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Abreviaturas







5-HT
AB
ApoB
APP
AMPc
ATP
BAC
BACE1
BDNF

BFCNs

bp
BSA

CaMKIl

CaN
CFC
ChAT
cl
CLR
DAB

DAPI

DCX
Ddell

DG

Abreviaturas

Serotonina

B-amiloide

Apolipoproteina B

Proteina precursora del B amiloide (Amyloid Precursor Protein)

Adenosin monofosfato ciclico (cyclic Adenosine Monophosphate)
Adenosin trifosfato (Adenosine Triphosphate)

Cromosoma artificial de bacteria (Bacterial Artificial Chromosome)
B-secretasa (Beta-secretase 1)

Factor neurotréfico derivado del cerebro (Brain-Derived Neurotrophic Factor)
Neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (Basal Forebrain Cholinergic
Neurons)

Pares de bases (base pair)

Albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)

Quinasa Il calcio/calmodulina-dependiente (calcium calmodulin dependent
protein kinase 1)

Calcineurina

Condicionamiento del miedo a un contexto (Context Fear Conditioning)
Acetilcolina transferasa (Choline Acetyltransferase)

Coeficiente Intelectual

Calretinina

3,3 ’Diaminobenzidina

4’,6-Diamino-2-fenilindol diclorhidrato (4°,6-Diamidino-2-Phenylindole,
Dihydrochloride)

Doblecortina

Desulfovibrio desulfuricans enzime |

Giro dentado (Dentate Gyrus)
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Abreviaturas

DNA
dNTPs
DPX
DYRK1A
EA

EEG

EGL

ELISA

fEPSPs

GABA
GAD
GCL

Girk2

HFS
HIOMT
HSA
IL-18
IL-6

ipRGCs

LFS
LTD

LTP

Acido desoxirribonucleico

Desoxinucledtidos trifosfato

Resina sintética (Distrene 80, Platicizer, Xylene)

Dual Specificity Tyrosine-(Y)-Phosphorylation Regulated Kinase 1A
Enfermedad de Alzheimer

Electroencefalograma

Capa granular externa del cerebelo (External Granular Layer)

Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (Enzime-Linked InmunoSorbent
Assay)

Potenciales postsindpticos excitatorios evocados (field Excitatory Postsynaptic
Potentials)

Acido gamma-aminobutirico

Glutamato descarboxilasa (Glutamic Acid Decarboxylase)

Capa granular (Granular Cell Layer)

Rectificador interno de potasio tipo 2 (G protein-activated Inwardly Rectifying K*
cannel subunit 2)

Estimulacidon de alta frecuencia (High-Frequency Stimulation)
Hidroxindol-O-metiltransferasa

Autosoma humano (Homo Sapiens Autosome)

Interleuquina-1B

Interleuquina-6

Células ganglionares intrinsecamente fotosensibles de la retina (Intrinsically
photosensitive Retinal Ganglion Cells)

Estimulacion de baja frecuencia (Low-Frequency Stimulation)

Depresion a largo plazo (Long-Term Depression)

Potenciacion a largo plazo (Long-Term Potentiation)
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miRNAs
ML
MR
mRNA
MMU
MRS
MWM
Mx1
NA
NBM
NDS
NGF
NMDA
NSQ
PKA
PKC
PTZ
PVDF
qPCR
Rd
RNA
ROS
r.p.m.
SD
SGZ

Shh

Abreviaturas

microRNAs

Capa molecular (Molecular Layer)

Medidas repetidas

RNA mensajero

Cromosoma murino (Mus Musculus)

Resonancia magnética (Magnetic Resonance Spectroscopic)
Laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze)
Proteina de resistencia a mixovirus 1

Noradrenalina

Nucleo basal de Meynert

Suero de burro normal (Normal Donkey Serum)
Factor de crecimiento nervioso (Nerve Growth Factor)
N-metil-D-aspartato

Nucleo supraquiasmatico

Proteina quinasa A

Proteina quinasa C

Pentilenotetrazol

Polivinilidenodifluoruro

PCR cuantitativa en tiempo real
Degeneracion de la retina (Retinal degeneration)
Acido ribonucleico (Ribonucleic Acid)

Especies de oxigeno reactivas (Reactive Oxygen Species)
Revoluciones por minuto

Sindrome de Down

Zona subgranular (Subgranular Zone)

Sonic hedgehog
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Abreviaturas

SNC

SOD1

svz

TBS

TNF-a

TrkA

TrkB

TS

VGLUT1

vz

wt

Sistema Nervioso Central

Superoxido Dismutasa 1

Zona subventricular (Subventricular Zone)

Patrén de estimulacién theta (Theta Burst Stimulation)

Factor de necrosis tumoral (Tumor Necrosis Factor)

Receptor tirosin kinasa A (Tyrosin kinase receptor A)

Receptor tirosin kinasa B (Tyrosin kinase receptor B)

Ratén Ts65Dn

Transportador vesicular de glutamato 1 (Vesicular Glutamate Transporter 1)
Zona ventricular

Cepa silvestre (Wild Type)
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1. El sindrome de Down

1.1. Origen de la trisomia 21

El sindrome de Down (SD) es la causa mds comun de discapacidad intelectual de origen
genético y afecta a 1 de cada 850 - 1000 nacimientos (Shin et al., 2009). En la especie humana,
este sindrome se manifiesta a través de un conjunto de rasgos fenotipicos comunes debido a
que las células del recién nacido poseen en su nucleo un cromosoma 21 (Homo Sapiens

Autosome 21, HSA21) extra, es decir, 47 cromosomas en lugar de 46 (figura 1).

El 95% de los casos de SD son el resultado de una trisomia completa o simple del HSA21
y se produce por un fenédmeno de no-disyuncidn meidtica de este cromosoma en la linea
germinal de uno de los dos progenitores, normalmente de la madre. Sin embargo, la no-
disyuncion también puede ocurrir en las primeras divisiones embrionarias dando lugar, en el 1.5
% de los casos de SD, a mosaicismo. En este caso, la trisomia no esta presente en todas las células

del individuo, sino sdlo en aquellas cuya estirpe procede de la primera célula mutada.

Alrededor del 5% de los casos restantes de SD presentan trisomia parcial debido a

translocaciones que pueden ser robertsonianas o reciprocas (Hook, 1981).

1 2 3 4 5 6 7 8
9 10 1 12 13 14 15 16
IR IR I RHADEE ”Ii
17 18 19 20 21 22 | XX XY

Figura 1. Representacidn del cariotipo de una persona con SD con el HSA21 triplicado. Tomada de
http://www.infirmus.es/sindrome-de-down/
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1.2. El cromosoma 21 humano: descripcion y relacion con el SD

El HSA21 es el autosoma mds pequefio del genoma y representa alrededor del 1.5% del
contenido total de DNA en la célula. EI HSA21 fue el segundo cromosoma humano en ser
totalmente secuenciado y esta compuesto por 33.5 millones de pares de bases de DNA en su
brazo largo (21q) y 285 mil en su brazo corto (21p) (Hattori et al., 2000). Contiene
aproximadamente 552 genes, de los cuales 161 codifican para proteinas y 5 para micro RNAs
(miRNA). Todos ellos se encuentran altamente conservados en ratones. Otros 170 genes
codifican para proteinas, pero estan menos conservados y 185 genes no se pueden clasificar con
total seguridad como codificadores de proteinas o productores de RNA funcional y, ademas,
tampoco parecen estar conservados en regiones gendmicas ortélogas de ratén (Pritchard et al.,
1999; 2007; Sturgeon y Gardiner, 2011). El HSA21 tiene muy pocos genes en comparacion con
otros cromosomas, lo que explica la mayor viabilidad y esperanza de vida de las personas nacidas
con trisomia del cromosoma 21, en comparacion con aquellas que presentan trisomias de otros

cromosomas (Reeves, 2000).

Por otro lado, es importante considerar que los cambios provocados por la trisomia en
los niveles de proteinas codificadas por el HSA21, que poseen funciones reguladoras, como son
las de transcripcion y corte/empalme de mRNA, pueden ejercer efectos muy relevantes
mediante la promocién o inhibicidn de la transcripcidn de genes que pueden ser ajenos al HSA21

(Toiber et al., 2010; Vilardell et al., 2011).

1.3. Caracteristicas fenotipicas del SD

Aunque la sobreexpresion de un gen determinado puede tener un papel prioritario en
la aparicion de un fenotipo concreto, los fenotipos en el SD no son consecuencia de la triple
presencia de un unico gen sensible a la dosis, sino de las interacciones en los patrones de
expresiéon que hay entre los genes localizados en el HSA21 o en otros cromosomas, por la
influencia de elementos genéticos no codificadores y por un conjunto de influencias

epigenéticas (Dierssen et al., 2012).

Se han propuesto dos teorias que tratan de explicar los efectos causados por la
presencia de un cromosoma 21 extra en los distintos fenotipos del SD: la hipdtesis de la “dosis
génica” establece que las irregularidades que se producen en el SD son debidas a un efecto
acumulativo de los productos procedentes de la sobreexpresién de genes individuales del HSA21
(Gardiner et al., 2004). Esta teoria propone que al sobrepasar un nivel umbral el fenotipo se

manifiesta (Antonarakis, 2004; Antonarakis y Epstein, 2006). Por otro lado, la teoria de la
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“inestabilidad del desarrollo amplificada” (Shapiro et al., 2001) defiende que la causa mas
importante del conjunto de rasgos fenotipicos se debe al aumento de la actividad de grupos de
genes que provoca una disminucidn de la estabilidad u homeostasis genética. Por eso, cuantos
mas genes estén en trisomia, mayor susceptibilidad tendra el feto para que surjan anomalias en
su desarrollo (Korbel et al., 2009; Lyle et al., 2009; Yu et al., 2010a). No obstante, ambas hipdtesis
no se excluyen mutuamente. Los defensores de la segunda hipdtesis admiten que algunos de

los fenotipos del SD pueden deberse a la triple dosis de un gen particular del HSA21.

Recientemente, Letourneau et al. (2014) han estudiado fibroblastos de la piel de
gemelos homocigotos, uno con SD y otro sin él. El estudio muestra diferencias de expresién en
182 genes entre los gemelos con un fondo genético idéntico. Parece ser que el cromosoma extra
de uno de ellos perturba la actividad de la cromatina nuclear, lo que repercute en la actividad
de regiones o dominios concretos del resto de cromosomas. Por consiguiente, se produce un
exceso o defecto de productos génicos, que da lugar a un desequilibrio de la actividad celular en

diversos drganos.

Por otro lado, también se han sugerido otros mecanismos adicionales para explicar la
complejidad en las manifestaciones fenotipicas del SD. Entre ellos, alteraciones en el numero de
copias de elementos gendmicos funcionales, como los miRNAs. De esta forma, la sobreexpresion
en el HSA21 de miRNAs en el cerebro de personas con SD da lugar a una reduccién en la
expresion de proteinas diana especificas que van asociadas a la aparicion de fenotipos concretos
(Elton et al., 2010). Por otro lado, algunos fenotipos especificos del SD podrian deberse a la
modificaciéon de la arquitectura de la cromatina dentro del nlcleo y a otros mecanismos

epigenéticos como la metilacion del DNA (Loudin et al., 2011).

1.4. Caracteristicas generales del SD

La intensidad y frecuencia con la que se manifiestan los distintos fenotipos en el SD es
muy amplia y difiere notablemente de un sujeto a otro por la compleja interaccion que se da

entre factores genéticos y medioambientales (Dierssen et al., 2012).

Las personas con SD presentan un conjunto caracteristico de rasgos faciales y de aspecto
corporal que son visibles desde el nacimiento. También presentan lentitud y reduccién del

crecimiento corporal, incluido el cefalico (microcefalia) (Kaminker et al., 2008).

Otra caracteristica cominmente encontrada en personas con SD es un retraso en el

desarrollo motor, que ocasiona diversas alteraciones motoras presentes desde el nacimiento
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hasta la etapa adulta. Estas anomalias motoras son debidas tanto a una acusada hipotonia
muscular como a alteraciones esqueléticas y en la morfologia y funcién del cerebelo, una

estructura que participa en el control y el aprendizaje motor (Kaminker et al., 2008).

Ademas, numerosas personas con SD presentan alteraciones en diferentes érganos y
sistemas tales como cardiopatias, anomalias en el aparato digestivo y respiratorio (apneas), en
el sistema inmune (leucemia) y endocrino, trastornos en la vision y audicién y un incremento en
la probabilidad de sufrir convulsiones (Shott et al. 2006a; 2006b; Kaminker et al., 2008). Por otro
lado, existe una menor incidencia en el desarrollo de ciertos tumores sélidos con respecto a la

poblacién normal (Satgé et al., 2013).

1.5. Neurobiologia del SD

Las personas con SD presentan numerosas alteraciones en la estructura y funciéon del
sistema nervioso central (SNC) (Bartesaghi et al., 2011; Rueda et al., 2012) que son responsables
de los déficits cognitivo-conductuales que manifiesta esta poblacidn. Algunas de las alteraciones
neuroanatdmicas y neuroquimicas asociadas al SD se producen en etapas tempranas del
desarrollo y otras aparecen y progresan gradualmente durante el envejecimiento. A
continuacién revisaremos las bases funcionales, las caracteristicas y las alteraciones del cerebro

de las personas con SD que intervienen en la discapacidad intelectual de esta poblacion.

1.5.1. Alteraciones morfoldgicas del SNC

» Volumen encefdlico reducido

Las personas con SD presentan menor volumen y peso del cerebro desde las etapas pre-
natales (Guihard-Costa et al., 2006; Guidi et al., 2008; 2011). Sin embargo, las observaciones de
cerebros post-mortem y diversos estudios de resonancia magnética (MRI, Magnetic Resonance

Imaging) indican que en el SD no todas las areas cerebrales estan igualmente afectadas.

Durante la infancia el hipocampo y el cerebelo sufren un retraso en el desarrollo y una
notable reduccidn en el tamario (Pinter et al., 2001a; Schmid et al., 1992; Guidi et al., 2011). Sin
embargo, a diferencia de lo que ocurre en otras estructuras, la reduccion del cerebelo no

progresa con la edad (Aylward et al., 1997).

Durante la etapa adulta, la reduccion del volumen y peso del cerebro se hacen aiin mas
evidentes, siendo aproximadamente del 20 % (Jernigan et al., 1993; Pinter et al., 2001b).

Diversos estudios de MRI demuestran que las regiones cerebrales mas afectadas son los Iébulos
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frontal, parietal y temporal, siendo en esta ultima la estructura mas afectada el hipocampo
(Pinter et al., 2001b; Smigielska - Kuzia et al., 2010). El 50 % de los cerebros SD presentan
hipoplasia en el opérculo y en la circunvolucién temporal superior (Pinter et al.,, 2001b) e
hipertrofia de la circunvolucién parahipocampica (Raz et al., 1995), del tronco del encéfalo

(Pinter et al., 2001b) y del giro del cingulo (Pinter et al., 2001b).

Estas anomalias existentes desde etapas tempranas del desarrollo son agravadas
durante el envejecimiento debido a la atrofia de numerosas estructuras cerebrales (Teipel y
Hampel, 2006). Los estudios de MRI en ancianos con SD no dementes han mostrado atrofia del
I6bulo temporal medio, que incluye el hipocampo, la amigdala (Kesslak et al., 1994; Krasuski et
al., 2002) y areas neocorticales como el cuerpo calloso, las cortezas parietal, frontal y occipital
(Teipel et al., 2003; 2004). Estos alteraciones son similares a las encontradas en las etapas
iniciales de la neuropatologia tipo Alzheimer (Kesslak et al., 1994; Krasuski et al., 2002; Teipel et

al., 2003; Teipel y Hampel, 2006).

» Hipocelularidad y alteraciones en los procesos de neurogénesis

Las personas con SD presentan hipocelularidad en diversas dreas del SNC, lo que
posteriormente influird en la sinaptogénesis, conectividad neuronal, plasticidad sinaptica y en

las habilidades cognitivas.

La densidad celular en el SD no estd alterada durante las etapas tempranas de gestacion
(Golden et al., 1994; Weitzdoerfer et al., 2001; Guidi et al., 2008). Sin embargo, el nimero de
neuronas se reduce durante las etapas tardias (a partir de la semana 19-23) en algunas areas
cerebrales. La densidad neuronal en el hipocampo, el giro hipocampal, el cerebelo y el neocértex
de fetos (Larsen et al., 2008; Guidi et al., 2008; 2011) y neonatos con SD (Golden et al., 1994;
Weitzdoerfer et al., 2001; Guidi et al., 2008) es menor. Ademas, esta hipocelularidad persiste en
diferentes areas del cerebro (Gandolfi et al., 1981) y cerebelo (Baxter et al., 2000) durante la

nifiez y la edad adulta.

