada uno con un periodo interensayo de 1 minuto. La
puntuacion del reflejo prensil fue de (0) si el ratén se caia y de (1) si permanecia
colgado durante los 5 segundos que duraba en ensayo. La puntuacién maxima fue de
(3). En la prueba de capacidad de traccion se otorgaba una puntuacién de (0) si el
animal no subia ninguna de las patas traseras a la barra, (1) si subia una pata, (2) si
subia las dos patas y (3) si era capaz de alcanzar el extremo de la percha. La puntuacion

maxima fue de (9).
h) Coordinacion motora: prueba de la percha

Se utilizdé la misma percha que en la prueba anterior pero, en este caso, la barra
horizontal se dividido en 8 zonas de 5 cm cada una (figura 7). Se situd al ratén en el
centro de la barra colgado por las patas delanteras. Se hizo un Unico ensayo de 60
segundos en el que se midieron: la latencia de caida, el nimero de desplazamientos
(se considerd desplazamiento cuando el ratdn cruzaba una de las zonas marcadas) y la

latencia en llegar a uno de los extremos.

Figura 7. Prueba de equilibrio sobre barra de madera (A) y de aluminio (B). Prueba de la percha (C).

i) Coordinacion motora: rotarod

Esta prueba se utilizé para evaluar la coordinacién motora de los animales siguiendo el
protocolo descrito por Sango et al., (1995). Para ello se utilizd un rotarod (Ugo Basile,
Comerio, VA, Italia) que consta de un rodillo de plastico de 37 cm de longitud y
superficie estriada, dividido por 6 discos de plastico que permiten medir la ejecucion
de 5 animales a la vez (figura 8). Este aparato gira a distintas velocidades y tiene
incorporados cinco contadores individuales de tiempo que se detienen cuando el

animal cae del rodillo.
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Figura 8. Prueba de coordinacién motora en el rotarod

Se llevaron a cabo seis ensayos en una Unica sesion. El primer ensayo consistid en un
entrenamiento en el que el animal debia mantenerse sobre el rodillo durante 60
segundos a una velocidad de 5 r.p.m., si el animal caia antes de completar este tiempo
se volvia a colocar en el aparato hasta que se mantenia sobre el rodillo durante los 60
segundos. A continuacion se realizaron otros cinco ensayos a velocidades de 10, 20, 30
y 50 r.p.m. respectivamente. El tiempo maximo de permanencia fue de 60 segundos. El
ultimo ensayo consistié en un ciclo de aceleracidon en el que el rodillo iba girando
progresivamente a mas velocidad (hasta llegar a un maximo de 50 r.p.m.). El tiempo
maximo de permanencia permitido fue de 300 segundos (coincidiendo con el

momento en el que se alcanzaba la velocidad maxima).

3.2 Actividad espontdnea: actimetria

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

de actividad para cada animal por hora.
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3.3 Actividad general y ansiedad: campo abierto y laberinto en cruz
a) Campo abierto
Para estudiar la actividad general y la ansiedad en el campo abierto se siguid el

procedimiento descrito por Escorihuela et al., (1995).

El campo abierto consistia en una superficie cuadrada de 55 cm de lado rodeada por
paredes de 25 cm de altura, fabricado en madera de color blanco (figura 9). En una
Unica sesién de 5 minutos se midid la actividad horizontal (distancia recorrida en el
centro y en la periferia del aparato, tiempo en ambas zonas y velocidad del animal
durante la prueba) y vertical (incorporaciones o nimero de veces que el ratén se
endereza sobre sus patas traseras). El aparato se ilumind con dos fuentes de luz para
someter al animal a una situacion estresante. Todos los ensayos fueron grabados en
video y posteriormente analizados con el programa de analisis de imagen Anymaze

(ANY-maze®, Stoelting CO, USA).

Figura 9. Prueba del campo abierto.

b) Laberinto elevado en cruz

Para valorar distintos parametros relacionados con la ansiedad utilizamos la prueba del
laberinto elevado en cruz siguiendo el protocolo descrito por Martinez-Cué et al.,
(2005). Este aparato esta formado por dos brazos abiertos (5 cm de ancho x 30 cm de
largo) y dos cerrados con laminas de metacrilato (5 cm de ancho x 30 cm de largo)
elevados a 40 cm sobre el suelo (figura 10). La prueba consistié en un Unico ensayo de
5 minutos en el que se colocd al ratén en el centro del aparato y se contabilizaron el

numero de entradas y el tiempo de permanencia en los brazos abiertos y cerrados.
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Como criterio se considerdé que la entrada a cada brazo se debia producir con las 4
patas. Por otro lado se analizaron los componentes cognitivos de la ansiedad, es decir,
las conductas de evaluacion de riesgo que realizaron los animales, como son el nimero
de alzamientos (rearings), las conductas de aproximacién-retirada desde las zonas
protegidas del laberinto (stretchings) y el nUmero de veces que asomaban la cabeza
por los brazos abiertos (head-dippings). Todos los ensayos fueron grabados en video y
posteriormente se analizé la distancia recorrida en brazos abiertos y cerrados y la

velocidad de cada animal con el programa de andlisis de imagen Anymaze.

Figura 10. Prueba del laberinto elevado en cruz. En la imagen se observa al animal realizando un head-

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

3.4 Atencion y actividad exploratoria: tabla de agujeros

Se evalud la actividad exploratoria en la tabla de agujeros siguiendo el protocolo
previamente descrito por Martinez-Cué et al., (2002). Para ello se utilizé una caja de
madera (32 x 32 x 30 cm) con cuatro agujeros equidistantes de 3 cm de didmetro
(figura 11). Dos de los agujeros contenian objetos (una llave, un trozo de cuerda, una
arandela de plastico) y dos estaban vacios. En un Unico ensayo de 5 minutos se
midieron: el nimero de exploraciones, es decir, las veces que el animal metia la cabeza
en los agujeros (numero de head-dippings), el tiempo que exploraba cada agujero, y la
actividad general en el aparato: la distancia recorrida y el nimero de incorporaciones.
Para evaluar la atencidon de los animales se calculd el nimero de repeticiones de

exploraciones de agujeros previamente explorados (indice ABA).
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Figura 11. Prueba de la tabla de agujeros. En la imagen se observa un animal realizando una exploracion

o head-dipping.

3.5 Aprendizaje y memoria espacial: laberinto acuatico de Morris y test de
condicionamiento del miedo

a) Laberinto acudtico de Morris

La valoracién del aprendizaje y la memoria espacial se realizé utilizando una versidn
modificada del laberinto acuatico de Morris (Morris, 1984). Este experimento permite
evaluar distintos aspectos del aprendizaje espacial tales como la memoria de trabajoy
la memoria a largo plazo o de referencia, examinando la latencia de escape del animal,
o el aprendizaje procedimental, estudiando en este caso el patron espacial de
busqueda. El analisis de la ejecucion de los ratones a lo largo de los ensayos (la media
de cada ensayo en las 8 sesiones) proporciona una medida de memoria de trabajo
porque el animal busca la plataforma en los primeros ensayos, codifica su localizacién
y la recuerda durante el resto de los ensayos de cada sesion. Por lo tanto, para una
ejecucién adecuada es necesaria la recuperacidon de la informacidn recientemente
adquirida o memoria de trabajo (Olton y Papas, 1979). Por otro lado, en cada nueva
sesion el animal debe aprender una nueva localizacidn de la plataforma, por lo tanto el
analisis de la ejecucidn de los ratones a lo largo de las sesiones (la media de todos los
ensayos de cada sesion) proporciona una medida de la memoria de referencia. Segun
van progresando las sesiones el animal debe construir una representacion estable del
entorno, es decir, un mapa de coordenadas, que puede ser considerado como el
componente de memoria de referencia de la tarea, diferente de la representacién de
la posicion mas reciente en la que la plataforma estaba situada. Por ultimo, a lo largo

de las sesiones el animal debe aprender a inhibir conductas inadecuadas, como nadar
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cerca de las paredes del tanque (tigmotaxis) y elegir una estrategia para buscar la

plataforma en el tanque; esto constituiria el aprendizaje de procedimiento.

El aparato consistio en un tanque metalico circular de 120 cm de diametro que
contenia agua tefiida con dos litros de leche hasta una altura de 25 cm y a una
temperatura constante de 22-24°C. En el interior del tanque se colocé una plataforma
de metacrilato transparente de 9 cm de lado situada a 22 cm de la pared del tanque
(figura 12). Cada dos sesiones se cambid el agua. El experimento consistido en ocho
sesiones de adquisicion, y cuatro sesiones de aprendizaje guiado (figura 13). A

continuacion se detalla el protocolo experimental.

Sesiones de adquisicion

En las sesiones de adquisicion (sesidn 1 a la 8), la plataforma permanecié sumergida 2
cm por debajo del nivel del agua (figura 12 A). Durante estas sesiones, la posicion de la
plataforma varid cada dia entre cuatro posiciones posibles (E, SO, centro y NO) (figura
13). En cada sesién de adquisicion los animales realizaron 4 pares de ensayos con un
total de 8 ensayos en cada una de estas posiciones. Al comienzo de cada ensayo se
introducia al ratén en el agua con la cabeza mirando hacia la pared del tanque, y se le
permitia nadar hasta localizar la plataforma durante un periodo maximo de 60
segundos. Si el ratdn encontraba la plataforma, se le dejaba permanecer sobre ella
durante 20 segundos, y en caso de no localizarla se sacaba al ratén del agua y se le
situaba encima de ella durante el mismo periodo de tiempo. En cada par de ensayos el
animal era introducido en el tanque de agua por una de las cuatro posiciones posibles
(N, S, E, O) que se establecian al azar. Inmediatamente después del primer ensayo de
cada par se volvia a introducir al animal en el tanque por la misma posicién de entrada
(segundo ensayo de cada par). Al finalizar el segundo ensayo de cada par el raton se
situaba en una jaula con serrin y cerca de una estufa durante 30 minutos. Dentro de
una misma sesion, cada par de ensayos se realizd con un intervalo de 30-45 minutos
entre ellos. Fuera del laberinto habia varias sefiales visuales fijas, constantemente
visibles desde el aparato. Para evaluar la memoria de trabajo se midié la latencia de
llegada a la plataforma a lo largo de los 8 ensayos efectuados cada dia, mientras que si
este mismo parametro se analiza a lo largo de las sesiones se puede medir la capacidad

de memorizar informacidon espacial a largo plazo. Se examinaron, ademas, otros
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pardmetros cognitivos como la eficiencia de la trayectoria de escape elegida, la
velocidad de natacidn o la tendencia tigmotdactica. Todas estas valoraciones se llevaron

a cabo con el programa Anymaze.

Sesiones de aprendizaje quiado

Para descartar la influencia de factores motivacionales o sensorimotores que
interfieran en la busqueda de la plataforma se realizaron 4 sesiones de aprendizaje
guiado. En este caso la plataforma era visible ya que el nivel de agua del tanque se
situé 2 cm por debajo de la plataforma (figuras 12 B y 13). Ademas su posicién se
indicé mediante una bandera de 9 x 5 cm de colores Ilamativos, situada sobre un
mastil de 10 cm de altura colocado en una de las esquinas de la plataforma. Se

realizaron 4 sesiones (sesion 9 a la 12) de 4 pares de ensayos cada una. El

procedimiento experimental fue idéntico al empleado en las sesiones de adquisicion.

Figura 12. Prueba del laberinto acuatico de Morris. Secuencia de una sesién de adquisicion en la que el
animal nada hasta encontrar la plataforma localizada 2 cm por debajo del nivel del agua (A). Secuencia
en una sesion de aprendizaje guiado en la que la plataforma se encuentra por encima del nivel del agua
y esta sefialada con una bandera (B).
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Figura 13. Esquema del protocolo utilizado en la prueba del laberinto acuatico de Morris.

Adquisicion Sesiones guiadas
N N N N N N N N N N N N
o bty b oy e dedb

5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 3 5

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

Sesion 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
| 4
1|

N N N N

Ensayo 1,2 3,4 5,6 7,8

b) Test de condicionamiento del miedo a un contexto

Esta prueba de condicionamiento tiene como objetivo medir la memoria de asociacién
entre un estimulo aversivo (descarga eléctrica en las patas) y otro neutro de naturaleza
espacial (un contexto) y auditiva (un sonido). Tras varias asociaciones de los estimulos
neutros con los estimulos aversivos, los ratones muestran un patron conductual de
inmovilizacidon natural cuando se enfrentan al estimulo contextual o sonoro. Por tanto,
el tiempo de inmovilizaciéon que los ratones muestran ante el contexto o el sonido

condicionado es un indice de la memoria de asociacidon entre los estimulos.

Para realizar esta prueba se utilizd el protocolo descrito por Salehi et al. (2009) y se
utilizd el sistema de condicionamiento del miedo Fear Conditioning Apparatus
(Stoelting) y el programa de seguimiento de video Anymaze. El aparato consistié en
una urna de metacrilato de 18 x 18x 30 cm y un suelo de rejilla metalica a través del
cual se pueden administrar descargas eléctricas, colocado dentro de una camara

insonorizada de 44 x 54 x 54 cm con una fuente de sonido en su interior (figura 14).
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La prueba consté de tres sesiones realizadas en dias sucesivos: una de
condicionamiento, una de evaluacién de la asociacidon tono-descarga y, por ultimo, una
de valoracion de la asociacién contexto-descarga. En la primera sesién, se colocé a los
animales en el aparato, en el que se habian colocado paredes con rayas blancas y
negras verticales (estimulo contextual) y se les dejé explorar libremente durante 3
minutos. A continuacion, se realizaron 5 ensayos de condicionamiento tono-contexto-
descarga. En cada uno de estos ensayos, siempre en el mismo contexto con paredes
con rayas blancas y negras, se emitid un sonido durante 20 segundos (70 dB, 2 KHz) y
18 segundos después se administré una descarga eléctrica (0.5 mA, 50 Hz, 2
segundos). En la segunda sesion (test de asociacidon tono-descarga) los animales fueron
colocados en el mismo aparato pero se cambid el contexto en el que se habia
producido el entrenamiento la sesidn anterior; las paredes rayadas se sustituyeron por
paredes de color gris neutro. Se realizaron 3 ensayos sin estimulo aversivo, en los que
se emitié un tono de las mismas caracteristicas que el dia anterior. En la ultima sesion
(test de asociacion contexto-descarga), se colocd a los animales durante 5 minutos en
el mismo contexto de la sesién de entrenamiento (paredes con rayas verticales) y no
se emitid ningun tono o descarga. El tiempo de inmovilidad de los animales en las

sesiones 2 y 3 fue evaluado mediante el software Anymaze.

Figura 14. Fear Conditioning Apparatus
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3.6 Analisis estadistico de los resultados

El programa Anymaze se utilizd para registrar y medir todos los parametros requeridos
en todas las pruebas conductuales salvo los reflejos sensoriales y la funcion motora en
las que la valoracion se realizé de manera visual y con ayuda de un cronédmetro cuando

fue necesario (p. ej. latencias de caida).

Los datos del laberinto Acudtico de Morris se analizaron usando MANOVAs MR
(‘sesion’ x ‘Trisomia’ x ‘Dyrk1A’ o ‘ensayo’ x ‘Trisomia’ x ‘Dyrk1A’). Los datos del resto
de estudios conductuales se analizaron mediante MANOVAs (‘Trisomia x Dyrk1A’) 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. Todos los analisis se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics version

21 (Armonk, NY, USA).

4. Estudio de la LTP hipocampal

La influencia de la dosis de Dyrk1A sobre la capacidad de las neuronas del hipocampo
de potenciar a largo plazo fue evaluada mediante electrofisiologia extracelular in vitro
empleando una variacién del protocolo descrito por Costa y Grybko, (2005). Esta
técnica permite registrar la fuerza sindptica resultante tras la aplicacion de un estimulo
eléctrico, lo que supone simular el proceso neurofisiolégico que tiene lugar en el
cerebro in vivo durante los procesos de aprendizaje y memoria. Asi, evaluando la
magnitud del cambio de potencial eléctrico postsindptico y su mantenimiento a lo
largo del tiempo, se puede determinar la neuroplasticidad de cada grupo objeto de

estudio.

En el hipocampo, el principal circuito neuronal involucrado en la fijacion de recuerdos
a largo plazo es el circuito trisindptico. La primera de sus sinapsis tiene lugar entre las
fibras aferentes de corteza entorrinal que contactan con las dendritas de las neuronas
granulares del GD. Los axones de las neuronas granulares constituyen el tracto de las
fibras musgosas y establecen una segunda sinapsis con las neuronas piramidales de la
region CA3. Posteriormente, los axones de las neuronas de CA3, llamadas colaterales

de Schaffer, contactan con CA1l, dando lugar a la tercera sinapsis del circuito.
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Adicionalmente, el axén de las neuronas de CA1 es proyectado de nuevo al subiculum,

desde donde una proyeccién contacta de nuevo con corteza entorrinal.

En el presente estudio, los registros electrofisioldgicos in vitro se llevaron a cabo en la
via colateral de Schaffer, en rodajas de hipocampo cuya ruta trisinaptica permanecia

intacta.
a) Obtencion de las rodajas de hipocampo

Para obtener las rodajas de hipocampo en las que se realizaron los registros
electrofisiolégicos los ratones fueron sacrificados por dislocaciéon cervical y sus
cerebros fueron rapidamente extraidos. Se disecciond uno de los hemisferios y se
extrajo el hipocampo. A continuacién fue seccionado con un chopper (Proquinorte,
Bilbao, Espafia) en rodajas coronales de 400 um. Los cortes se dejaron estabilizar en
una placa Petri con liquido cefalorraquideo (LCR) artificial (NaCl 120 mM, KCI 3.5 mM,
NaH,P0,4 1.25 mM, MgS0, 1.3 mM, CaCl, 2.5 mM, glucosa 10 mM y NaHCOs3 26 mM,
pH = 7.5) oxigenado (95% O,, 5% CO,) a temperatura ambiente durante al menos 1

hora antes de comenzar los registros electrofisiolédgicos.
b) Fabricacion de los electrodos de registro

Los electrodos utilizados para registrar la actividad eléctrica se fabricaron a partir de
micropipetas de borosilicato de 1 mm de diametro (WPI, Worcester, MA, USA), que se
obtuvieron mediante un estirador vertical automatico de pipetas (Scientific Instrument
Lab, Narishige, Japon). La longitud y la forma optimas de la punta del electrodo se
obtuvieron aplicando una intensidad de calor de 4.5 y una fuerza magnética de 0. El
electrodo se rellend con NaCl 2M (impedancia entre 1-4 MQ) y se conectd al sistema

de amplificacidn.
¢) Induccion de LTP en el drea CA1 del hipocampo

Se transfirié una rodaja de hipocampo a una camara de perfusién (Harvard Apparatus,
Worcester, MA, USA) donde se mantuvo a una temperatura de 302C con un flujo
constante de LCR oxigenado de 1 ml/minuto. Con ayuda de una lupa, se situdé un
electrodo bipolar de estimulo en el stratum radiatum de la regién CA1 del hipocampo
con el fin de aplicar un tren de estimulos y asi activar fibras axonales procedentes del
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area CA3 (figura 15). A continuacidn, situando un electrodo de registro a unas 600-800
pum del primero (también en la regidon CA1), se registraron los potenciales excitatorios
postsindpticos evocados (field Excitatory Postsynaptic Potentials), fEPSPs) generados

como respuesta de las poblaciones neuronales sinaptantes.

CA1l ‘ Registro

Estimulo

DG

Figura 15. Esquema de la posicion de los electrodos de estimulo y de registro en el hipocampo durante
el registro de la LTP.

El proceso de registro consto de tres fases:

1) Establecimiento de la linea basal: para ello se aplicaron pulsos (100 pus) con una
frecuencia de 0.033 Hz (1 pulso cada 30s) durante 20 minutos.

2) La potenciacion a largo plazo fue inducida por theta burst stimulation (TBS),
gue consiste en la aplicacién de un tren de estimulos con elevada frecuencia.
Se aplicaron 10 trenes de 5 pulsos (100 ps, 100 Hz) con 200 ms entre el inicio
de cada tren de pulsos.

3) Se volvieron a aplicar los parametros de la condicién basal: 1 pulso (100 ps)

cada 30 s (0.033 Hz) durante 80 minutos.

La sefial eléctrica obtenida fue continuamente supervisada mediante un osciloscopio
(HM302-2, Hameg GmbH, Frankfurt, Alemania) y amplificada (AC-DC Amplifier AE-2,
Cibertec, Madrid, Espafia) hasta 100 veces. En el proceso de amplificacion la sefial se
filtré para eliminar las frecuencias demasiado bajas (<1 Hz) y demasiado altas (>3 KHz).
La sefal fue digitalizada (CED Micro 1401, Cambridge Electronic Design Limited, CED
Limited, Cambridge, UK) y registrada en un ordenador con el programa Spyke2 5.04
(CED Limited).
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d) Analisis y estadistica de los registros

El analisis de los registros electrofisioldgicos se realizé con ayuda del programa Spike 2
version 5.12a (Cambridge Electronic Design limited, Cambridge, UK). Las pendientes de
los fEPSPs se expresaron como porcentajes de cambio respecto a los valores de

amplitud basal obtenidos en la primera fase del experimento, antes de aplicar el TBS.

Los resultados de cada grupo experimental se expresaron como media + E.E.M. (Error
Estandar de la Media). El anadlisis estadistico se realizd mediante un MANOVA MR
(‘tiempo’ x ‘Trisomia’ x ‘DyrklA’). Las medias de cada grupo experimental se
compararon post hoc mediante la prueba Bonferroni. Todos los analisis se realizaron

con el programa IBM SPSS Statistics version 21.

5. Caracterizacion neuromorfoldgica

Para estudiar la influencia de la dosis génica de DyrklA en los mecanismos que
subyacen al aprendizaje y la memoria se caracterizaron diferentes aspectos celulares y

morfoldgicos usando técnicas de inmunohistoquimica.
5.1 Perfusidn y preparacion de los tejidos

Los animales fueron anestesiados con pentobarbital sédico (pentobarbital sédico 20
mg/ml, etanol 10%, propilenglicol 20%), sacrificados y perfundidos por via
intracardiaca primero con salino (0.9 %) y luego con paraformaldehido al 4%, pH 7.0,
en PBS 1X (PBS 10X: NaCl 80 g/I, KCI 2 g/I, Na2HPO4 6.1 g/l). Para este procedimiento
se utilizé una bomba peristéltica ISMATEC ISM 829 (IDEX Health&Science, Wertheim,
Alemania) a un flujo constante de 5 ml/minuto. Después de la perfusidn, todos los
cerebros fueron post-fijados con paraformaldehido a 49C durante 24 horas y
posteriormente transferidos a una solucién de sacarosa al 30% en PBS 1X para su
deshidratacion. Una vez deshidratados, se congelaron en hielo seco y se almacenaron

a-80°C.

Para realizar la inmunohistoquimica en flotacidn y las tinciones se realizaron secciones
coronales de 50 um de grosor en criostato de todo el hipocampo y de 30 um de grosor
para el cerebro basal. La seriacidn sistematica de las estructuras a cuantificar es

indispensable en el calculo de parametros estereoldgicos. Asi, los cortes se fueron
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depositando de forma seriada en pocillos de placas de cultivo, rellenados previamente
con solucion crioprotectora (etilenglicol 25%, glicerol 25%, PBS 1X 50%), en 9 series
para el hipocampo y en 5 series para el septo medial y los nucleos de la banda diagonal

de Broca. Finalmente se almacenaron a -20°C hasta su uso.

Los marcajes realizados en el vermis cerebelar se llevaron a cabo en secciones de 5 um
de tejido crioconservado y se recogieron en portaobjetos polarizados (Thermo

Scientific Superfrost Plus), que posteriormente fueron almacenados a -20°C.
5.2 Histologia e inmuhistoquimica

La tincion y deteccidn de proteinas en tejido congelado mediante inmunohistoquimica
se ha realizado sobre secciones coronales de cerebro en el caso del hipocampo y los
nucleos colinérgicos y sagitales en el caso del cerebelo. Se seleccionaron las areas de
interés con ayuda del atlas estereotaxico del cerebro de ratén Franklin y Paxinos

(1997).
5.2.1 Tincion de Nissl

La estimacion de parametros morfoldgicos tales como el area de la SGZ y el volumen
del DG del hipocampo (ver apartado 5.3) se realizd sobre secciones tefiidas con la
tincion de Nissl, ya que permite delimitar de una forma sencilla dichas regiones. Esta
tincion se llevd a cabo en una de las series elegida de forma aleatoria. Los cortes de
hipocampo se lavaron en PB 0.1 N (PB 0.1 N: NaH,PO4*H,0 2.65 g/l; K;HPO,4 14 g/l) y
se montaron en portaobjetos gelatinizados. Tras secarse durante 48 horas, los
portaobjetos fueron sumergidos durante 12 minutos en azul de toloudina 0.01%, un
colorante que se une al RNA contenido en los ribosomas y por tanto tife el nucleo, el
nucléolo y los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso. A continuacion se realizé
un lavado breve en agua destilada y se procedié a la fase deshidratacion, en la que se
sumergieron las muestras durante 2 minutos en cubetas sucesivas con soluciones de
alcoholes de gradacién ascendente (70°, 96° y dos bafios de 100° respectivamente).
Después se pasaron por dos banos sucesivos con el disolvente organico xileno,
también durante 2 minutos. Finalizada la exposicion, las muestras se cubrieron con la
resina sintética DPX (Panreac, Barcelona, Espafa) y un cubreobjetos y se dejaron secar

durante 2 dias.
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5.2.2 Tincion con loduro de propidio y DAPI

Todos los marcajes empleados en la caracterizacién neuromorfoldgica cerebelar se
llevaron a cabo sobre tejido adherido a portaobjetos polarizados. Las muestras se
atemperaron y se delimitd la zona de interés con un rotulador hidréfobo. A
continuacion, se realizaron 2 lavados de 5 minutos en PBS 1X en agitacion. Después se
sumergieron los portaobjetos en PBS-Tw 0.05% durante 5 minutos. Se secaron y se
colocaron en una cdmara humeda oscura. En cada tejido se colocé una gota de PBS 1X
con DAPI, una molécula que se intercala con el ADN, 1:1000 durante 12 minutos para
marcar los nucleos celulares. Posteriormente se lavaron 3 veces las muestras con PBS
1X durante 5 minutos. Para diferenciar células de Purkinje los tejidos se marcaron
ademas con loduro de propidio (IP), una molécula que se intercala con el RNA, durante
20 minutos a una concentracion 1:2000. Se lavaron con PBS 1X y finalmente se

montaron con el medio de montaje Vectashield.
5.2.3 Inmunofluorescencia en tejido en suspensién

En la inmunohistoquimica en suspension (free floating) los cortes se procesan flotando
libremente en liquido en una placa especifica para inmunohistoquimica. De esta
manera pueden tratarse todos los tejidos de una serie en un pocillo y todos los
animales de un mismo estudio simultdneamente garantizando la maxima penetraciéon

y homogeneidad.