En el SD, uno de los mecanismos propuestos como responsables de esta hipocelularidad
son las alteraciones que se producen en los procesos de neurogénesis desde etapas tempranas
del neurodesarrollo. La proliferacion celular esta alterada en fetos y en nifios con SD en el giro
dentado (Dentate Gyrus, DG) y el ventriculo lateral y, a nivel cerebelar, en la capa granular
externa y en la zona ventricular (Contestabile et al. 2007, Larsen et al., 2008; Guidi et al., 2008;
Guidi et al., 2011). En concreto, la copia extra de los genes contenidos en el HSA21 parece afectar

al ciclo celular de los precursores neuronales durante el desarrollo (Kurabayashi et al., 2013;
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Chen et al., 2013). Sin embargo, estudios realizados in vitro en neuronas corticales de cerebros
fetales con SD también demuestran defectos en la diferenciacion neuronal lo que parece
contribuir al menor nimero de neuronas encontradas en esta condiciéon (Bahn et al., 2002;

Esposito et al., 2008).

» Apoptosis

La apoptosis o muerte celular programada parece ser otro de los mecanismos
responsables de la hipocelularidad que se observa en los cerebros SD. Los fetos SD muestran un
aumento de la apoptosis en el hipocampo (Guidi et al., 2008). No obstante, los estudios de
apoptosis en el SD han obtenido resultados contradictorios: por un lado, se han descrito
aumentos en el numero de células apoptdticas en cerebros y en fibroblastos cultivados in vitro
de personas con SD (Anderson et al., 2000; Guidi et al., 2008; Dogliotti et al., 2010), asi como
cambios en proteinas reguladoras de los procesos apoptéticos en diferentes estructuras
cerebrales (Sawa et al., 1997; Gulesserian et al., 2001; Engidawork et al., 2003; Helguera et al.,
2005). Sin embargo, otros estudios no han encontrado diferencias o han mostrado una tasa

reducida de muerte celular programada (Seidl et al., 1999; Contestabile et al., 2007).

> Alteraciones en espinas, dendritas y en la conectividad sindptica

La acusada hipocelularidad en distintas dreas del SNC de las personas con SD influye en
la conectividad y plasticidad de sus circuitos sindpticos y, por tanto, en el procesamiento de la

informacion.

En el periodo fetal no se aprecian diferencias en la morfologia dendritica o en el nUmero
de espinas. Sin embargo, durante el primer afo de vida, se produce un importante retraso en la
aparicién de espinas dendriticas y una alteracién en su morfologia (Marin-Padilla, 1976; Vuksic

et al., 2002).

Durante la infancia, las neuronas de la corteza motora (Prinz et al., 1997), visual
(Takashima et al., 1981; Becker et al., 1986) y parietal (Schulz y Scholz, 1992) muestran una
hipotrofia dendritica que continda a lo largo de su vida y las espinas dendriticas son menos

numerosas y mas pequefias (Suetsugu y Mehraein, 1980).

En adultos con SD, la corteza visual y las areas CA1 y CA3 del hipocampo presentan
dendritas mas cortas y arborizaciones dendriticas reducidas que progresivamente van
degenerando (Suetsgugu y Mehraein, 1980; Takashima et al., 1994), al igual que ocurre con la

densidad de espinas dendriticas (Takashima et al., 1989; Ferrer y Gullotta, 1990). Ademds, en la
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corteza frontal y temporal también se han encontrado disminuidos los niveles de debrina, una
proteina localizada en las espinas dendriticas e implicada en la regulacidn de la morfologia de

las espinas y en la plasticidad sinaptica (Shim y Lubec, 2002).

Los estudios con microscopia electrdnica en cerebros con SD han mostrado alteraciones
en la densidad sindptica, la longitud y el tamafio de las sinapsis (Scott et al., 1983; Wisniewski et

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

Todas estas anomalias en espinas y dendritas y en las caracteristicas y distribucion de
las sinapsis se producen a lo largo del desarrollo y dan lugar a una red de conexiones neurales
anormal que limita el procesamiento de la informacidn, disminuye la plasticidad sinaptica y da
lugar al déficit cognitivo caracteristico del SD (Williams et al.,, 2005; Wishart, 2007; Lott y
Dierssen, 2010).

1.5.2. Alteraciones neuroquimicas

Las personas con SD también presentan alteraciones en los niveles de varios

neurotransmisores y cambios en la expresion y funcién de sus receptores.

La degeneracion del sistema colinérgico ocurre durante el envejecimiento del cerebro
con SD (Schliebs y Arendt, 2011). En cerebros post mortem de pacientes adultos con SD se ha
encontrado una menor actividad de la enzima acetilcolina transferasa (Choline Acetyl
Transferasa, ChAT), encargada de la sintesis de acetilcolina (Godridge et al., 1987; Risser et al.,

1997).

El sistema GABAérgico estd también afectado en etapas fetales en el cerebro con SD.
Por un lado, se ha demostrado que los niveles de acido y-aminobutirico (GABA) son bajos
(Whittle et al., 2007) y, por otro, los experimentos realizados con neuroesferas han mostrado
anomalias en sus receptores tales como una mayor expresién de la subunidad a2 y una menor

expresion de la subunidad a5 y B3 del receptor GABA, (Bhattacharyya et al., 2009).

Aunque los estudios realizados con fetos SD han descrito niveles normales de glutamato
(Sairanen et al., 2005), diversas areas del cerebro adulto muestran niveles bajos de los
neurotransmisores aspartato y glutamato (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997; Schneider

et al., 1997).

39



Introduccion

Otro neurotransmisor que se encuentra alterado en el SD es la serotonina (5-HT) que
tiene un papel importante en la neurogénesis, diferenciacién neuronal, desarrollo dendritico,
mielinizacién y sinaptogénesis (Whitaker-Azmitia, 2001). Estudios realizados en cerebros de
fetos (Whittle et al., 2007) y adultos (Yates et al., 1986; Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997)
con SD han mostrado déficits de 5-HT en la corteza frontal asi como una reduccién del nimero

de receptores de serotonina 5-HT:a (Bar-Peled et al., 1991).

Los niveles de noradrenalina (NA) son normales en cerebros de fetos con SD (Whittle et
al., 2007), pero durante la edad adulta disminuyen (Godridge et al., 1987; Risser et al., 1997),
probablemente como consecuencia de la neurodegeneracién del locus coeruleus (Mann et al.,
1985; Coyle et al., 1986). Los receptores adrenérgicos estan involucrados en vias de sefializacion
gue participan en procesos de aprendizaje y memoria. Los cerebros adultos con SD presentan
danos funcionales en estos receptores y en la ruta de sefalizacion de la adenilatociclasa y la
fosfolipasa C-B (Lumbreras et al., 2006), similares en parte, a los que se observan en la

enfermedad de Alzheimer (EA).

Las neurotrofinas tienen un papel crucial en la supervivencia neuronal, diferenciacidn,
migracién y plasticidad sinaptica (Sofroniew et al., 2001; Campenot y Mclnnis, 2004; Chao et al.,
2006). Por tanto, las alteraciones en su expresién podrian afectar a muchos aspectos del
neurodesarrollo. Los estudios realizados en fetos con SD han puesto de manifiesto una
expresion reducida del factor neurotréfico derivado del cerebro (BDNF) en el hipocampo (Gued;
et al., 2009) y del BDNF y del receptor tirosin kinasa B (Tyrosin kinase receptor B, TrkB) en la

corteza cerebral (Toiber et al., 2010).

Ademas de las alteraciones en los sistemas de neurotransmision mencionados, se han
hallado niveles reducidos de taurina, dopamina e histamina en distintas areas del cerebro de
fetos y adultos con SD (Yates et al., 1986; Godridge et al., 1987; Wisniewski y Bobinski, 1991;
Risser et al., 1997; Schneider et al., 1997; Whittle et al., 2007).

1.5.3. Alteraciones electrofisioldgicas

Los estudios neuronales electrofisioldgicos en humanos son muy escasos y estan
restringidos principalmente a neuronas del sistema nervioso periférico. Se han descrito
alteraciones neurofisiolégicas en la transmision sinaptica de neuronas cultivadas de ganglios
raquideos, obtenidas de fetos con SD (Nieminen et al., 1988). No obstante, los estudios
realizados a nivel del SNC han detectado algunas anomalias electroencefalograficas (EEG) en los

individuos adultos con SD que han desarrollado demencia (Devinsky et al., 1990). También se
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han descrito diferencias en la coherencia EEG (Schmid et al., 1992) y alteraciones en los

potenciales evocados relacionados con eventos en personas con SD (Karrer et al., 1998).

1.5.4. Alteraciones en los sistemas cognitivos

La discapacidad intelectual es el rasgo mds sobresaliente del SD. Este término hace
referencia a las limitaciones que presentan, no sélo en el funcionamiento intelectual, sino

también en la conducta adaptativa que manifiestan en las habilidades sociales y cotidianas.

El coeficiente intelectual (Cl) de una persona con SD varia entre 30 y 80 y en la
actualidad, la media se encuentra en torno a 50. A partir de la adolescencia, el Cl comienza a
declinar. Asimismo, la velocidad de aprendizaje en su conjunto es menor que en el resto de la

poblacién (Carr et al., 2014).

La discapacidad intelectual asociada al SD se caracteriza por un retraso del desarrollo
del lenguaje, aprendizaje y memoria (Sella et al., 2013; Belacchi et al., 2014; Yoder et al., 2014),
que se manifiesta por la dificultad de adquirir y estabilizar la informacidn, retenerla y elaborar
respuestas, asi como por el bloqueo informativo, que dificulta que se procese la informacion
aportada de forma rapida y agrupada (Florez, 1999; Maltese et al., 2014). Todo ello es el
resultado de las anomalias estructurales y funcionales presentes en el SNC que han sido

descritas anteriormente.

» Aprendizaje y memoria en las personas con SD

Son muchos los procesos implicados en los déficits de aprendizaje y memoria que

presentan las personas con SD. A continuacidn se describiran los principales procesos afectados.

Memoria a corto plazo

Se sabe que la memoria a corto plazo de personas con SD es muy limitada; cuando se
les pide recordar una lista de digitos muestran claros déficits de retencion (Lanfranchi et al.,
2012). Este tipo de memoria esta especialmente dafiada cuando se trata de manejar informacion
auditiva (Nash y Heath, 2011). Sin embargo, la memoria visuoespacial estd relativamente
conservada en el SD (Visu-Petra et al.,, 2007; Lanfranchi et al., 2012). En tareas de
reconocimiento, cuando aumenta la carga de memoria o cuando se combinan las demandas
visual y espacial, la ejecucidn de los niflos con SD se ve alterada (Lanfranchi et al., 2004; 2012;
Visu-Petra et al., 2007). Las zonas cerebrales afectadas implicadas en la memoria a corto plazo

son la corteza cingulada y la corteza prefrontal, las dreas de asociacién auditiva y visual (I6bulo
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temporal superior e inferior), las zonas parietales posteriores y el hipocampo (Lott y Dierssen,

2010).

Una modalidad de la memoria a corto plazo es la memoria de trabajo, que cumple las
funciones de control, regulacién y mantenimiento activo de informacion y es fundamental en
las actividades cognitivas complejas diarias y en el desarrollo y ejecucidn de varias tareas de
forma simultanea. Los jévenes con SD tienen un déficit en el bucle fonoldgico (Baddeley y
Jarrold, 2007) y en el sistema ejecutivo central (Lanfranchi et al., 2012) de la memoria de trabajo,
similar al deterioro en el funcionamiento de la memoria de trabajo que presentan las personas
con EA. Asimismo, las personas con SD también presentan mayores déficits en la memoria de
trabajo verbal comparada con la visuoespacial que se encuentra mejor conservada (Chapman et

al., 2000; Laws et al., 2003; Lanfranchi et al., 2012).

Memoria a largo plazo

La memoria a largo plazo es un sistema de memoria donde se almacena todo lo que
conocemos acerca de nosotros y del mundo que nos rodea. En ella se integran la memoria

explicita y la implicita o de procedimiento.

La memoria explicita o declarativa supone la capacidad de aprender intencional y
conscientemente y requiere la codificacidon de la informacién adquirida, la consolidaciéon de la
misma y la recuperacién de los recuerdos, asi como un alto grado de atencidn (Bartesaghi et al.,
2011; Dierssen, 2012). Las personas con SD muestran un deterioro acusado en su memoria
explicita, con una pobre codificacion de la informacién, una capacidad de recuperacion
deteriorada y déficits de atencion (Carlesimo et al., 1997; Vicari et al., 2000). Ademas, el proceso
de consolidacion también se encuentra afectado en el SD (Dierssen, 2012). Estos déficits son
debidos a las alteraciones encontradas en ciertas areas del cerebro como la corteza prefrotal y
los l6bulos temporales, sobre todo el hipocampo (Lott y Dierssen, 2010; Hanslmayr et al., 2014).
El hipocampo es un elemento integrador que recibe la informacién desde las areas asociativas
corticalesy latransformay consolida mientras que la corteza prefrontal se encarga de almacenar

la informacion, relacionarla y dotarla de significado.

La memoria implicita o procedimental maneja las habilidades o destrezas perceptivas,
motoras y cognitivas adquiridas sin que exista una percepcidn consciente y sin requerir mucha
atencioén, ya que opera de forma automatica (Bussy et al., 2011). En el SD este tipo de memoria
parece estar menos afectada que la explicita (Dierssen, 2012). Una de las estructuras que

controla este tipo de aprendizaje es el estriado (Teichmann et al., 2006) que se encuentra bien
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conservado en el SD. En cambio, otras estructuras que también tienen un papel en la memoria
implicita son el cerebelo y las dreas motoras del I6bulo frontal, ambas afectadas en el SD, lo que

contribuye al deterioro de este tipo de memoria en esta poblacidn (Bussy et al., 2011).

Lenguaje y habla

El habla es uno de los dominios donde se encuentran las mayores dificultades de las
personas con SD (Chapman, 2006) estando el lenguaje expresivo mas dafiado que el

comprensivo (Ypsilanti et al., 2005).

A partir de los 2 o 3 afios las diferencias en el lenguaje se van haciendo mas notables
entre los nifios normales y con SD (Laws et al., 2014). En estos ultimos la habilidad tanto para
adquirir nuevas palabras, como para vocalizar se desarrolla de forma mas lenta (Laws et al.,
2014). Ademas, existen otros factores que influyen negativamente en el desarrollo y la
adquisicion del lenguaje, por ejemplo, la hipotonia de los musculos fonatorios y de la propia
lenguay la pérdida de audicion presente en un alto porcentaje de bebés y nifios con SD (Roberts

et al., 2007; Laws et al., 2014).

A nivel cerebral, la desorganizacion estructural en las areas de Broca y Wernicke y de las
vias asociativas entre ambas da lugar a alteraciones en la capacidad codificadora del lenguaje
(Young y Young, 2001). Por otro lado, la hipoplasia cerebelar también puede influir en las

dificultades articulatorias del habla (Pinter et al., 2001b).

También se ha planteado la divergencia entre |éxico y conocimiento sintactico con un
mayor deterioro del Gltimo en las personas con SD (Zampini et al., 2011; Galeote et al., 2013).
La adquisicion de Iéxico es escasa (Zampini et al., 2011; Galeote et al., 2013), pero con una
adecuada estimulacidn pueden llegar a alcanzar una riqueza de vocabulario considerable

(Numminen et al., 2001).

Ademas, las alteraciones en la atencidn y las carencias en los sistemas de memoria a
corto y largo plazo, asi como de sus distintos subsistemas, pueden dificultar la retencién y
posterior evocacion de las palabras (Jarrold et al.,, 2008). Asi, el aprendizaje de nuevo
vocabulario y la capacidad de lectura se ven en gran parte afectados por los déficits en el

funcionamiento de estos sistemas de memoria (Nash y Heath, 2011; Purser y Jarrold, 2014).