Para realizar la inmunofluorescencia de cada uno de los marcadores del hipocampo
(Ki67, Doblecortina, Calretinina, Glutamato Vesicular 1 y Descarboxilasa del acido
glutamico 65/67) se selecciond aleatoriamente una de las nueve series que se habian
cortado previamente para cada animal y se introdujeron en los pocillos de la placa. Se
lavaron los cortes con PB 0.1 N durante 10 minutos. A continuacidn, se preincubaron
con PBTBSA: PB 0.1N con triton (Triton X-100 Electrophoresis Reagent, Sigma-Aldrich,
MO, USA) al 1% para permeabilizar el tejido y con albumina de suero bovino (Bovine
serum albumin, BSA, Sigma-Aldrich, MO, USA) al 1%, para bloquear las uniones
inespecificas. Se incubaron las secciones con el anticuerpo primario (tabla 6) en
PBTBSA durante 1 hora a temperatura ambiente y 72 horas a 4°C. En el caso de la

doble inmunohistoquimica los tejidos se incubaron con ambos anticuerpos primarios a
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la vez. Después se realizaron 5 lavados de 10 minutos con PBTBSA. Seguidamente se
incubaron las secciones con el anticuerpo secundario correspondiente (tabla 7) 1:1000
en PBTBSA en agitacidon orbital durante 1 hora a temperatura ambiente y 24 horas a
4°C. Después se realizaron 5 lavados con PB 0.1 N de 10 minutos y se incubaron las
secciones con la tincidon nuclear DAPI (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 1:1000 en PB
0.1 N en agitacion orbital durante 12 minutos a temperatura ambiente. Se lavaron las
secciones de tejido con PB 0.1 N. Para eliminar la autofluorescencia debida a Ia
acumulacién de lipofuscina, un lipopigmento que se encuentra en altas
concentraciones en ratones de edad avanzada o con signos de envejecimiento
temprano, como el ratén TS, se realizd un tratamiento con el reactivo
Autofluorescence eliminator reagent (Millipore, Billerica, MA, USA) a todos los tejidos.
Para ello, se incubaron las secciones durante 5 minutos en etanol al 70%. Después se
incubaron durante 5 minutos con el reactivo descrito. A continuacion, se realizaron
tres lavados de 1 minuto con etanol al 70% y finalmente se lavaron los tejidos con PB
0.1 N. Por ultimo, se montaron los cortes en un portaobjetos gelatinizados y se
cubrieron con un cubreobjetos utilizando como resina Gerbatol (Glicerol 0.3 g/ml;

Mowiol 0.13 g/ml; Tris-HCI 0.2 M pH 8.5 al 66%).

Tabla 6. Anticuerpos primarios utilizados para la inmunohistoquimica

Anticuerpo Casa comercial Dilucién Origen
Anti-KI67 Thermo-scientific 1:750 Conejo
Anti-Doblecortina Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX, USA) 1:250 Cabra
Anti-Calretinina Swant (Marly, Suiza) 1:3000 Conejo
Anti-Glutamato Vesicular 1 Millipore 1:2500 Cobaya

Anti-Descarboxilasa del
Millipore 1:350 Conejo

dcido glutémico 65/67
Anti-Acetilcolinesterasa Millipore 1:100 Cabra

103



Material y métodos

Tabla 7. Anticuerpos secundarios utilizados para la inmunohistoquimica

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

Anti-cabra biotinilado Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) Conejo

Tabla 8. Otros marcajes

Casa comercial Dilucién

Azul de toluidina Sigma 0.1%
DAPI Calbiochem (San Diego, CA, USA) 1:1000
P Invitrogen 1:2000

5.2.4 Inmunohistoquimica con peroxidasa en tejido en suspension

Para evaluar la influencia de la dosis génica de Dyrk1A sobre la degeneracion de BFCNs
se us6 como marcador la enzima ChAT, una molécula especifica de las terminaciones
nerviosas colinérgicas que participa en la sintesis del neurotransmisor acetilcolina. En
este caso la inmunohistoquimica se realizd en flotacion y el sistema utilizado para
revelar la proteina de interés fue un anticuerpo secundario biotinilado. Tras
seleccionar al azar una de las 5 series disponibles, las secciones se lavaron en PBS 1X
con tritén al 0.2% (PBS-TX) para permeabilizar el tejido. Se inactivd la actividad
peroxidasa enddgena del tejido con H,0, al 3% en PBS-TX y se volvié a lavar el tejido
con PBS-TX. Se bloquearon las uniones inespecificas preincubando con una soluciéon de
PBS-TX y 20% de suero normal de burro (Normal Donkey Serum, NDS, Chemicon
International, Temecula, CA, USA) durante 1 hora en agitaciéon orbital. Después se
realizaron lavados con PBS-TX y se incubaron las secciones con el anticuerpo primario
anti acetilcolin transferasa (tabla 6) diluido 1:100 en PBS-TX con NDS al 10 % durante
24 horas a temperatura ambiente en agitacion orbital. Al dia siguiente se realizaron de
nuevo lavados con PBS-TX y se procedio a la incubacidon con un anticuerpo secundario

biotinilado (tabla 7) diluido 1:250 en PBS-TX con NDS al 5% durante 2 horas a
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temperatura ambiente. Tras lavar con PBS-TX, los cortes fueron tratados durante 45
minutos a temperatura ambiente y en agitacion orbital con el complejo Avidina-Biotina
Peroxidasa (Standard Vecstain ABC Kit, Vector Laboratories). Posteriormente, se
realizaron lavados con PBS sin triton. El revelado de estos complejos se realizd
utilizando la especificidad de la reaccidon de peroxidacidn en presencia de cromdgeno
3,3" Diaminobenzidina (DAB). Finalmente, se montaron las secciones en portaobjetos.
Una vez secos, los tejidos se deshidrataron pasandolos por alcoholes de gradacidn
ascendente y tras pasar por un bano de xileno, se cubrieron utilizando la resina

sintética DPX.
5.3 Analisis morfométricos

Para determinar la influencia del gen Dyrk1A en el tamafio y morfologia cerebral, se

examinaron diferentes areas encefalicas.
5.3.1 Area de la capa subgranular y volumen del giro dentado del hipocampo

Para calcular el area de la SGZ y el volumen del GD se fotografio esta regién en cada
seccién marcada con la tincién de Nissl con un microscopio éptico (Zeiss Axioskop 2
plus, Carl Zeiss Microscopy, LLC, USA) a una magnificacion de 4x y se empled el método
estereolégico Cavalieri tal y como describen Llorens-Martin et al., (2006). Segun este
procedimiento, el volumen de un objeto se estima mediante la suma de las areas de
las secciones que conforman una serie y multiplicando por la distancia constante que
las separa. Como se menciond anteriormente, en el caso del hipocampo habia 9 series
en las que cada seccion tenia 50 um de grosor, por lo que la distancia entre seccion y
seccion en una misma serie fue de 450 um. Se midié el area del DG y la longitud de la
SGZ en cada seccidon con ayuda del software Imagel NIH (versiéon 1.33;
http://rsb.info.nih.gov/ij) y de una tableta digital (Mouse Pen 8x6, Genius, Taipei,
Taiwan). Con las medidas halladas se estimaron las magnitudes deseadas siguiendo las

formulas:
VDG=TeAi y ASGZ=TeLi

Siendo T la distancia entre cada seccion de una serie, Ai el sumatorio de todas las

areas medidas y ZLi el sumatorio de todas las longitudes.
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5.3.2 Volumen de ntcleos basales colinérgicos

Con el fin de realizar posteriormente la cuantificacion estereoldgica de BFCNs se
determind el volumen del nucleo septal medial (Medial septal nucleus, MSN) y los
brazos horizontal y vertical del nucleo de la banda diagonal de Broca (Vertical, VDB,
and Horizontal, HDB, Diagonal band of Broca) a partir de fotografias tomadas con un
microscopio Optico Zeiss a una magnificacion de 4x. Para ello se empled también el
método estereoldgico Cavalieri tal y como se describe en el apartado anterior, pero en
este caso se tuvo en cuenta que cada seccidn tenia un grosor de 30 um y que la
distancia entre dos secciones en una misma serie fue de 150 um, ya que la estructura

total se recogio en 5 series.

5.3.3 Area de la seccion del vermis, area foliar, grosor de las capas granular y

molecular y longitud de la capa de las células de Purkinje del cerebelo

Para estimar las diferentes areas y longitudes mencionadas, se tomaron fotografias de
secciones sagitales del vermis cerebelar tefiidas con DAPI a una magnificacidon de 4x
con un microscopio Optico Zeiss. A partir de estas imagenes y con el software Imagel
NIH, se construyeron panoramicas del vermis cerebelar sobre las que se efectuaron las
mediciones morfométricas correspondientes. La media del grosor de las distintas
capas fue calculada dividiendo la longitud total de la capa en una seccién sagital medial
por el area total de la capa. La linea de las células de Purkinje se incluyé en la
estimacion del grosor de la ML. Dado que en este caso no se empled ninguna técnica
estereolégica, las variaciones en estos parametros se expresaron como porcentaje de

cambio respecto al grupo control (Baxter et al., 2000).
5.4 Recuentos celulares

Para poder caracterizar la influencia de la dosis de Dyrk1A sobre la diferenciacién,
proliferacion y supervivencia celular se cuantificaron diferentes poblaciones
neuronales mediante técnicas estereoldgicas como el método del disector o aplicando

factores de correccion como el método Abercrombie (1946).
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5.4.1 Cuantificacidon de la densidad precursores neurales en la capa subgranular del

hipocampo (Ki67)

Para la identificacion de las células proliferativas en la SGZ se empled como marcaje la
proteina Ki67, que se expresa en las células proliferativas en todas las fases del ciclo
celular activo (G1, S, G2 y M) y estda ausente en el resto de células (GO). Para
determinar la densidad aproximada de esta poblacion neuronal se empled una
variaciéon del método del disector dptico (West y Gundersen, 1990), tal y como
describié Trejo et al. (2001). Dada la baja densidad de este tipo neuronal, el nimero
total de células Ki67 positivas se cuantificd visualmente por serie con un microscopio
de fluorescencia (Zeiss) a una magnificaciéon de 40x. La presencia de progenitores
proliferando a lo largo de la SGZ se examind con el enfoque micrométrico en todo el
espesor del tejido, sin necesidad de utilizar planos focales. Para determinar la densidad
de precursores neuronales de cada animal el nimero de células hallado por serie se

dividio por su respectiva area de SGZ.

5.4.2 Estimacidn de la densidad de progenitores granulares en diferentes estadios

de diferenciacion en la capa subgranular

Como marcadores de neuronas inmaduras en proceso de diferenciacién en el DG se
emplearon anticuerpos contra doblecortina (DCX), una proteina asociada a
microtubulos relacionada con la diferenciacién y migracion neuronal, y calretinina
(CLR), una proteina ligadora de calcio que se expresa brevemente antes de pasar al
estadio final de neurona madura. Este doble marcaje permite identificar distintas
poblaciones neurogénicas: DCX positivas/CLR negativas, que corresponderian a
precursores neurogénicos de tipo 2b y 3; DCX positivas/CLR positivas que se atribuye a
neuronas postmitdticas en diferenciacion; DCX negativas/Calretina positivas que es
una poblacién ligeramente mas diferenciada que las anteriores pero que aun no ha
completado su diferenciacion. En el presente estudio el nimero y la densidad de
neuronas inmaduras se representd en dos poblaciones: DCX positivas/CLR negativas y
células CLR positivas (incluyendo las DCX positivas/CLR positivas y las DCX
negativas/CLR positivas). Para medir la densidad de estas poblaciones celulares se
empled la variacion del método del disector fisico (Gundersen y Jensen, 1987)

previamente descrito por Llorens-Martin et al., (2006). Asi, por cada animal, 6
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disectores Opticos fueron aleatoriamente ubicados en la SGZ con un microscopio
confocal (Leica TCS SP5, Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), utilizando una
magnificacidon de 63x y un zoom de 2.46. Se cuidd que la SGZ siempre fuese paralela a
un lado del disector, de dimensiones 100.01 x 100.01 um y siendo, por tanto, la
longitud de la misma 100.01 um. A continuacién, en cada disector se examinaron 11
planos focales a lo largo de 17.204 um, con una separacién de 1.72 um entre cada uno.
El recuento de las células se realizd utilizando la técnica del disector en forma de U,
siendo la base de este la capa subgranular y los brazos los limites laterales de la
fotografia. Con el software de analisis de imagen Image J se contaron las células a
medida que fueron desapareciendo a través de los planos focales,
independientemente del borde que tocaran y marcando cada una para no ser contada
mas de una vez. Dividiendo el numero de células contadas entre el drea de la SGZ
contenida en el disector se obtuvo la densidad celular. Con la media de los 6 disectores

se halld la densidad correspondiente a cada tipo celular en cada animal.

5.4.3 Valoracion de la densidad de neuronas granulares del giro dentado

Se estimo la densidad de neuronas granulares como medida indirecta de la densidad
de neuronas maduras dado que este tipo celular es el mas abundante del DG y siendo,
ademas, facilmente distinguible de los progenitores neuronales por encontrarse estos
ultimos ubicados en la capa subgranular y presentar nucleos irregulares. La
cuantificacion de las células granulares se llevd a cabo usando los principios del
disector dptico, similar al método empleado del apartado 5.4.2. Asi, en cada animal se
seleccionaron aleatoriamente seis puntos en el interior de la GCL donde se ubicaron
los disectores. Se utilizé el objetivo de 63x y un zoom de 2.3, siendo las dimensiones de
cada disector 7.175 x 75.91 x 75.91 um. En cada punto, se tomé una serie de 10 planos
focales separados por 0.8 um, distancia suficiente para que cada célula aparezca en
dos planos consecutivos. El recuento celular se realizé6 con el programa Image J y
siguiendo los principios de Sterio (1984), es decir, tomando pares de imagenes y
considerando alternativamente una imagen como seccién de referencia y la otra como
seccion de muestra. Solo se contabilizaban aquellas células que se encontraban en el
plano focal de muestreo pero que no aparecian en el plano de referencia. Se

excluyeron aquellas células que tocaban la parte inferior y dos de los lados del
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disector. Para hallar la densidad de neuronas granulares se dividid el niumero de
células contadas por el volumen del disector. Para estimar la densidad por animal se

calculé la media de los 6 disectores.
5.4.4 Estudio de la densidad de neuronas colinérgicas en los nticleos basales

El recuento de neuronas colinérgicas se efectiuo de forma similar a la valoracion de la
proliferacion neuronal, tal y como se describe en el apartado 5.4.1. Asi, se fotografio
cada seccién con un microscopio Optico Zeiss a una magnificaciéon de 4x y se
contabilizaron las neuronas ChaT positivas con ayuda del programa Imagel. Para
estimar la densidad de neuronas colinérgicas se dividié el numero total de células

contabilizadas por el area de los nucleos basales colinérgicos de esa misma serie.
5.4.5 Estimacidn de neuronas granulares del cerebelo

El contaje celular en la capa granular del cerebelo se llevo a cabo en criosecciones de 5
um de grosor tefiidas con DAPI. Para ello, 6 cortes sagitales de la linea medial del
cerebelo, es decir, del vermis, fueron recogidos seriadamente en un portaobjetos no
extendiéndose mas alld de 1 mm lateralmente de la zona medial. Posteriormente se
fotografid la capa granular con un microscopio Zeiss a una magnificacion de 63x. Las
células fueron contadas dentro de un drea de 5000 pum?® Se seleccionaron
aleatoriamente 8 campos independientes que no se solapaban a lo largo de las folias
IV, V, VI y VIl en el cerebelo de cada animal. Para corregir las estimaciones empleadas
se utilizo el factor de correccion de Abercrombie (Abercrombie, 1946) empleando la

férmula:
P = A[M/(L+M)]

Siendo P la estimacién celular final, A los nicleos contados, M el grosor de la seccidon
en um vy L la media del didametro nuclear. Para estimar la media del diametro nuclear se

midieron 8 nucleos elegidos aleatoriamente en cada animal.
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5.4.6 Cuantificacion de la densidad de células de Purkinje en el cerebelo

Para determinar la densidad de las células de Purkinje se cuantificé el niumero total de
células tefiidas con IP en una seccion medial sagital completa y se dividio por la

longitud de la linea de las células de Purkinje en cada animal.
5.5 Niveles de excitacidon e inhibicidn sinaptica en el hipocampo

Para conocer el balance inhibitorio-excitatorio de los inputs que conectan con las
células granulares a nivel de la ML, se emplearon anticuerpos frente a Ia
descarboxilasa de acido glutamico (Glutamic Acid Decarboxylase 65/67, GAD65/67) y al
transportador vesicular de glutamato 1 (Vesicular Glutamate Transporter 1, VGLUT1).
La primera molécula es un enzima que cataliza la conversion de L-glutamico en GABA,
principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro. GAD presenta dos isoformas: una
molécula de membrana, la 65, y otra citoplasmatica, la 67. La proteina VGLUT1 es un
marcador de vesiculas de secrecidn glutamatérgicas, es decir, de naturaleza excitatoria
y se expresa ampliamente en el hipocampo adulto. Asi, siguiendo el protocolo descrito
por Trejo et al., (2007), por cada animal se seleccionaron aleatoriamente 4 puntos en
la ML del DG en la zona mas externa de la capa de células granulares y en cada sitio se
tomo una imagen de cada marcador por separado. Las fotografias se realizaron con un
microscopio confocal (Leica TCS SP5, Leica Microsystems), utilizando el objetivo de 63x
con un zoom de 9 y una resolucion de 1024 x 1024. El anadlisis de las imagenes se
realizé con el software Image J. Tras convertirlas a escala de grises, para mejorar el
contraste entre sefal y ruido, se realizé un circulo de referencia con un area de 325
um?. El drea marcada positivamente fue medida en esta region circular aplicando el
mismo umbral en todos los casos. Finalmente los resultados se expresaron como la
media del porcentaje de area ocupada por la sefial positiva. Para determinar el balance
relativo de excitacion e inhibicidon para cada genotipo en cada animal se dividié el valor

de excitacion hallado entre el porcentaje de inhibicion.
5.6 Analisis estadistico de los resultados
El analisis estadistico de todos los experimentos neuromorfoldgicos se realizd

mediante  MANOVAs (‘Trisomia’ x ‘DyrkiA’). Las medias de cada grupo
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experimental se compararon post hoc mediante la prueba de Bonferroni. Todos los

analisis se realizaron con el programa IBM SPSS Statistics versién 21.

6. Inmunodeteccidn de los niveles de expresion de Dyrk1A y App

Para corroborar que los niveles proteicos de Dyrk1A (=91 KDa) se correspondian con
cada genotipo empleado en este estudio, se efectud su valoracion mediante Western
blot. Ademas, también se evalud la influencia del gen Dyrk1A sobre los niveles de
expresion de la proteina App (=120 KDa) en este caso en animales de edad avanzada
(tabla 5). Ambas proteinas fueron caracterizadas tanto en hipocampo como en

cerebelo.

Para la extraccién de proteinas del hipocampo y del cerebelo se anadieron 300 ul de
tampdn de lisis con detergentes (Tris-HCI 50nM, pH: 7.5, EDTA 1mM, duodecil sulfato
sodico (SDS) 2%) con una mezcla de inhibidores de proteasas (4-(2 aminoacetil)-
benzeconsulfonil fluoruro 1.3 mM), leupeptina 10 pg/ml, E-64 5 pg/ml, antipaina 10
ug/ml e inhibidores de fosfatasas (cantaridita 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM),
por cada 20 mg de tejido. Las muestras fueron homogenizadas con un politréon y se
calentaron a 982C en bafio seco durante 10 minutos. A continuacidn, se pasaron a
hielo para su enfriamiento. Posteriormente, las muestras se sonicaron a maxima
potencia durante 5 segundos y se centrifugaron a 10.000 r.p.m. durante 5 minutos, a
4°C. Se recogié el sobrenadante y se mantuvo en hielo. Finalmente, se midid la
concentraciéon de proteinas utilizando el método de Lowry (Sengupta y Chattopadhyay,
1993) en un espectrofotémetro (Multiskan ex, Thermo Scientific) a una longitud de

onda de 620 nm, utilizando una curva patrén de albimina.

Para realizar la electroforesis se mezclaron cantidades idénticas de proteina total (50
pg) de cada lisado con 5 pl de tampdn de carga 5x (Tris 150 mM, pH6.8, glicerol 50%,
SDS 1% (p/v), B-mercaptoetanol 5% y azul de bromofenol 0.25%) y se completaron
hasta un volumen total de 10 ul con PBS-SDS 1%. La mezcla se calentd a 902C durante
5 minutos y se centrifugd 5 minutos a 3.000 r.p.m. Tras cargar 75 pg de proteina por
cada muestra (15 pl), su separacién por electroforesis se efectud en geles verticales de

SDS-poliacrilamida (SDS-PAGE) (tabla 9).
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Tabla 9. Composicion de los geles de concentracidn y de separacion.

Componentes Gel de separacion 10% Gel de concentracién
H,0 destilada 5000ml 1562 ml
40% Acrilamida-bisacrilamida 2500 ml 313ul
Buffer de separacion 4X 2500 ml
10% persulfato amdnico (APS) 150ul 42 ul
Temed 7.5 ul 7.5 ul
Buffer de concentracion 4X 625ul

Se cargaron 5 yl de un marcador proteico estandar (Bio-Rad) como referencia para los
pesos moleculares. Hasta que las muestras alcanzaron el gel de separacién se aplicé
una corriente continua de 100 V durante 15 minutos, incrementandose
posteriormente hasta 160 V durante 50 minutos. Todo este proceso se realizd en

tampon de electroforesis (Tris base 25 mM, pH 8.5, glicina 0.2 M, SDS 0.1%).

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de polivinilidenodifluoruro (PVDF) (Bio-Rad) desde el gel de poliacrilamida. Para ello se
pusieron en contacto el gel y la membrana emparedados entre hojas de papel de filtro
(Bio-Rad) y esponjas dentro de un armazoén de plastico. Todo el conjunto se sumergié
en tampodn de transferencia (Tris base 25mM, pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20%) y
se sometid a un campo eléctrico de 100 V durante 90 minutos, a 49C. Para realizar la
electrotransferencia y la electroforesis se utilizdé un kit de electroforesis vertical (Mini-
PROTEAN Bio-Rad). A continuacidn, se comprobd la eficacia de la transferencia tifiendo

las membranas con el colorante rojo Ponceau.

Una vez finalizada la transferencia, se bloquearon los sitios de unién inespecificos del
anticuerpo incubando las membranas durante 1 hora a temperatura ambiente en una
solucidon compuesta por leche en polvo desnatada al 5 % en tampdn TBS-T (Tris-HCI
0.02 M, pH 7.6, NaCl 0.15 M, Tween 20 0.05%). Posteriormente la membrana se incubd
con el anticuerpo primario (1:2000; raton anti-App; Chemicon Internacional; 1:250;

ratén anti-Dyrk1A, Abnova Corporation, Taipei, Taiwan) en TBS-T con BSA al 2%,
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durante 24 horas a 49C y en agitacidn. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 10
minutos en tampdn TBS-T y se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario
fluorescente (1:10.000; anti-ratdn IRDye-800CW; LI-COR Odyssey Biosciences, Lincoln,
Nebraska, USA) diluido en TBS-T con leche en polvo desnatada al 2% durante 1 hora en
agitacién a temperatura ambiente. Tras la incubacidn, se realizaron 3 lavados de 10

minutos con TBS-T.

La fluorescencia se detecto usando el sistema LI-COR Odyssey IR Imaging System V3.0
(LI-COR Odyssey Biosciences). La densidad optica de las bandas fue determinada con el
programa Imagel. Para corregir posibles errores de carga en el gel, las membranas
también fueron incubadas con un anticuerpo contra GAPDH (=37KDa) (1:2000; Santa
Cruz Biotechnology); asi, los valores de App y Dyrk1A hallados fueron normalizados con
las estimaciones de esta proteina constitutiva. Cada muestra fue evaluada en tres
experimentos independientes. Los resultados fueron expresados como el porcentaje
de cambio respecto al valor medio de densidad éptica de los controles euploides
dentro de cada film. Para detectar diferencias estadisticas en la expresion de estas
proteinas en los distintos grupos experimentales se utilizaron MANOVAs (‘Trisomia x
Dyrk1A’). Las medias de cada grupo experimental se compararon post hoc mediante la
prueba de Bonferroni. Todos los andlisis se realizaron con el programa IBM SPSS

Statistics version 21.

7. Inmunodeteccion del péptido Ap42

Con el objetivo de evaluar la influencia de la carga génica de Dyrk1A en la acumulacién
del péptido neurotdxico AB42 en la corteza, el hipocampo y el cerebelo se determiné
su concentracion mediante un ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas (Enzime-

Linked InmunoSorbent Assay, ELISA) en animales de 13 meses de edad.

Para obtener los extractos proteicos a cuantificar los tejidos fueron pesados vy
homogeneizados en un buffer de guanidina hidrocloridica 5M 8x (pH 8.0) y se
incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente. Las muestras se diluyeron con un
tampon estandar (1:10) y se centrifugaron a 16000 g durante 20 minutos a 4°C para
separar el material insoluble. Posteriormente se recogié el sobrenadante y se

almacend a -80°C hasta su uso.
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Para medir el nivel de AB42 se empled un kit comercial KMB 3441 (Invitrogen). La
cuantificacion de los niveles peptidicos se llevdo a cabo siguiendo las indicaciones

proporcionadas por el fabricante.

La densidad dptica de cada muestra se determind en un lector de placas (Multiskan EX,
Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland) a una longitud de onda de 450 nm. La
cantidad de cada péptido es proporcional a la intensidad del color generado, asi que se
cuantificd su concentraciéon elaborando previamente una recta de calibrado con
concentraciones conocidas de la proteina problema y a continuacién se extrapolaron
los valores de densidad éptica obtenidos a ésta. Cada muestra se ensayd por duplicado
en la misma placa en dos experimentos independientes. Para analizar
estadisticamente los resultados se realizé un MANOVA (‘Trisomia x Dyrk1A’) con el
programa IBM SPSS Statistics version 21. A continuacién las medias de cada grupo

experimental se compararon post hoc mediante la prueba de Bonferroni.
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Dado que los objetivos de esta tesis consistian en evaluar la contribucion del gen
Dyrk1A sobre diferentes fenotipos encontrados en el SD y sobre la fisiologia y la
neuromorfologia del cerebro normal, en este trabajo se ha analizado el fenotipo de
distintos procesos cognitivos, fisioldgicos, neuromorfolégicos y neurodegenerativos en
ratones con una sola copia funcional de Dyrk1A (CO +/-), con dos copias (CO +/+y TS
+/+/-) y con tres copias de este gen (TS +/+/+). A continuacién se muestran los

resultados obtenidos.

1. Niveles de expresidon de Dyrk1A segtin su dosis génica

En primer lugar se definieron los niveles proteicos de Dyrk1A en el hipocampo y el
cerebelo para corroborar que su expresion se correspondia con la esperada segun la
dosis génica de cada grupo experimental. Asi, se examinaron los niveles de expresion
de esta proteina mediante Western blot en los animales CO +/+, CO +/-, TS +/+/+y TS
+/+/-, encontrandose que, efectivamente, los niveles de expresidon proteica se
correspondian con los esperados en los cuatro genotipos tanto en el hipocampo
(MANOVA ‘Trisomia’ F(1,,1)=64.698, p<0.001; ‘Dyrk1A’ F(1,,1)=44.594, p<0.001; ‘Trisomia
x Dyrk1A’ F(1,21)=1.790, p=0.196; figura 16 a) como en el cerebelo (MANOVA ‘Trisomia’
F121)=20.344, p<0.001; ‘Dyrkl1A’ F(1,1)=15.479, p<0.001; ‘Trisomia x Dyrk1A’
F(1,21)=1.418, p=0.248; figura 16 b). Los animales TS +/+/+ presentaron un incremento
de aproximadamente un 50% de la expresidn de esta proteina en ambas estructuras.
Ademas, la reduccion de una copia de DyrklA en los animales CO +/- y TS +/+/-
disminuyd los niveles de expresion de la proteina en ambas estructuras. De hecho,
como se observa en la figura 16, los ratones TS +/+/- mostraron niveles de Dyrk1A
practicamente iguales a los de los animales euploides CO +/+. Por tanto, el modelo
murino elegido es apto para el estudio de la contribucion fenotipica y funcional del gen

Dyrk1A en ambas estructuras encefalicas.
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Figura 16. Analisis mediante Western blot de los niveles de expresion proteica de Dyrk1lA en el
hipocampo (a y c) y el cerebelo (b y d) de la progenie obtenida tras el cruce de ratones CO +/-y TS
+/+/+. Las diferencias en la concentraciéon de la proteina en los distintos genotipos fueron expresadas
como el porcentaje de cambio relativo respecto al ratén euploide (definido como el 100%). La
inmunodeteccion de GAPDH se usé como control de carga. En las imdagenes representativas del
experimento esta indicada la posicion del marcador proteico a la derecha (en kDa). *: p<0.05; ***:
p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, ###: p<0.001, efecto de la dosis génica (CO +/- vs. CO +/+y TS
+/+/- vs. TS +/+/+). Prueba de Bonferroni realizada después de MANOVAs significativos.

2. Influencia de la dosis génica de Dyrk1A sobre la viabilidad y el fenotipo anatémico

general

Dado que los ratones TS tienen una viabilidad reducida, se valoré el papel de la
sobreexpresion de Dyrk1A sobre este fenotipo. Como ya se comentd en apartados
anteriores, los individuos knockout homocigotos para este gen no son viables. En el
presente trabajo se encontrd que las proporciones de nacimiento variaban en funcién
de la dosis del gen Dyrk1A (xz(gg‘|‘)=0.447, p=0.035). Por un lado, los animales TS +/+/+,
con triple dosis de este gen, mostraron una reduccién en la proporcidon de nacimientos
(18.18%, ver figura 17 a). Del mismo modo, la reducciéon de una copia de DyrklA
también disminuyd la viabilidad de los ratones CO +/- (21.21%). Sin embargo, la

normalizacién del nimero de copias de Dyrk1A en los individuos TS +/+/- aumenté el
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porcentaje de nacimientos de estos individuos (28.28%), aunque no llegd a

normalizase completamente en comparacidn con los ratones CO +/+ (32.32%).

Dado que el gen DyrklA parece tener un papel fundamental en el crecimiento vy
desarrollo normal de los individuos, también se cuantificd el peso corporal de los
cuatro grupos de animales y su evolucion en el tiempo. Los ratones TS +/+/+ mostraron
una reduccién en su tamafio corporal con respecto a los CO +/+. La reduccién de la
dosis génica tuvo efectos opuestos, mientras que en el ratdn trisdmico no rescaté esta
alteracién, en el genotipo CO +/- ocasiond una reduccién muy marcada del peso
corporal (MANOVA ‘Trisomia’ F(1,44=0.49; ‘Dyrk1A’ F(1,44=53.86, p<0.001; ‘Trisomia x
Dyrk1A’ F(1,42=75.00, p<0.001; figura 17 b).
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Figura 17. La normalizacion de la dosis del gen DyrklA en el raton TS rescaté parcialmente su
viabilidad, pero no su peso corporal. Porcentaje de nacimientos en cada grupo experimental (a) y
media + E.E.M. del peso corporal y su evolucién a lo largo de los meses (b). *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; ###: p<0.001, CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs
significativos.

3. Estudio del efecto de la dosis génica de Dyrk1A sobre la cognicion

Dado que numerosos estudios han demostrado el papel del gen DyrklA en el
rendimiento cognitivo, uno de los objetivos principales de este estudio fue valorar el
fenotipo cognitivo de los ratones con los distintos genotipos. Para ello se llevaron a

cabo las pruebas de condicionamiento del miedo y el laberinto acuatico de Morris.
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3.1 Prueba del condicionamiento del miedo

Esta prueba permite evaluar la memoria de la asociacion entre un estimulo aversivo y
uno auditivo, proceso que depende de la adecuada funcién de la amigdala, y la
memoria de la asociacion entre un estimulo aversivo y un contexto, que es
dependiente también del hipocampo y por ello principal objeto de interés en este

trabajo.

En la prueba de la asociacion tono-descarga se encontrd que los ratones TS,
independientemente de su dosis de Dyrk1A, mostraron un déficit en su capacidad de
recordar la asociacion entre un estimulo auditivo y una descarga eléctrica respecto a
los animales CO +/+ (MANOVA ‘Trisomia’ F(1,44=7.77, p=0.007, figura 18). Por su parte,
el ratén CO +/- no presentd ningun déficit en este tipo de memoria asociativa. Por lo
tanto, la modificacién de la dosis de Dyrk1A no tuvo ninguna repercusion en individuos
euploides o en trisdmicos (MANOVA ‘Dyrk1A’ F(1,44=0.64, p=0.42; ‘Trisomia x Dyrk1A’
F(1,42=4.42, p=0.519; figura 18), lo que indica que Dyrk1A no tiene un papel relevante

en la memoria de asociacidon auditiva.

En el test de condicionamiento contextual el ratdon trisdmico no fue capaz de recordar
la asociacion contexto-descarga eficientemente, ya que durante esta sesidn
permanecié menos tiempo inmovil que los ratones del grupo CO +/+ en el contexto
gue habia sido asociado a las descargas eléctricas durante el entrenamiento (MANOVA
‘“Trisomia’ F(1,44)= 4,862, p=0.031; figura 18). Sin embargo, la reduccién de una copia del
gen DyrklA en los ratones TS +/+/- redujo parcialmente esta alteracion (MANOVA
‘Trisomia x Dyrk1A’ F(1,44=6.61, p=0.013; figura 18), lo que indica una mejoria en la
capacidad asociativa contextual de estos animales. Los ratones haploinsuficientes CO
+/- mostraron una tendencia a recordar peor la asociacién contexto-estimulo aversivo
que los ratones CO +/+, aunque este efecto no alcanzd la significacidn estadistica

(MANOVA ‘Dyrk1A’ F(1,44=0.32, p=0.573; figura 18).

120



Resultados

250~
D
§ 200- #
g *k
= 1501 BN CO +/+
g % CO +/-
5 100+ |—_|_ Bl TS +/+/+
'g 504 TS +/+/-
o
g I
= 0‘ T T
= Tono Contexto

Figura 18. La normalizacion de la dosis génica de DyrklA en el raton TS mejordé parcialmente la
memoria asociativa contextual. Media + E.E.M. del porcentaje de tiempo de inmovilidad durante la
sesion de evaluacién de la memoria de asociacion tono-descarga y la sesiéon de evaluacion de la
memoria de asociacién tono-contexto en el test de condicionamiento del miedo *: p<0.05, **: p<0.01,
TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, TS +/+/+ vs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.

3.2 Laberinto acuatico de Morris

El estudio cognitivo se completd caracterizando exhaustivamente el aprendizaje y la
memoria espacial de los animales mediante la prueba del laberinto acuatico de Morris,
en la que se analizaron la memoria de trabajo, la memoria a largo plazo o de referencia

y la memoria procedimental en los distintos genotipos.

Para evaluar la memoria de referencia se examiné el aprendizaje de la posicién de la
plataforma a lo largo de las 8 sesiones de adquisicidon utilizando las latencias de escape
de los animales. Como muestra la figura 19 a, todos los genotipos aprendieron la
posicion de la plataforma a través de las sucesivas sesiones (p<0.001, tabla 10). A pesar
de ello, los ratones TS +/+/+ mostraron un déficit muy acusado en su memoria de
referencia ya que tardaron mucho mas tiempo en encontrar la salida del laberinto que
los animales del grupo euploide CO +/+ (p=0.001; figura 19 b). Sin embargo, la
normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A en el raton TS produjo una gran mejoria en
el aprendizaje espacial de estos animales, tal y como muestra la reduccién en las
latencias de escape en comparacién con los animales TS +/+/+ (p=0.013; figura 19 c).
No obstante, esta recuperacion fue parcial, dado que en las dos ultimas sesiones la
ejecucion de este grupo experimental no difirié de la del grupo TS +/+/+ (p=0.072). La

reduccién de la dosis génica de Dyrk1A en el ratén CO +/- no afecté a las habilidades
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cognitivas de este grupo, ya que sus latencias de escape a lo largo de las sesiones

fueron similares a las del grupo CO +/+ (p=0.353, tabla 10; figura 19 d).
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Figura 19. La normalizacion de la dosis de DyrkiA mejoré la memoria de referencia del raton
trisdmico. Media + E.E.M. de las latencias para encontrar la plataforma durante las 8 sesiones de
adquisicién de los cuatro grupos de ratones (a) y comparacion de las curvas de aprendizaje de los
ratones TS +/+/+y CO +/+ (b), TS +/+/+y TS +/+/- (c) y CO +/+/+y CO +/- (d). *: p<0.05; **: p<0.01; ***:
p<0.001 TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05; ##: p<0.01; TS +/+/+ vs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni tras
MANOVAs significativos.

La memoria de trabajo se valord analizando la ejecucion de los grupos experimentales
a lo largo de los 8 ensayos de cada sesidon (es decir, para cada ensayo se calculd la
media de la latencia de llegada a la plataforma en las 8 sesiones). El analisis estadistico
revelé que los ratones TS +/+/+ presentaron un gran deterioro en su memoria de
trabajo, ya que no redujeron la latencia de llegada a la plataforma a lo largo de los

ensayos (p=0.17, tabla 10; figura 20). Es decir, en cada sesion no fueron capaces de
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aprender y recordar la nueva posiciéon de la plataforma. Ademas, estos animales
mostraron un marcado déficit en comparacion con los ratones CO +/+ (p<0.001; figura
20 b). Sin embargo, al corregir su dosis génica, el ratédn TS +/+/- presentd una mejoria
significativa en su rendimiento a lo largo de los ensayos en comparacion con los
ratones TS +/+/+ (p=0.003, figura 20 c) y el analisis post hoc demostré que estos
animales reducian su latencia de llegada a la plataforma segun iban progresando los
ensayos (p=0.028, figura 20). Por ultimo, tanto los ratones CO +/+ como los CO +/-
mostraron una adecuada memoria de trabajo ya que redujeron el tiempo que
tardaban en encontrar la plataforma a lo largo de los ensayos (p=0.029 y p=0.021
respectivamente, figura 20 d). Estos resultados sugieren que la reduccion de una copia
de DyrklA mejord el deterioro en la memoria de trabajo que se encuentra en los
ratones TS +/+/+, mientras que los animales haploinsuficientes CO +/- no mostraron

ninguna alteracion.

Para evaluar la eficacia del patrén de busqueda de la plataforma efectuado por cada
grupo de animales y su evolucion a lo largo de las sesiones, se calculd para cada dia un
indice de eficacia en el que se comparaba el recorrido realizado por cada animal con la
trayectoria mas eficaz, es decir, la mas corta posible entre el punto de inicio del ensayo
y la plataforma. Aunque todos los grupos experimentales mejoraron su patrén de
busqueda de la plataforma y obtuvieron una mejor puntuacion a lo largo de las
sesiones (p<0.001, ver tabla 10), no todos los genotipos fueron igual de eficaces. Como
puede observarse en la figura 21, la estrategia de busqueda de la plataforma del ratén
TS +/+/+ fue peor que la del resto de los grupos de animales. Ademads, estos animales
mostraron tan solo una ligera mejoria en su estrategia de busqueda a lo largo de las
sesiones en comparacion con la evolucién del resto de grupos experimentales. La
diferencia entre la eficacia de su ejecucion de las primeras y las Ultimas sesiones
alcanzé una significacion de p=0.036 en lo animales TS +/+/+, frente a los valores
iguales o menores a 0.001 alcanzados en el resto de los grupos (tabla 10). Los ratones
TS +/+/- mejoraron su eficacia con respecto a los TS +/+/+ en las 6 primeras sesiones
(p=0.008; figura 21 c). Por otro lado, los ratones CO +/- no presentaron alteraciones
respecto a los CO +/+ (p=0.478, tabla 10; figura 21 d). Estos resultados coinciden con
los hallados al evaluar las latencias de llegada a la plataforma a lo largo de las sesiones,

lo que corrobora que la normalizacién del nimero de copias de Dyrk1A en el raton TS
123



Resultados

mejora el aprendizaje y la memoria de referencia, la memoria de trabajo y su funcién

ejecutiva, dado que es capaz de construir a lo largo de las sesiones estrategias de

busqueda mas eficaces.

a b
501 501
TS +/+/+: p=0.17
404 404
@ 301 @ 301
K] R
[} 8]
c c
3 2
< 204 IS 201
TS +/+/- CO +/+: p=0.029
10 - TS +/+/+ 10
CO +/-
-4 CO+/+
C T T T T T T 1 C T T T T T T T 1
2 3 4 5 6 7 8 1 2 3 4 5 6 7 8
Ensayo Ensayo
c d
501 50+
TS +/+/+: p=0.17
401 40
CO +/-: p=0.021
w30 @ 301
< @
[} Q
c c
[J] Q
T 20 = 20-
) —
104 104
C T T T T T 1 O

Ensayo

Figura 20. La normalizacidon de la dosis génica mejoré la memoria de trabajo del ratén trisémico.
Media + E.E.M. de la latencia para encontrar la plataforma durante las 8 ensayos de las sesiones de

adquisicién de todos los grupos de ratones (a), de los ratones TS +/+/+ y CO +/+ (b), TS +/+/+ y TS +/+/-
(c) y CO +/+/+ y CO +/- (d). En la parte derecha de las graficas b, c y d se muestra el valor de la

significacion de los MANOVAs MR realizados para cada grupo experimental para valorar la reduccion de

las latencias a lo largo de los ensayos. **: p<0.01;***: p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05; ##:

p<0.01, TS +/+/+ wvs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.
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Figura 21. La normalizacion de la dosis génica de Dyrkl1A mejord la eficacia de busqueda de la
plataforma del ratén TS. Eficacia de la trayectoria hallada para los ratones con distintas dosis de Dyrk1A
expresada como la media de la puntuacidén + E.E.M. (a), de los ratones TS +/+/+y CO +/+ (b), TS +/+/+y
TS +/+/- (c) y CO +/+/+y CO +/- (d). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05,
##: p<0.01, TS +/+/+ vs. TS +/+/-y CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.

Para evaluar el aprendizaje y memoria procedimental de los distintos genotipos se
analizé su conducta tigmotdctica. Como se observa en la figura 22 a, los ratones TS
+/+/+ mostraron una mayor tendencia a nadar por la periferia del laberinto al ser
comparados con los CO +/+ (p=0.002, ver tabla 10). Al normalizar la dosis génica en los
ratones TS +/+/- se redujo significativamente esta conducta, lo que indica que estos
animales desarrollaron una mejor estrategia de busqueda de la plataforma en el
laberinto (p=0.019, ver tabla 10). Los ratones CO +/- no mostraron diferencias
significativas en el tiempo que pasaron nadando en la periferia respecto a los

individuos diploides (p=0.261, ver tabla 10).

125



Resultados

a b
601
-+ CO+/+
**%
50- CO +/-
© Sk - TS +/+/+ 0.15-
£ TS +/+/- '
& 40 e
o
© — #
$3d T £ 0107
2 5
]
_E 20 %
) 9 0.054
el (]
X 101 >
0 T T T T T T T 1 0.00- T T
0o 1 2 3 4 5 6 7 8 CO +/+ CO +/- TS +/+/+ TS +/+/-
Sesion
C

301

Latencia (s)
N
<

=
o
1

T T
CO +/+ CO +/- TS +/+/+ TS +/+-

Figura 22. La reduccion de la dosis génica de Dyrk1A en el ratéon TS +/+/- mejoré su comportamiento
tigmotactico, mientras que en el ratén CO +/- dio lugar a una reduccién en su velocidad de natacién.
Media + E.E.M. del porcentaje de tiempo que pasaron en la periferia del laberinto acuatico a lo largo de
las 8 sesiones de adquisicion (a), de la velocidad media de natacion en las mismas sesiones (b) y de la
latencia de llegada a la plataforma durante las sesiones de aprendizaje guiado en el laberinto acuatico
de Morris de todos los grupos de ratones (c). *: p<0.05, **: p<0.01, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, TS
+/+/+ vs. TS +/+/-y CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.

La velocidad de natacion de los ratones CO +/- fue menor que la del resto de grupos
(MANOVA ‘Trisomia’ F(144)=4.35, p=0.040; ‘Trisomia x Dyrk1A’ F(1 4= 6.16, p=0.015;
figura 22 b). Sin embargo, no se encontraron diferencias entre los demas grupos

experimentales.

Finalmente, dado que durante las sesiones de aprendizaje guiado no se encontraron
diferencias en la ejecucion de los cuatro grupos de ratones (p=0.98; figura 22 c), las
diferencias encontradas en los distintos procesos cognitivos evaluados durante las
sesiones de adquisicion no parecen ser debidas a alteraciones motoras o

motivacionales, sino a alteraciones en los procesos de aprendizaje y la memoria.
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Tabla 10. Valores F de los MANOVAs MR y analisis post hoc de cada variable
independiente analizada durante las sesiones de adquisicién y guiadas del laberinto

acuatico de Morris.

iy . . Trisomia x
Sesion Trisomia Dyrk1A DyrkiA
MANOVA MR F7,40723.98,  F(1,)-12.39, F1.44/=0.88, Fiy 201=6.62,
Trisomia x (7,44) (1,44) (1,44) (1,44)
DyrkiA p<0.001 p=0.001 p=0.353 p=0.013
Cco +/+ VS. F(1,21)=20.34,
c . TS +/+/+ p<0.001
posthocentre <0 /s Faao2.14,
Memoria cada par de €O +/- p=0.159
TS +/+/+ VS. F(1 21)=5.24,
de curvas de :
i aje St p=0.030
referencia aprendizaje
N (6(0] +/+ VS. F(1'21):3.57,
(51-58)
TS +/+/- p=0.072
F(79=7.67
CO +/+ (7.9 ’
=0.020
Comparaciones Fp -0.22
post hoc CO +/- (7,::) 0-2 . ’
mediante F P -:.I.4 69
MANOVA MR TS +/+/+ (7'9<); on
(sesién x grupo) Fp '3 s
_ (7,9=2:27,
TS /4 p=0.118
MANOVA MR F(7,44 =5.70, F(1.44 =6.64, F1 44 =4.03, F1.4a =12.79,
Trisomia x (7,44) (1,44) (1,44) (1,48)
Dyrk1A p<0.001 p=0.013 p=0.051 p=0.001
CO +/+vs. Fi1,21)=21.44,
c . TS +/+/+ p<0.001
pc;r:tp;c:icelz:rees €O +/+ vs. F120=2.14,
+/- =0.
. cada par de co+/ p=0.159
Memoria curvas de TS +/+/+ vs. F(1,21)=11.18,
de trabajo o TS +/+/- p=0.003
aprendizaje
(E1-E8) CO +/+vs. F1,21)=0.23,
TS +/+/- 0=0.636
F(79=2.59
CO +/+ (7.9 ’
Comparaciones / p=0.029
post hoc : F7,8=2.56,
mediante CO+/ p=0.021
MANOVA MR Fio=1.79,
(ensayo x TS/ p=0.173
grupo) Fi7,0=2-54,
TS +/+/ p=0.028

127



Resultados

Tabla 10 (continuacion).

Lo . . Trisomia x
Sesion Trisomia Dyrk1A DyrkiA
MANOVA MR
Trisomia x F(1,40=6.55, F(1,00= 4,38, F1,49= 2,57, Fi1,42=8.32,
Dyrk1A p<0.001 p=0.042 p=0.116 p=0.006
Cco +/+ VS. F(1’21)=12.18,
c . TS +/+/+ p=0.002
omtp:rauo:es CO +/+ vs. e
pZZdaOZfréere CO+/- p=0.261
cu I’VZS de TS +/+/+ vs. F(1,21)=6.51,
Tigmotaxis aprendizaje TS +/+/- p=0.019
%51-58) Cco +/+ VS. F(1’21)=0.35,
TS +/+/- p=0.563
F(7’9)=7.80,
c ) CO+/+ p<0.001
omparaciones
F(7,8)=8.98,
posti hoc CO +/ 0<0.001
mediante 508
MANOVA MR TS +/+/+ (7fgl-1 o
(sesion x grupo) Fp_ '2 o4
_ (7,9)= 95,
TS +/+/ p=0.032
Sesiones de MANOVA
P . . F(1'44):O.01, F(1l44):1.58, F(1'44):O.OO,
aprendizaje Trisomia x o e o
guiado Dyrk1A p=u. p=0. p=0.
MANOVA
Velocidad Trisomia x Fi1,40= 4,36, Fi1,4=3.53, F(1,44/=6.16,
Dyrk1A p=0.040 p=0.064 p=0.015
M'I"Ar’i\igr\;?a’\:R F(1,4=25,44 F(1,44=6.79, F(1,44=38.86, F(1,40=2.84,
Dyrk1A 2, p<0.001 p=0.011 p<0.001 p=0.096
CO +/+vs. F(1,21=41.07,
c . TS +/+/+ p<0.001
osthocentre 017 VS Fa 051,
pcada ar de €O +/- p=0.478
Eficacia de P TS +/+/+ vs. F(1,21)=7.676,
curvas de ,
la izai TS +/+/- p=0.008
. aprendizaje
trayectoria CO +/+ vs. Fr120=8.30,
(51-58) TS +/4/- 006
F(7'g)=21.16,
. CO+/+ p<0.001
Comparaciones Fo=7.22
_ (7,8)=7-£%
poslj hoc CO +/ 0=0.001
mediante F 314
MANOVA MR TS +/+/+ 7,9°3.14,
o2 p=0.036
(sesion x grupo) E 108
(7,9)= Vo,
+/+/-
TS +/4/ p=0.001

4. Estudio del efecto de la dosis génica de Dyrk1A sobre la capacidad de atencidny la

actividad exploratoria

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

utilizo la prueba de la tabla de agujeros. En esta prueba no se encontraron diferencias
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entre los cuatro grupos de animales en la distancia recorrida, en el nimero de

exploraciones de los agujeros o en el tiempo que pasaron explorandolos (tabla 11).