43



Introduccion

1.6. La neurodegeneracion en el SD

Durante la etapa adulta, las personas con SD muestran un envejecimiento acelerado del
cerebro (Beacher et al., 2010) y presentan una neuropatologia similar a la encontrada en la EA
(Di Domenico et al., 2013). Aunque las bases bioldgicas de estos procesos aln no se conocen
con exactitud, se sabe que tanto factores genéticos, debidos a la copia extra del HSA21, como

epigenéticos estan involucrados en el proceso de envejecimiento (Zigman, 2013).

1.6.1. Aumento del estrés oxidativo cerebral y envejecimiento precoz

Uno de los factores principales responsable del envejecimiento prematuro en la
poblacidn SD es el exceso de estrés oxidativo que afecta en mayor medida a ciertas estructuras
cerebrales como el hipocampoy la corteza (Furuta et al., 1995; Cenini et al., 2012). El incremento
de estrés oxidativo en el SD se produce por la sobreexpresion de ciertos genes del HSA21 como
SOD1, que codifica para la enzima superdxido dismutasa 1 (SOD1). Su funcion es la de canalizar
ciertos radicales de oxigeno hacia la formacidon de perdxido de hidrégeno que, posteriormente,
se descompone en agua por la accién de la glutatién peroxidasa y la catalasa. Como
consecuencia de la sobreexpresiéon de la enzima SOD1, se produce un exceso de perdxido de
hidrégeno que no puede ser compensado por la accidén de las otras enzimas (Brugge et al., 1999)
dando lugar a la generacién de radicales libres que dafan las membranas celulares y deterioran
lipidos, proteinas y el DNA de las células, llevandolas hacia el envejecimiento y la muerte

(Perluigi y Butterfield, 2012; Di Domenico et al., 2013).

Por otro lado, las mitocondrias son la principal fuente de produccién de superdxidos. En
cultivos de neuronas y fibroblastos procedentes de pacientes con SD también se han descrito
alteraciones en el funcionamiento mitocondrial y un aumento de la produccidn de superdxidos
mitocondriales (Jovanovic et al., 1998; Kim et al., 2000). Estas anomalias parecen ser debidas a
alteraciones del complejo | (Valenti et al. 2011) y de la metilacién mitocondrial (Infantino et al.,

2011).

El estrés oxidativo en el SD esta presente desde los estadios fetales (Busciglio y Yankner,
1995; Busciglio et al., 2007;Lott, 2012) pudiendo alterar procesos como la neurogénesis, la
diferenciacidn, la migracion, el establecimiento de conexiones neuronales y la supervivencia

neuronal (Pallardd et al., 2006; Busciglio et al., 2007; Perluigi et al., 2011).

Ademas, durante las etapas mas tardias, el exceso de estrés oxidativo en el SD no sélo

persiste sino que se agrava, acelerando los déficits cognitivos y la neurodegeneracién (Busciglio
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et al., 2007; Zigman y Lott, 2007; Perluigi y Butterfield, 2011; 2012; Di Domenico et al., 2013;

Valenti et al., 2014).

1.6.2. Neuropatologia de tipo Alzheimer

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los rasgos mas constantes en el SD es
la frecuente y temprana aparicidn de una neuropatologia similar a la que ocurre en la EA que se
manifiesta en el 100% de los casos a partir de los 40 afios de edad (Teipel y Hampel, 2006; Carson

et al., 2013; Mok et al., 2014).

De manera similar a lo que ocurre en la EA, en el SD se produce una atrofia en el
hipocampo, en regiones neocorticales y en el cuerpo calloso que suele preceder a la aparicién
de la demencia (Fox et al., 2001; Beacher et al., 2009). Ademas, también son frecuentes las
alteraciones histopatoldgicas que van progresando con la edad, como la formacién de placas
amiloides debido a los depdsitos de una sustancia de localizacién extraneuronal que se
denomina proteina B-amiloide (AB) y de ovillos neurofibrilares que se deben a la acumulacion
intraneuronal de la proteina tau asociada a los microtubulos y que se encuentra hiperfosforilada
(Microtubule Associated Phosphorilated Tau, MAPT) (figura 2). Esta proteina se localiza a nivel
neuronal en los axones y su funcidn es estabilizar los microtibulos. La MAPT, inicialmente
soluble, va sufriendo procesos de hiperfosforilacidon que la hacen perder su flexibilidad y reducen
su afinidad por enlazarse con los microtubulos, lo que provoca una agregacion de dichas
proteinas que conduce a una desintegracién del microtubulo (Holtzman et al., 1996; Cataldo et

al., 2008) y a la formacidn de los caracteristicos ovillos neurofibrilares (Liu et al., 2008).

1
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Figura 2. Neuropatologia de la EA en el cerebro de un individuo con SD. Inmunohistoquimica del cértex
frontal de una persona de 46 afios con SD. Las placas amiloides se presentan en marrén con forma
redondeada. La patologia tau muestra ovillos neurofibrilares intracelulares (flecha) y neuritas distroficas
(cabeza de flecha). Tomada de Lott y Dierssen (2010).
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La sobreexpresion de determinados genes presentes en el HSA21, junto con el exceso
de estrés oxidativo y los procesos neuroinflamatorios, parecen ser factores determinantes para
que las personas con SD comiencen a desarrollar este tipo de demencia (Niewenhuis-Mark,

2009, Flérez, 2010).

Uno de los genes implicados en la patologia tipo EA encontrada en el SD es el APP, que
codifica para la proteina precursora del B-amiloide (Amiloid Precursor Protein, APP). La hipdtesis
mas aceptada para explicar el inicio y progreso de las lesiones cerebrales y muerte neuronal es
la cascada del amiloide que explica la formacion de las placas neuriticas por la acumulacion de
los péptidos B-amiloides que dan lugar a un procesamiento incorrecto de la proteina APP por la
accion de las enzimas B-secretasa (8-site Amyloid precursor protein Cleaving Enzyme 1, BACE1)
y y-secretasa (figura 3). Este procesamiento da lugar a la formacién de los dos péptidos
neurotoéxicos: el AB40y el AB42 (Asuni et al., 2014; Tang et al., 2014). La sobreexpresién del gen
BACE2, también situado en el HSA21 y que codifica para la enzima que ancla la proteina APP a
la B-secretasa, también participa en la formacion del B-amiloide (Myllykangas et al., 2005;
Lockstone et al., 2007). Ademas, estos péptidos contribuyen a la formacién de radicales libres lo
gue aumenta todavia mas el estrés oxidativo cerebral y, por tanto, la neurodegeneracion

(Zigmany Lott, 2007).

Otros oligopéptidos mas pequefios amiloidogénicos como AR17-40/42 y AB11-40/42,
derivados también del procesamiento de la proteina APP, aumentan la neurotoxicidad mediante
la formacion de canales i6nicos en la membrana que incrementan la entrada de calcio a la

neurona (Jang et al., 2010).

Ademas del APP, otros genes del HSA21, incluidos SOD1, ETS-2, DYRK1IA y S1006,
también tienen un papel en la patologia tipo Alzheimer que aparece en el SD (Head y Lott, 2004).
En concreto, existe una estrecha relacién entre la disfuncién mitocondrial, la generacion de
especies reactivas de oxigeno (Reactive Oxygen Species, ROS) y la produccidon de péptido B-
amiloide en el SD. El estrés oxidativo inducido por la sobreexpresion de SOD1 y por la disfuncién
mitocondrial, contribuye a que el exceso de proteina APP dé lugar a la formacién de agregados

proteicos insolubles que constituyen las placas seniles.

El gen DYRK1A, también sobreexpresado en el SD, codifica para la quinasa DYRK1A, que
fosforila sustratos en residuos especificos de serina y tirosina. El péptido AB42 promueve el
aumento de la transcripcidén del gen DYRKIA (Ji et al., 2010). A su vez, la sobreexpresion de

DYRK1A contribuye a la temprana degeneracién neurofibrilar, en parte, a través de la
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hiperfosforilacion de tau (Kimura et al., 2007; Wegiel et al., 2008). DYRK1A también parece
estimular la fosforilacion de la proteina APP, elevando los niveles de los péptidos AB40 y ApR42

(Wegiel et al., 2011).
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Figura 3. Cascada de la produccion de B-amiloide a partir de la proteina precursora APP. En (A) se
muestran los sitios de segmentacién de APP por parte de las secretasas. En (B) se muestra la via de
procesamiento patoldgico por accion de las B-y y-secretasas, para originar los péptidos amiloides AB42 y
AB40. Tomada de Rang et al. (2004).

El hecho de que aparezcan estas lesiones neuropatoldgicas en el cerebro de las personas
con SD no significa que todos los casos se acompafien de demencia. Su aparicion dependera de
la intensidad y localizacidn de las lesiones, es decir, de que afecten a puntos criticos del cerebro
(Powell et al., 2014). Las placas y ovillos se presentan principalmente en regiones cerebrales
involucradas en el aprendizaje, la memoriay los comportamientos emocionales. Asi, estructuras
como la corteza frontal y el hipocampo desarrollan antes la progresién de neuropatologia de
tipo EA que otras como el cerebelo (Holland et al., 2000; Cataldo et al., 2004; Millan Sanchez et
al., 2012). En el SD, el B-amiloide se deposita inicialmente en las capas superficiales de la corteza
frontal y, posteriormente, se traslada a capas corticales mas profundas (Azizeh et al., 2000), lo
que explica que la temprana deficiencia prefrontal es la caracteristica mas especifica de la
demencia tipo Alzheimer en las personas con SD (Deb et al., 2007; Ball et al., 2008; Krinsky-
McHale et al., 2008). A continuacidn, las placas comenzarian a depositarse en otras estructuras
como el giro parahipocampal y temporal inferior, acumuldndose en el drea CA1, el subiculo, capa

molecular y otras areas del hipocampo (Leverenz y Raskind, 1998).
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1.6.3. La degeneracion colinérgica en el SD

Tanto en el SD como en la EA se produce una degeneracién asociada a la edad de los
sistemas colinérgico y noradrenérgico (Coyle et al., 1986). 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).

El sistema colinérgico del prosencéfalo basal es aparentemente normal en los fetos y
bebés con SD, tanto en lo que se refiere al nimero de neuronas, como de actividad ChAT (Lubec
et al., 2001), pero empieza a degenerar en la adolescencia tardia y en la edad adulta (Berger-
Sweeney, 2003; Rovelet-Lecrux et al., 2006; Theuns et al., 2006; Whittle et al., 2007; Armstrong
et al,, 2013; Grothe et al., 2014). A partir de ese momento, en el cerebro de las personas con SD,
se produce un descenso de los niveles de acetilcolina y de las enzimas relacionadas con su

metabolismo (Schliebs y Arendt, 2011; Millan Sanchez et al., 2012).

Diversos estudios realizados en modelos animales, tanto de EA (Yan et al., 2004) como
de SD (Salehi et al., 2006), sefialan que el aumento de la expresion de APP contribuye a la
disfuncidén colinérgica, causando anomalias en el transporte axonal del factor de crecimiento
nervioso (Nerve Growth Factor, NGF), neurotrofina necesaria para mantener la estructura y
funcién de estas neuronas. En humanos, los cultivos de fibroblastos de cerebros con SD
presentan anomalias morfoldgicas y funcionales de la via endocitica del NGF que se revierten
tras disminuir la expresion del gen APP (Sendera et al., 2000; Jlang et al., 2010). Asimismo,
Sendera et al. (2000) encontraron una importante reduccidon en el nimero de neuronas que
expresaban el receptor tirosin kinasa A (Tyrosin kinase receptor A, TrkA) del NGF en el nucleo
basal de Meynert (NBM) de personas con SD. Estos autores demostraron que la pérdida de la
densidad de receptores trKA se correlaciona con la atrofia neuronal y con un deterioro cognitivo

severo como el que aparece en la EA.

1.6.4. La neuroinflamacion en el SD

En el cerebro con SD y con EA también se ha encontrado un aumento de los procesos
neuroinflamatorios, como un incremento de la activacion de las células de la microglia y la
produccién de citoquinas proinflamatorias, lo que contribuye ain mas a la pérdida de
determinadas poblaciones neuronales (Griffin et al., 1989; Wenk et al., 2000; Wilcock and
Griffin, 2013). En la EA los astrocitos y la microglia se agrupan alrededor de las placas amiloides

lo que sugiere que el B-amiloide es un desencadenante de esta cascada inflamatoria. Sin
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embargo, la inflamacion glial continda incrementandose incluso cuando la carga amiloide
permanece relativamente estable desde su inicio, es decir, una vez iniciado, el proceso se

autoabastece (Wilcock y Griffin, 2013).

2. Modelos murinos de SD

Uno de los principales objetivos de la investigacion del SD es identificar los genes del
HSA21 que estan implicados en la manifestacidn de los principales fenotipos de esta condicién.
Esta estrategia ayudara a dilucidar los mecanismos celulares y moleculares responsables de los
fenotipos mds relevantes del SD, identificar posibles dianas terapéuticas y desarrollar
tratamientos eficaces. Para ello, por un lado se han analizado diversos casos de personas con
trisomias parciales del HSA21, sin embargo, el nimero de individuos con estas trisomias es
escaso y existe gran variacidon de los fenotipos clinicos que manifiestan. Por otro lado, a través
de técnicas de ingenieria genética, se han desarrollado una gran variedad de modelos murinos

de SD que sobreexpresan uno o un grupo de genes homadlogos a los del HSA21 (figura 4).

El andlisis comparativo de los fenotipos observados entre los diferentes modelos ha
permitido un mayor conocimiento de los genes que tienen un papel mas relevante en los
distintos fenotipos encontrados en el SD. En las siguientes secciones se describen las
caracteristicas mds importantes de algunos de los modelos murinos usados en el estudio del SD

(ver Rueda et al., 2012).

2.1. Modelos trisémicos para genes del MMU16, MMU17 y MMU10

De los 552 genes que contiene el HSA21, 166 son ortdlogos a los genes localizados en
regiones sinténicas de los cromosomas 16, 17 y 10 de ratén: MMU16 (110 genes), MMU17 (19
genes) y MMU10 (37 genes) (Sturgeon and Gardiner, 2011). Asi, se han desarrollado diversos
modelos murinos portadores de una copia extra total o parcial del MMU16, MMU17 y MMU10
(figura 4).
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Figura 4. Representacion esquematica del HSA21, de las regiones sinténicas murinas del MMU16 (azul),
MMU17 (verde) y MMU10 (negro) y de los diferentes modelos murinos de SD trisdmicos para diferentes
grupos de genes ortdlogos a los del HSA21. Los genes que delimitan los fragmentos triplicados en cada
modelo se presentan en cursiva. Modificado de Rueda et al. (2012).

> Tsl6

El ratén Ts16, el primer modelo de ratdn de SD, se generé mediante una translocacién
robertsoniana espontanea (Gropp, et al., 1975). Este modelo presenta triplicado todo el
MMU16. Sin embargo, también presenta sintenias con regiones de los cromosomas HSA3, HSAS,
HSA16 y HSA21 y, por lo tanto, tiene triplicados muchos genes que no estan en trisomia en el
SD. Ademas, debido a que los embriones del Ts16 mueren en el Utero, no es posible estudiar los
fenotipos en estadios post-natales. A pesar de ello, este modelo ha permitido el estudio de
importantes alteraciones inherentes al desarrollo en el SNC o las malformaciones cardiacas
encontradas en muchos casos de SD (Waller, et al., 2000; Bambrick y Fiskum, 2008; Acufia et al.,

2012).

> Ts65Dn

El raton Ts65Dn (TS) fue generado irradiando los testiculos de ratones macho hasta
conseguir una translocaciéon no robertsoniana reciproca (Davisson, et al., 1990) en la region
centromérica del cromosoma 17 que contiene triplicada una porcion del cromosoma 16 similar

a un fragmento del HSA21 (figura 5). El segmento trisomico del raton TS se extiende desde el
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gen Mrpl139 al Znf295 y contiene aproximadamente 92 genes ortélogos a los genes del HSA21
(Sturgeon y Gardiner, 2011). Ademas, también porta una trisomia de ~10 Mb del MMU17 que
contiene 60 genes no homodlogos a los genes del HSA21 (Duchon et al., 2011). Por tanto, muchos
de los genes encontrados en el HSA21 no estdn triplicados en este ratdén y otros genes no
triplicados en el SD se encuentran en trisomia en este modelo. Sin embargo, al comparar los
fenotipos del ratdn TS con los de otros modelos de trisomia parcial se observa que los genes
triplicados en este modelo contribuyen a la aparicidon de diversos fenotipos del SD incluyendo

las deficiencias cognitivas y neuroanatémicas.