Ademas, tampoco se encontraron diferencias en el niumero de repeticiones en la
exploracion de agujeros recientemente explorados (indice ABA), lo que demuestra que
ningun grupo tiene alterada su capacidad de atencion. La tabla 11 muestra los

resultados del analisis estadistico de las variables recogidas durante esta prueba.

Sin embargo, el ratén CO +/- mostré mayor actividad exploratoria que los otros grupos
experimentales, ya que explord los agujeros con objetos durante mucho mads tiempo
gue el resto (p=0.02), aunque no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el caso del tiempo de exploracidn de los agujeros sin objetos o en el

tiempo total de exploracién.

Tabla 11. Media + E.E.M. y valores F de los MANOVAs para cada variable
independiente analizada en la prueba de la tabla de agujeros.

TS co MANOVAS F; 44)
, , Trisomia x
++[+ +[+[- [+ +/- Trisomia Dyrk1A DyrkiA
istonco 10;62 101;69 7.36 9.56 241 071 072,
141 o088 079 107 P02 p=0.40 p=0.30
0.035 0.035 0.026 0.033
Velocidad (m/s) + + + + 2_8 21'6 93 93'2 1.48, p=0.23
0.005 0.03 0.003 0003 P P=
Nimero de 22.45 20.41 19.75 18.20 3.23 0.83,
exploraciones N * * * =0.07 =0.32 0.08, p=0.78
P 2005 164 136 132 P p=
Tiempo explorando e e 1.99, 0.31,
los agujeros (s) * * * * =0.16 =0.58 3.14, p=0.08
a4 416 256 289 283 P P=
Tiempo (s) de
exploracion de 16_;_93 13_;_27 14;62 21;12 1,48, 0.11, 5.55,
agUJe.ros con 3.08 187 182 2.5 p=0.23 p=0.74 p=0.02
objetos
Tiempo (s) de 8.36 9.65 9.90 10.01 1.06, 0.44, 0.04,
exploracion de + + * * 031 =051 -0.834
agujeros sin objetos 1.60 0.84 1.16 1.36 p=". p=". p=".
5.64 5.59 5.53 4.67
Indice ABA + + t t 9‘3 %’3 0_'8 i ,  0.06,p=0.80
063 080 067 062 P p=

##: p<0.01, CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.
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5. Estudio del efecto de la dosis génica de Dyrk1A sobre la actividad general y la

ansiedad

En este estudio también se han evaluado factores emocionales, como la ansiedad, que
influyen directamente sobre el comportamiento exploratorio y la actividad locomotora
de los ratones y, por tanto, en la ejecucién de otras pruebas que valoran procesos
cognitivos. Para ello se analizdé el comportamiento de los diferentes grupos
experimentales en pruebas donde existe un conflicto entre la aversién natural de los
roedores a los espacios abiertos y/o a las alturas y su tendencia innata a explorar

ambientes nuevos.
5.1 Campo abierto

En esta prueba los ratones TS mostraron hiperactividad. Tanto los ratones TS +/+/+
como los TS +/+/- presentaron mayor actividad horizontal periférica y actividad total
que los ratones CO +/+ (figura 23 a), aunque esta tendencia sélo alcanzé la
significacion estadistica en el grupo TS +/+/+ respecto al grupo CO +/+ (actividad en la
periferia: p=0.022; actividad total: p=0.013; figura 23 a). Estos resultados son
consistentes con la mayor velocidad hallada en el grupo TS +/+/+ durante esta prueba
gue también refleja hiperactividad (p=0.028; figura 23 c). Disminuir la dosis de Dyrk1A
en los ratones TS +/+/- no rescaté la hiperactividad del grupo trisémico, ya que los
ratones TS +/+/- no difirieron de los TS +/+/+ en actividad en la periferia (p=0.505),
actividad total (p=0.735) o velocidad (p=0.734) durante la prueba. Por otro lado, la
reduccion de la dosis génica de Dyrk1A en el ratéon CO +/- dio lugar a un aumento de
actividad en la periferia (p=0.045). Aunque estos ratones no presentaron un
incremento estadisticamente significativo en la actividad total (p=0.258) o la velocidad

(p=0.253) durante la prueba.

Los ratones TS +/+/+ y los TS +/+/- también mostraron una mayor actividad en el
centro del aparato que los ratones CO +/+ y CO +/- (p=0.001; figura 23 a). A pesar de
gue la actividad en el centro del aparato ha sido considerada tradicionalmente una
medida de ansiedad, la hiperactividad mostrada por estos ratones en la periferia y el

hecho de que no se encontraron diferencias en el nimero de alzamientos efectuados
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durante la prueba (p=0.819, figura 23 b), conducta ansiosa caracteristica en ratones
que constituye un intento de escape del aparato, sugiere que el incremento de
actividad en el centro del aparato en ratones TS podria ser debida a su hiperactividad
general por su menor capacidad para atender a estimulos potencialmente estresantes
(ver discusion, apartado 3). La tabla 12 muestra los resultados del analisis estadistico

de las variables recogidas durante esta prueba.

a b
20- Il CO+/+ 401
B CO +/-

304 Bl TS +/+/+ . 304
€ [ TS +/+/- ]
1 . 5

g 20 # 9 204
& §
2 s 2

101 J___I_ 104

0_.

Periferia Centro Total CO +/+ CO +/- TS +/+/+ TS +/+/-

0.154

0.10+ x

0.054

Velocidad (m/s)

0.00-
CO +/+ CO+/- TS +/+/+ TS +/+/-

Figura 23. La normalizacién de la dosis génica de Dyrk1A no afect6 a los niveles de actividad general
del ratén TS en el campo abierto. Media * E.E.M. de la distancia recorrida (a), de los alzamientos (b) y
de la velocidad de movimiento realizados por los distintos grupos de animales durante la prueba del
campo abierto (c). *: p<0.05, **p<0.01, TS +/+/+ vs. CO +/+. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs
significativos.
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Tabla 12. Valores F del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) de cada variable analizada en el
campo abierto.

. . Distancia . .
Distancia Distancia . .
enla Alzamientos Velocidad
en el centro e . Total
periferia
Trisomia 10.960, 3.264, 6.374, 0.759, 6.391,
p=0.001 p=0.074 p=0.013 p=0.386 p=0.013
0.131 0.389 0.099 0.243 0.101
MANOVA ’ ! ! ¢ !
- s DyraA o718 p=0.534 p=0.753 0=0.623 0=0.752
(1,44) . .
T"s;’m'a 0.993, 3.267, 0.871, 0.053, 0.882,
DyrkiA p=0.321 p=0.074 p=0.353 p=0.819 p=0.350

5.2 Laberinto en cruz

En la prueba del laberinto elevado en cruz se valoré nuevamente la actividad y los
niveles de ansiedad de los grupos experimentales al ser expuestos a un ambiente
nuevo con dos zonas diferenciales, una potencialmente aversiva (los brazos abiertos) y
otra segura (los brazos cerrados). La tabla 13, muestra el analisis estadistico efectuado

para los diversos parametros evaluados en esta prueba.

Como se puede observar en la figura 24 a, los animales TS se mostraron hiperactivos
respecto al grupo CO dado que realizaron un mayor niumero de entradas en los brazos
abiertos del laberinto (p=0.045, tabla 13). También el numero total de entradas en los
brazos del aparato fue mayor (p=0.030, tabla 13). Ademas, los animales TS +/+/+ se
movian a mayor velocidad (p=0.044, tabla 13, figura 24 c) y recorrieron una mayor
distancia durante toda la prueba (p=0.045, figura 24 b, tabla 13) que los CO +/+. Sin
embargo, la reduccién de una copia del gen DyrklA produjo un incremento de la
velocidad (c) (p=0.035, tabla 13) y de la distancia total recorrida (p=0.045, figura 24 b)

tanto en los ratones CO +/- como en los TS +/+/-.

Por otro lado, los cuatro grupos de ratones no difirieron significativamente en ninguna
de las medidas de ansiedad evaluadas en esta prueba (ver tabla 13). No se
encontraron diferencias significativas en el porcentaje de distancia que recorrieron en

los brazos abiertos (figura 24 d), en el nimero de conductas de evaluacién de riesgo
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(figura 24 f) o en el tiempo de inmovilidad inicial (figura 24 e) que mostraron los

ratones TS o CO con dosis normal o reducida de Dyrk1A.

8}
(o

60 Il CO+/+ 20+
504 B CO+/- e
Bl TS +/+/+

=]
0 ©
g g —_—
£ 407 TS ++- E
c et
o o 30 S
© 8 ©
g s 201 k7
%’ S a
S0 10_
Z o
c
3 g
Abiertos Cerrados Total CO +/+ CO +/- TS +/+/+ TS +/+/-
C d
0.08
100+
e
@
& 0.06 8 5 80
Q.
E §S
= c C 60
e} = O
0.044 o
k) S 8
o 9 T 401
% 0.02 g .';%
== Ty 204
SR
(4]
0.00- £ ol
CO +/+ CO +/- TS +/++ TS +/+/- CO +/+ CO+/- TS+/+/+ TS +/+/-
e f
- 2.0 401
KD & o
c c 2
g 1.5 2.8 30
CU C LS
g 53
é 1.0 35
= 8 3
[0} S =
T 05 o8¢
o = 0
< g o
g S
= 0.0- zZ

CO +/+ CO +- TS +H+/+ TS +/+- CO ++ CO +/- TS +H+/+ TS +/H+/-

Figura 24. La reduccion de la dosis de DyrklA en los animales CO +/- y TS +/+/- produjo un ligero
aumento de la hiperactividad durante la prueba del laberinto en cruz. Media + E.E.M del nimero de
entradas en los brazos del aparato (a), de la distancia total recorrida (b), de la velocidad (c), del
porcentaje de tiempo en los brazos abiertos (d), del tiempo de inmovilidad inicial (e) y del nimero de
conductas de evaluacién de riesgo (f) en el laberinto elevado en cruz mostrados por los animales de los
distintos genotipos. *: p<0.05, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, TS +/+/+ vs. TS +/+/-y CO +/+ vs. CO +/-.
Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.
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Tabla 13. Valores F del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) de cada variable analizada en el
laberinto elevado en cruz.

MANOVAS Fy 44)

Trisomia Dyrk1A Tgsyt;:j: X
Numero total de entradas pZ:'g.?E)S;'S nge;gl' 1 1.167, p=0.283
Numero de er;;riaeilfossen los brazos pi(:)lf;:l,s p(i.01.27(;,9 0.550, p=0.460
Numero de e:;:;l:;;en los brazos plz.(()).S;S;,7 p(1327 12,9 1.760, p=0.188
Distancia total recorrida pzzg?l’ 4 pit:)l?)(:;S 0.083, p=0.774
Velocidad pigi?)’ 4 ptg%g’s 0.092, p=0.762
Tiempo de inmovilizacion inicial ngl;il ng%l;e 0.339, p=0.562
% de distancia en los brazos abiertos ngf;(;'g p1=(é)317§3'2 0.114, p=0.737
Numero total dedceo:iZtsjgc:‘)as de evaluacion ng?;(;'G p(lg%%z 0.937, p=0.336

6. Estudio del efecto de la dosis génica de Dyrk1A sobre la actividad espontanea, los
reflejos sensoriales y la coordinacion motora

a) Actimetria

La figura 25 muestra la actividad espontdanea de los distintos grupos de ratones
durante un ciclo completo de luz-oscuridad de 24 horas. Los animales TS +/+/+
mostraron un aumento en su actividad durante la fase de luz (p=0.005), pero no
durante la fase de oscuridad (p=0.849). Cuando se valoraron los efectos de la
modificacion de la dosis génica de Dyrk1A en ratones TS y CO se encontré que en
ambos casos se produjo una disminucion de la actividad general durante la fase de
oscuridad (p=0.001), mientras que durante la fase de luz esta reduccién sdlo se
observo en los animales TS +/+/- (p=0.024), lo que sugiere que esta condicion genética

afecta la actividad espontdnea de los roedores.
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a b
200000 150000+ B CO+/+
Oscuridad CO +/-
1500001 Bl TS +/+/+
Luz g 1000007 ) TS +/+1-
1000001 I #
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Figura 25. La normalizacién de la dosis génica de Dyrk1A en el ratén TS redujo la actividad general
tanto durante la fase de luz como en la de oscuridad. Medias + E.E.M. del nimero de cuentas
realizadas por cada grupo de animales a lo largo de las 24 horas de registro (a) y del nUmero medio de
cuentas realizadas por cada grupo en los periodos de luz y de oscuridad (b). **: p<0.01, TS +/+/+ vs. CO
+/+; #: p<0.05, TS +/+/+ vs. TS +/+/- y CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs
significativos.

b) Bateria de pruebas reflejas y motoras

En la tabla 14 se muestran las puntuaciones de distintos reflejos y habilidades motoras
obtenidas por los distintos grupos experimentales. Aunque en la mayoria de pruebas
no se encontraron diferencias entre los distintos grupos, se observd que los ratones TS
presentaban una mayor respuesta de sobresalto y una menor latencia de llegada al
extremo en la prueba de la percha, lo que indica una mayor respuesta a estimulos
auditivos y una peor coordinacién motora en estos ratones. La reduccién de una copia
del gen DyrklA en animales TS y euploides redujo la fuerza de agarre de estos
animales; sin embargo, mejorod el equilibrio en la barra de madera, especialmente en el
grupo TS+/+/-, aunque este patron no se ratifico en el resto de pruebas relacionadas
con el equilibrio. Por otro lado, el raton CO +/- mostré alteraciones leves en la
ejecucién de algunas de las pruebas motoras, como el equilibrio en la barra de
aluminio, la capacidad de tracciéon y la latencia de caida en la prueba de la percha, lo
que indica una ligera disfuncién motora, aunque esta tendencia no alcanzé la

significacion estadistica en todos los casos.
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Tabla 14. Media * E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por los distintos grupos

experimentales y valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) de cada variable

analizada en la bateria de pruebas reflejas y motoras.

co MANOVAS F(; 44)
. , Trisomia
+/+/+  +[+4/- +/+ +/- Trisomia DyrkilA x Dyrk1A
fejﬁt":jctz):e (;’_';‘)’(”gce 186+ 168+ 183+ 200+ 099, 0003  1.36
p : 012 0.2 0.0 0.08 p=0.323 p=0.959 p=0.246
ensayos)
f(f;f:;s;;‘; de 154+ 115+ 103+ 100+ 870, 3.5, 2.47,
** # = = =
e 65 0.12 0.09 0.11 0.12 p=0.004 p=0.066 p=0.119
Reflejo de
enderezamiento 295+ 3.00 296+ 3.00% 0.064, 2.23, 0.06,
+ = = =
(puntuacion: 0-3) 0.04 +0.00 0.03 0.00 p=0.800 p=0.138 p=0.800
Fuerza de agarre 1.41 134+ 1.77+ 1'38 1.96, 6.75, 3.97,
(puntuacion: 0-3) +0,12 0.09®% 0.11 009 P=0-165 p=0.011 p=0.049
Latencia de caida de la 2.27 316+ 264+ 268 + 0.063, 4.95, 4.23,
barra de madera (s) +0,09 0.23% 017 0.22 p=0.802 p=0.028 p=0.042
ZZ":::Z’ C;; ‘)r:” labarra 3941 4000 4000 3988 0048, 0048,  2.54,
+ + + + = = =
T —— +0.00 +0.00 000 *0.12 p=0.826 p=0.826 p=0.114
Latencia de caida de la 1.00 15+ 155+ 116+ 0.11, 0.03, 1.93,
barra de aluminio (s) +0,28 0.29 0.31 0.35 p=0,745 p=0.862 p=0.168
ZZ"(’J’%’;’;:O” labarra 51 27 2420 2322 16;08 171,  0.85, 3.53,
+ + + - = = =
—— 236 +236 2.26 3.06 p=0.193 p=0.359 p=0.063
Reflejo prensil 2.5 268+ 268+ 256 ¢ 0.00, 0.007, 0.73,
(puntuacion: 0-3) 0,18 0.11 0.15 0.16 p=0.988 p=0.935 p=0.394
Capacidad de traccion 2.77 403+ 352+ 264 + 0.34, 0.18, 3.65,
(puntuacion 0-3) +0,63 0.54 0.53 0.50 p=0.563 p=0.733 p=0.059
Latencia de caidaenla 37.72 3828 37.22 32.56 0.48, 0.21, 0.34,
percha (s) +488 +391 +4.11 + 493 p=0.486 p=0.645 p=0.559
g:smgzoaf’;emos e 322 403% 419t 416% 060, 029, 0,35,
p +0,66 345 070 0.80 p=0.439 p=0.586 p=0.554
percha
. 7.14
Latencia de llegada en + 10.10 12.35 16.21% 412, 1.49, 0.02,
la percha (s) 5 5_5* 223 +2.59 3.63 p=0.045 p=0.225 p=0.874

*. p<0.05, **: p<0.01, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, ##: p<0.01, CO +/+ vs. CO +/-y TS +/+/+

vs. TS +/+/-; §§: p<0.01 CO +/+ vs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.
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¢) Rotarod

En la prueba de rotarod no se encontraron diferencias significativas en la ejecucidn de
los ratones TS y CO en las distintas condiciones experimentales (Figura 26, tabla 15).
Sin embargo, aunque la reduccidon de una copia del gen Dyrk1A produjo una tendencia
no significativa a mejorar la ejecucién en ratones CO y TS durante el ciclo de
aceleracion (p=0.070), los animales CO +/- presentaron mejor coordinacién motora a
distintas velocidades constantes, especialmente en las condiciones experimentales que
conllevaban mas dificultad (30 y 50 r.p.m.; p=0.044 y p=0.009 respectivamente, figura
26). Ademas, el grupo TS +/+/- también se mostrd ligeramente mas eficaz que los CO
+/+y TS +/+/+ a distintas velocidades constantes y el analisis post hoc demostré que
los ratones TS +/+/- presentaban mejor coordinacion motora que los CO +/+ en el ciclo

de aceleracion (p=0.027).

a b
-4 CO+/+
809 3001
CO +/-
- TS +/+/+
60 3 §
O TS +/+/ % 200
© ©
'S 404 k3]
< c
i) gL
© © 1004
— 204 -
C ) ) ) ) O-
5 15 30 50 CO+/+ CO+- TS+HH+H+ TS+H+-
r.p.m

Figura 26. La disminucion de una copia del gen Dyrkl1A en ratones TS y CO mejord la coordinacion
motora en la prueba de rotarod. Medias + E.E.M. de la latencia de caida a distintas velocidades
constantes (a) y de la latencia de caida durante el ciclo de aceleracién (b). #: p<0.05, CO +/+ vs. CO +/-;
§: p<0.05, CO +/+ vs. TS +/+/-. Pruebas de Bonferroni tras MANOVAs significativos.
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Tabla 15. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) de las distintas velocidades y
el ciclo de aceleracién en la prueba de rotarod.

MANOVASs F(1,44)

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
5r.p.m. 1.467, p=0.233 0.887, p=0.352 0.110, p=0.742
15r.p.m. 1.962, p=0.168 1.563, p=0.218 0.163, p=0.688
30r.p.m. 1.239, p=0.272 4.314, p=0.044 0.266, p=0.609
50r.p.m. 0.814, p=0.372 7.551, p=0.009 0.059, p=0.809
Ciclo de aceleracion 0.816, p=0.371 3.451, p=0.070 0.052, p=0.821

7. Efecto de la dosis de Dyrk1A sobre la plasticidad sinaptica del hipocampo (LTP)

Para valorar la implicacion del gen Dyrk1A en la transmisidn sindptica y la plasticidad
del hipocampo se evalud la capacidad de potenciar a largo plazo de los distintos
genotipos analizando el cambio de potencial eléctrico post sinaptico y su

mantenimiento a lo largo del tiempo tras estimular la via colateral de Schaffer.

Tal y como se muestra en la figura 27 a, las amplitudes de los fEPSPs no difirieron antes
de la estimulacion en los cuatro grupos experimentales, lo que indica que estos
animales no presentaban diferencias en su actividad basal (ver tabla 16). Una vez
inducida la LTP se observd que el raton TS presentaba un déficit en su potenciacién,
siendo ésta mucho menor que la del ratén euploide (p=0.003) y por tanto presentando
un defecto neuroplastico. Esta alteracién desaparecio tras la normalizacion de la dosis
del gen DyrklA en el ratén TS +/+/- (p=0.008). De hecho, la magnitud de la
potenciacion de los ratones TS +/+/- no difirid de la de los ratones CO +/+ (p=0.628).
Por su parte, los ratones haploinsuficientes CO +/- presentaron una disminucién en su
potenciacidon con respecto a los CO +/+ que no llegd a alcanzar la significacion
estadistica (p=0.057). La tabla 16 muestra el analisis estadistico realizado en este

experimento.
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Figura 27. La normalizacién de la dosis de Dyrk1A recupero la LTP de los ratones TS. Medias + E.E.M.
de las pendientes de los fEPSPs expresadas como porcentaje de cambio respecto al potencial eléctrico
basal (a) y sobreimposicién de los fEPSPs registrados antes de emitir el estimulo (linea negra) y 60
minutos después de la estimulacién (linea gris) para cada grupo experimental. Calibracién: 10 ms, 1.0
mV (b).

Tabla 16. Valores F y p del MANOVA MR y andlisis post hoc de las curvas de LTP.

MANOVA F (1 21)

. . Trisomia x
Trisomia Dyrk1A Dyrk1A
Basal 0.092, p=0.765  1.472,p=0.240  3.312, p=0.085

Todos los grupos,

MANOVA trisomia x Dyrk1A 1.318, p=0.265 0.944,p=0.343  15.616, p=0.001

Tras la

. ., 45.634, p=0.003
estimulacion Comparaciones CO +/+ vs. TS +/+/+ p
Theta burst ! 0.254, p=0.628

post hoc entre CO +/+ vs. TS +/+/- p
cada par de TS +/4+/+ vs. TS +/+/- 11.701, p=0.008
curvas
CO +/+ vs. CO +/- 4.615, p=0.057
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8. Influencia de la dosis génica de Dyrk1A sobre el fenotipo morfolégico e histoldgico

hipocampal

Teniendo en cuenta el papel del gen Dyrkl1A y su dosis en el fenotipo cognitivo-
conductual y electrofisiolégico, la siguiente fase del estudio consistid en caracterizar el
papel de este gen en diversos procesos celulares vinculados al aprendizaje y la

memoria en el hipocampo.
8.1 Dyrk1Ay el fenotipo anatémico hipocampal

Dado que el hipocampo es una de las estructuras encefélicas alteradas en los ratones
TS, en primer lugar se valord su arquitectura mediante el andlisis métrico del DG y la
SGZ. Los animales TS +/+/+ y TS +/+/- presentaron un DG y una SGZ de tamafio similar,
ambos mds reducidos que la de los ratones CO +/+ (figura 28). El grupo
haploinsuficiente CO +/- mostré una marcada reduccién de ambas estructuras (figuras
28 a, by c). Por lo tanto, la normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A no contrarresto
los defectos morfoldgicos del hipocampo del ratén TS y la reduccidn de una copia de
este gen en los ratones CO +/- dio lugar a un acusado déficit en el volumen del DGy el

area de la SGZ (ver tabla 17).
8.2 Dyrk1A y neurogénesis hipocampal adulta

Puesto que el deterioro de la neurogénesis hipocampal es una caracteristica patoldgica
importante en el SD y en el ratdn TS y que numerosos estudios apoyan el papel de
Dyrkl1A en este proceso, se decidid evaluar la participaciéon de este gen sobre los
distintos estadios de proliferacién, diferenciacion y supervivencia neuronal en los

ratones TSy CO.
8.2.1 Proliferacidn de progenitores neurales en la SGZ del hipocampo

El ratdn TS +/+/+ presentd un marcado déficit tanto en el niumero total de células
progenitoras en division Ki67+ (figuras 29 a y c¢), como en el nimero de progenitores
activos por um2 (figura 29 b, tabla 18). Este defecto desaparecié completamente al

normalizar la dosis génica de Dyrk1A en el grupo TS +/+/-.
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Figura 28. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A en ratones TS no contrarresté los defectos en
el tamaiio del DG o del area de la SGZ hipocampal. Imagenes representativas de la tincién de Nissl
sobre las que se estimaron las medidas hipocampales. La barra de escala corresponde a 200 um (a).
Media * E.E.M del volumen del DG (b) y del 4rea de la SGZ del hipocampo (c). ***: p<0.001, TS +/+/+ vs.
CO +/+; ##: p<0.01, CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.

Tabla 17. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del volumen del DG y el drea
de la SGZ.

MANOVAs F(l,ZO)

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
Volumen del DG 0.270, p=0.610 7.580, p=0.013 10.639, p=0.004
Area de la SGZ 0.127, p=0.726 26.273, p<0.001 33.402, p<0.001
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Por otro lado, los ratones CO +/- también mostraron un menor niumero de células
Ki67+ que los CO +/+. Sin embargo, debido al menor tamafio de la SGZ de estos
animales (ver apartado 8.1), cuando se valord la densidad celular de progenitores
respecto al tamafio de su SGZ la diferencia entre los animales CO +/- y CO +/+ no

alcanzd la significacion estadistica (p=0.649).
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Figura 29. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A recuperd la proliferacion celular en el
hipocampo de los ratones TS. Imagenes representativas de la coinmunotincién con DAPI (marcador de
nucleos 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 um (a). Medias  E.E.M. de la densidad de
células Ki67 positivas (b) y del nimero total de las mismas (c) en la SGZ. *: p<0.05, **: p<0.01, TS +/+/+
vs. CO +/+; #: p<0.05, ##: p<0.01 CO +/+ vs. CO +/- y TS +/+/+ vs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni tras
MANOVAs significativos.

142



Resultados

Tabla 18. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del ndmero total y la
densidad de células Ki67+.

MANOVAS F; 2

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
Numero total de células Ki67+ 0.487, p=0.487 1.037. p=0.321 20.432, p<0.001
Densidad (Ki67+/um’) 0.06, p=0.810 0.390, p=0.540 7.426, p=0.013

8.2.2 Diferenciacion celular temprana en la SGZ del hipocampo

A continuacion se procedid a la identificacion de neuroblastos en distintos estadios de
diferenciacién hacia neuronas maduras. Los ratones TS +/+/+ presentaron menos
células en estadios de diferenciacion temprana (DCX+/CLR-, figura 30 b y CLR+, figura
30 d, tabla 19) en su SGZ en comparacién con los animales del grupo CO +/+. Tras la
reduccion de la dosis génica de Dyrk1A en los ratones TS +/+/-, el nimero de células
DCX+/CLR- y CLR+ se recuperd parcialmente (figura 30, tabla 19). Cuando se valord la
densidad de ambas poblaciones celulares, se observo que la densidad se normalizd
parcialmente en el caso de las DCX+ y totalmente en el caso de las CLR+ tras la
reduccién de la dosis génica de Dyrk1A en ratones TS +/+/- (figuras 30 cy e, tabla 19).
El grupo haploinsuficiente CO +/- también mostré deficiencias en los procesos de
diferenciacién celular. Asi, en comparacion con el grupo CO +/+, los animales CO +/-
presentaron una reduccién en el niumero, pero no en la densidad (figuras 30 cy e,
tabla 19) de células escasamente diferenciadas (DCX+/CLR-). Sin embargo, en el caso
de células en estadios mas avanzados de diferenciacién, estos animales presentaron
una disminucién, que no alcanzoé la significacion estadistica, tanto en el nimero total
(p=0.058, figura 30 c), como en la densidad (p=0.27; figura 30 d) de células CLR+. Por lo
tanto, la reduccién del nivel de expresion de DyrklA en el ratéon TS rescato
parcialmente sus déficits en la diferenciacién neuronal, pero produjo una pequeiia

alteracién en los animales CO +/-.
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Figura 30. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A recuper6 parcialmente la diferenciacion
neuronal en el hipocampo de los ratones TS. Imagenes representativas de las poblaciones celulares
identificadas mediante la coinmunotincién de DCX con CLR. La barra de escala corresponde a 10 um (a).
Medias * E.E.M. del nimero total (b) y la densidad (c) de células DCX+/CLR- y del nimero total (d) y
densidad (e) de células CLR+ (DCX+/CLR+ y DCX-/CLR+) en la SGZ del hipocampo. **: p<0.01, TS +/+/+ vs.
CO +/+; #: p<0.05 CO +/+ vs. CO +/- y TS +/+/+ vs. TS +/+/-. Test de Bonferroni tras MANOVAs
significativos.
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Tabla 19. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del nimero y densidad de
células DCX+/CLR-y CLR+ en la SGZ.

MANOVAS F; 2

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A

Numero total de células DCX+/CLR- 2.290, p=0.105 0.617, p=0.442 10.549, p=0.004

Densidad (DCX+/CLR-/um?) 3.241, p=0.089 0.684, p=0.419 2.224, p=0.153
Numero total de células CLR+ 0.035, p=0.854 0.976, p=0.336 7.404, p=0.014
Densidad (CLR+/um’) 0.630, p=0.438 0.010, p=0.921 4.522, p=0.048

8.2.3 Densidad celular en el DG del hipocampo

Para valorar la supervivencia de las células maduras del DG, a continuacion se evalud el
numero total de células y su densidad en esta estructura. Para ello se efectué un
recuento nuclear total, utilizando el marcador DAPI, sin discernir tipos celulares, dado

qgue la composicion fundamental del DG es la neurona granular madura.

Asi pues, cuando se examind el nimero total de células (figuras 31 ay b, tabla 20) y su
densidad (figura 31 c, tabla 20) en el DG en los distintos grupos experimentales se
encontré una marcada hipocelularidad en el raton TS +/+/+. Tras la normalizacién de la
dosis génica de DyrklA en el ratdn TS +/+/- no se observd un incremento
estadisticamente significativo en el niumero total o la densidad de este grupo de
células. Estos resultados sugieren que la normalizacidn de la dosis del gen Dyrk1A en
animales TS mejora los defectos en la proliferacion y la diferenciacion pero que las
neuronas generadas no sobreviven para integrarse de forma permanente en los
circuitos funcionales; lo que se podria traducir en una correccion incompleta de la

fisiologia hipocampal.

Por otro lado, cuando se contabilizé estereolégicamente el numero total de células del
DG de los animales CO +/-, éstos mostraron una fuerte reduccidn respecto a los
animales CO +/+ (p=0.040), mientras que su densidad celular fue completamente
normal (p=0.753) (figuras 31 a y c, tabla 20). Estos resultados sugieren que la reduccién
en el numero total de células encontrada en los ratones CO +/- da lugar al menor

tamanfio de su DG (ver seccion 8.1).
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Figura 31. La correccion de la dosis génica de Dyrk1A no recuperd el nimero total ni la densidad de
células granulares del hipocampo de los ratones TS. Imdgenes representativas de la inmunotincién con
DAPI en el DG hipocampal. La barra de escala corresponde a 5 um (a). Medias + E.E.M. del niUmero de
células DAPI-positivas (b) y su densidad por um3 (c) en el DG. *: p<0.05, **: p<0.01, TS +/+/+ vs. CO +/+;
##: p<0.01 CO +/+ vs. CO +/-y TS +/+/+ vs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.

Tabla 20. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del nimero total y densidad
de células DAPI positivas.

MANOVAS F; 2

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
Numero total de células 0.368, p=0.553 5.039. p=0.040 16.666, p=0.001
Densidad (DAPI/um’) 14.374, p=0.002 0.103, p=0.753 1.928, p=0.185

146



Resultados

8.2.4 Influencia de la dosis de Dyrk1A sobre el balance excitador-inhibidor sinaptica

del DG

A continuacién se realizd una estimacién de los niveles de excitacion y de inhibicién y
del balance inhibidor-excitador en la ML del DG. En primer lugar, se valord el
porcentaje de area ocupada por ambos tipos de sinapsis juntas. Los ratones TS +/+/+
presentaron una disminucion en la densidad de todos los marcadores sinapticos
analizados (figura 32 a, tabla 21). La normalizacidon de la dosis génica de Dyrk1A en el
raton TS +/+/- produjo un incremento en los niveles totales de marcaje positivo para
la suma ambos tipos de sinapsis. Aunque este efecto no alcanzd la significacidon
estadistica al ser comparado con el grupo TS +/+/+ (p=0.165) el porcentaje de area
ocupada por sinapsis de ambos tipos en este grupo no difiri6 del grupo CO +/+
(p=0.638). Por otro lado, el ratéon CO +/- tampoco difirid estadisticamente del CO +/+

en el nimero total de sinapsis (p=0.630).

Cuando se analizd6 por separado el area ocupada por marcadores de sinapsis
excitadoras o inhibidoras se observd que el ratén TS +/+/+ presentaba un marcaje
positivo para GAD65/67 mucho mas elevado que el del grupo CO +/+ (p=0.016, figura
32 b, tabla 21). Por otro lado, estos animales mostraron una reduccion en la expresiéon
del marcador de sinapsis glutamatérgicas VGLUT1 (p=0.004, figura 32 c, tabla 21). Por
tanto, al valorar el equilibrio excitador/inhibidor de las transmisiones sinapticas
recibidas por las neuronas granulares calculando el ratio entre el porcentaje de
sinapsis excitadoras e inhibidoras se encontré que los ratones TS +/+/+ presentaban un
desequilibrio, siendo mucho menor la proporcion de sinapsis excitadoras que
inhibidoras respecto a las proporciones encontradas en el grupo CO +/+ (figura 32 d,
tabla 21). Por otro lado, los animales TS +/+/- cuya dosis de Dyrk1A fue normalizada,
mostraron una reduccién del area ocupada por el marcador de sinapsis inhibidoras
(figura 32 b, tabla 21), asi como un incremento en el area ocupada por botones
VGLUT1, y por tanto de sinapsis excitadoras (n. s.; figura 32 ¢, tabla 21), en
comparacion con los niveles encontrados en los animales TS +/+/+. En consecuencia, el
ratio del area ocupada por marcadores excitadores e inhibidores en ratones TS +/+/-
también mejord (p<0.001; figura 32 d, tabla 21), aunque este equilibrio no se

normalizé totalmente, ya que seguia existiendo una tendencia a una mayor inhibicién
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Figura 32. La normalizacion del nimero de copias de Dyrk1A en ratones TS mejoroé el balance entre la
cantidad de sinapsis inhibidoras y excitadoras. Medias + E.E.M. del porcentaje de area total marcada
positivamente (a), de area ocupada por marcaje GAD65/67+ (b), de drea ocupada por VGLUT1+ (c) y del
ratio entre ambos marcadores (d). Imagenes representativas de la coinmunotincidn realizada. La barra
de escala corresponde a 5 um (e). *: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05,
#it: p<0.01, ##t#: p<0.001, TS +/+/+ vs. TS +/+/-y CO +/+ vs. CO +/-; §: p<0.05, CO +/+ vs. TS +/+/-. Prueba
de Bonferroni tras MANOVAs significativos.
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gue en el grupo CO +/+ (p=0.021, figura 32 d, tabla 21). Por su parte, el ratén CO +/-
presentd un exceso de inhibicion muy acusada respecto al grupo CO +/+ (p=0.001,
figura 32 b, tabla 21). En contraste, su nivel de excitacion fue normal (p=0.458, figura
32 ¢, tabla 21). Debido a su marcada sobre-inhibicidn, el balance entre ambos tipos de

marcadores sindpticos resulté alterado (p<0.001; figura 32 d).

Tabla 21. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del porcentaje del area total
ocupada por botones GAD65/67+ y VGLUT1+, del area ocupada individualmente por
cada marcador y del ratio entre ambos marcadores.

MANOVAS Fy 5

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A

% de drea tefiida por GAD65/67+y VGLUT1+  8.330, p=0.009 4.162, p=0.055 0.066, p=0.800

% de drea tefiida por GAD65/67+ 0.667, p=0.424 0.918, p=0.350 15.113, p=0.001
% de drea tefida por VGLUT1+ 13.174, p=0.002 4.159, p=0.056 1.068, p=0.314
Ratio GAD65/67+ / VGLUT1+ 15.241, p=0.001 1.007, p=0.328 30.500, p<0.001

9. Contribucion de la dosis génica de Dyrk1A al fenotipo cerebelar

Dado que el cerebelo es otra de las regiones profundamente afectada a nivel
morfoldgico tanto en el SD como en el ratdon TS y teniendo en cuenta que la
modificacion de la dosis de Dyrk1A afecta a diversos procesos cognitivos en los que
participa activamente esta estructura (ver Introduccién, apartado 1.4), la siguiente fase
del trabajo consistié en profundizar en la morfologia cerebelar del modelo murino

objeto de estudio.
9.1 Analisis histologico del cerebelo

La valoracion métrica del cerebelo se realizd indirectamente, ya que se estimo el
porcentaje de cambio del area del vermis de los distintos grupos experimentales

respecto al grupo CO +/+ (ver Material y Métodos).

Los ratones TS +/+/+ presentaron una fuerte reduccion del tamafio del cerebelo (12.9%
menor que el de los ratones CO +/+, figura 33), pero la normalizacién de la dosis génica
de DyrklA hizo desaparecer completamente esta alteracion, ya que el tamafio del
cerebelo de los animales TS +/+/- era similar al de los CO +/+ (MANOVA ‘Trisomia’
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F(1,28=0.02, p=0.889; ‘Dyrk1A’ F(1,28=0.155. p=0.697; ‘Trisomia x Dyrk1A’ F1.8=3.877,
p=0.007; figura 33). En cuanto al grupo CO +/-, la reduccidon de Dyrkl1A a una Unica
copia funcional también dio lugar a una importante disminucién del tamafio cerebelar

del 10.7 % respecto al los ratones CO +/+.
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Figura 33. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A recupero el tamaiio del vermis cerebelar del
ratén TS. Fotografias representativas del vermis cerebelar teflido con DAPI de los cuatro grupos de
ratones. La barra de escala corresponde a 200 um (a). Porcentaje de cambio en el area del vermis
cerebelar respecto al fenotipo euploide (representado como el 100%) (b). **: p<0.01, TS +/+/+ vs. CO
+/+; #: p<0.05, CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVA:s significativos.
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Para caracterizar en mayor profundidad el origen de la marcada reduccion del volumen
del cerebelo en el ratdn TS +/+/+ y su recuperacion en animales TS +/+/-, se determiné
el grosor de la capa granular (Granular Layer, GL) y la ML del cerebelo. El ratén TS
+/+/+ presentd una reduccion del 11.8 % del tamaino de la GL respecto a la de los
animales CO +/+ (figuras 34 a y b, tabla 22), mientras que la diferencia entre ambos
grupos fue de un 16.8 % en el caso de la ML (figuras 34 a y ¢, tabla 22), es decir, ambas
capas se vieron reducidas, en especial esta ultima. El ratén TS +/+/- presentd una
mejoria en la arquitectura de ambas capas, mostrando un incremento de tamafio del
7.6% en la GL, y un 9.6% en la ML respecto a los animales TS +/+/+. Aunque esta
tendencia no alcanzo la significacion estadistica, los animales TS +/+/- no difirieron de
los CO +/+ en el grosor de ambas capas. Al igual que en el raton TS +/+/+ y
consistentemente con la reduccidn en el tamafio del cerebelo descrito en el ratén CO
+/-, estos animales también presentaron una reduccion del 12.5 % del grosor de la GLy
de un 18.9 % para la ML respecto al grupo CO +/+ (figuras 34 a, b y c, tabla 22). Estos
resultados indican que Dyrk1A también influye en la anatomia del cerebelo y que la
normalizacién de la dosis génica en los animales TS +/+/- contribuye a mejorar su

fenotipo cerebelar, especialmente el de la ML.

Tabla 22. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del tamafio de las capas
granular y molecular del cerebelo.

MANOVAS F; 25

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
GL 0.212, p=0.679 0.412. p=0.527 7.278, p=0.012
ML 0.705, p=0.408 2.443, p=0.130 22.947, p<0.001
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Figura 34. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A contribuyé parcialmente a la recuperacion de
la arquitectura cerebelar en los ratones TS. Tincidon con DAPI representando la GL y la ML del cerebelo
de cada genotipo, separadas ambas estructuras por la linea de las células de Purkinje (Purkinje Layer,
PL). La linea de puntos blanca delimita el final de la ML en cada caso. La barra de escala corresponde a
50 um (a). Porcentaje de cambio respecto al fenotipo euploide CO +/+ en el grosor de la GLy ML (b y c).
**: p<0.01, ***: p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; ##: p<0.01, ###: p<0.001, CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de
Bonferroni tras MANOVAs significativos.

9.2 Densidad de neuronas granulares

Dado que la normalizacién de la dosis génica de Dyrk1A en el ratdn TS +/+/- supuso la
recuperacién parcial de la GL, seria esperable encontrar una tendencia similar en el
numero de células granulares. Para determinar si las diferencias halladas en la GL entre
los distintos grupos experimentales se deben a este motivo o al empaquetamiento
celular se determiné la densidad celular de esta regién. Asi, como se puede observar
en las figuras 35 a y b, el ratén TS+/+/+ presentaba una marcada disminucién en el
numero de células granulares (p<0.001). La reduccion de una copia del gen Dyrk1A en

el raton TS +/+4/- produjo una recuperacidon casi completa de este
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parametro. Por otro lado, los ratones CO +/- presentaron una alta densidad celular,
mucho mayor que la del grupo CO +/+ (MANOVA ‘Trisomia’: F(1,,5=100.582, p<0.001;
‘Dyrk1A’: F(125=55.634, p<0.001; ‘Trisomia x Dyrk1A’: F(1 25=0.044, p=0.835).

HitH
60+

TS +/+/+
40-

Densidad de
células granulares

CO +/+ CO +/- TS +H+/+ TS +/+/-

Figura 35. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A recupero la densidad de células granulares
en el ratén TS. Imagenes representativas de la capa de las células granulares tefiidas DAPI. La barra de
escala corresponde a 10 um (a). Medias + E.E.M. de la densidad de neuronas granulares estimada para
cada genotipo (b). ***: p<0.001, TS +/+/+ vs. CO +/+; ###: p<0.001, CO +/+ vs. CO +/- y TS +/+/+ vs. TS
+/+/-. Prueba de Bonferroni tras MANOVAs significativos.

9.3 Densidad de las células de Purkinje

El ratdn TS +/+/+ presentd una densidad lineal de células de Purkinje reducida (figura
36, MANOVA ‘Trisomia’: F(1,29=2.982, p=0.096). Este déficit desaparecio
completamente tras la normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A. Por su parte, el
silenciamiento de una copia del gen en los ratones CO +/- no modificd la densidad
celular de este tipo neuronal (ANOVA ‘Dyrk1A’: F(1,28=3.895, p=0.059; ‘Trisomia x
Dyrk1A’: F(1,28=4.511, p=0.043). Este resultado sugiere que las células de Purkinje no
fueron compensadas respecto al reducido tamafio del animal, al contrario de lo que

quizd ocurria con las células granulares.
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Figura 36. La normalizacion de la dosis
génica de Dyrk1A recuperd la densidad de
células de Purkinje en el cerebelo del
raton TS. Imagenes representativas de la
linea de las células de Purkinje tefiida con
IP y DAPI (a) y medias + E.E.M. de la
densidad estimada para cada genotipo (b).
**: p<0.01, TS +/+4/+ vs. CO +/+; #: p<0.05,
CO +/+ vs. CO +/-. Prueba de Bonferroni

25 pm tras MANOVAs significativos.

10. Influencia de DyrklA en el proceso neurodegenerativo asociado al

envejecimiento

Como se comento anteriormente, uno de los rasgos caracteristicos del SD y el ratén TS
es la aparicion temprana de una neuropatologia similar a la encontrada en la
enfermedad de Alzheimer. Puesto que la vinculacion de DyrklA a esta patologia ha
sido demostrada en numerosos trabajos, se estudio el efecto de la modificacién de la
dosis de DyrklA en la aparicion y progresion de diversas alteraciones

neurodegenerativas en el ratén TS.

10.1 Dyrki1A vy la degeneracion de los nucleos colinérgicos del prosencéfalo basal

En la primera fase del estudio se realizé el analisis estereoldgico del volumen de los
nucleos basales en los distintos genotipos a los de 6 meses de edad, momento en el
que comienzan a originase las alteraciones patoldgicas en esta region. A pesar de que

el grupo CO +/- presentaba una reduccién del tamafio de estos nucleos, no se
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encontraron diferencias significativas en esta variable entre ratones CO +/+ y TS con
dosis normal o triplicada de Dyrk1A (MANOVA ‘Trisomia’ F(120=3.45, p=0.077; ‘Dyrk1A’
F(1,20=5.20. p=0.033; ‘Trisomia x Dyrk1A’ F(1,20)=3.67, p=0.069; figura 37 a).
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CO++  CO+- TS+++ TS +H+/-
c Figura 37. No se encontraron indicios de deterioro

en el prosencéfalo basal de ratones TS a los 6
30000~ meses de edad. Medias + E.E.M. del volumen de la
estructura (a), numero total de células ChaT

3

positivas (b), de la densidad de las mismas (c) e
imagenes representativas de microscopia de la
inmunohistoquimica para ChaT de los distintos
genotipos (d). #: p<0.05, CO +/+ vs. CO +/-. Prueba
de Bonferroni tras MANOVAs significativo.

NuUmero de células ChaT+/mm

CO +/+ CO+/- TS +MH++ TS +/+-

A continuacién se determind la degeneracion de las neuronas colinérgicas estimando
el nimero total y la densidad de neuronas ChaT positivas. De manera consistente con
los datos hallados para el volumen de los nucleos del prosencéfalo basal, los cerebros
de ratones CO +/- presentaron un menor nimero de neuronas ChaT positivas que los
ratones CO +/+ (figura 37 b, tabla 23). Sin embargo, este menor nimero de células era
probablemente debido al menor tamafio de esta estructura, ya que al evaluar la
densidad de este tipo de neuronas por unidad de volumen no se encontraron

diferencias significativas entre los valores de los ratones CO +/+y CO +/- (figura37 b, c
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y d, tabla 23). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en el nUmero
o la densidad de células ChaT positivas entre ratones CO +/+ y TS +/+/+ o TS +/+/-,

descartandose por ello indicios de la degeneracién de sus BFCNs a esta edad.

Tabla 23. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) del nimero y densidad de
células ChaT positivas en el prosencéfalo basal.

MANOVAS F; 2

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
Células totales ChaT+ 0.535, p=0.473 0.298. p=0.746 0.054, p=0.819
Densidad de células ChaT+ 2.662, p=0.118 1.498, p=0.248 2.462, p=0.132

10.2 Estudio del efecto de Dyrk1A sobre la expresion de App

Numerosos estudios han demostrado el papel regulador de DyrklA sobre el
procesamiento de la proteina APP y su escision en péptidos amiloides. Por ello, a
continuacion se valoré el efecto de la manipulacion de la dosis génica de Dyrk1A sobre
los niveles de expresion de la proteina App en el hipocampo y el cerebelo de los

animales.

Cuando se evalud la acumulacion de App a los 13 meses de edad en el hipocampo, se
encontré un aumento significativo de su expresion (=25% mas) en el raton TS +/+/+
respecto a la del CO +/+ (p<0.001, figura 38 a y b, tabla 24). Sin embargo, al normalizar
la dosis génica de Dyrk1A se redujeron los niveles de expresidn de la proteina App en
el hipocampo del raton TS +/+/-. Ademas, reducir a un Unico alelo funcional la dosis del
gen en los ratones CO +/- produjo una reduccion (x20% menos) en la expresion de App
(p<0.001, figura 38, tabla 24). En el cerebelo (figura 38 cy d, tabla 24) se encontré que
el acimulo de App fue menor que en el hipocampo en todos los genotipos y que,
aunque sin alcanzar relevancia estadistica por la variabilidad intragrupal, el depdsito
de la proteina en los diferentes grupos experimentales siguié el mismo patrén que el
encontrado en el hipocampo. Es decir, los animales CO +/- presentaron un nivel de
expresion de App menor que el de los CO +/+ (=20% menos), y el grupo TS +/+/+
presentd una tendencia a incrementar los niveles de expresion de esta proteina (=15%
mas). Sin embargo, esta tendencia desaparecio en el grupo TS +/+/- ya que sus valores

fueron practicamente idénticos a los del grupo CO +/+.
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Tabla 24. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) de los niveles de expresion de

la proteina App en hipocampo y cerebelo.

MANOVAs F(1,21)

Trisomia

Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A

App en hipocampo 29.913, p<0.001

App en cerebelo 7.230, p=0.0.014

17.352, p<0.001 0.029, p=0.865

5.513, p=0.029 0.090, p=0.767
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Figura 38. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A redujo los niveles de App en el ratén TS.
Histograma con los niveles de la proteina en los distintos genotipos en hipocampo (a) y cerebelo (c)

expresados como el porcentaje de cambio relativo respecto al ratén euploide (definido como el 100%) e

imagenes representativas del analisis con Western blot en el hipocampo (b) y cerebelo (d) de los cuatro

grupos de animales. La inmunodeteccién de GAPDH se usé como control de carga. Aparece indicada la
posicién del marcador proteico a la derecha (en kDa). ***: p<0.001, TS +/+4/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, ###:
p<0.001, CO +/+ vs. CO +/- y TS+/+/+ vs. TS +/+/-. Prueba de Bonferroni realizada tras MANOVAs

significativos.
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10.3 Papel de Dyrk1A en la acumulacion del péptido amiloide AR42

Con el fin de profundizar en la contribucion de DyrklA en la sintesis excesiva de
péptidos neurotdxicos, cuya acumulacion promueve la formacién de placas seniles en
el SD y en la EA, se evaluaron los niveles del péptido AR42 en la corteza, el hipocampo

y el cerebelo en los distintos grupos experimentales.

Como se observa en la figura 39, se encontrd un incremento en los niveles del péptido
AR42 en los animales TS +/+/+ respecto a los CO +/+ tanto en su corteza como en el
hipocampo (p=0.001 y p=0.036 respectivamente). Sin embargo, en el cerebelo no se
encontrd ninguna alteracion en su concentracion (p=0.420). Al reducir la dosis génica
de DyrklA en el raton TS +/+/- se normalizaron los valores de AR42 en la corteza
(p=0.05). En el hipocampo se produjo una mejoria parcial que no alcanzd la
significacion estadistica al ser comparados con los animales con triple copia de Dyrk1A
(p=0.104). Sin embargo, no se encontraron diferencias en esta estructura entre los
niveles presentados por el grupo TS +/+/- y los del grupo CO +/+ (p=0.428). En los
animales TS +/+/- tampoco se encontraron variaciones en la concentracion del péptido
en el cerebelo. Por ultimo, los animales CO +/- no mostraron variaciones respecto al
grupo CO +/+ en la corteza (p=0.791), en el hipocampo (p=0.169) o en el cerebelo

(p=0.632). La tabla 25 muestra el analisis estadistico realizado en este experimento.