Los ratones TS transmiten el cromosoma extra, en segregacion libre, a través de la linea
germinal femenina ya que, al igual que los varones con SD, los machos TS son estériles. Otro
inconveniente del ratdon TS es la dificultad de su reproduccién: no sélo las hembras producen
pocas crias, sino que el porcentaje de crias con la trisomia heredada alcanza sélo un 30 - 40 %.
Aungue muchos de ellos mueren durante el periodo perinatal (Roper et al., 2006a), estos
ratones alcanzan la edad adulta, crecen, se desarrollan y envejecen, lo que permite hacer

estudios en etapas post-natales y adultas.
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Figura 5. Representacion esquematica del cromosoma 21 humano (HSA21) y del cromosoma 16 de raton
(MMU16). Se indican las regiones sinténicas entre estos dos cromosomas asi como con otros
cromosomas. También se sefiala la regidn que esta triplicada en el ratdn trisémico Ts65Dn.
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> Ts2Cje

El raton Ts2Cje tiene triplicado el mismo segmento cromosdmico que el ratédn TS pero
translocado en el cromosoma 12 (Villar et al., 2005) lo que hace que el indice de fertilidad y
reproduccion sea mayor (Villar et al., 2005). Aunque este modelo no ha sido totalmente
caracterizado, los ratones Ts2Cje presentan fenotipos similares a los encontrados en el TS como
alteraciones en el volumen cerebral, en los procesos neurogénicos, en la densidad de espinas
dendriticas, en la neurotransmisién y en la memoria dependiente del hipocampo (Villar et al.,

2005; Belichenko et al., 2007; Aldridge et al., 2007; Ishihara et al., 2010; Kaur et al., 2014).

» TsiCje

Este modelo murino presenta triplicados 81 genes localizados en la region del MMU16
que se extiende desde Sod1 hasta Znf295, aunque el gen Sod1 extra que contiene no es funcional
(Sago, et al., 1998). Ademas, los ratones Ts1Cje presentan una monosomia de 11 genes en la
parte mas telomérica del MMU12 (Duchon et al.,, 2011). Este modelo presenta diversos
fenotipos alterados encontrados en el TS como las anomalias craneofaciales, incrementos en los
niveles de estrés oxidativo (Shukkur et al., 2006), un volumen cerebral reducido durante el
periodo embrionario (Aldridge et al., 2007; Ishihara et al., 2010), hipocelularidad cerebral
(Ishihara et al., 2014) y alteraciones en la ejecucién de pruebas de memoria dependientes del
hipocampo (Belichenko et al., 2007). Todos estos fenotipos estan menos alterados que en el

raton TS.

> Ms1Ts65

Este modelo tiene una trisomia parcial de 33 genes localizados en la region que se
extiende desde App hasta Sod1 (Sago, et al., 2000), que estan triplicados en el ratén TS pero no
en el Ts1Cje. Por tanto, este modelo permite determinar la contribucion de la region
sobreexpresada en el raton TS, pero no en el Ts1Cje. El raton Ms1Ts65 tiene menos alteraciones
fenotipicas caracteristicas del SD que los anteriores modelos trisomicos (Belichenko et al., 2007;

Moldrich et al., 2007; Sago et al., 2000).

> Ts1Rhr

Olson et al. (2004) crearon el raton Ts1Rhr el cual tiene triplicada la region comprendida
entre Cbr1-Orf9 que contiene 33 genes. Este ratdn no presenta alteraciones craneofaciales ni

los defectos cognitivos del modelo TS (Richtsmeier, et al., 2002; Olson et al., 2007).
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> Dp(16)1Yey

Este modelo desarrollado por Li et al. (2007) tiene triplicada una regién de 22.9 Mb del
MMU16 que contiene todos los genes de este cromosoma ortélogos a los de HSA21. Estos
animales sobreviven al nacimiento y llegan a alcanzar los 10 meses de edad. Ademas, presentan
numerosas caracteristicas fenotipicas similares a las encontradas en el SD y el raton TS (Zhang

et al., 2014, Starbuck et al., 2014).

> TslYah, Dp(17)1Yey/+

El TslYahy el Dp(17)1Yey/+ presentan triplicados 12 (Pereira et al., 2009) y 19 (Yu et al.,
2010a; 2010b; Sturgeon y Gardiner, 2011) genes, respectivamente, de la region MMU17
sinténica a la regidén subtelomérica del HSA21. El TslYah presenta alteraciones en algunas
pruebas de memoria como la del reconocimiento de objetos y el Y-maze y también en pruebas
qgue miden actividad y ansiedad como el campo abierto. Sin embargo, muestra una mejoria de
la memoria espacial dependiente de hipocampo en el laberinto acuatico de Morris, con un
aumento en la intensidad y duracidn de la potenciacidon a largo plazo (Long Term Potentiation,
LTP) hipocampal (Pereira et al., 2009). Por otro lado, el ratén Dp(17)1Yey/+ no muestra
alteraciones en pruebas de memoria dependientes del hipocampo (Yu et al., 2010b) pero si

presenta un incremento de la LTP (Yu et al., 2010b).

> Dp(10)1Yey/+

Este ratdn tiene triplicados 37 genes de la region del MMU10 sinténica a la parte distal
del HSA21 (Yu et al., 2010a; Sturgeon y Gardiner, 2011). La triple dosis de los genes contenidos
en esta regidn no causa alteraciones cognitivas, conductuales o en la LTP hipocampal (Yu et al.,

20103, 2010b).

> Dp(10)1Yey/+Dp(16)1Yey/+Dp(17)1Yey/+

Este modelo, contiene triplicadas todas las regiones sinténicas del HSA21 en el MMU10,
MMU16 y MMU17 y muestra numerosos fenotipos que se encuentran alterados en el SD (Yu et
al. 2010a). A diferencia del modelo TS, los machos Dp(10)1Yey/+Dp(16)1Yey/+Dp(17)1Yey/+ son
fértiles (Yu et al., 2010a). A nivel cognitivo-conductual, este ratdn manifiesta déficits en pruebas
de memoria dependientes del hipocampo (Yu et al., 2010b) asi como alteraciones en la LTP
hipocampal (Yu et al., 2010b). Igual que ocurre en el ratdn TS, no se han detectado placas B-
amiloides u ovillos neurofibrilares en el cerebro de este ratdn, aunque los niveles

transcripcionales de App estaban aumentados en un 50 % (Yu et al., 2010b).
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2.2. Modelos transcromosémicos (HSA21)

> Tcl

Este modelo presenta una trisomia casi total del HSA21 (O'Doherty et al., 2005) y
muestra numerosos fenotipos relevantes encontrados en el SD (Reynolds, 2010; Duchon et al.,
2010; Haas et al., 2013). Aunque el ratén Tcl es considerado el modelo mas completo de SD,
también muestra varias limitaciones. Uno de los problemas es que presenta niveles variables de
mosaicismo del HSA21 en diferentes tejidos, lo que dificulta el analisis de las consecuencias
fenotipicas (Reeves et al., 2006). Ademas, este modelo tiene una delecién de aproximadamente

19 genes, por lo tanto, sélo tiene triplicados el 83 % de los genes del HSA21.

2.3. Modelos transgénicos

Aunque los modelos trisémicos descritos anteriormente presentan muchos fenotipos
caracteristicos del SD, no permiten el estudio de los efectos de la sobreexpresiéon de genes
especificos en estos fenotipos. Por ello se han creado distintos modelos murinos transgénicos y
de pérdida de funcién de genes Unicos que no pretenden reproducir todos los fenotipos del SD
sino encontrar la relacion de un gen particular con alguno de los fenotipos propios del sindrome

y facilitar la identificacién de posibles dianas terapéuticas moleculares.

Uno de los genes candidatos sensible a la dosis que ha recibido mas interés por su
posible implicacion en numerosos fenotipos del SD es el gen DYRK1A (Dierssen y Lagran, 2006).
Los ratones transgénicos que sobreexpresan Dyrk1lA muestran dificultades de aprendizaje e
importantes déficits de memoria espacial (Altafaj et al., 2001; 2013; Ahn et al., 2006) asi como
una alteracion de la LTP y LTD (Kleschevnikov et al., 2004), lo que sugiere un papel importante
de este gen en estos fenotipos. Ademas de este modelo, se han desarrollado numerosos
animales transgénicos o con pérdida de funcién para diferentes genes que estdn triplicados en

el SD (Dierssen et al., 2009; Fillat et al., 2010; Gotti et al., 2011).

3. El ratén Ts65Dn como modelo de SD

El raton Ts65Dn (TS) es el modelo mas aceptado y mejor caracterizado para el estudio
del SD, por ello, ha sido el modelo elegido para la realizacion de los estudios que se presentan
en esta tesis doctoral. A continuacidén se describirdn en detalle la neurobiologia y las alteraciones

cognitivo-conductuales de este modelo que también estan presentes en el SD (tabla 1).
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3.1. Alteraciones neuromorfoldgicas

Volumen encefdlico reducido e hipocelularidad

El tamafio y volumen cerebral del ratéon TS es menor durante el periodo embrionario,
pero no después del nacimiento o durante la edad adulta (Aldridge et al., 2007; Chakrabarti et
al., 2007). Sin embargo, algunas estructuras encefalicas como el hipocampo o el cerebelo si
presentan un volumen reducido durante la edad adulta (Bianchi et al., 2010a; 2010b; Baxter et

al., 2000; Lorenzi et al., 2006).

Esta reduccion de volumen en distintas areas encefdlicas esta relacionada con una
reduccion en la densidad celular, tal y como ocurre en las personas con SD. Concretamente, los
ratones TS presentan un menor tamafio de la capa de células granulares (GCL) del hipocampo y
del hilus y de algunas capas neocorticales (Chakrabarti et al., 2007; Contestabile et al., 2008;
Rueda et al., 2010; Llorens-Martin et al., 2010). El nimero de neuronas en las areas CA1-CA3 del
hipocampo es normal durante los primeros meses de vida (Lorenzi y Reeves, 2006), sin embargo,
a los 17-18 meses disminuye en CA1 (Insausti et al.,, 1998). Ademas, el nimero de células
granulares y de Purkinje es menor desde estadios post-natales tempranos hasta la edad adulta

(Baxter et al., 2000; Roper et al., 2006a; Contestabile et al., 2006; Garcia-Cerro et al., 2014).

De manera similar a lo que ocurre en el SD (Risser et al., 1997), diversos estudios han
demostrado un deterioro del sistema colinérgico dependiente de la edad en el ratdon TS. A partir
de los 6 meses de edad, los ratones TS muestran una pérdida de neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal, asi como una disminucion del tamafio de los somas de estas neuronas
(Granholm et al., 2000; Hunter et al., 2003). Esta hipocelularidad parece ser una de las causas
de la discapacidad intelectual en la condicidn trisémica y podria estar causada por un deterioro

en los procesos de neurogénesis, un aumento de la apoptosis y/o neurodegeneracion.

Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas comunes entre personas con SD y el ratdn TS. Modificado de Rueda et
al. (2012).

Volumen cerebral Reducido Reducido
Densidad neuronal Reducida Reducida
Volumen cerebelar Reducido Reducido
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Densidad neuronal
cerebelar

Neurogénesis

Neurodegeneracion

Dendritas y espinas
dendriticas

Densidad sindptica

Balance

excitacién/inhibicion

Electrofisiologia

Cognitivo-Conductuales

Otras

Reducida
Alteraciones en la
proliferaciéon de los

precursores neurales
Retraso del ciclo celular

Alteraciones en la
neurodiferenciacién
Alteraciones en la

neurogénesis cerebelar

Neuropatologia de tipo EA
Presencia de placas de B-
amiloide y ovillos
neurofibrilares

Pérdida de neuronas
colinérgicas

Aumento del estrés
oxidativo

Microglia sobreactivada
Aumento de los niveles de
citoquinas proinflamatorias

Alteraciones en la
morfologia
Densidad reducida

Niveles reducidos de GABA
en fetos
Niveles reducidos de
glutamato y aspartato en
adultos

Alteraciones EEG
Alteraciones en los
potenciales evocados

Retraso en el desarrollo
Hiperactividad ocasional
Atencién reducida
Alteracion del aprendizaje
Alteraciéon de la memoria
Adquisicion  tardia de
habilidades motoras
Habilidades linglisticas
alteradas

Infertilidad varones
Menor respuesta al dolor
Alteraciones craneofaciales

Reducida
Alteraciones en la
proliferacion de los

precursores neurales
Retraso del ciclo celular

Alteraciones en la
neurodiferenciacion
Alteraciones en la

neurogénesis cerebelar

Aumento en los niveles de
APP y péptidos B-amiloides

Degeneracion de las
neuronas colinérgicas
Aumento del estrés
oxidativo

Microglia sobreactivada

Alteraciones en la
morfologia
Densidad reducida

Reducida

Aumento del numero de
sinapsis inhibitorias
Disminucién del niumero de
sinapsis excitatorias
Redistribucion de las sinapsis
inhibitorias

Aumento del numero de
interneuronas GABAérgicas
Alteraciones en la estructura
del receptor GABAA

Alteraciones en la LTP
hipocampal

Retraso en el desarrollo
Hiperactividad

Atencién reducida
Alteracion del aprendizaje
Alteracién de la memoria
Adquisicion tardia de
habilidades motoras

Infertilidad machos
Menor respuesta al dolor
Alteraciones craneofaciales
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3.2. Alteraciones en la neurogénesis

Al igual que en el SD el ratdn TS presenta un menor niumero de células proliferativas en
la zona ventricular neocortical durante los estadios embrionarios (Chakrabarti et al., 2007).
También se han descrito alteraciones en la proliferacion celular durante toda la vida del ratén
TS en el DG (Rueda et al., 2005; Lorenzi y Reeves, 2006; Contestabile et al., 2007; Bianchi et al.,
2010; Clark et al., 2006; Llorens-Martin et al., 2010) y en la zona subventricular (SVZ) (Bianchi et
al., 2010a; 2010b; Trazzi et al., 2011). En el cerebelo, los ratones TS recién nacidos muestran un
menor nimero de precursores de las células granulares en la capa granular externa (EGL) (Roper
et al., 2006b; Contestabile et al., 2009a) y en la interna (IGL) (Contestabile et al., 2009b) que se
debe, en parte, a la disminucidon de la respuesta de los precursores de las células granulares al

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

Las alteraciones anteriormente descritas en la proliferacion de los precursores
neuronales parecen ser debidas a anomalias en el ciclo celular. Se ha observado que el ciclo
celular de los precursores de las células granulares en la EGL e IGL es mucho mas lento, siendo
las fases G1y G2 las mas afectadas (Contestabile et al., 2009a). Igualmente, el ciclo celular en el
raton TS se alarga durante estadios embrionarios en el area CA3 (Chakrabarti et al., 2007), asi
como en etapas tempranas post-natales en el DG (Contestabile et al., 2007). Ademas, los
procesos de diferenciacién neuronal también estan afectados en los ratones TS. En el cerebelo,
tan sdélo un pequefio porcentaje de células adquieren un fenotipo neuronal (Contestabile et al.,

2009a).

Apoptosis

Al igual que en el SD, los estudios de apoptosis en el raton TS, han mostrado resultados
contradictorios. Algunos grupos han descrito un aumento en el numero de células apoptéticas
en el cerebro de fetos del ratdn TS (Contestabile et al., 2007). Sin embargo, anteriores estudios
de este laboratorio demuestran que, aunque a los 12 meses de edad los niveles de expresion de
la proteina antiapoptotica Bcl-X(L) son menores en el hipocampo, no existen cambios en otras
proteinas pro- o anti-apoptdticas involucradas en la via mitocondrial o en la extrinseca de la
apoptosis en la corteza o en el hipocampo de estos animales (Rueda et al., 2011). Ademas,
tampoco se han encontrado cambios en los marcadores moleculares o celulares de la apoptosis
(Rueda et al., 2011), lo que sugiere que la muerte celular programada no juega un papel

importante en la hipocelularidad encontrada en el cerebro de este ratén.
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3.3. Alteraciones en la conectividad sinaptica

Las alteraciones en la conectividad sindptica de los ratones TS incluyen anomalias
morfoldgicas y funcionales de las sinapsis, dendritas y espinas dendriticas (Kasai et al., 2003;

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

En el ratéon TS adulto, la longitud y arborizaciéon de las dendritas de las neuronas
piramidales neocorticales estan reducidas (Dierssen et al. 2003). Ademas, la densidad de espinas
dendriticas es menor tanto en las neuronas piramidales neocorticales como en las células
granulares del DG (Dierssen et al., 2003; Belichenko et al., 2004; Popov et al., 2011). Por otro
lado, el ratén TS presenta anomalias en la morfologia de las espinas como el aumento del
tamanfio de la cabeza y la disminucidn en la longitud del cuello (Belichenko et al., 2004; 2007;

Villar et al., 2005).

El ratdon TS también muestra una reduccién de la densidad sindptica en el neocértex y
en CA1 en etapas post-natales (Chakrabarti et al., 2007) y en el DG, CA1 y CA3 durante la edad
adulta (Kurt et al., 2004). Sin embargo, el tamafio de los botones presinapticos y la longitud
media de las hendiduras sindpticas se encuentran aumentados en la corteza e hipocampo de

estos animales (Belichenko et al., 2004; 2007; 2009b).

3.4. Desequilibrio en el balance excitacion-inhibicidon cerebral: el papel del GABA y el

glutamato

Ademas de las alteraciones morfoldgicas y funcionales descritas en las espinas, las
dendritas y las sinapsis, el ratédn TS presenta anomalias en las caracteristicas y en la distribucién
de los diferentes tipos de sinapsis. Esto provoca un desequilibrio entre las sinapsis GABAérgicas
(inhibitorias) y glutamatérgicas (excitadoras) que da lugar a un exceso de inhibicién en el
cerebro. Este predominio de la actividad inhibidora cerebral parece ser uno de los mecanismos

responsables de los déficits cognitivos del ratén TS.

El raton TS tiene menos sinapsis excitadoras (asimétricas) en la corteza temporal, DG,
CA1 y CA3 (Ayberk et al., 2000; Kurt et al., 2004). Ademas, los ratones TS presentan mayor
nuimero de neuronas GABAérgicas o inhibitorias (Belichenko et al., 2004) en el DG, en la corteza
somatosensorial (Perez-Cremades et al., 2010) y en el prosencéfalo basal (Chakrabarti et al.,
2010). Asimismo, el ratdn TS presenta alteraciones en la distribucién de las sinapsis inhibitorias,
con una relativa disminucion de impulsos en las hendiduras sindpticas y un aumento en los

cuellos de las espinas (Belichenko et al., 2004; 2007).
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El cerebro del raton TS también presenta alteraciones en la expresién y funcién de
algunos de los receptores mas relevantes de neurotransmisores inhibitorios y excitadores. En
primer lugar, la expresion de las subunidades B2 y B3 del receptor GABAa en el hipocampo
(Belichenko et al., 2009b) y de la subunidad a1l de este receptor en sinaptosomas de cerebro del
ratdn TS estd reducida (Fernandez et al.,, 2009). Ademas, se han descrito cambios en la
subunidad R1 del receptor GABAg en este modelo de SD. Por otro lado, el aumento de la
inhibicidn en la condicién trisémica también se debe a alteraciones en la transmision excitatoria,
en la que esta involucrada la sefializacién mediada por el receptor NMDA. Este receptor, junto
con los AMPA, es esencial para la codificacidn de la memoria. En los ratones TS, se ha descrito
una reduccion de la subunidad GIuR1 del receptor AMPA (Belichenko et al., 2009) y de las
subunidades NR2A y NR2B del receptor NMDA (Vink et al., 2009). Por ultimo, se han descrito
alteraciones en los mecanismos de sefializacién mediados por el receptor NMDA implicados en

los procesos de plasticidad sinaptica (Siarey et al., 2006).

Alteraciones en otros sistemas de neurotransmision

Ademas de las alteraciones descritas en los sistemas glutamatérgico y GABAérgico, el
ratdn TS presenta alteraciones en otros sistemas de neurotransmisién y cambios en la expresion

y funcién de sus respectivos receptores.

Aunque los niveles de 5-HT en el hipocampo de los ratones TS son similares a los de
ratones control (Megias et al., 1997), los niveles del receptor 5-HT1A en ratones TS recién
nacidos son menores (Bianchi et al., 2010a), alteracidon que podria contribuir a la deficitaria

neurogénesis que muestran estos animales.

Por otro lado, los ratones TS presentan una pérdida de neuronas noradrenérgicas del
locus coeruleous a partir de los 6 meses de edad (Salehi et al., 2009). Ademas, aunque muestran
unos niveles normales de adrenoceptores-p en la corteza y en el hipocampo, su funcién esta

alterada, con la consiguiente alteracion en la produccion basal de AMPc (Dierssen et al., 1997).

Asimismo, los niveles de acetilcolina en el cerebro disminuyen con la edad, como
consecuencia de la reduccion del nimero de neuronas colinérgicas (Granholm et al., 2000;
Cooper et al.,, 2001; Hunter et al., 2003; 2004). Esto afecta a los procesos implicados en la
memoria y el aprendizaje, ya que, uno de los sustratos anatdmicos mas importantes del
aprendizaje y la atencidn es el sistema colinérgico septohipocampal (Bartus et al., 2000; Baxter

et al., 1999) (ver apartado 1.6. “La neurodegeneracion en el SD”).
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Por ultimo, el ratén TS también presenta una reduccidn en los niveles de diversas
neurotrofinas, como el BDNF (Bimonte-Nelson et al., 2003; Bianchi et al., 2010a; 2010b; Fukuda
et al., 2010), la NT-3 (Pollonini et al., 2008) y el NGF (Cooper et al., 2001; Salehi et al., 2006).

3.5. Alteraciones en la plasticidad sinapticay en la LTP

En el ratdn TS se han observado anomalias en la plasticidad sindptica a nivel hipocampal.
La LTP es el fendmeno fisiolégico que subyace a la plasticidad sindptica y se cree que es
responsable de la formacidn de nuevos aprendizajes y memorias (Cramer y Galdzicki, 2012). La
informacidn llega al hipocampo y viaja a través del circuito trisindptico hasta integrarse en el
cerebro de forma permanente. La primera sinapsis de la via trisindptica se produce en la via
temporodentada dando lugar a la excitacidn de las neuronas granulares que dirigen sus axones
(fibras musgosas) hacia las dendritas apicales de las células piramidales de CA3 en el stratum
lucidum (segunda sinapsis de la via trisindptica). A continuacién, las fibras musgosas excitan a
las neuronas piramidales de CA1l (tercera sinapsis). Cuando se induce la LTP mediante la
administracién de un TBS (Theta Burst Stimulation, TBS), la estimulacidn sincrénica de alta
frecuencia (High-Frequency Stimulation, HFS) de neuronas especificas del hipocampo, da lugar
un incremento de la eficacia de las sinapsis y por tanto a una intensificacién duradera en la
transmisién de sefales. Sin embargo, la estimulacion de baja frecuencia (Low-Frequency
Stimulation, HFS) produce una disminucion de la activacion de las sinapsis del circuito
trisindptico, es decir, induce la depresion a largo plazo (Long-Term Depression, LTD), lo que

supone una reduccién de la eficacia de la sinapsis neuronal (figura 6).
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Figura 6. Representacién esquematica de la via trisinaptica del hipocampo (imagen superior) y de la
induccion y el registro de la LTP y LTD en el hipocampo de un ratén control (imagen inferior). Las lineas
discontinuas representan el registro de un ratén TS que muestra una LTP disminuida y una LTD
aumentada. Modificada de Riedemann et al. (2010).

Hanson et al. (2007) encontraron déficits en la eficacia sindptica, tanto en sinapsis
excitadoras como inhibitorias, en neuronas piramidales del area CA3 del ratén TS. Ademas, en
estos animales la LTP estd disminuida y la LTD incrementada en las regiones CAl1 y DG del
hipocampo (Siarey et al., 1997; 1999; Galdzicki et al., 2001; Kleschevnikov et al., 2004; Costa et
al., 2005). Estas alteraciones parecen ser debidas, en parte, al desequilibrio entre la
neurotransmisién inhibitoria y excitadora descrito anteriormente (Belichenko et al., 2004;
Kleschevnikov et al., 2004; Hanson et al., 2007; ver apartado 3.4. “Desequilibrio en el balance
excitacidn-inhibicidn cerebral: el papel del GABA y el glutamato”). Ademas, la disminucién de la
activacion de los receptores NMDA durante la induccidn de la LTP que presenta el raton TS

también contribuye a sus alteraciones en la magnitud de esta potenciacién (Kleschevnikov et al.,

2004).

3.6. Neurodegeneracion

Al igual que ocurre en el SD, a lo largo de la vida del ratén TS, como consecuencia de la
sobreexpresion de determinados genes, aparecen y progresan diversos procesos que aumentan

la neurodegeneracion y aceleran el deterioro cognitivo del ratdon TS.
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Aunque este modelo no desarrolla placas amiloides, ovillos neurofibrilares o las
sinucleopatias caracteristicas de individuos con SD que presentan neuropatologia EA, los
ratones TS también muestran elevados los niveles de la proteina APP (Seo y Isacson, 2005; Rueda
et al., 2010) y de los péptidos B-amiloides (Netzer et al., 2010) en la corteza y en el hipocampo.
Ademas, el cerebro de los ratones TS también presenta hiperfosforilacion de tau (Liu et al.,
2008). En el ratéon TS, la sobreexpresion de APP también parece estar implicada en la
degeneracion de neuronas colinérgicas y noradrenérgicas que aparece en este modelo a partir

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

Al igual que en las personas con SD, el raton TS presenta triplicado el gen Sod1, por lo
gue su sobreexpresién tiene como consecuencia la sobreproduccidn de radicales libres
altamente reactivos y toxicos. En este modelo se han detectado niveles elevados de ROS tanto
en la corteza como en el hipocampo (Lockrow et al. 2009). Ademas, estudios realizados in vitro
con neuronas procedentes del ratén TS han mostrado defectos en el complejo | mitocondrial

que contribuyen a la acumulacién de ROS (Bambrick et al., 2003).

El cerebro del ratén TS también muestra cambios neuroinflamatorios como la activacion
de la microglia tanto en el hipocampo como en el prosencéfalo basal (Lockrow et al., 2011;
Hunter et al., 2004), que juega un papel importante en la pérdida de neuronas colinérgicas (Kim
y Suh, 2009). Ademads, Roberson et al. (2012) describieron alteraciones de los niveles de algunas

citoquinas (IL-1B, GM-CSF, MIP-1a) en el hipocampo de estos ratones.

3.7. Alteraciones cognitivas y conductuales

A nivel cognitivo-conductual, el ratdon TS muestra un claro retraso en el desarrollo
durante el periodo post-natal con alteraciones similares a las encontradas en personas con SD

(Holtzman et al., 1996).

Los ratones adultos muestran conservadas algunas habilidades sensorimotoras como la
fuerza de agarre, los reflejos posturales, el equilibrio y la capacidad de traccién (Escorihuela et
al., 1995; Baxter et al., 2000). Sin embargo, en algunas situaciones, muestran deterioro en la

estabilidad y en la coordinacidon motora (Costa et al., 1999).

El ratdn TS es hiperactivo durante la oscuridad (Reeves et al., 1995; Escorihuela et al.,
1995; Holtzman et al., 1996) y en algunas situaciones experimentales que requieren cautela o
una ausencia de movimiento como en la prueba de campo abierto y laberinto elevado en cruz

(Escorihuela et al., 1995; Coussons-Read y Crnic, 1996; Martinez - Cué et al., 2005; Stewart et
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al., 2007). Esta hiperactividad se debe, en parte, a la falta de inhibicion de ciertos
comportamientos y a un déficit de atencién (Escorihuela et al., 1998; Crnic y Pennington, 2000;

Driscoll et al., 2004; Martinez - Cué et al. 2006).

Al igual que ocurre en el SD (Nadel, 2003), a nivel cognitivo los ratones TS tienen
dificultades en la realizacion de tareas que dependen del hipocampo, estructura implicada en la
memoria espacial, como se ha observado en las pruebas del laberinto radial (Demas et al., 1996;
Bianchi et al., 2010b) o en el laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze, MWM) (Reeves
et al., 1995; Escorihuela et al., 1998; Sago et al., 2000; Martinez - Cué et al., 2002; Martinez -
Cué et al., 2005).

El ratdn TS también presenta déficits en su memoria a corto plazo o de trabajo en las
pruebas de alternancia espontdnea en el laberinto en T o en Y (Belichenko et al., 2007;
Fernandez et al., 2007; Pereira et al., 2009), el MWM (Escorihuela et al., 1998; Martinez-Cué et
al., 2014) y el laberinto radial (Radial Arm Maze, RAM) (Demas et al., 1996; Belichenko et al.,
2007; Salehi et al., 2009; Bianchi et al., 2010b). Ademas, su memoria asociativa contextual esta
afectada en la prueba de condicionamiento del miedo (Contextual Fear Conditioning, CFC)
(Salehi et al.,, 2009; Yu et al.,, 2010b) y su memoria de reconocimiento en la prueba de
reconocimiento de objetos (Novel Object Recognition, NOR) (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 funcién de otras

estructuras como el cerebelo (Petrosini et al., 1998; Gandhi et al., 2000; Dickson et al., 2010).

Por ultimo, el ratén TS también ha mostrado déficits de aprendizaje en pruebas de
condicionamiento operante (Wenger et al., 2004; Dowdy - Sanders y Wenger, 2006; Whitney y
Wenger, 2013).

Con la edad, al igual que ocurre en el SD, las alteraciones en memoria y aprendizaje del

raton TS se agravan (Hyde and Crnic., 2001; Hunter et al., 2003).

4, La melatonina

4.1. Sintesis, secrecion, circulacion y metabolismo de la melatonina

La melatonina es una hormona inddlica, sintetizada y secretada principalmente por la
glandula pineal (Stehle et al., 2011), que se encuentra presente en multitud de organismos a lo

largo de toda la escala evolutiva (Tan et al., 2003). Esta hormona, se sintetiza a partir del
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aminodcido triptéfano, que posteriormente se convierte en 5-HT a través de las enzimas
triptofano hidrolasa y 5-hidroxitriptéfano descarboxilasa (Wurman y Axelrod, 1968). A partir de
este momento, la 5-HT se transforma en N-acetilserotonina por accién de la N-acetil transferasa
(NAT), la enzima limitante en la sintesis de melatonina. Finalmente, la N-acetilserotonina es
convertida en melatonina mediante O-metilacién, por medio de la hidroxindol-O-

metiltransferasa (HIOMT) (Wurman y Axelrod, 1968) (figura 7).

Ademas de en los pinealocitos, la melatonina también se sintetiza en otros tejidos
(Acuna-Castroviejo et al., 2014) y esta presente en casi todos los fluidos bioldgicos, incluyendo
el fluido cerebroespinal, saliva, bilis, liquido sinovial, liqguido amniédtico y leche materna (Acufia-
Castroviejo et al., 2014). La mayor parte de melatonina circulante viaja por el plasma unida a la
albumina (70%) y una pequefia parte en forma libre (30%) (figura 7). Otra parte se libera hacia
el liquido cefalorraquideo, donde se encuentran niveles de melatonina muy superiores a los

circulantes (Tan et al., 2003).
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NAT: N-Acetil Transferasa - NAT
HIOMT: Hidroxiindol-O-Metil Transferasa
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Figura 7. Esquema de la sintesis de la melatonina. Modificada de Diaz Lépez et al. (1998).

La secreciéon de melatonina estd modulada tanto por factores endégenos como por
factores ambientales. En condiciones normales, la alternancia del dia y la noche es el principal
determinante del ritmo de secreciéon de melatonina. Ademas de los conos y bastones, Reiter et

al. (2011) han caracterizado un tercer fotorreceptor, que son las células ganglionares
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intrinsecamente fotosensibles de la retina (ipRGCs), cuya funcidn es percibir la luz y transmitir
esta informacién a través de la via retino-hipotaldmica al nicleo supraquiasmatico (NSQ) y a la
glandula pineal (figura 8). EI NSQ es un grupo de neuronas del hipotdlamo medial que regula los
ritmos circadianos mediante la estimulacién de la secrecion de melatonina por la gldndula
pineal. Las neuronas del NSQ exhiben un patrén circadiano de actividad, siendo la luz el principal
agente sincronizador medioambiental de este marcapasos endégeno. La NAT sélo permanece
activa durante la noche por lo que la sintesis y liberacidn de melatonina se produce durante la
oscuridad y se inhibe por la luz (Liebmanny cols., 1997). Existe un pico de concentracion maxima
en la primera mitad de la noche (02:00-04:00h) que decrece gradualmente durante la segunda

mitad (Arakawa et al., 2014).