Tabla 25. Valores F y p del MANOVA (Trisomia x Dyrk1A) de los niveles del péptido
AR42 en corteza, hipocampo y cerebelo.

MANOVAS Fy 5,

Trisomia Dyrk1A Trisomia x Dyrk1A
Af342 en corteza 17.739, p=0.001 2.155, p=0.160 3.434, p=0.081
Af342 en hipocampo 1.596, p=0.222 0.047, p=0.831 4.432, p=0.048
Af42 en cerebelo 0.683, p=0.420 0.132, p=0.721 0.743,0.401
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Figura 39. La normalizacién de la dosis génica de Dyrk1A redujo los niveles de AB42 en el ratén TS.
Medias + E.E.M.de los niveles de AR42 en corteza (a), hipocampo (b) y cerebelo (c) en los distintos
grupos experimentales. *: p<0.05, **: p<0.01, TS +/+/+ vs. CO +/+; #: p<0.05, TS+/+/+ vs. TS +/+/-.
Prueba de Bonferroni realizada después de MANOVAs significativos.

Para finalizar, la tabla 26 resume los resultados conductuales, electrofisioldgicos,

neuromorfolégicos y moleculares estudiados en esta tesis.
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Tabla 26. Resumen de los efectos de |la dosis del gen Dyrk1A.

TS +/+/+ vs. euploides

TS +/+4/-

CO +/- vs. euploides

Expresion de la proteina Dyrk1A

Hipocampo
Cerebelo
Viabilidad
Peso corporal

Pruebas conductuales
CFC

Condicionamiento auditivo

Condicionamiento contextual

Laberinto acuatico de Morris

Memoria de referencia
Memoria de trabajo
Eficiencia de aprendizaje
Tigmotaxis

Velocidad de natacion
Aprendizaje guiado

Tabla de agujeros
Indice ABA

Campo abierto
Hiperactividad
Ansiedad
Laberinto en cruz
Hiperactividad

Ansiedad

Actividad espontanea

Oscuridad

Luz
Funcidon motora

Bateria pruebas motoras

Prueba de rotarod
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M (Incrementado)

M (Incrementado)

4 (Reducida)

J { (Reducido)

U (Alterado)

4L (Alterado)

4 L (Alterado)
U (Alterado)
4L (Alterado)

M (Alterada)
= (Sin cambios)

= (Sin cambios)

= (Inalterado)

M (Incrementado)

= (Inalterado)

M (Incrementado)

= (Inalterado)

= (Inalterado)

M (Incrementado)

Mayormente
Inalterado

= (Inalterado)

= (Normalizado vs.
euploides)

= (Normalizado vs.
euploides)

™ (Mejorado vs.
TS +/+/+)

4 (Reducido)

L (Alterado vs.
euploides)

N (Mejorado vs.
TS +/+/+)

N (Mejorado vs.
TS +/+/4)

N (Mejorado vs.
TS +/+/4)

N (Mejorado vs.
TS +/+/+)

{ (Reducida vs.
TS +/+/4)

= (Sin cambios)

= (Sin cambios)

= (Inalterado)

M (Incrementado vs.
euploides)

= (Inalterado)

M (Incrementado vs.
euploides)

= (Inalterado)

J' (Disminuida vs.
TS +/+/+)

J' (Disminuida vs.
TS +/+/+)

Mayormente
Inalterado
N (Aumentado vs.
euploides)

4 (Disminuido)
L (Disminuido)
4 L (Disminuido)

4 L (Disminuido)

= (Sin cambios)

J' (Disminuido) (?)
(n.s.)

= (Inalterado)
= (Inalterado)
= (Inalterado)
= (Inalterado)

{ (Disminuida)

= (Sin cambios)

= (Inalterado)

M (Incrementado vs.
euploides) (periferia)

= (Inalterado)

M (Incrementado)

= (Inalterado)

J' (Disminuida vs.
euploides)

= (Sin cambios)

{ (Disminuida) (n.s.)

N (Aumentado vs.
euploides)



Tabla 26 (continuacidn).

LTP hipocampal

Morfologia e histologia
hipocampal

Volumen DG

Area SGZ

Proliferacion (Ki67)
Diferenciacion (DCX y CLR)
Ne@ total células DG (DAPI)
GAD65/67

VGLUT

Balance excitador/inhibidor

Morfologia e histologia
cerebelar

Area del vermis

Grosor ML

Grosor GL

Densidad neuronas granulares
Densidad células de Purkinje

Envejecimiento

Degeneracion BFCNs
Expresion de la proteina App
Hipocampo

Cerebelo

Acumulacion de AR42
Corteza

Hipocampo

Cerebelo

TS +/+/+ vs. euploides

U (Alterado)

4 (Reducido)
4 (Reducido)
I (Alterado)
I (Alterado)
I (Alterado)
A (Incrementado)
4 4 (Disminuido)

{ (Alterado)

4 (Reducido)
4 (Reducido)
4 (Reducido)
4 (Reducido)

4 (Reducido)

= (Inalterado)

M (Incrementado)

M (Incrementado)

M (Incrementado)

M (Incrementado)

= (Inalterado)

TS +/+/-

= (Rescatado vs.
euploides)

{4V (Reducido vs.

euploides)

{4V (Reducido vs.

euploides)

= (Rescatado vs.
euploides)

= (Rescatado vs.
euploides)

4\ (Alterado vs.
euploides)

= (Rescatado vs.
euploides)

= (Rescatado vs.
euploides)

N (Mejorado vs.
TS +/+/+)

= (Rescatado vs.
euploides)

M (Mejorado vs.
TS +/+/+)

M (Mejorado vs.
TS +/+/+)

= (Rescatado vs.
euploides)

= (Rescatado vs.
euploides)

= (Inalterado)

= (Normalizado vs.

euploides)

= (Normalizado vs.

euploides)

= (Rescatado vs.
euploides)
N (Mejorado vs.
TS +/+/+)
= (Inalterado)

Resultados

CO +/- vs. euploides

{ (Disminuida)

4 (Reducido)
4 (Reducido)

{4\ (Reducido)

J' (Reducido) (?)
(n.s.)

4 (Reducido)

M (Aumentado vs.
euploides)

= (Inalterado)

{ (Alterado)

44 (Reducido)

4 L (Reducido)

4 L (Reducido)
A (Aumentado)

= (Inalterado)

4 L (Reducido)

{4 L (Reducido)

{ (Reducido)

= (Inalterado)

M (Incrementado)

= (Inalterado)
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Discusion

Numerosas evidencias han implicado la sobreexpresién del gen Dyrkl1A en distintas
alteraciones fenotipicas encontradas en el SD. Los resultados obtenidos en este trabajo
apoyan el papel de este gen en dichos fenotipos y aportan nuevas evidencias, no
descritas hasta ahora, sobre su implicacién en otras alteraciones encontradas en el SD.
El abordaje desarrollado en esta tesis supone un enfoque renovador dado que, por
primer vez, el estudio de Dyrkl1A se ha realizado en un modelo animal trisémico cuya
dosis del gen ha sido normalizada. En consecuencia, se puede evaluar de forma mas
directa la contribucion de Dyrk1A en los principales fenotipos alterados en el ratén TS,
asi como determinar las consecuencias directas que podria tener el rescate

terapéutico, tanto a nivel farmacolégico como genético, de este gen.
1. Papel de Dyrk1A en la cognicién

Teniendo en cuenta los déficits que presenta el ratdon TS en los procesos de
aprendizaje y memoria y las numerosas evidencias que implican al gen Dyrk1A en ellos,
el primer objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la normalizacién de la dosis
génica de Dyrk1A sobre las alteraciones cognitivas encontradas en este modelo murino

de SD.

De forma consistente con numerosos estudios (Escorihuela et al., 1995; Martinez-Cué
et al., 2013; Vidal et al., 2012), los animales TS +/+/+ mostraron un gran deterioro en
su memoria de trabajo y de referencia espacial, ambas evaluadas en la prueba del
laberinto acudtico de Morris. La normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A supuso la
recuperacién parcial de los déficits cognitivos del ratédn TS, aunque no tuvo el mismo
efecto en todos los procesos de aprendizaje y memoria. En concreto, los ratones TS
+/+/- mostraron una mejoria en su memoria de trabajo, de referencia y procedimental.
La recuperacion de todos estos procesos esta intimamente relacionada con la mejoria
observada en la capacidad de estos animales de desarrollar estrategias de busqueda
de la plataforma, lo que sugiere el rescate de otras destrezas como la flexibilidad
cognitiva y la funcién ejecutiva. Sin embargo, tanto en el caso de la memoria de
referencia como de la memoria procedimental la mejoria fue parcial, ya que en las
ultimas sesiones del experimento estos animales no difirieron de los TS con triple dosis

del gen Dyrki1A.
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La mejoria encontrada en el aprendizaje y la memoria de los ratones TS +/+/- parece
no ser debida a cambios en la funcion motora ya que no se encontraron alteraciones
en la velocidad de natacién de los ratones TS +/+/- ni en su ejecucidon durante las

sesiones de aprendizaje guiado en el laberinto acuatico de Morris.

El hecho de que el efecto de la normalizacion de la dosis génica de Dyrk1A mejorara
solo parcialmente la memoria de referencia podria ser debido a que el rescate de las
alteraciones neuromorfolégicas en el hipocampo de este raton tampoco fue completa
(ver apartado 6 de la Discusion), ya que esta estructura esta implicada en este tipo de
aprendizaje y memoria (Eichenbaum, 2001). Dado que el hipocampo esta implicado en
el procesamiento y transferencia de los recuerdos de la memoria a corto plazo a la
memoria a largo plazo (Ward, 2009) si no se normaliza totalmente su anatomia la

funcién de consolidacion podria verse afectada.

Ademas, cabria la posibilidad de que la normalizacion de la dosis de Dyrk1A en el ratén
TS +/+/- no suponga la recuperacion de todas las bases neuroanatémicas de la
memoria y el aprendizaje alteradas en el raton TS +/+/+, lo que también
comprometeria los procesos de integraciéon, procesamiento, transferencia o
recuperacioén de la informacion. El gen Dyrk1A tiene efectos especificos en cada regién
cerebral. Durante la etapa adulta la expresion de DyrklA no es uniforme en todo el
encéfalo, localizandose mayoritariamente en algunas areas, lo que sugiere que la
proteina podria tener funciones fisioldgicas distintas en diferentes regiones (Marti et
al., 2003). Asimismo, en modelos animales que sobreexpresan Dyrk1A o sélo tienen
una Unica copia funcional del gen se han encontrado alteraciones no homogéneas en
distintas estructuras cerebrales (Fotaki et al., 2002; Guedj et al., 2012). La corteza
parietal, prefrontal o el tdlamo son estructuras ligadas a los procesos cognitivos
estudiados (Vicens y Carrasco, 2003). En esta tesis no se ha evaluado la morfologia de
estas regiones por lo que no se puede determinar si la recuperacién parcial de ciertos
procesos cognitivos es también en parte debida a la falta de cambios morfolégico-

funcionales en ellas.

Por otro lado, el cerebelo ha sido relacionado con funciones cognitivas superiores tales
como la flexibilidad cognitiva (Schmahmann, 2004; Teipel et al., 2004). La recuperacién

neuromorfolégica observada en esta estructura (ver apartado 8 de la presente
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Discusidon) podria explicar la mejoria encontrada en el aprendizaje y la memoria de
procedimiento asi como en la mayor eficacia del aprendizaje encontrada en los ratones

TS +/+/-.

También debe tenerse en cuenta que son muchos los genes alterados en el SD y en el
ratén TS, aunque algunos tengan mas relevancia funcional que otros. A su vez, todos
estos genes interaccionan entre si y con el fondo genético de los individuos, por lo que
no resulta sorprendente que el hecho de normalizar un Unico gen no suponga el
rescate fenotipico total de todas las funciones cognitivas evaluadas. Un ejemplo son
los genes Oligl y Olig2 que, al igual que DyrklA, estdn situados en el HSA21 e
implicados en el desarrollo y la funcionalidad del SNC (Chakrabarti et al., 2010).

En la prueba del condicionamiento del miedo, en la que se evallia el aprendizaje y la
memoria de asociacién de un contexto y de un sonido a un estimulo aversivo, los
ratones TS +/+/+ mostraron un déficit en ambos procesos cognitivos, de manera
consistente con numerosos estudios (Bianchi et al., 2010b; Kleschevnikov et al., 20123;
Salehi et al., 2009). La normalizacién del nimero de copias de Dyrk1A en el ratén TS no
rescato el aprendizaje asociativo auditivo, pero si mejord parcialmente la alteracién en

el condicionamiento contextual.

La amigdala participa en la asociacion entre situaciones y estimulos aversivos,
especialmente el miedo, contribuyendo en la codificacion de los recuerdos (McGaugh,
2004). Mientras que el condicionamiento auditivo depende principalmente de una
apropiada funcién de la amigdala (Campeau y Davis, 1995; Goosens y Maren, 2001), en
la asociacion de un estimulo aversivo con un contexto el hipocampo desempeifia un
importante papel. La no recuperacion del condicionamiento auditivo en el ratén TS
+/+/- sugiere un funcionamiento inadecuado de la amigdala tras la normalizacion de la
dosis de DyrklA, lo que también podria repercutir en el aprendizaje contextual
participando en la recuperacion parcial encontrada. Sin embargo, como se menciond
anteriormente, también podria ser debido a que la normalizacién de la dosis génica de
Dyrk1A no consiguié normalizar completamente las alteraciones neuromorfolégicas
del hipocampo encontradas en el ratén TS +/+/-, tal y como ocurria con aprendizajes
dependientes del hipocampo en el laberinto acuatico de Morris. Por otro lado, ademas

del hipocampo, otras estructuras como las cortezas entorrinal y perirrinal también
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parecen estar implicadas en el aprendizaje contextual (Anagnostaras et al., 2001;

Biedenkapp y Rudy, 2009).

Son varios los estudios que han relacionado la sobreexpresion de Dyrkl1A con el
fenotipo cognitivo de animales portadores de copias extra de este gen (Branchi et al.,
2004; Sebrie et al., 2008) o en los ratones con trisomias segmentarias (Rueda et al.,
2012). Sin embargo, en contraste con los resultados del presente trabajo, un estudio
reciente (Altafaj et al., 2013) reveld que la normalizacion del nivel de expresion de
Dyrk1A exclusivamente en el hipocampo mediante la inyeccidn de un vector viral que
contiene shRNA (short hairpin RNA) inhibidor de Dyrk1A (AAV2/1-shDyrk1A) no mejord
la capacidad de aprendizaje de los ratones TS. A pesar de ello, esta intervencion si
mejoré su estrategia de busqueda durante la prueba del laberinto acudtico. La
discrepancia entre estos resultados y la mejoria parcial en la ejecucién de los animales
TS +/+/- en el presente trabajo probablemente se deba a diferencias en los tejidos en
los que la expresiéon de Dyrkl1A fue normalizada en cada uno de los estudios. Los
componentes de la memoria de referencia y de trabajo y la consolidacidn a largo plazo
del aprendizaje espacial en la prueba del laberinto acuatico de Morris no soélo
dependen de la integridad del hipocampo o el cerebelo, sino también de la corteza
prefrontal (Goldman-Rakic, 1999; Seamans et al., 1995; Wang y Cai, 2006), que
también esta afectada en el SD (Goto et al., 2010). Mientras que en el presente trabajo
la normalizacidon de Dyrk1A presumiblemente fue realizada en todos los tejidos que
sobreexpresan Dyrk1A, incluyendo el cerebelo y la corteza prefrontal, Altafaj et al.
(2013) inyectaron AAV2/1-shDyrk1A sélo en el hipocampo del ratén TS. Por lo tanto,
resulta logico que la normalizacién de Dyrk1A en los ratones TS +/+/- dé lugar a un
aprendizaje mas eficaz. Ademas, en los ratones TS +/+/- la reduccién de la dosis génica
se produjo desde la gestacidn, por lo que la manipulacidon ha podido tener efectos
beneficiosos sobre alteraciones presentes durante el neurodesarrollo (p. ej. reduccién
de la neurogénesis pre-natal e hipocelularidad) sobre las que no tendrian efectos
manipulaciones en individuos adultos como las realizadas en el estudio de Altafaj et al.

(2013).

Otras evidencias que apoyan el papel de DyrklA en las alteraciones cognitivas

encontradas en los modelos murinos de SD provienen de estudios que demuestran
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gue la inhibicion farmacoldgica de la proteina que codifica este gen con galato de
epigalocatequina (Epigallocatechin Gallate, EGCG) mejora el aprendizaje dependiente
del hipocampo y la tigmotaxis en los modelos TgDyrk1A y TS (De la Torre et al., 2014;
Guedj et al., 2009).

Por otro lado, en un ensayo clinico piloto con personas con SD se ha encontrado que la
administracion de EGCG aumenta su precisiéon en el reconocimiento visual y la
memoria de trabajo espacial, sugiriendo un efecto positivo de este compuesto tanto
en el hipocampo como en el sistema prefrontal (De la Torre et al., 2014). De hecho, un
reciente estudio ha demostrado que la sobreexpresion de Dyrk1A esta implicada en las
anomalias estructurales y funcionales de la corteza prefrontal del modelo
mBACtgDyrk1A (Thomazeau et al., 2014). En conjunto, estas evidencias sugieren que el
efecto procognitivo producido por la normalizacion del nivel de expresién Dyrk1A
puede ser también debido a sus efectos sobre las redes funcionales hipocampo-
prefrontales que soportan funciones relacionadas con la memoria, ademas de los
efectos hipocampales o cerebelares descritos en el presente trabajo. En consecuencia,
seria interesante profundizar el fenotipo anatomico de la corteza prefrontal de los

animales TS +/+/-.

La reduccion de la dosis génica de Dyrk1A a Unica copia funcional en el raton CO +/- no
afecté a su memoria de referencia, de trabajo, procedimental o a la eficacia de su
patron de busqueda de la plataforma en la prueba del laberinto acuatico de Morris.
Estos resultados contrastan con estudios cognitivos previos, ya que Arqué et al. (2008)
demostraron que los animales Dyrk1A+/' presentan un deterioro en su aprendizaje
espacial en el paradigma del laberinto acudtico de Morris, incluyendo la memoria
espacial y de procedimiento, asi como en su capacidad de desarrollar estrategias de
busqueda. No obstante, estas alteraciones sélo fueron encontradas en las Ultimas
sesiones de la prueba, no comprometiendo completamente el aprendizaje espacial de

estos animales.

Las diferencias entre el citado estudio y los resultados de la presente tesis podrian ser
debidas a diferencias en los protocolos utilizados para evaluar el aprendizaje en el
laberinto acudtico de Morris. Mientras que en este estudio se realizaron 8 sesiones de

adquisicion cambiando la posicion de la plataforma en cada una ellas, en el estudio de
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Arqué et al. (2008) se evalu6 el aprendizaje espacial a lo largo 4 sesiones sin cambiar la
plataforma de lugar. A pesar de que el andlisis realizado en el presente estudio
maximiza el rendimiento cognitivo de los grupos y dificulta la tarea, ya que cada dia los
animales deben aprender una nueva localizacion de la plataforma, no se encontrd
ningun déficit cognitivo. Este hecho, junto con el déficit parcial hallado por Arqué et al.
(2008), sugiere que quiza estén influyendo factores ajenos a la cognicion en los ratones

Dyrk1A+/' y CO +/- en la ejecucion del laberinto acuatico de Morris.

En este sentido, el fondo genético de los animales tiene un papel fundamental sobre el
comportamiento animal. Numerosos trabajos han descrito importantes diferencias en
los patrones de conducta segun la cepa de ratdon (Bothe et al., 2005; Voikar et al.,
2001). Por lo tanto, el impacto de la haploinsuficiencia de Dyrk1A en ambos estudios
puede deberse parcialmente al diferente fondo genético que presentan los ratones

Dyrk1A* "y CO +/- (ver Material y Métodos).

Ademas, la edad de los animales es un pardmetro determinante a la hora de evaluar el
efecto de un gen en las habilidades cognitivas ya que puede influir en el deterioro del
sistema motor o en la aparicion de procesos neurodegenerativos (Stasko y Costa,
2004). Dyrk1A participa en diversos procesos neurodegenerativos. Dado que el trabajo
de Arqué et al. (2008) no especifica la edad de los animales, no es posible confirmar si
este factor puede ser responsable de las discrepancias encontradas en los fenotipos

cognitivos entre ambos estudios.

En la prueba de CFC los ratones CO +/- no presentaron ningun déficit en su memoria
asociativa auditiva, de lo que se deduce un funcionamiento correcto de la amigdala.
Sin embargo, mostraron una leve tendencia a recordar peor la asociacién entre el
contexto al estimulo aversivo. A pesar de que tanto la prueba del laberinto acuatico de
Morris como el CFC miden aprendizaje contextual (por tanto, dependiente del
hipocampo principalmente), no debe obviarse que son tareas diferentes en las que

intervienen estructuras anatémicas y redes funcionales distintas.

2. Papel de Dyrk1A en la actividad exploratoria y la capacidad de atencion

Dado que la capacidad de atencién y la actividad exploratoria son algunos de los

procesos subyacentes a los procesos de aprendizaje y memoria, se sometid a los
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distintos grupos de ratones a la prueba de la tabla de agujeros para evaluar
parametros relacionados con estas capacidades. Driscoll et al. (2004) demostraron que
los ratones TS de edad avanzada (de 15 a 17 meses de edad) presentaban un marcado
déficit de atencion que podria tener un importante papel en los déficits de aprendizaje
encontrados en estos animales. Sin embargo, en el presente estudio ningln genotipo
mostro déficits en su nivel de actividad exploratoria en la tabla de agujeros a los 6
meses de edad, aunque si en otras pruebas (ver secciones 3 y 5 del apartado
Resultados). Por otro lado, en esta prueba los animales TS no mostraron diferencias de
atencion con respecto a los euploides. Este hecho podria indicar que las diferencias en
los distintos fenotipos cognitivos hallados en este estudio no estan relacionas con el
deterioro de la atencién. Sin embargo, en otras situaciones experimentales (ver
seccion 5 del apartado Resultados), los animales TS mostraron una marcada
hiperactividad, que también se relaciona con una menor atencién. Por tanto, es
posible que la tabla de agujeros no sea un método suficientemente sensible para

determinar la capacidad de atencién de estos animales.

En el caso del raton CO +/- tampoco se encontraron evidencias concluyentes de
alteraciones en su atencion respecto al resto de los grupos de animales en la tabla de
agujeros. A pesar de que estos animales exploraban mds los agujeros con objetos, su
indice ABA fue similar al del resto de los grupos. Sin embargo, la mayor actividad
encontrada en este grupo de animales en otras pruebas sugiere, una vez mas, que esta
prueba no es suficientemente sensible para detectar cambios en la capacidad de

atencion de los distintos grupos de animales.

3. Papel de Dyrk1A en la actividad general y la ansiedad

Estudios previos demuestran que el ratdon TS es hiperactivo bajo distintas condiciones
experimentales (Coussons-Read y Crnic, 1996; Escorihuela et al., 1995). Ademas,
también se muestra hiperactivo en situaciones que habitualmente provocan cautela y
supresion de la actividad en ratones normales (como es el caso del campo abierto o el
laberinto en cruz) (Coussons-Read y Crnic, 1996; Escorihuela et al., 1995; Martinez-Cue
et al., 2006), lo que parece deberse a una reduccién de la atencién hacia estimulos

potencialmente peligrosos (Crnic y Pennington, 2000).
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De manera consistente con estos estudios, en el presente trabajo los animales TS
+/+/+ también se mostraron hiperactivos tanto en las pruebas del campo abierto y del
laberinto en cruz. Sin embargo, la normalizacién del nivel de expresién de Dyrk1A no

rescato este fenotipo en ninguna de las dos pruebas.

La hiperactividad del raton TS +/+/+ también pudo observarse al medir su actividad
espontdnea en su jaula habitual durante el ciclo de luz, aunque durante del periodo de
oscuridad no se encontraron diferencias respecto a los animales euploides. En este
caso la normalizacion de la dosis de Dyrk1A en los animales TS +/+/- si produjo la
normalizacién de este fenotipo durante la fase luminosa del ciclo luz/oscuridad.

Ademas, estos animales también se mostraron hipoactivos durante la fase oscura.

En contraste con estos resultados, Ortiz-Abalia et al., (2008) demostraron que la
normalizacion del nivel de expresidn Dyrk1A en el cuerpo estriado mediada por la
inyeccién de un tipo de virus adenoasociado del serotipo 2 con iRNA inhibidor de
Dyrk1A (AAVshDyrk1A) rescaté los déficits motores y atenud la hiperactividad
encontrada en los ratones TgDyrk1A. En el presente estudio, la falta de efecto sobre la
hiperactividad tras reducir el nivel de expresion de Dyrk1A de los animales trisémicos
podria indicar que otros genes pueden jugar un papel en esta alteracion fenotipica, ya
gue en los animales TS +/+/- hay mas de 150 genes que permanecen en trisomia. De
ellos, aproximadamente 92 son ortélogos a los encontrados en el HSA21 pero los otros

60 no presentan homologia con este cromosoma.