En situaciones de falta de sefiales externas, el ritmo de secrecién de melatonina se
corresponde con la actividad ritmica del marcapasos endégeno, los NSQ (Brooks et al., 2014).
En la especie humana, la melatonina sigue un ritmo de secrecién estacional y existen marcadas
diferencias entre individuos de la misma edad y sexo en la amplitud, fase y cantidad total de
melatonina que se secreta, pero una gran constancia en el patrén secretor de cada individuo

(Trivedi et al., 2014).

_Melatonina ;
(N-acetil-5-metoxitriptamina)
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Retinohipotalamico
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Figura 8. Via retino-hipotalamico-pineal. La sintesis de melatonina en la glandula pineal esta controlada
por los NSQ, que estan sincronizados con el ciclo luz/oscuridad a través del tracto retino-hipotalamico.

Durante la noche, los NSQ envian sefiales neurales a través de una via multisinaptica simpatica y la via
retino-hipotdlamica-pineal. Modificada de Brzezinski (1997).
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Durante la gestacidn, el feto no secreta melatonina, sin embargo, la melatonina materna
es transferida facilmente al feto a través de la barrera placentaria (Klein, 1972; Okatani et al.,
1998) vy, gracias a su facilidad para cruzar la barrera hematoencefalica, llega rapidamente al
cerebro (Serén-Ferré et al., 2012). El ritmo circadiano de la melatonina se establece hacia los
dos meses de vida y sus niveles plasmaticos nocturnos aumentan con rapidez hasta alcanzar un
pico a los 3-5 afios. Después, la concentracién plasmatica de melatonina durante la noche
disminuye para alcanzar valores minimos en torno a la pubertad, estabilizarse a lo largo de la
edad adulta (30-50 afios) y reducirse de modo notable hasta la casi desaparicidén del ritmo dia-

noche durante la vejez (Pandi et al., 2013).

La mayor parte de la melatonina circulante es inactivada a nivel hepatico formandose 6-
hidroximelatonina sulfato que se excreta por la orina en forma de sulfatos (75%) o glucurdnicos
(5%) (Reiter et al., 1996). Otra fraccién es transformada en el cerebro en forma de compuestos

derivados de la quinurenamina (15%) y el resto se excreta en forma libre (Reiter et al., 1991).

4.2. Receptores de melatonina

La melatonina es una molécula pequena de caracter lipofilico, aunque las caracteristicas
particulares de su estructura quimica también la hacen hidrosoluble. Por esta razén los
mecanismos de accidon de esta neurohormona son muy variados. En mamiferos, se han
identificado al menos tres tipos de receptores de membrana para esta indolamina. Los
receptores de alta afinidad MT1 y MT2 (Molinari et al., 1996) son receptores acoplados a
proteinas G y estan localizados en diversas estructuras del SNC como la corteza, talamo,
cerebelo e hipocampo. Por otro lado, el receptor MT3 no puede ser considerado un receptor en
sentido estricto ya que se trata del enzima quinona reductasa 2 que se une a la melatonina con

baja afinidad (Reppert et al., 1994).

Ademas, el cardcter lipofilico de la melatonina le permite entrar facilmente en la célula,
llegar hasta al nucleo y unirse a receptores nucleares “huérfanos” pertenecientes a la

superfamilia RZR/ROR (Reiter, 1991; Becker-André et al., 1994).

4.3. Acciones de la melatonina

El papel fisiolégico de la melatonina en humanos auln no ha sido totalmente esclarecido,
sin embargo, la amplia distribucién de sus receptores configura un amplio espectro de posibles
tejidos diana para esta hormona. La melatonina funciona a modo de sefal quimica midiendo la

duracidn del dia y de la noche y el paso de las estaciones, lo que sugiere que su funcion estd
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principalmente relacionada con la regulacién de los ritmos bioldgicos (Arendt, 1986). Sin
embargo, también presenta otras acciones no circadianas que se asemejan a las de cualquier
hormona como el control de la temperatura (Atkinson et al., 2005), la regulacién de la respuesta
inmune y antiinflamatoria (Trubiani et al., 2005; Dominguez-Rodriguez et al., 2012), la acciéon
antineoplasica (Alvarez-Garcia et al., 2012; 2013) y la accién antioxidante (Mayo et al., 2002, Kim

et al., 2014).

En concreto, en este trabajo nos hemos centrado en sus acciones neuroprotectoras,

gue se describen en profundidad en la siguiente seccién.

Papel neuroprotector de la melatonina

La melatonina, por su capacidad antioxidante y neuroprotectora, podria ser una
potencial diana terapéutica en el tratamiento de algunas enfermedades neurodegenerativas.
Diversos estudios clinicos de pacientes con EA han encontrado efectos beneficiosos tras el
tratamiento con esta indolamina sobre la cognicidn, la sincronizacion de los ritmos circadianos,
la regulacion del ritmo suefio/vigilia y la disminucién de la conducta agitaday la confusion. Estos
resultados sugieren que la melatonina podria ser utilizada como tratamiento coadyuvante en la
EA (Brusco et al., 1999; Mishima et al., 2000; Mahlberg et al., 2004; Cardinali et al., 2010;
Srinivasan et al., 2010; Miller et al., 2014).

A nivel cognitivo-conductual, la melatonina también mejora la memoria y el aprendizaje
en distintos modelos murinos que presentan disfuncidn colinérgica, incrementos en la expresion
de la proteina APP o un aumento del estrés oxidativo cerebral (Matsubara et al., 2003; Feng et
al., 2004a; 2006; Garcia et al., 2009; Olcese et al., 2009; Dragicevic et al., 2011; Garcia-Mesa et
al., 2012; Zhang et al., 2013; Beler et al., 2013). Ademas, el tratamiento con esta indolamina
mejora la cognicion en diversos modelos murinos de distintas neuropatologias, incluida la EA

(Olcese et al., 2009; Yoo et al., 2012; Liu et al., 2013).

Una de las acciones que subyacen a estos efectos beneficiosos ejercidos sobre la
cognicidon es su capacidad para reducir y neutralizar los radicales libres (Galano et al., 2011,
2013). La melatonina impide la sobreproduccién de ROS y reduce el dafio neuronal producido
por estrés oxidativo (Jou et al., 2010; Hong et al., 2010; Das et al., 2010). Ademas, estimula la
expresion de diversas enzimas antioxidantes, inhibe enzimas prooxidativas y produce una accion

sinérgica con otros antioxidantes como la vitamina E, la vitamina C y el glutatién (Gitto et al.,
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2001; Feng et al., 2006; Pandi - Perumal et al., 2013). No obstante, la melatonina es mas eficaz

en la reduccidn del dafio oxidativo que las vitaminas Cy E (Tan et al., 2002).

Esta reduccion de los niveles de estrés oxidativo también se debe a sus efectos sobre la
funcién mitocondrial y produccion de ATP (Acufia-Castroviejo et al., 2011). Asi, la administracién
cronica de melatonina incrementa el nimero de mitocondrias en las células (Deker y Quay,
1982) y estimula la respiracidon mitocondrial en el cerebro de ratones con senescencia acelerada

(Okatani et al., 2002; 2003).

Esta indolamina también reduce la formacion del péptido AB, asi como su agregacién y
neurotoxicidad (Acufa-Castroviejo et al., 2011). Ademds, se ha demostrado que la
administracién temprana de melatonina ejerce efectos protectores frente a la patologia
amiloide en ratones transgénicos para el gen APP, pero este efecto beneficioso no es evidente
cuando el tratamiento comienza después de la formacién de los depdsitos amiloides (Song et
al., 1997; Lahiri, 1999; Matsubara et al., 2003; Zhang et al., 2004). Ademas, también se ha

demostrado que previene la fosforilacion de la proteina tau (Lin et al., 2013).

Asimismo, la melatonina ejerce efectos beneficiosos sobre la neurogénesis hipocampal,
ya que aumenta la proliferacién, la diferenciacién y la supervivencia neuronal (Kong et al., 2008;
Moriya et al., 2007; Sotthibundhu et al., 2010; Ramirez-Rodriguez et al., 2012; 2014). Ademas,
contribuye a la formacidn de nuevas neuritas y contactos sindpticos mejorando la plasticidad
sindptica (Bellon, et al., 2007; Ramirez-Rodriguez et al., 2009; Dominguez-Alonso et al., 2012;

Liu et al., 2013).

A nivel electrofisioldgico, el tratamiento crénico con melatonina revierte los déficits en
la induccion de LTP después de la inyeccidn intra-hipocampal de AB (Liu et al., 2013). Ademas,
la neurohormona aumenta la concentracién de las subunidades 2A y 2B del receptor NMDA en

el hipocampo de rata (Delibas et al., 2003; Talaei et al., 2010).

Por otro lado, la melatonina también ejerce un efecto protector sobre el sistema
colinérgico (Guermonprez et al., 2001). Su administracién crénica aumenta la actividad de las
neuronas colinérgicas en un modelo de EA, el APP695 (Feng et al., 2004a) y la actividad de la
enzima ChAT en ratas adultas ovariectomizadas (Feng et al., 2004b). Ademds, se ha comprobado
que la combinacién de inhibidores para la acetilcolinesterasa y melatonina tiene un efecto

sinérgico en la inhibicidn de la enzima acetilcolinesterasa actuando de forma mdas potente y
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selectiva que cuando se administran por separado (Fernandez-Bachiller et al., 2009; Spuch et

al., 2010).

Su papel neuroprotector también se debe a sus propiedades antiinflamatorias; esta
indolamina reduce los niveles de citoquinas proinflamatorias como IL-1pB, IL-6 y TNF-a inducidas

por los péptidos AR (Rosales-Corral et al., 2003).

Por ultimo, también tiene propiedades antiapoptdticas a través de la regulacién de

diversas proteinas implicadas en las cascadas de muerte celular (Tan et al., 2013).

Todos estos estudios demuestran que gracias a sus multiples acciones
neuroprotectoras, el tratamiento con melatonina podria tener un gran valor terapeutico para
mejorar o retrasar las anomalias funcionales, neuromorfolégicas y electrofisioldgicas

encontradas en el SD.
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Objetivos

La presente tesis doctoral tiene como principal objetivo estudiar en qué medida el

tratamiento con el antioxidante melatonina puede ser una estrategia terapéutica eficaz para

paliar algunas de las alteraciones fenotipicas implicadas en la discapacidad intelectual propia

del SD. Para ello, en este trabajo se analizardn los efectos de la administracién crénica de

melatonina durante las etapas pre- y post-natales y durante la etapa adulta sobre diversas

alteraciones neuromorfoldgicas, electrofisiolégicas y neurodegenerativas que juegan un papel

importante en la aparicién y posterior progresion del déficit cognitivo en un modelo murino de

SD, el raton TS.

Los objetivos concretos son:

1.

2.

Evaluar los niveles enddgenos de melatonina en los distintos grupos de animales.

Evaluar los efectos de la administracion crénica de melatonina, tanto durante la etapa adulta
como durante las etapas pre- y post-natales, sobre los déficits cognitivos y conductuales
que presentan los ratones TS. Para ello se analizaron los efectos del tratamiento crénico con

esta indolamina sobre:

2.1. Las habilidades sensoriales y motoras, la actividad espontanea en la prueba de la
actimetria, la ansiedad y actividad general en las pruebas del campo abierto y laberinto

en cruz y la atencidn en la prueba de la tabla de agujeros.

2.2. Las alteraciones cognitivas: el aprendizaje y la memoria espacial en la prueba del
laberinto acudtico de Morris y el aprendizaje asociativo en la prueba de

condicionamiento del miedo.

Profundizar en los mecanismos neuromorfoldgicos, electrofisioldgicos, sinapticos y
protectores ante la neurodegeneracidon que subyacen a las mejorias encontradas a nivel
cognitivo-conductual en los ratones TS después del tratamiento crénico con melatonina

durante la etapa adulta:

3.1. Determinar los efectos de la administracion crénica de melatonina sobre las
alteraciones en la neurogénesis hipocampal: densidad de células proliferativas,
densidad de células inmaduras en diferenciacidn, densidad de células granulares

maduras.

3.2. Determinar los efectos de la administracion crénica de esta neurohormona sobre la
conectividad sindptica cuantificando la densidad de botones sinapticos excitadores e

inhibitorios.
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3.3. Determinar los efectos del tratamiento con melatonina sobre las alteraciones en la

plasticidad sinaptica a través del andlisis de la LTP.

3.4. Determinar los efectos del tratamiento crénico con melatonina sobre el inicio y la
progresion de los distintos procesos neurodegenerativos que aparecen en el cerebro

del ratén TS adulto deteriorando ain mas la cognicidn:

3.4.1. Evaluar los efectos de la administracion crénica de melatonina sobre la
degeneracion colinérgica del prosencéfalo basal, a través de la cuantificacion de

las neuronas ChAT".

3.4.2. Evaluar los efectos de la melatonina sobre la neuropatologia de tipo Alzheimer
mediante:
- El estudio de su efecto sobre el aumento de expresidon de los niveles de la

proteina APP en la corteza y el hipocampo.

- El estudio de su efecto sobre los incrementos en los niveles de los péptidos

B-amiloides (AB40 y AP42) en la corteza y en el hipocampo.

3.4.3. Analizar los efectos de la administracién de melatonina sobre los niveles de estrés
oxidativo mediante la cuantificacidn de un metabolito de la peroxidacidn lipidica,

el HNE, en la corteza y en el hipocampo.
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Material y métodos

1. Animales de experimentacion

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

Directiva del Consejo de Comunidades Europeas (86/609/EEC).

Se utilizaron ratones macho con trisomia segmentaria del MMU16. Los ratones se
obtuvieron cruzando hembras TS con machos hibridos C57BL/6Ei x C3H/HeSNJ (B6EiCSn) F1. La
generacion parental fue suministrada por The Robertsonian Chromosome Resources (The
Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, USA) y el apareamiento se realizd en el Servicio de

Estabulacion y Experimentacion de la Universidad de Cantabria.

Los ratones obtenidos, se estabularon en grupos de 2-3 animales hasta el momento de
empezar los tratamientos farmacolégicos en los que fueron estabulados individualmente en
jaulas transparentes de Plexiglas (20x22x20 cm) a una temperatura de 22 + 2°C, un ciclo de 12
horas luz/oscuridad y acceso a comida y agua ad libitum. El ciclo luz/oscuridad se invirtid (luz
apagada a las 8:00 A.M. y encendida las 8:00 P.M.), de modo que los estudios de
comportamiento se llevaron a cabo durante el periodo activo de los ratones, es decir, durante

la fase de oscuridad.

2. Genotipado de los ratones

En cada camada se obtuvieron entre 5 y 7 crias, de las cuales un 30-40 %
aproximadamente fueron trisémicas. La similitud en cuanto al aspecto externo de los ratones TS
y de sus hermanos con dotacion cromosdmica normal (CO) hace que estos animales sean
dificilmente distinguibles. Con el fin de determinar la presencia de la trisomia, los animales
fueron cariotipados mediante PCR cuantitativa a tiempo real (QPCR) utilizando el protocolo

descrito por Liu et al. (2003).

Ademas, dado que un determinado porcentaje de ratones C3H/HeSnJ poseen una
mutacion recesiva que puede dar lugar a una degeneracion retiniana, se llevd a cabo una
electroforesis del gen Rd para descartar los animales con dicha anomalia en el estudio

conductual (Bowes et al., 1993).
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2.1. Preparacion de las muestras: extraccion de DNA genémico de cola de raton

Tras el destete de las crias (21 dias) se recogieron muestras de cola de ratén (1-2 mm de
longitud) y se introdujeron de manera individual en tubos de 1.5 ml de capacidad. Se afiadieron
300 pl de NaOH 50mM vy se incubaron durante 30 minutos en un bafio seco a 98°C. A
continuacién, las muestras se agitaron y se volvieron a incubar a 98°C hasta conseguir la
digestion completa. Una vez finalizada la digestidn, se afiadieron 30 pl de Tris 1M (pH=8) para
neutralizar la reaccién. Seguidamente, se centrifugaron durante 10 minutos a 13,000 r.p.m.
(revoluciones por minuto) y se transfirié el sobrenadante a un nuevo tubo para la cuantificacion
del DNA en el espectrofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington, USA)

(A260). Finalmente, las muestras se diluyeron en H,Omq hasta una concentracion de 20 ng/ul.

2.2. PCR cuantitativa a tiempo real (qPCR)

Para identificar al ratén TS se utilizaron como marcadores los genes para la proteina
precursora del B-amiloide (App) y de resistencia a mixovirus 1 (Mx1), ya que se encuentran
situados cerca de los extremos proximal y distal, respectivamente, del segmento del cromosoma

MMU16 triplicado en el ratén TS.

Como control interno y para normalizar las variaciones en la cantidad de DNA, se utilizé
el gen de la apolipoproteina B (ApoB) que esta situado en el cromosoma murino MMU12 vy, por

tanto, no se encuentra triplicado en el ratén TS.

Tabla 2. Primers y sondas utilizadas para la qPCR.

Mx1

ApoB

5’-TCT CCG ATT AAC CAG
GCT AGC TAT-3’

5’-CAC GTG GGC TCC AGC
ATT-3

5’-GAC ATA AGG TTA GCA
GCT AAA GGA TCA-3'

5’-TCA CCAGTCATT TCT
GCCTTT G-3’

App
Primer
5’-TGC TGA AGA TGT GGG
Forward TTC GA-3’
Primer
5’-GAC AAT CAC GGT TGC
Reverse TAT GAC AA-3’
Sonda 5’-FAM-CAA AGG CGC CAT

CAT CGG ACT CA-TAMRA-3’

5-FAM-CTT TCC TGG TCG
CTG TGC A-TAMRA-3’

5’-HEX-CCA ATG GTC GGG
CAC TGC TCA A-TAMRA-3’

El objetivo consistid en detectar si en cada muestra habia dos o tres copias de los genes

App y Mx1y, de esta manera, identificar a los animales como CO o TS respectivamente. Para ello

se afladieron a cada muestra: 8 ul de DNA diluido (20 ng/ul), 10 pl de 2x Tagman Universal PCR
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Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), que incluye la DNA polimerasa y los
dNTPs (desoxinucledtidos trifosfato), 0.2 ul de cada primer o cebador a una concentracion de
40 uM (Metabion, Martinsried, Alemania) y 0.6 ul de cada sonda a una concentracion de 5 uM

(Applied Biosystems) (tabla 2).

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador Mx3000P (Stratagene, CA,
USA) vy se utilizaron placas de PCR de 96 pocillos (Teknovas, Vizcaya, Espafia) y pelicula adhesiva
Optica Micro Amp (Applied Biosystems). Los ciclos de amplificacion se sucedieron de la siguiente
forma: un primer ciclo a 50°C durante 2 minutos, un segundo ciclo a 95° durante 10 minutos, 40
ciclos a 95°C durante 15 segundos y un ultimo ciclo a 60°C durante 1 minuto. Para cada muestra

y cada gen las qPCRs se realizaron por duplicado.

2.3. PCR estandar para la identificacion del gen Rd
Para identificar a los animales homocigotos para el gen Rd se utilizd el siguiente
protocolo:
» Amplificacion por PCR

Tabla 3. Primers utilizados para la realizacion de la PCR estandar.

Rd
Primer Forward W149 5’-CAT CCC ACC TGA GCT CAC AGA AAG -3°
Primer Reverse W150 5’-GCC TAC AAC AGA GGA GCT TCT AGC -3’

Para cada muestra se afiadié una cantidad determinada de DNA gendmico (X pl) en
funcion de la dilucion de la muestra (dilucidn: 50-100 ng > cantidad a afiadir: 2 ul-1 pl); 16.4-X
pl (en funcion de la cantidad de DNA afiadido) de H;0mq; 4 pl de dNTPs 1.25 mM (dNTP mix,
Takara, Otsu, Shiga, Japdn); 2.5 pl de tampdn 10x (10x Ex Taq Buffer, Takara); 1 ul de cada primer
(Metabion) y 0.1 ul de Taq Polimerasa (Ex Taq, Takara). En el control negativo se sustituyo el

DNA gendmico por H20ma.

Los ciclos de amplificacién fueron los siguientes: 35 ciclos de 3 minutos a 96°C, un ciclo
de 30 segundos a 96°C, un ciclo de 30 segundos a 58°C, un ciclo de 45 segundos a 74°C y un

ultimo ciclo de 10 minutos a 74°C.
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» Comprobacion de la amplificacion del DNA

Para ello se llevd a cabo la migracién de las muestras en un gel de agarosa al 2 % que
contenia 2 g de agarosa, 100 ml de TBE 0.5 % (5 g/I de Tris; 2,752 g/l de acido bérico; 2 ml de
EDTA 0.5M, pH 8) y 4.5 ul de Red Safe (Intron Biotechnology, Seul, Korea).

Se utilizd una cubeta de electroforesis horizontal (Bio Rad, Hercules, CA, USA), que
contenia TBE 0.5 %y, a continuacidn, se cargé un pocillo con 5 pl de un marcador con fragmentos
de DNA de distintos tamafios, desde 25 a 700 pares de bases (bp) (Gene Ruler Low Range DNA
Ladder, Fermentas, Vilna, Lituania). En el resto de pocillos se cargaron 5 pl del producto de la
PCR de cada muestra con tampdn de carga (6:1). Se conectd la cubeta con la fuente de

alimentacién (Power Pac HC, Bio Rad) a 100V durante 30 minutos.

Para el revelado del gel se usé el lector Gel Doc (Gel Doc XR System, Bio Rad) acoplado
a un ordenador con el software Quantity One (Bio Rad). El tamafo de la banda esperado para el

gen Rd es de 298 bp.

» Digestion con la enzima de restriccion Dde | (Desulfovibrio desulfuricans enzime 1)

En un tubo eppendorf de 0.2 ml se afiadieron 8 pul del producto de la PCR de cada
muestra, 0.5 pl de la enzima de restriccién Dde | (10 U/ul; Roche diagnostics, Mannheim,
Alemania), 1 pl de tampdn 10x para enzimas de restriccidon (Sure/Cut Buffer H for Restriction

enzymes, Roche diagnostics) y 0.5 pl de H;0ma. Se realizé la digestion durante 24 h a 37°C.

Para el control negativo, se sustituyeron 4 pl del producto de la PCR y los 0.5 pl de

enzima Dde | por H,0Oma.

» Migracion en un gel de agarosa al 2 %

Se corrieron y se revelaron los geles del mismo modo que se ha descrito en el punto 2
(comprobacién de la amplificacion del DNA). Para ello se utilizaron 10 pl del producto de la
digestion. Los tamafios de bandas esperados para el genotipo salvaje (wild type, wt),

heterocigoto (wt/rd) y homocigoto (rd/rd) se muestran en la figura 9:
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C wt wt/rd rd/rd
298 bp —
289 bp I —
136 bp — —
105 bp — —
47 bp — —

Figura 9. Tamafios de bandas esperados en los distintos genotipos existentes para el gen Rd.

3. Grupos experimentales y administracidon de melatonina

> Estudio I: Efectos del tratamiento crénico con melatonina durante la edad adulta sobre
las  alteraciones = comportamentales, cognitivas, neuromorfolégicas y

electrofisiolégicas y sobre la neurodegeneracion del ratén Ts65Dn

En este estudio, se trataron con melatonina o su diluyente (vehiculo) ratones TS y
controles (CO). La melatonina (Sigma-Aldrich, MO, USA) fue diluida en etanol absoluto y afiadida
al agua de bebida hasta una concentracién final de 100 mg/I. La concentracidn final de etanol
después de diluir la melatonina fue del 0.06 %. Los animales TS y CO del grupo vehiculo
recibieron agua con la misma concentracidn de etanol en los biberones de bebida. La soluciéon
de melatonina se renovaba cada 3-4 dias en biberones de cristal debidamente protegidos de la
luz. Dado que la ingesta media diaria de agua por ratén fue de 5 ml en todos los grupos

experimentales, la ingesta media de melatonina se establecié en 0.5 mg de melatonina/dia.

En este estudio se utilizaron 2 cohortes (tabla 4). La primera cohorte se empleé para
evaluar el efecto de la administracidn crénica de melatonina sobre las alteraciones cognitivas,
comportamentales (actividad, habilidades sensoriales y motoras y ansiedad) vy
neuromorfoldgicas de los ratones TS y CO. La segunda, para analizar el efecto de la
administracién crénica de esta indolamina sobre las alteraciones electrofisioldgicas (LTP), el

estrés oxidativo cerebral y los niveles del péptido B-amiloide en el hipocampo y en la corteza.
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Tabla 4. Nimero de animales destinados a cada cohorte en el estudio I.

Grupo experimental

Cohorte Experimento

co co TS TS N total
vehiculo melatonina  vehiculo  melatonina ratones
Conducta 14 14 14 14
I Inmunohistoquimica 8 8 8 8 56
Western Blot APP 6 6 6 6
Electrofisiologia 12 12 12 12
I ELISA AB40/42 6 6 6 6 48
ELISA estrés oxidativo 6 6 6 6
Cohorte |

En la primera cohorte todos los animales (14 por grupo; tabla 4) tenian entre 5-5.5
meses de edad al inicio del tratamiento (figura 10) y entre 10-10.5 meses tras la realizacion de
la bateria de pruebas conductuales. Los animales recibieron melatonina o vehiculo durante 16
semanas antes del inicio de las pruebas conductuales. Ademas, el tratamiento se mantuvo
durante las 4 semanas que durd la bateria conductual. Finalizada la bateria de pruebas
conductuales, se perfundieron 8 animales de cada grupo y los cerebros se utilizaron en los
experimentos de inmunohistoquimica. Los 6 animales restantes de cada grupo siguieron con el
tratamiento hasta los 12 meses de edad y posteriormente fueron sacrificados para medir los

niveles de expresion de la proteina APP en la corteza y en el hipocampo.
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Edad
(meses) 5-5.5 8-8.5 10-10.5 12
Dia 0 85-100 110-113 117-128 131-133 134-140 141 210
Actimetria Laberinto acuatico CFC Recogida de ‘
de Morris orinas EaCiioie
Comienzo Inmunohisto
tratamiento Pruebas quimica

sensorimotoras

Rotarod e
Tabla de Western Blot

agujeros
Laberinto
elevado en cruz

Figura 10. Protocolo experimental de la cohorte | de ratones TS y CO que recibio el tratamiento crénico
con melatonina durante la edad adulta.

Cohorte Il

En la segunda cohorte los animales (12 por grupo; tabla 4) fueron tratados desde los 6.5
meses de edad hasta los 12 meses, momento en el que se realizaron los estudios
electrofisioldgicos. De cada uno de los 12 animales de cada grupo, la mitad del cerebro se utilizd
para realizar los experimentos electrofisioldgicos y la otra mitad del cerebro (incluyendo el
hipocampo y la corteza) se disecciond y conservé a -80°C para llevar a cabo la determinacion de
los niveles de estrés oxidativo y de los péptidos B-amiloides mediante técnicas de inmunoensayo

en 6 cerebros correspondientes a 6 animales distintos de cada grupo respectivamente.

Edad
(meses) 6-6.5 12
Dia 1 1{) '

Comienzo
tratamiento

Sacrificio
Electrofisiologia

ELISAs AB péptidos
ELISA estrés oxidativo

Figura 11. Protocolo experimental de la cohorte Il de animales TS y CO que recibié el tratamiento crénico
con melatonina durante la edad adulta.
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> Estudio Il: Efectos del tratamiento cronico con melatonina durante las etapas pre- y

post-natales sobre las alteraciones comportamentales y cognitivas del ratén Ts65Dn

En este estudio se administré melatonina o vehiculo por via oral a las hembras gestantes
desde el dia de la concepcidn y durante todo el periodo de gestacién y lactancia siguiendo la
misma pauta de administracién descrita en el estudio I. Después del destete, se tratd a todos los
machos de la descendencia hasta que empezaron las pruebas conductuales (4.5 meses) y
durante todo el periodo que duraron las mismas (4 semanas), de tal manera que estuvieron
recibiendo melatonina o vehiculo a través de la recibida de su madre o de la administrada

directamente a ellos después del destete un total de 5.5 meses (figura 12).

Edad

(meses) 4 4.5 5

LY — 21 28-48 122-133 134-137 141-152  155-157 160

Gestacion
. v Destete \L Actimetria Laberinto acudtico CFC \
Apar:‘eaadr:l;:nto Nacimiento Cariotipaje de Morris -
=
Pruebas
sensorimotoras

Rotarod

Campo abierto
Tabla de agujeros
Laberinto en cruz

Figura 12. Protocolo experimental llevado a cabo en los animales TS y CO que recibieron el tratamiento
cronico con melatonina desde la etapa pre-natal hasta la edad adulta.

4. Estudios conductuales

Con el fin de prevenir el sesgo, todas las pruebas conductuales se llevaron a cabo a ciegas

respecto al tratamiento y genotipo.

4.1. Pruebas sensorimotoras

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

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

> Respuesta de alcance

Mediante esta prueba se valord la funcidn del cerebelo, sistema vestibular y laberinto
de los animales. Consistid en sujetar suavemente al ratén por la cola y desde una altura de 10-

15 cm, acercarlo a una superficie lisa. Se valoraba el momento en que el animal extendia las

84



Material y métodos

patas delanteras otorgando una puntuacion de: (4) si el animal las extendia en cuanto se iniciaba
el acercamiento a la superficie, (3) si las extendia antes de contactar los bigotes con 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.

> Prueba de sensibilidad tdctil

Esta prueba evalla la sensibilidad tactil a partir de la valoracidn 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 ratdn. 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 metalicos a una distancia de 10 cm
por encima de su cabeza. Se otorgd una puntuacién de (3) si el animal presentaba una respuesta
positiva y saltaba mas de 1 cm, (2) si el salto era de menos de 1 cm, (1) si aparecia el reflejo de
sobresalto (reflejo de Preyer), que consiste en retraer el pabelldn auditivo y (0) si no respondia

en absoluto.

> Reflejo de enderezamiento

Para evaluar posibles alteraciones vestibulares se colocé al animal sobre una rejilla de
acero inoxidable situada a 10 cm sobre el suelo. Se cogid al animal por la cola y se realizé un giro
de 180° dejandole caer sobre una superficie blanda. Se evalud la capacidad del ratén de
enderezarse en el aire y caer sobre las cuatro patas. Se otorgd una puntuacion de (0) si caia
sobre las cuatro patas, (1) si caia sobre un lado, (2) si caia de espaldasy (3) si no se daba la vuelta

al ser colocado de espaldas sobre una superficie plana (reflejo de enderezamiento en superficie).

> Fuerza de agarre

Para esta prueba se utilizd una rejilla de barras de acero inoxidable situada de manera
que presentara una inclinacién de 45°. Se colocd al ratén sobre ella y se tiré suavemente de la
cola valorando la fuerza con que el ratdn se agarraba con las patas delanteras ejerciendo
resistencia a ser separado de ella. Se puntud (4) si el agarre era muy eficaz, (3) si se agarraba
activamente, (2) si lo hacia de forma moderada, (1) si se agarraba levemente y (0) si no se

agarraba.
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> 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 didmetro y 50 cm de largo (figura 13). Ambas barras se situaron
a 40 cm del suelo sujetando los extremos con unos soportes de 2 x 2 cm? que permitian al ratén
colocarse sobre ellos en el caso de alcanzar alguno de los extremos. En ambas barras se marcé
una zona central de 10 cm. Se realizaron dos ensayos de 20 segundos en cada barra empezando
por la de madera y con un periodo de 2-4 minutos entre los ensayos. El ratén se depositaba en
el centro de la barra, con las cuatro patas sobre ella. En caso de caida se anotaba la latencia en
segundos. La puntuacion fue: (0) si el animal caia antes de 20 segundos, (1) si se mantenia en la
barra sin salir de los limites centrales, (2) si salia de la zona central sin llegar a los extremos y (3)

si llegaba a los extremos. La puntuacion maxima para cada una de las barras fue de (6).

Figura 13. Bateria de pruebas sensorimotoras. A) Prueba de equilibrio sobre barra de madera, B) y sobre
barra de aluminio. C) Prueba de la percha.