Respecto a la reduccién de la dosis de Dyrk1A en ratones CO +/-, varios estudios han
demostrado que esta manipulacién genética conduce a un fenotipo hipoactivo bajo
condiciones aversivas (Fotaki et al., 2002; Fotaki et al., 2004). En el presente trabajo se
encontré un comportamiento hiperactivo en el campo abierto (mayor distancia
recorrida en la periferia del aparato) y en laberinto en cruz (mayor velocidad y
distancia recorrida durante la prueba). Sin embargo, cuando en la prueba de actimetria
se evalud su actividad espontanea durante la fase de oscuridad, los ratones CO +/- se
mostraron hipoactivos. Se podria hipotetizar que estos animales son hipoactivos en
condiciones normales, o lo que es lo mismo, que DyrklA juega un papel sobre la
actividad espontanea en su jaula habitual pero la aumenta en situaciones novedosas o

aversivas. Las diferencias encontradas entre los distintos estudios pueden deberse, de
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nuevo, a variaciones en el fondo genético de los animales o a diferencias en los
protocolos empleados, ya que la evaluacion de los individuos en el campo abierto no
se realizd durante la misma fase del ciclo luz-oscuridad o con el mismo nivel de

aversion.

Ningln grupo se reveld ansioso durante las pruebas del campo abierto y del laberinto
en cruz, lo que sugiere que no han intervenido factores emocionales en la ejecucién de
las pruebas cognitivo-conductuales. Tanto en el campo abierto como en el laberinto en
cruz existe un conflicto entre la tendencia a explorar nuevos ambientes y la aversion
natural de los ratones a los espacios abiertos (Treit et al., 1993). Cuanto mads ansioso es
un animal, menos tiempo se aventura a explorar un espacio abierto; en consecuencia,
pasa menos tiempo en el centro del aparato y realiza mds conductas de evaluacién de

riesgo y alzamientos para intentar escapar del aparato.

En la prueba del campo abierto, los ratones TS +/+/+ y los TS +/+/- pasaron mas tiempo
en el centro del aparato que los CO +/+ y los CO +/-. A pesar de que este dato podria
indicar que son menos ansiosos, el hecho de que mostraran la misma tendencia en la
periferia del aparato y en la distancia total recorrida apoya la hipdtesis de que este
efecto se debe a su fenotipo hiperactivo, probablemente debido a un déficit de
atencién. Ademas, ningun grupo difirid en el nimero de alzamientos efectuados
durante la prueba, que son intentos de escape del aparato y, por tanto, otro indice de
ansiedad. Como ya se comentd, la hiperactividad del raton TS es probablemente
debida a la menor atencion a estimulos potencialmente peligrosos (Crnic y Pennington,
2000) que darian lugar a una mayor impulsividad (Demas et al., 1996). En
consecuencia, los animales TS +/+/+ y TS +/+/- tendrian menos capacidad para atender
estimulos estresantes, explorando por ello mas todas las zonas del aparato. Por otro
lado, en la prueba del laberinto elevado en cruz ningun grupo experimental difirid en
los componentes motores o cognitivos de la ansiedad (tiempo que transcurrieron en
los brazos abiertos del aparato, tiempo de inmovilizacion inicial o nimero de
conductas de evaluacion de riesgo), lo que demuestra que no existieron cambios en

ansiedad.
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4. Papel de DyrklA en los reflejos sensoriales, las habilidades motoras y la

coordinacion locomotora

Cuando se realizd una bateria de pruebas para evaluar varios reflejos y habilidades
motoras en los distintos genotipos, no se encontraron diferencias entre los distintos
grupos en la mayoria de las pruebas. Sin embargo, se observo que los ratones TS +/+/+
presentaban una mayor respuesta de sobresalto y una menor latencia de llegada al
extremo en la prueba de la percha, lo que sugiere una mayor reactividad a estimulos
auditivos y una peor coordinacion motora por parte de estos ratones. Aunque la
mayoria de los estudios muestran que las habilidades sensoriales y motoras en los
animales TS de mediana edad permanecen intactos (Escorihuela et al., 1995; Holtzman
et al., 1996; Hyde et al., 2001; Rueda et al., 2010), algunos trabajos han encontrado
déficits que oscilan de leves a severos de los 4 a 7 meses de edad en estos animales
(Costa et al., 1999). Asi mismo, varios trabajos sefalan la relacion entre el desequilibrio
en la dosis del gen DyrklA y alteraciones en el fenotipo motor (Altafaj et al., 2001;

Fotaki et al., 2004; Martinez de Lagran et al., 2004; Ortiz-Abalia et al., 2008).

Normalizar la dosis de Dyrk1A en el raton TS +/+/- no supuso ningun cambio en la
mayoria habilidades sensorimotoras evaluadas, salvo por la normalizacion de la
respuesta de sobresalto. Ademds, también se encontré que los animales TS +/+/-

presentaban un mayor equilibrio en la barra de madera.

Por otro lado, el raton CO +/- mostré alteraciones en la ejecucion de algunas de las
pruebas motoras evaluadas, como el equilibrio en la barra de aluminio, la capacidad de
traccion y la latencia de caida en la prueba de la percha, lo que indica una leve
disfuncién motora. Estos resultados, aunque mas leves, concuerdan con los hallados
por Fotaki et al. (2002, 2004), quienes demostraron que el ratén Dyrk1A+/' presenta un
retraso en el desarrollo de algunos reflejos, un deterioro en el desarrollo neuromotor y
una profunda alteracion de parametros motores especificos en estadios adultos.
Posteriormente, Arqué et al. (2009) demostraron que las alteraciones sensorimotoras
de este ratdn se ven agravadas por la edad. En este trabajo, los animales CO +/- fueron
evaluados con 5-6 meses de edad, por lo que no debe descartarse que su fenotipo

motor también se vea deteriorado en mayor medida en edades mas avanzadas.
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Para evaluar la coordinacion motora todos los grupos animales fueron sometidos a la
prueba de rotarod. De forma consistente con los trabajos anteriores, en el presente
estudio no se encontraron alteraciones en la coordinacién motora en esta prueba en
los ratones TS +/+/+ (Baxter et al., 2000; Escorihuela et al., 1995; Martinez-Cué et al.,
2013). Sin embargo, otros estudios si han encontrado una coordinacién motora

deficiente en los animales TS respecto a los ratones euploides (Costa et al., 1999).

Por otro lado, también existen resultados muy contradictorios en diferentes ratones
transgénicos para DYRK1A. Aunque Souchet et al. (2014) encontraron un marcado
déficit en la coordinacion motora en ratones mBACtgDyrk1A, el modelo TgDyrk1A
mostro un deterioro menor en el aprendizaje motor (Altafaj et al., 2001). Ademas, otro
modelo de sobreexpresidon de Dyrk1A generado utilizando un BAC humano, el modelo

hBACtgDYRK1A (Ahn et al., 2006), no presenta déficits en la prueba de rotarod.

Estos resultados sugieren que la sobreexpresion de Dyrkl1A, bien en ratones con
trisomia segmentaria o en diferentes modelos transgénicos Unicos, no tiene como
resultado alteraciones motoras de forma uniforme. Las discrepancias entre todos los
estudios son probablemente debidas a las diferencias en los protocolo experimentales
utilizados. Por ejemplo, la dificultad de la tarea utilizada en el estudio de Costa et al.
(1999) fue mayor que la empleada en el presente estudio. Ademas, en los diferentes
ratones transgénicos para DYRKI1A, los diferentes transgenes (humano o murino),
promotores y/o fondos genéticos de los animales también podrian ser responsables de

los resultados inconsistentes encontrados en la prueba de rotarod.

En este trabajo, la normalizacion del nimero de copias del gen Dyrk1A mejord la
ejecucion en el ciclo de aceleracion y a distintas velocidades constantes en los
animales TS +/+/- y CO +/- respectivamente. Este hallazgo, que contradice los déficits
motores encontrados en otros trabajos (Fotaki et al., 2002, 2004), también podria ser

debido a variaciones en los protocolos empleados en cada estudio.

En conjunto, las pruebas realizadas para evaluar el efecto de la dosis génica de Dyrk1A
sobre el fenotipo motor han aportado resultados demasiado variables como para
ofrecer una interpretacion consistente. Asi pues, para estudiar de manera exhaustiva

el fenotipo motor de los distintos grupos experimentales seria necesario realizar
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pruebas motoras mas complejas. De hecho, en un trabajo reciente, Gutiérrez-
Castellanos et al., (2013b) encontraron déficits en el aprendizaje motor del ratén TS, a
pesar de que tampoco encontraron alteraciones en las habilidades sensorimotoras o
signos de ataxia. Para detectarlos, evaluaron los reflejos oculomotores de los animales
y sus habilidades para adaptar y consolidar estas conductas en circunstancias nuevas

(Gutierrez-Castellanos et al., 2013a).
5. Papel de Dyrk1A en la plasticidad sinaptica del hipocampo

El deterioro de la plasticidad sinaptica es uno de los principales mecanismos
responsables de los trastornos cognitivos encontrados en el raton TS. De hecho, la LTP,
uno de los sustratos de la neuroplasticidad, esta alterada en el hipocampo y la corteza
prefrontal de los ratones TS, de otros modelos murinos de SD y de ratones que
sobreexpresan Dyrk1A (Ahn et al., 2006; Bartesaghi et al., 2011; Costa y Grybko, 2005;
Thomazeau et al., 2014). Estas evidencias sugieren la participacion del gen Dyrk1A en

los mecanismos implicados en la plasticidad sinaptica.

En el presente trabajo los ratones TS +/+/+ mostraron un déficit en la LTP hipocampal
similar al descrito en estudios previos (Costa y Grybko, 2005). Tras normalizar el
numero de copias de Dyrk1A en el ratdén TS +/+/-, se rescatd completamente la LTP del
hipocampo del ratén TS, lo que confirma que la copia extra de Dyrk1A en este ratén
desempefia un papel en la alteracion de la plasticidad sindptica. De acuerdo con estos
resultados, la inhibicidon farmacolégica o genética, mediante la administracion de EGCG
o la inyeccién de AAV2/1-shDyrklA respectivamente, también mejora la LTP del
hipocampo en ratones TS (Altafaj et al., 2013; Xie et al., 2008). Por tanto, la
normalizacién de la LTP en los animales TS +/+/- podria ser uno de los mecanismos por
los que mejora el aprendizaje de estos animales en las distintas pruebas cognitivas

realizadas en este trabajo.

Por otro lado, en este estudio, tras la reduccién a una Unica copia funcional de Dyrk1A,
los ratones CO +/- mostraron una disminucién en la LTP del hipocampo. Al igual que
ocurre con los animales TS, el exceso de inhibicion hipocampal encontrada en los CO
+/- podria ser una de las causas de la disminucién de la eficacia sindptica hipocampal

(LTP) en este grupo (ver seccidon 7 de esta discusidon). Sin embargo, este hallazgo
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contrasta con la falta de alteraciones cognitivas encontradas en el laberinto acuatico
de Morris en estos animales, aunque en la prueba de condicionamiento contextual si
que mostraron una tendencia no significativa a un mayor deterioro. Las discrepancias
entre la ejecucién en pruebas de aprendizaje espacial y la LTP podrian ser debidas a
varios factores. En primer lugar, es posible que la interconexion entre todas las areas
encefalicas sea suficientemente eficiente a nivel global, mostrando una respuesta
cognitiva normal a pesar de tener una menor capacidad de LTP. Es decir, que el SNC de
los animales CO +/- no necesite una mayor capacidad de potenciacién para funcionar
correctamente. Ademads, no deben descartarse fendmenos de plasticidad funcional
compensatoria (Lazzouni y Lepore, 2014). A pesar de la disfuncion parcial que muestra
la LTP hipocampal de estos animales, es posible que existan mecanismos
compensatorios que den lugar finalmente un funcionamiento cognitivo normal. De
hecho, en animales cuya dosis de Dyrk1A ha sido modificada, existen diferencias en la
naturaleza del balance excitatorio-inhibitorio segin se trate de la corteza, el
hipocampo y el cerebelo (Souchet et al., 2014). Por tanto, el mayor rendimiento de
otras dreas cerebrales implicadas en el aprendizaje, como el cerebelo o la corteza
prefrontal, puede favorecer otras estrategias que compensen la disfuncién hipocampal
en la prueba del laberinto acuatico de Morris. Por ejemplo, la LTD cerebelar podria
estar implicada en la navegacion espacial (Burguiere et al., 2005). Si la
haploinsuficiencia de Dyrk1A no produjera un deterioro funcional del cerebelo o
corteza prefrontal de los ratones CO +/-, se podria explicar por qué no se encontraron

alteraciones cognitivas en estos animales en el laberinto acuatico.
6. Papel de Dyrk1A en el fenotipo morfoldgico hipocampal y la neurogénesis

La neurogénesis hipocampal adulta juega un importante papel en el establecimiento
de la LTP y en el aprendizaje y la memoria dependiente del hipocampo (Imayoshi et al.,
2008; Shors et al., 2001; Shors et al., 2002). Uno de los mecanismos subyacentes a los
déficits de aprendizaje y plasticidad sindptica encontrados en el raton TS es la
alteracion de la neurogénesis hipocampal pre- y post-natal, que daria lugar a las
alteraciones en la morfologia hipocampal caracteristicas de estos animales (Bianchi et

al., 2010b; Lorenzi y Reeves, 2006; Rueda et al., 2005).
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El proceso neurogénico incluye fendmenos de proliferacion, migracion, diferenciacion
y supervivencia celular, asi como la integracién final de la nuevas neuronas en los
circuitos existentes. Como ya se expuso anteriormente, existen numerosas evidencias

de la participacién del gen Dyrk1A en todos ellos.

En el presente trabajo se encontrd una disminucion en el tamano del DG y la SGZ en el
hipocampo del ratén TS, ademas de un déficit en el nimero o la densidad de células
proliferativas (Ki67+), de neuronas inmaduras (células DCX+ y CLR+) y del nimero total
de células (DAPI+), presumiblemente células granulares, en el DG. La normalizacion de
la dosis de Dyrk1A en el ratdn TS recuperd totalmente la densidad y el nimero total de
células en proliferacion (Ki67+) y aumentd la densidad de neuronas inmaduras en
diferentes estadios de diferenciacién (DCX+ y CLR+). En el caso de la densidad y el
numero de neuronas inmaduras en estadios tempranos (células DCX+/CLR-) o de
neuronas inmaduras en estadios mas avanzados (CLR+), pudo observarse una clara
tendencia a la mejoria de estos grupos celulares, aunque, en algunos casos, estos
resultados no alcanzaron la significacidn estadistica, probablemente debido a la amplia

variabilidad intragrupal.

Son muchas las evidencias que apoyan la idea de que Dyrk1A interacciona y modula
diversas vias de sefializacién (incluyendo el factor de crecimiento epidérmico
(Epidermal Growth Factor, EGF), el factor de crecimiento de fibroblastos (Fibroblast
Growth Factor, FGF), NGF, Sonic hedgehog (Shh), NFAT y Notch, entre otros)
implicadas en distintas etapas de la proliferacion y la diferenciacién celular. En
consecuencia, la normalizacion de la dosis del gen DyrklA podria contribuir en la
restauracion funcional de diferentes dianas moleculares implicadas en la neurogénesis
adulta, teniendo como resultado su aumento en los animales TS +/+/-. De manera
consistente con los resultados expuestos, las estrategias farmacolodgicas
(administracion EGCG) o genéticas (inyeccién shRNA) dirigidas a inhibir Dyrk1A han
demostrado suprimir los defectos en la proliferacién y diferenciacion en células madre
pluripotentes inducidas (induced Pluripotent Stem Cells, iPSCs) derivadas de cerebros

de personas con SD (Hibaoui et al., 2014).

No obstante, también se han encontrado evidencias de que los genes Oligl y Olig2

modulan también algunas de las vias vinculadas a la proteina Dyrk1A (incluyendo FGF,
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Notch y Shh) (Schebesta y Serluca, 2009; Tiso et al., 2009). Asi, la interaccidén de estos
genes, cuya dosis no ha sido normalizada en el presente estudio, con distintas dianas
moleculares puede desencadenar varios fenotipos alterados en el ratéon TS que no
seran recuperados en los animales TS +/+/-. Tal es el caso del nUmero de neuronas

inmaduras o numero total de células en el DG.

En los animales CO +/- la haploinsuficiencia de DyrklA condujo a una acusada
reduccion del nimero total de células proliferativas y de neuronas inmaduras en
estadios tempranos, aunque su densidad cerebral no se vio afectada. Es decir, aunque
el numero total de estas poblaciones celulares fue deficitario en la SGZ, debido al
déficit en el tamano de esta zona, la proporcion de progenitores y de neuroblastos en

diferenciacion resulté normal.

En el presente trabajo reducir la dosis de Dyrk1A en los animales TS +/+/- no recuperd
los déficits en el nUmero o la densidad celular en la capa granular del DG. Esto sugiere
que aunque hay una correcta proliferacién celular en los animales TS +/+/-, las
neuronas generadas no sobreviven para integrarse de forma permanente en los
circuitos funcionales. En contraste con estos resultados, un reciente estudio ha
demostrado que DYRKIA promueve la supervivencia celular en cultivos celulares (Guo
et al.,, 2010). Ademas, se ha demostrado que Dyrk1A tiene un efecto anti-apoptético,
mejorando la supervivencia in vitro e in vivo en algunos tejidos como la sustancia negra
o la retina (Barallobre et al., 2014; Laguna et al., 2008; Laguna et al., 2013). Por tanto,
parece que para una correcta supervivencia celular es necesario un nivel de actividad
normal de DYRK1A, concretamente ante situaciones fisioldgicas que activen vias
intrinsecas de muerte celular vinculadas a la caspasa 9. Sin embargo, la reducida
celularidad encontrada en diferentes areas del cerebro adulto TS no parece deberse a
cambios en apoptosis (Rueda et al., 2011, 2013), por lo que el déficit en el numero y
densidad de células hallado en el hipocampo de los ratones TS +/+/- tampoco tendria
por qué estar relacionado con mecanismos de muerte celular. Por otro lado, a pesar de
la normalizacién del nivel de expresion de Dyrkl1A, la trisomia de otros genes en los

animales TS podria estar afectando su supervivencia celular en el hipocampo.

En los animales CO +/- la densidad de células granulares fue completamente normal,

pero, al igual que ocurria en otros estadios celulares, su nimero total se encontraba
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disminuido. Guedj et al. (2012) demostraron que en la capa polimdrfica del DG existe

una correlacion negativa entre el nimero de copias de Dyrk1A y la densidad celular.

Asi, los animales haploinsuficientes Dyrk1A+/' mostraron una densidad celular mayor
que los ratones euploides. Las diferencias entre ambos estudios pueden deberse a las
regiones del DG dénde fueron realizados los contajes celulares. Mientras en el
presente trabajo el recuento se efectud en la capa granular del DG, constituido
fundamentalmente por neuronas granulares, Guedj et al. (2012) contaron células en la
capa polimorfa del DG, constituida por fibras e interneuronas. Por otro lado, estos
autores también demostraron que Dyrk1A afecta a la densidad celular de una manera
region-especifica. En todo caso, estos resultados sugieren nuevamente que las dosis

inadecuadas del gen Dyrk1A dan lugar a anomalias en la morfologia cerebral.

Tanto las neuronas proliferativas o en diferentes estadios de diferenciacion como las
maduras parecen estar implicadas en los procesos de aprendizaje y memoria
hipocampo-dependientes cumpliendo diferentes funciones (Aimone et al., 2006,
Ambrogini et al., 2004, 2009; Deng et al., 2010, Garthe y Kempermann, 2013). Por
tanto, la recuperacion de la proliferacion y de otros tipos celulares en estadios
posteriores de maduracion probablemente estd muy implicada en la mejoria cognitiva
encontrada tras la normalizacidon de la dosis de Dyrkl1A en los animales TS +/+/-, a
pesar de no haberse restablecido el nimero total de células del DG. De acuerdo con
esta hipdtesis, recientemente se ha demostrado que la restauracién de la
neurogénesis mediante la administracion de fluoxetina, litio o R04938581, un
modulador alostérico negativo de la subunidad o5 del receptor GABA,, mejora las
habilidades cognitivas de los ratones TS (Bianchi et al., 2010; Contestabile et al., 2013;

Martinez-Cué et al., 2013).

Por otro lado, no debe olvidarse que el nimero o la densidad celular encontrada en la
capa granular del DG durante la etapa adulta tiene su origen fundamentalmente en la
neurogénesis acontecida durante el desarrollo. Ademas, en el SNC Dyrk1A se expresa
siguiendo un patrdon espacio-temporal, sugiriendo papeles fisiologicos distintos en el
neurodesarrollo y en el funcionamiento del cerebro adulto. Por lo tanto, seria
importante estudiar los procesos celulares valorados en el presente trabajo en

estadios tempranos del desarrollo en los diferentes grupos experimentales.
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Varios estudios han asociado la dosis génica de Dyrk1A con el volumen del cerebro,
atribuyéndole a este gen un papel estructural (Ahn et al., 2006; Guedj et al., 2012;
Sebrie et al., 2008). De manera consistente con estos hallazgos, en el presente trabajo,
cuando la dosis de Dyrk1A se redujo a una Unica copia funcional, los animales CO +/-
mostraron una acusada disminucion en el tamafio de su DG o la SGZ. Sin embargo,
consistentemente con el numero deficitario de células encontrado en el DG en los
animales TS +/+/-, el tamafio del DG o la SGZ tampoco fue restaurado tras la
normalizacion de la dosis génica Dyrk1A, presentando estos animales una reduccién
similar a la encontrada en los ratones TS +/+/+. Igualmente ocurre con el peso
corporal, que sigue exactamente el mismo patron en cada grupo experimental. El que
los animales haploinsuficientes CO +/- mostraran una acusada reduccién de tamario de
estas estructuras arroja nuevas evidencias sobre el papel de DyrklA durante el
desarrollo, probablemente en los mecanismos de proliferacién celular. No obstante, en
los animales TS +/+/- sigue existiendo una reducciéon en el tamafio de distintas
estructuras cerebrales, lo sugiere nuevamente que otros genes no normalizados en
este estudio participan en este fenotipo del ratéon TS, tanto durante el desarrollo como
en estadios adultos. Por otro lado, los modelos de SD que sobreexpresan Dyrk1A o el
ratén Dyrk1A+/' muestran una gran heterogeneidad en la anatomia de diversas
regiones cerebrales, viéndose aumentadas unas o disminuyendo otras, lo que respalda

el papel parcial de Dyrk1A en la morfologia cerebral.

En resumen, estos resultados sugieren que el efecto de la normalizacion de Dyrk1A en
el hipocampo del ratdén TS estaria mas relacionado con el rescate funcional, mientras
gue su papel estructural seria parcial, probablemente debido a la participacién de
otros genes no normalizados en el ratdn TS +/+4/-. En cualquier caso, para ofrecer una
interpretacion sélida del papel fisiolégico de Dyrkl1A, seria necesario esclarecer qué
ocurre en los distintos estadios celulares durante el desarrollo, asi como realizar una
caracterizacion mas exhaustiva de las fases finales de maduracion/diferenciacion

celular en el hipocampo de animales adultos.
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7. Balance excitador-inhibidor del hipocampo

Numerosos estudios han demostrado que las alteraciones cognitivas que presenta el
modelo TS de SD se deben en parte al desequilibrio entre la neurotransmisidon
inhibidora y excitadora, dando lugar a unos niveles de inhibicion neuronal excesivos
(Martinez-Cué et al., 2014). En particular, la marcada reduccién de la LTP en el area
CAl y el DG del hipocampo se ha asociado a la inhibicion mediada por GABA
(Belichenko et al., 2009; Fernandez et al., 2007; Kleschevnikov et al., 2004; Xie et al.,
2008), ya que las alteraciones en la plasticidad sindptica y los trastornos cognitivos en
el ratdn TS desaparecen tras la administracion de diversos antagonistas o moduladores
alostéricos negativos del receptor GABA, (Braudeau et al., 2011; Colas et al., 2013;
Fernandez et al., 2007; Martinez-Cué et al., 2013) o antagonistas del receptor GABA;
(Belichenko et al., 2004; Costa y Grybko, 2005; Kleschevnikov et al., 2012).

De forma consistente con el aumento de los niveles de proteinas sinapticas
GABAEérgicas en la corteza y el hipocampo de los ratones TS encontrado en numerosos
trabajos (Martinez-Cué et al., 2013; Rueda et al., 2010; Souchet et al., 2014), en este
estudio se encontré una mayor expresion de GAD65/67, un marcador de sinapsis
GABAérgicas, y la reduccion de la expresion de VGLUT1, un marcador de sinapsis
glutamatérgicas, asi como un déficit sinaptico general (GAD65/67 + VGLUT1) en la capa
molecular del DG. Reducir una copia del gen Dyrk1A en el ratén TS disminuyd la
expresion de GAD65/67 y aumento la de VGLUT1, dando lugar a una menor inhibiciéon
de su hipocampo, ademads de un incremento en los niveles totales de marcaje positivo

para ambos marcadores.

El papel de Dyrk1A en la inhibicion también ha sido confirmado en un estudio reciente
(Souchet et al., 2014) que evalud la implicacion de su dosis génica en los niveles de
inhibicién en el hipocampo. Este estudio demostré que el aumento de la dosis de
Dyrk1A en los ratones mBACtgDyrk1A, TS y Dp(16)1Yey, que contienen 3 copias de este
gen, condujo al incremento del nimero y la intensidad de la sefial de dos marcadores
de sinapsis GABAérgicas, GAD67 y VGAT. Ademas, como se observa en el presente
estudio, Souchet at al. (2014) también encontraron una disminucion en la expresion
del marcador de sinapsis excitadoras VGLUT1 en los modelos de ratones portadores de

tres copias del gen Dyrk1A en comparacién con los animales euploides. En conjunto,
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estos resultados apoyan el papel de la sobreexpresion de Dyrk1A en la sobreinhibicion

encontrada en los ratones TS.

En el presente trabajo, como consecuencia de la reduccion del marcaje GAD65/67+ vy el
incremento en el marcaje de VGLUT1+, en los ratones TS +/+/- mejord el balance
excitador-inhibidor, aunque el equilibrio no se normalizé totalmente. De la misma
forma, el area total ocupada por la suma de ambos marcadores, excitadores e
inhibidores, tampoco fue completamente restablecida, sugiriendo una recuperacién
incompleta no sélo de la naturaleza de las conexiones sindpticas, sino también de la
abundancia de las mismas, lo que concuerda con la falta de recuperacion total del
numero de células granulares del DG encontrado en estos ratones. No obstante, al
igual que en el caso de la densidad granular, los niveles de excitacién e inhibicidn en
individuos adultos estan mas relacionados con la integracién sinaptica neuronal
acontecida durante el desarrollo que con la ocurrida durante la edad adulta, por lo que
resultaria mas interesante estudiar estos parametros en estadios mas tempranos. En
cualquier caso, su valoracion en individuos adultos también proporciona informacién

sobre la influencia de Dyrk1A en este proceso fisiolégico.

En conjunto, estos resultados apoyan la idea del papel fundamentalmente funcional de
Dyrk1A en el balance excitador-inhibidor del hipocampo. Pero ademads, también
sugieren que otros genes ortélogos a genes del HSA21 no estudiados en este trabajo
podrian estar involucrados en este desequilibrio. Entre los candidatos, de nuevo Olig1
y Olig2 parecen estar implicados en el aumento del numero de neuronas inhibidoras
encontrado en el cerebro anterior de ratones TS, acompafiado por un aumento en las
corrientes postsindpticas inhibitorias espontdneas en las neuronas piramidales de la

zona CA1 (Chakrabarti et al., 2010).

En el hipocampo de los animales CO +/- se encontré un importante aumento del
marcaje GAD65/67+ respecto a los animales euploides y una densidad de marcadores
excitadores completamente normal. Debido a su marcada sobre-inhibicién, el balance
entre ambos tipos de marcadores sinapticos no fue normalizado. Estos resultados
apoyan nuevamente el papel de Dyrk1A en el balance excitador/inhibidor cerebral. Sin
embargo, contrastan con los hallados por Souchet et al. (2014), quienes encuentran un

reducido marcaje para el marcador inhibitorio GAD67+ en el hipocampo de los ratones
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Dyrk1A+/'. En el presente trabajo el darea ocupada por los marcadores fue determinada
en la ML del DG, en una zona muy proxima a las neuronas granulares por la que entra
un importante haz de las fibras entorrinales, siendo el estrato mads plastico. Ademas, a
esta zona llegan los arboles dendriticos en crecimiento de las nuevas neuronas
originadas durante la neurogénesis adulta. Sin embargo, Souchet et al. efectuaron su
analisis en el estrato radiado del CA1, sobre las dendritas apicales de las piramidales.
Por lo tanto, ambas regiones no tendrian por qué presentar los mismos niveles en sus
marcadores. Por otro lado, en las neuronas, los enzimas GAD65 y GAD67 sintetizan
GABA con diferentes propdsitos funcionales. GAD67 esta relacionado con mecanismos
neuronales no relacionados con la neurotransmisién, como la sinaptogénesis y la
proteccion de lesiones neuronales. Mientras, GAD65 estd implicado directamente en la
transmision sindptica (Pinal y Tobin, 1998). Debido a estas diferencias funcionales,
ambos marcajes (GAD67 vs. GAD65/67) no tendrian por qué correlacionarse
estrictamente. De hecho, Souchet et al. (2014) no encuentran los mismos niveles de
inhibicion en todos los marcadores examinados en los ratones Dyrk1A+/', ya que

mientras la expresién de GAD67 estd disminuida, la de VGAT es totalmente normal.
8. Papel de Dyrk1A en el fenotipo cerebelar

Una de las caracteristicas comunes a todos los individuos con SD es la marcada
reduccidon de su tamafo cerebelar (Aylward et al., 1997). Este deterioro no se ve
agravado con la edad. Como ya se comentd anteriormente, el cerebelo, ademas de
tener un papel clave en la regulacidn del control propioceptivo-motor y del aprendizaje
motor, también esta implicado en procesos cognitivos superiores como la atencion, la
memoria espacial o la flexibilidad cognitiva. Por lo tanto, su deterioro también estaria

relacionado con los déficits cognitivos asociados al SD.

El cerebelo del ratdn TS también presenta una importante reduccion de tamafo, que
es aparente desde etapas tempranas de su desarrollo hasta la edad adulta. Esta
reduccién afecta tanto a la ML como a la GL del cerebelo. Ademads, estos animales
muestran una disminucién en la densidad lineal de neuronas de Purkinje y en la
densidad de células granulares, lo que se correlaciona con la reduccién del grosor de la
GL. De manera similar, los cerebelos humanos con SD también presentan una marcada

hipocelularidad en su GL (Baxter et al., 2000).
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En el presente trabajo también se encontraron las mismas alteraciones anatdmicas en
el cerebelo del ratéon TS +/+/+, incluyendo un reducido tamafio del vermis cerebelar, la
ML y la GL, asi como una acusada hipocelularidad granular y en la densidad de las

células de Purkinje.

Las alteraciones en la morfologia del cerebelo encontradas tanto en los animales TS
como en las personas con SD son debidas a alteraciones acontecidas durante el
neurodesarrollo. En esta etapa, en el cerebelo del ratén TS existe un déficit en la
generacion de precursores de células granulares y una la ralentizacién de su ciclo
celular, que también se ha demostrado en otras estructuras del SNC del raton TS
(Contestabile et al., 2009, Roper et al., 2006). De forma similar, en el cerebelo de fetos
con SD la proliferacién celular también esta alterada dando lugar a una marcada

hipocelularidad (Guidi et al., 2011).

Como se ha repetido en numerosas secciones de esta tesis, son muchas las evidencias
que vinculan al gen DyrklA a procesos proliferativos y su sobreexpresion a la
alteracion de los mismos. En este estudio, tras la normalizacion de la dosis génica de
DyrklA en el ratdn TS +/+/- se restableci6 completamente el tamafo del vermis
cerebelar. Igualmente, se normalizé el grosor de la ML y la GL asi como la densidad de

neuronas granulares y de células de Purkinje.

Por otro lado, la disminucion de una copia de este gen en los animales CO +/- dio lugar
a una acusada disminucion en el tamafo del cerebelo de estos ratones. Estos
resultados son consistentes con la reduccién de tamafo encontrada en otras regiones
anatémicas y en los animales DyrklAJ'/’ (Fotaki et al., 2002). Ademas, esta alteracion se
vio acompafiada por la reduccion del grosor de la MLy GL y el aumento de la densidad

de GC en estos animales.

Los resultados encontrados en los animales TS +/+/- y CO +/- de nuevo ponen de
manifiesto el papel de este gen en el fenotipo cerebelar y sugieren que quiza la
correccion de su dosis rescata los eventos proliferativos y neuroanatémicos alterados

durante el desarrollo del cerebelo en los animales TS.

En los animales TS +/+/+ la ML se vio especialmente reducida respecto a los animales

euploides. Este hecho sugiere un probable acortamiento de los arboles dendriticos de
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sus células de Purkinje. Dado que la correccion de la dosis de DyrklA normalizo el
grosor de esta capa y debido a las numerosas evidencias del papel de este gen en la
arborizacion dendritica (Benavides-Piccione et al., 2005; Hammerle et al., 2003;
Martinez de Lagran et al., 2012), es posible que la normalizacion del grosor de la ML en
estos animales haya sido debida a un incremento en la arborizacidn, por lo que futuros
estudios deberian analizar esta hipdtesis. Paralelamente, también la ML de los
animales CO +/- presentd una reduccidon muy acusada, lo que podria ser debido a que
en esta estructura los arboles dendriticos neuronales estén también acortados tal y

como se ha descrito en otras estructuras cerebrales (Benavides-Piccione et al., 2005).

Teniendo en cuenta todas las evidencias que vinculan al gen DyrklA con la
ralentizacién o a la disminucién de la mitosis de los precursores granulares cerebelares
por la disminucion de los mismos a su vez (Roper et al., 2006) durante el
neurodesarrollo y en etapas perinatales, la correccién de su dosis génica en el animal
TS +/+/- podria estar restaurando los déficits proliferativos, lo que finalmente tendria

como resultado la restauracion de la anatomia cerebelar.

Curiosamente, los animales CO +/- exhibieron un profundo aumento en la densidad de
sus GC. Sin embargo, al no haberse realizado técnicas estereolégicas ni haberse
estimado el volumen cerebelar total, no pudo estimarse el nimero total de células
granulosas en el cerebelo del ratén CO +/-, lo que determinaria si existe finalmente
una recuperacion del nimero de GC o por el contrario, si sigue existiendo un déficit
proliferativo tal y como ocurre en otras estructuras. Esta idea es aplicable al andlisis
cerebelar del resto de grupos experimentales, como el TS +/+/-. Tampoco puede
esclarecerse si esta gran compactacion neuronal en los animales CO +/- podria deberse

a algun tipo de mecanismo compensatorio frente a los déficits en otras estructuras.

La proliferacidn de los precursores granulares es dependiente del factor Shh (Dahmane
y Ruiz i Altaba, 1999), un potente mitégeno que es producido por las células de
Purkinje. Roper et al. (2006) demostraron que la causa de la reduccién de la
proliferacion celular durante la histogénesis postnatal y el reducido nimero de células
granulares en el cerebelo adulto del ratén TS es el hecho de que los precursores de
células granulares presentan una menor estimulacion por el factor de crecimiento Shh,

gue es secretado por las células de Purkinje. Estos autores proponen que, dado que los
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ratones TS presentan un reducido nimero de células de Purkinje, la cantidad de Shh
también deberia estar disminuida, lo que contribuiria a la reduccion de la tasa de
proliferacion de los precursores de GC. En el presente trabajo, el nimero de células de
Purkinje fue restablecido en el vermis de los animales TS +/+/- tras la normalizacién de
la dosis génica de Dyrk1A. De acuerdo con lo planteado por Roper et al. (2006), este
hecho sugiere la hipotesis de que, de forma indirecta, también podria estar
restablecida la actividad de la via Shh, lo que tendria como consecuencia la

normalizacion encontrada en el nimero de GC vy la estructura de su cerebelo.

En conjunto, los resultados del presente estudio en el hipocampo y cerebelo sugieren
gue la completa normalizacién del nimero de células del DG no es una condicion
necesaria para la mejoria cognitiva. No obstante, la morfologia del cerebelo
aparentemente si fue normalizada tras la reduccidon de la dosis de Dyrk1A en los
animales TS. Por lo tanto, los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que
la recuperacion del fenotipo cerebelar en los animales TS +/+/- podria contribuir a la
mejoria cognitiva encontrada en estos animales, dado el papel del cerebelo en el
aprendizaje espacial (Burguiere et al., 2005; Rochefort et al., 2013). De forma muy
similar a las evidencias encontradas en este estudio, el tratamiento con SAG 1.1, un
agonista de la via Shh, restableci6 completamente los déficits morfolégicos del
cerebelo del ratdn TS pero no los del hipocampo (cuyo numero de células en el DG no
fue recuperado). A pesar de ello, este tratamiento recuperd las capacidades cognitivas

dependientes del hipocampo del ratén TS (Das et al., 2013).

Por otro lado, las personas con SD presentan problemas motores que habitualmente
se han atribuido a sus alteraciones cerebelares (Latash y Corcos, 1991). Sin embargo,
como ya fue comentado en el apartado 4 de esta discusién, a pesar de la acusada
reduccidon de las neuronas cerebelares encontradas en el ratéon TS en numerosos
estudios, incluido el presente, no se ha encontrado ninguna alteracion motora en estos
animales (Baxter et al., 2000; Escorihuela et al., 1998). Por lo tanto, en relacién al
fenotipo cerebelar, en este estudio no pudo establecerse ninguna correlacidon entre el
comportamiento motor y la dosis de Dyrk1A, ya que tanto las habilidades motoras de

los ratones TS +/+/+ como las de los TS +/+/- resultaron completamente normales.
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Algunos autores proponen que, en el raton TS, las GC que sobreviven a la edad adulta
pueden ser esencialmente normales a nivel funcional, aunque su numero y sus
conexiones sean anormales (Saran et al., 2003). Por otro lado, recientemente ha sido
demostrado que una minoria de GC funcionalmente intacta es suficiente para el
mantenimiento de habilidades motoras bdsicas, mientras que la adquisicion y la
estabilizaciéon de memorias mas complejas requiere un alto nimero de GC normales
(Galliano et al., 2013). De nuevo estas evidencias ponen de manifiesto que quiza las
alteraciones cerebelares en el ratén TS estén mas relacionadas con el fenotipo

cognitivo que con el motor.

En cualquier caso, en el estudio de las destrezas cognitivo-conductuales dependientes
del cerebelo deberian ser usadas técnicas mas especificas y sensibles que ayuden a
desenmascarar el fenotipo conductual real de los grupos experimentales. Tal es el caso
de las empleadas por Gutierrez-Castellanos et al. (2013b) (comentadas en el apartado
4 de la Discusion), cuyo analisis resulta mas apropiado para detectar déficits en el
aprendizaje motor dependiente del cerebelo que las pruebas de rotarod, la fuerza de
agarre o la prueba de la percha empleadas en este trabajo, todas ellas pruebas en las

gue pueden influir déficits no cerebelares, como los musculoesqueléticos o nerviosos.

9. Papel de Dyrk1A en el proceso neurodegenerativo asociado al envejecimiento

Uno de los principales circuitos afectados en la neuropatologia tipo Alzheimer
caracteristica del SD y del ratdn TS son las vias colinérgicas del prosencéfalo basal que
tienen un papel fundamental en el aprendizaje, la memoria reciente y la atencién. En
concreto, la degeneracion del sistema colinérgico septohipocampal contribuye
profundamente en la progresién del deterioro cognitivo (Millan Sanchez et al., 2012;

Schliebs y Arendt, 2011).

A pesar de que numerosos trabajos han demostrado que los ratones TS presentan, a
partir de los 6 meses de edad, una disminucién del tamafio del cuerpo celular y del
numero de sus BFCNs (Granholm et al., 2000; Hunter et al., 2003; Seo y Isacson, 2005),
en el presente trabajo no se observaron diferencias en el volumen de los nucleos
basales, en la densidad o en el nUmero de neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal

entre los animales euploides y TS +/+/+ de 6 meses de edad. Ademas, la normalizacion
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de la dosis génica de Dyrk1A en los ratones TS tampoco tuvo ningun efecto sobre estas
variables. El hecho de no encontrar tales alteraciones en los ratones TS del presente
estudio probablemente sea debe a que, a los 6 meses de edad, la degeneracién
colinérgica de los animales examinados aun se encontraba en estadios muy iniciales,
por lo que no fue detectable. A pesar de que Granholm et al. (2000), sefialaron que el
inicio de la neurodegeneracion colinérgica se producia a partir de los 6 meses de edad,
este proceso se veia agravado a medida que los animales envejecian. De hecho, la
mayoria de los estudios realizados sobre el fenotipo colinérgico se han llevado a cabo
utilizando animales de edades mas avanzadas (de los 12 a los 18 meses de edad)

(Corrales et al., 2012; Hunter et al., 2003; Seo y Isacson, 2005).

Por otro lado, los animales CO +/- presentaron una marcada reduccion de los nucleos
basales analizados (MSN, HDB y VDB). Aunque la densidad de neuronas colinérgicas de
estos animales no se encontraba modificada, su nimero total si se vio drasticamente
reducido. Estas observaciones son consistentes con el fenotipo encontrado en el
cerebelo, en el que se encontré un aumento en la densidad de GC a pesar de la
reduccion de tamafio del vermis y con otros trabajos realizados en el modelo Dyrk1A+/'
comentados en aparatados anteriores de esta discusidon. Dado que en el resto de
grupos experimentales no se encontraron indicios de haber comenzado el deterioro
del cerebro basal a los 6 meses de edad, en conjunto, estos resultados sugieren que el
déficit celular en los animales CO +/- probablemente es debido a los efectos de la
haploinsuficiencia de Dyrk1A durante el desarrollo, igual que en otras estructuras, mas

que a la degeneracidn colinérgica temprana.

La progresiva disfuncion cerebral observada en la EA y el SD se ha relacionado con un
inadecuado aporte del factor de crecimiento nervioso NGF al sistema colinérgico
(Cooper et al., 2001). Se ha propuesto que uno de los factores que afecta al sistema
neurotroéfico es APP y sus productos de escision amiloides. Concretamente, Salehi et al.
(2006) proponen que el gen que codifica esta proteina, cuya implicacion en la
patogenia de la EA es bien conocida, participa en la degeneracién progresiva de las
neuronas colinérgicas mediante la alteracion de la accién del NGF. En el presente
estudio se encontré un aumento de la cantidad de la proteina APP tanto en el

hipocampo como en el cerebelo de los ratones TS +/+/+ a los 13 meses de edad, lo que
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resulta consistente con estudios previos (Hunter et al., 2003; Rueda et al., 2010; Seo y
Isacson, 2005). Sin embargo, su acumulo en cerebelo (=15%) fue menor que en el
hipocampo (=25%), por lo que los niveles encontrados en la primera estructura no
difirieron estadisticamente de los mostrados por los animales euploides. La
normalizacién de la dosis de Dyrk1A en los animales TS +/+/- redujo la acumulacién de
APP hasta unos valores completamente normales en ambas estructuras. Por otro lado,
la haploinsuficiencia del gen en los animales CO +/- condujo a la disminucion de la
expresion de APP (=20%) tanto en el hipocampo como en el cerebelo. Estos resultados
ponen de manifiesto un posible efecto regulador de Dyrk1A sobre la expresién o el
acumulo de APP, hasta el momento no descrito. Dado que el andlisis de los nucleos
basales colinérgicos se realizdé a los 6 meses, sin encontrarse evidencias de
degeneracion a esa edad, por el momento resulta imposible esclarecer si existe alguna
relacion entre los niveles de APP encontrados en los distintos genotipos y su fenotipo

colinérgico.

Como ya se ha comentado anteriormente, aunque en el ratdn TS no presenta placas
amiloides, si desarrolla un incremento en la acumulacion de péptidos AP neurotoéxicos
(Hunter et al., 2003; Netzer et al., 2010). El péptido AB42 es el mas téxico generado
por el procesamiento no candnico de APP. Ademas, es el que primero empieza a
depositarse una vez comienza la patologia tipo EA y parece ser el responsable del
depdsito inicial de placas neuriticas, pues facilita la agregacion de otras especies mas
solubles como AB40 (Webb y Murphy, 2012). Asi, en el presente estudio, se examind la
isoforma amiloide AP42 en la corteza, el hipocampo y el cerebelo de los distintos

grupos experimentales a los 13 meses de edad.

Los ratones TS +/+/+ presentaron un acusado aumento de este péptido tanto en la
corteza como en el hipocampo, tal y como demuestran otros trabajos (Corrales et al.,
2013); Hunter et al., 2004). Sin embargo, Choi et al. (2009) no encontraron variaciones
en el péptido AB42 en los animales TS. A pesar de ello, las diferencias entre ambos
trabajos probablemente se deban a que estos autores utilizaron homogenizados
cerebrales en su estudio, lo que no permite detectar el acimulo de AB en poblaciones
celulares concretas. La normalizaciéon de la dosis de Dyrk1A redujo los niveles de AB42

de ambas estructuras en los animales TS +/+/-, aunque este efecto fue mucho mas
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notable en la corteza. En el hipocampo, este fenotipo probablemente es debido a la
reduccion de los niveles de APP previamente encontrados en estos animales y a la
reduccion del procesamiento de la proteina por la via no canonica que produce el
acumulo de AB. Como ya fue sefialado, existen evidencias que implican a Dyrk1A en la
escision proteolitica de APP mediante su fosforilacidn, lo que facilita su procesamiento
por BACE1 y conduce al acimulo de péptidos neurotéxicos (Ryoo et al., 2008). Como
consecuencia, la sobreexpresion de DYRK1A en el SD da lugar al depdsito de elevadas

cantidades de AB, contribuyendo a la patogénesis tipo EA.

Por otro lado, Kimura et al. (2007) demostraron que la proteina AB, en especial la
AB42, promueve el aumento de la transcripcion de DYRKIA en células de
neuroblastoma, lo que se observa también en modelos murinos de EA (PS1*2'Kl y Tg-
PS1/APP). De hecho, DYRKIA se encuentra sobreexpresado en los cerebros de
pacientes de EA desde estadios tempranos de la enfermedad (Ferrer et al., 2005).
Estas evidencias sugieren que AR y DYRK1A (que ya esta de por si aumentado en el SD)
se retroalimentan positivamente y aceleran la producciéon de mdas AB. Ademas, esta
cadena también establece un vinculo patogénico con la hiperfosforilacion de Tau,
favoreciéndola. Por lo tanto, resulta esperable que la normalizacion de la dosis de
Dyrk1A en los ratones TS +/+/- tenga como resultado la recuperacién de los niveles de

AB42, tal y como se encuentra en este trabajo.

Por otro lado, los animales CO +/- mostraron niveles de AB42 equiparables a los de los
individuos CO +/+ en el hipocampo y la corteza. Sin embargo, teniendo en cuenta que
solo portan una unica copia funcional de Dyrk1A y que los niveles de APP también

fueron menores en este grupo, seria esperable encontrar un acimulo menor.

En cuanto a los niveles de AB42 en el cerebelo, no se encontraron diferencias entre los
animales CO +/+ y los TS +/+/+, lo que concuerda con el leve aumento de APP
encontrado en esta estructura en los animales TS +/+/+. Ademas, la variacién de la
dosis génica de Dyrk1A en los animales CO +/- y TS +/+/- tampoco tuvo ningun efecto
sobre los niveles del péptido AP42 en esta estructura ya que todos los grupos
experimentales presentaron valores similares a los individuos euploides. Aunque
existen evidencias de la acumulacién de placas difusas con AB42 en el cerebelo de

personas con SD (Mann y lwatsubo, 1996), hasta el momento no existen estudios
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sobre la acumulacion de AB, en ninguna de sus formas neurotdxicas, en el cerebelo de

los animales TS que permitan contrastar los resultados del presente trabajo.
10. Reflexién final

A la luz de los resultados expuestos y discutidos en el presente estudio, podria
deducirse que en los animales CO +/- DyrklA podria tener un papel mas anatomico
que funcional, siendo los posibles defectos funcionales derivados de Ila
haploinsuficiencia compensados por la dosis correcta del resto de sus genes. Sin
embargo, en los animales TS +/+/- el efecto de la normalizacién de este gen podria ser
esencialmente funcional y solo parcialmente anatémica, probablemente debido a las
alteraciones causadas por la trisomia de otros muchos genes con importantes efectos
sobre la neuroanatomia y las vias moleculares implicados en los distintos fenotipos

encontrados en el raton TS.
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La normalizacion de la dosis del gen Dyrk1A en el ratén TS:

Rescaté parcialmente su viabilidad, pero no su peso corporal.

Tuvo efectos procognitivos ya que mejord parcialmente su memoria asociativa
contextual, su memoria de referencia, de trabajo y su aprendizaje procedimental.
No afectd a sus niveles de ansiedad.

No rescaté la hiperactividad que el animal TS muestra en situaciones aversivas. Sin
embargo, redujo su actividad espontanea, conduciendo a un fenotipo hipoactivo
en condiciones normales.

No produjo ningun cambio en la mayoria de las habilidades sensoriales y motoras
evaluadas.

Recuperé la LTP hipocampal.

Mejoro el fenotipo histoldgico hipocampal pero no el morfolégico ya que:

No contrarrestd los defectos en el tamafio del DG o del area de la SGZ hipocampal
ni restaurd el nimero total ni la densidad de células granulares en el DG.

Sin embargo, recuperd la proliferacién celular en el hipocampo, mejoré
parcialmente la diferenciacion neuronal y corrigid parcialmente la fisiologia
celular, mejorando el balance excitador/inhibidor.

Tuvo efectos beneficiosos en la morfologia e histologia del cerebelo del ratén TS
ya que recuperod el tamafio y la arquitectura del vermis cerebelar asi como la
densidad de células granulares y de Purkinje en esta estructura.

Por ultimo, redujo la progresiéon del proceso neurodegenerativo asociado al
envejecimiento caracteristico del raton TS reduciendo tanto los niveles de App en

el hipocampo como los acumulos de AR42 en la corteza y el hipocampo.

La reduccion de una copia del gen Dyrk1A en el ratén CO:

Produjo una reduccion de su viabilidad y su peso corporal.

No gener6 alteraciones en su memoria de referencia, su memoria de trabajo o su
aprendizaje procedimental. Sin embargo, produjo un ligero déficit en su memoria
asociativa contextual.

No afectd a sus niveles de ansiedad.
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Produjo una ligera hiperactividad en situaciones nuevas y/o aversivas. Sin
embargo, redujo su actividad espontanea durante la fase de oscuridad.

Ocasiono una leve disfuncién motora en algunas pruebas sensorimotoras, pero
mejoré la coordinacion motora en el rotarod.

Deterioro su LTP hipocampal.

Afecto al fenotipo histolégico y morfoldgico del hipocampo reduciendo el tamafio
del DG y del area de la SGZ, disminuyendo la proliferacién celular, produciendo un
acusado déficit en el nimero total y la densidad de células granulares del DG y
generando un desbalance en el equilibrio excitador/inhibidor, dando lugar a un
exceso de inhibicién en la ML del DG.

Afectd a la morfologia e histologia cerebelar produciendo una acusada reduccién
del vermis cerebelar, alterando la arquitectura de esta estructura, aumentando la
densidad de células granulares y sin modificar la densidad de células de Purkinje.

Y, por ultimo, no ocasiond ninguna alteracion neurodegenerativa.
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