> Reflejo prensil y capacidad de traccién

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

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

Se utilizé la misma percha que en la prueba anterior pero, en este caso, la barra
horizontal se dividié en 8 zonas de 5 cm cada una. Se situd al ratén en el centro de la barra
colgado por las patas delanteras. En un Unico ensayo de 60 segundos se midid: la latencia de
caida, el nimero de desplazamientos (se considerd desplazamiento cuando el ratéon cruzaba una

de las zonas marcadas) y la latencia en llegar a uno de los extremos (figura 13C).

» Coordinacién motora: rotarod

Esta prueba se utilizé para evaluar la coordinacién motora de los animales siguiendo el

protocolo descrito por Martinez - Cué et al. (2013).

Para ello se utilizé un Rotarod (UgoBasile, Comerio, VA, Italia). El aparato consta de un
rodillo de plastico, con una superficie estriada para facilitar el agarre, de 37 cm de longitud que
gira a distintas velocidades dividida por 6 discos de plastico de 12 cm de didmetro que separan
la barra en 5 compartimentos, en cada uno de los cuales se puede introducir un ratén y medir
la ejecucion de 5 animales a la vez (figura 14). Este aparato tiene incorporados cinco contadores

individuales de tiempo que se detienen cuando el animal cae del rodillo.

Se llevaron a cabo cuatro ensayos en una Unica sesion. En el primer ensayo se colocé al
animal en el rodillo a una velocidad de 5 r.p.m. y se le entrend para que permaneciera en el
aparato durante un tiempo maximo de permanencia de 60 segundos. A continuacién se
realizaron otros dos ensayos de otros 60 segundos a velocidades constantes de 20 y 40 r.p.m.
respectivamente. El dltimo ensayo consistié en un ciclo de aceleracién en el que el rodillo iba
girando progresivamente a mas velocidad (hasta llegar a un maximo de 40 r.p.m.) y el animal
tenia que adaptarse a las crecientes exigencias de la prueba. El tiempo maximo de permanencia

permitido era de 300 segundos, momento en el que se alcanzaba la velocidad maxima.
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Figura 14. Prueba de coordinacién motora: Rotarod.

> Actividad espontdnea: actimetria

En esta prueba se evalud la variacion circadiana de la actividad locomotora de los
animales en un ciclo completo de 24 horas (12 horas de luz y 12 horas de oscuridad) mediante
unos actimetros (Inframot, TSE, Alemania). Este sistema consta de unos sensores infrarrojos que
registran la actividad y los desplazamientos espaciales de los animales por la irradiacion
infrarroja que emite el calor corporal que se genera tras el movimiento. Se midié la actividad en
4 jaulas simultdneamente, una jaula bajo cada unidad sensora. Cada jaula contenia un animal
de distinto grupo experimental y el comienzo de la medicién fue aproximadamente en la
segunda hora de la fase oscura del fotoperiodo (9 a.m.). 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 jaula por hora que correspondia a un solo animal.

4.2. Actividad general y ansiedad: campo abierto y laberinto elevado en cruz

> Campo abierto

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

procedimiento descrito por Martinez - Cué et al. (2013).

El campo abierto consistia en una superficie cuadrada de 55 cm de lado rodeada de unas
paredes de 25 cm de altura (figura 15). El aparato era de madera de color blanco. El suelo estaba
dividido en 25 cuadrados de 11 cm de lado. En una Unica sesién de 5 minutos se midio la
distancia recorrida por el centro y por la periferia del aparato y las incorporaciones (niumero de

veces que el ratdn se endereza sobre sus patas traseras). El aparato se ilumind con dos fuentes
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de luz para someter al animal a una situacién estresante. Todos los ensayos fueron grabados en
video y posteriormente se analizé el tiempo, la distancia recorrida en centro y periferia del
aparato y la velocidad de cada animal con el programa de andlisis de imagen Anymaze (ANY-

maze®, Stoelting CO, USA).

__

Figura 15. Prueba del campo abierto. En la imagen se puede observar a un raton deambulando por la
periferia (A) y realizando una incorporacion (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. (2013).

Este aparato estd 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 40 cm sobre
el suelo (figura 16). La prueba consistié en un Unico ensayo de 5 minutos en el que se colocé al
ratdn en el centro del aparato y se contabilizd el nimero de entradas y el tiempo que
permanecié en los brazos abiertos y cerrados. Por otro lado, se analizaron los componentes

cognitivos de la ansiedad, es decir, las conductas de defensa y de evaluacidn de riesgo que
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realizan los animales como son el nimero de alzamientos (rearings), las conductas de
aproximacion-retirada desde las zonas protegidas del laberinto (stretch attend postures, SAP) y
el nimero de veces que asoman la cabeza por los brazos abiertos (head-dippings). Como criterio
se considerd que la entrada a cada brazo se debia producir con las 4 patas. Todos los ensayos
fueron grabados en video y posteriormente se analizaron la distancia recorrida en brazos
abiertos y cerrados y la velocidad de cada animal con el programa de analisis de imagen

Anymaze (Stoelting).

Figura 16. Prueba del laberinto en cruz. En la imagen se puede observar al animal realizando un “head-
dipping” (A), entrando a un brazo abierto (B) y realizando una conducta de aproximacién-retirada (C).

4.3. Atencidn y actividad exploratoria: tabla de agujeros

Se evalué la actividad exploratoria en la tabla de agujeros siguiendo el protocolo

previamente descrito por Martinez - Cué et al. (2013).

El aparato consistié en una caja de madera (32 x 32 x 30 cm) con cuatro agujeros
equidistantes de 3 cm de diametro en el suelo (figura 17). 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 realizada en el aparato: distancia recorrida y el niUmero de incorporaciones. Todos los
ensayos fueron grabados en video y posteriormente se analizé la distancia recorrida por cada

animal con el programa de andlisis de imagen Anymaze (Stoelting).
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Figura 17. Prueba de la tabla de agujeros. En la imagen se observa un animal realizando una exploracion
o head dipping.

Para evaluar la atencidon de los animales se calculé el nimero de repeticiones de
agujeros previamente explorados (indice ABA). Dado que el indice ABA estd determinado por la
exploracién general, es decir, a mas exploraciones, mas repeticiones, este indice se corrigié

dividiéndolo entre el nimero de exploraciones totales (ABA/nimero de exploraciones).

4.4. Aprendizaje y memoria: laberinto acuatico de Morris y prueba de condicionamiento

del miedo

» Aprendizaje y memoria espacial: laberinto acudtico de Morris

La valoracién del aprendizaje y la memoria espacial se realizé utilizando una version
modificada del laberinto acuatico de Morris (Morris Water Maze, MWM; Morris, 1984). El
modelo del laberinto de agua refleja la complejidad de la navegacién espacial, mostrando cémo
los animales se orientan eficientemente en el espacio mediante su capacidad de establecer y
retener asociaciones entre estimulos ambientales. A pesar de tratarse de una tarea motivada
aversivamente que causa cierto grado de estrés, lo que podria estar influyendo en su ejecuciodn,
este paradigma resulta muy util para investigar los mecanismos neurobioldgicos implicados en

el aprendizaje y la memoria espacial.

El aparato consiste en un tanque metalico circular de 120 cm de didmetro que contiene
agua tefida con dos litros de leche hasta una altura de 25 cm y a una temperatura constante de
22-24°C (figura 19). 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. Cada dos sesiones se

cambid el agua del tanque.
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La versidn utilizada en los dos estudios que incluye esta tesis consta de ocho sesiones

de adquisicidn y cuatro sesiones de aprendizaje guiado (figura 18).

a) Sesiones de adquisicion

En las sesiones de adquisicion (51-S8), la plataforma permanecié sumergida unos 2 cm
por debajo del nivel del agua. Durante las sesiones de adquisicidn la posicién de la plataforma
variaba cada dia entre cuatro posiciones posibles (E, SO, centro y NO, figura 18). En cada sesién
de adquisicidn los animales realizaron 4 pares de ensayos con un total de 8 ensayos en cada una.
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 ratdon encontraba la plataforma se le dejaba permanecer sobre ella durante
20 segundos y en caso de no localizarla se sacaba al ratdn 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 ratdn se situaba en una jaula con serrin y cerca de una estufa durante 30
minutos. En cada sesidn, 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.

Con este protocolo utilizado es posible valorar la memoria de referencia, analizando la
ejecucién de los ratones a lo largo de las sesiones (la media de todos los ensayos de cada sesion),
ya que cada dia la plataforma cambia de posicion y los animales tendran que aprender la nueva
localizacién de la plataforma. Este protocolo también permite medir la memoria de trabajo,
analizando la ejecucidn de los ratones a lo largo de todos los ensayos de una misma sesion (la
media de cada ensayo en las 8 sesiones), ya que el animal busca la plataforma en los primeros
ensayos, codifica su localizacién y la recuerda durante el resto de los ensayos de cada sesion.
Asi, la memoria de referencia es independiente de los ensayos y permite aprender el método
general para la ejecucién de la tarea. En cambio, la memoria de trabajo es una memoria
temporal que depende de cada ensayo. Segln van progresando las sesiones, el animal debe
construir una representacion estable o a largo plazo 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 posicién mas reciente en la que la plataforma estaba

situada. Por ultimo, a lo largo de las sesiones el animal debe aprender a inhibir conductas
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inadecuadas, como evitar nadar cerca de las paredes del tanque (tigmotaxis) para localizar la
plataforma y elegir otra estrategia mas adecuada para su localizacién, que constituiria el

aprendizaje de procedimiento.
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Figura 18. Esquema del protocolo utilizado en la prueba del laberinto acuatico de Morris. A) Sesiones de
adquisicion y B) sesiones de aprendizaje guiado.

b) Sesiones de aprendizaje guiado

En las sesiones de aprendizaje guiado la plataforma era visible (el nivel de agua del
tanque se situaba 2 cm por debajo de la plataforma, figura 19) y su posicion se indicaba mediante
una bandera de 9 x5 cm de lado de colores llamativos situada sobre un mastil de 10 cm de altura
colocado en una de las esquinas de la plataforma. Se realizaron 4 sesiones (sesiones 9-12) de 4
pares de ensayos cada una. El procedimiento experimental fue idéntico al empleado en las

sesiones de adquisicién.
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Figura 19. Prueba del laberinto acuatico de Morris. A) Secuencia de una sesidn de adquisicion en la que
el animal nada hasta encontrar la plataforma localizada 2 cm por debajo del nivel del agua. B) Secuencia
en una sesién de aprendizaje guiado en la que la plataforma se encuentra por encima del nivel del agua 'y
estd sefialada con una bandera.

> Prueba de condicionamiento del miedo (Contextual Fear Conditioning, CFC)

En esta prueba se utilizé el protocolo descrito por Salehi et al. (2009). Se realizo la
prueba de condicionamiento de miedo a un contexto y a un tono mediante el sistema de
condicionamiento de miedo de Stoelting (Fear Conditioning Apparatus, Stoelting) y el programa
de seguimiento de video Anymaze (Stoelting). El aparato consistia en una cdmara insonorizada
de dimensiones 44 x 54 x 54 cm con cuatro paredes que se podian cambiar de apariencia y un

suelo de rejilla metalica a través de la que se podia administrar descargas eléctricas (figura 20).

La prueba consté de tres sesiones: una de entrenamiento, una de test de la asociacién
tono-descarga y una de test de la asociacién contexto-descarga. En la primera sesion o de
entrenamiento se dejo que los animales deambularan libremente por el aparato en el que se
habian colocado paredes de franjas blancas y negras verticales durante 3 minutos (figura 20). A
continuacion se realizaron 5 ensayos de asociacién tono-descarga. En cada uno de estos ensayos
se emitio un sonido durante 20 segundos (70 dB, 2 kHz) y 18 segundos después se administro la
descarga (0.5 mA, 50 Hz, 2 segundos). En la segunda sesién (test de asociacidén tono-descarga)
los animales fueron colocados en el mismo aparato pero esta vez con un nuevo contexto
(paredes de color gris liso) y se realizaron 3 ensayos. En cada uno de ellos se emitié un tono de
las mismas caracteristicas y duracidn que el dia del entrenamiento, pero posteriormente no se
les administraba descargas eléctricas. En la Ultima sesidn (test de asociacidon contexto-descarga),

se colocd a los animales durante 5 minutos en el mismo contexto que durante la sesién de
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entrenamiento (paredes con rayas blancas y negras verticales) y no se emitié ninglin tono o
descarga. Para evaluar la respuesta de condicionamiento de miedo se cuantificé el tiempo de
inmovilidad (freezing) de los animales durante las sesiones 2 y 3 como medida de asociacion
entre el estimulo incondicionado (descarga) y los condicionados (tono en la sesidén 2 y contexto
en la sesidn 3). El freezing se define como la ausencia total de movimiento corporal, excepto

aquel requerido por la respiracién.

Figura 20. Fear Conditioning Apparatus. Urna de metacrilato en el interior de la cdmara insonorizada con
las paredes de franjas blancas y negras (sesién 1y 3) y la rejilla a través de la cual se administran las
descargas eléctricas (sesion 1).

5. Registro electrofisioldgico de la actividad neuronal del hipocampo: potenciacién a largo

plazo (Long Term Potentiation, LTP)

La electrofisiologia extracelular in vitro es una técnica que permite monitorizar los
potenciales de accién (output) de poblaciones de neuronas concretas obtenidos tras la
aplicacion de un estimulo. En nuestro estudio, los registros electrofisiolégicos se llevaron a cabo
en rodajas de hipocampo de un grosor determinado que permite mantener intacto el circuito
trisindptico, que consta de tres vias principales a través de las cuales viaja la informacién hasta
integrarse en el cerebro de forma permanente. La LTP es la base electrofisiologica del
aprendizaje dependiente del hipocampo y nuestro interés se ha centrado en estudiar la
transmision sindptica de la via colateral de Schaffer, que se proyecta desde las células de la
region CA3 a las células piramidales de la region CA1 (figura 21). Para ello, se estimulé la via

colateral de Schaffer en la regién CAl vy se registrd la actividad eléctrica en la misma area CA1l.
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Figura 21. Circuito trisinaptico del hipocampo. Se muestran las principales regiones del mismo (CA1, CA3
y DG) y se ejemplifican las tres sinapsis del circuito trisindptico. Modificada de Dierssen (2012).

La técnica consistid en inducir una LTP mediante la administracion de un TBS (Theta
Burst Stimulation) que consiste en un tren de estimulos que simula la excitacién que tiene lugar
en estas células durante los procesos de aprendizaje y memoria. Posteriormente, se registraron
los potenciales postsindpticos excitatorios evocados (field Excitatory Postsynaptic Potentials,

fEPSPS).

> Obtencion de las rodajas de hipocampo

Los animales fueron rapidamente sacrificados por decapitacidn, se extrajo el cerebro, se
diseccioné el hipocampo de uno de los hemisferios cerebrales y se seccioné con un chopper
(Proquinorte, Bilbao, Espafia) para obtener rodajas transversales de 400 um, que fueron
transferidas a una placa de Petri con liquido cefalorraquideo (LCR) artificial (NaCl 120 mM, KCl
3.5 mM, NaH,P0O4 1.25 mM, MgS0,4 1.3 mM, CaCl, 2.5 mM, glucosa 10 mM y NaHCOs3 26 mM,
pH 7.5) oxigenado (95 % O,, 5 % CO;) donde se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1

hora antes de comenzar los registros electrofisioldgicos.

» Fabricacion de electrodos de registro

Los electrodos utilizados para registrar la actividad eléctrica se fabricaron a partir de
micropipetas de borosilicato de 1 mm de didmetro (WPI, Worcester, MA, USA) obtenidas
mediante un estirador vertical automatico de pipetas (Scientific Instrument Lab., Narishige,
Japan). La longitud y formas dptimas de la punta del electrodo se obtuvieron aplicando una
intensidad de calor de 4.5 y una fuerza magnética de 0. El electrodo se rellené con NaCl 3M (1-

4 MQ) y se conectod al sistema de amplificacion.
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» Induccidn de LTP en el drea CA1 del hipocampo

Para evaluar los efectos del tratamiento crénico con melatonina sobre la LTP hipocampal

se utilizé una modificacion del protocolo descrito por Costa y Grybko (2005).

Se transfirié una rodaja de hipocampo a una camara de perfusién (Harvard Apparatus,
ciudad, USA) donde se mantuvo a una temperatura de 30°C con un flujo constante de LCR
oxigenado de 1 ml/minuto. Para estimular la via colateral de Schaffer se situé un electrodo
bipolar de estimulo en el stratum radiatum del area CA1l del hipocampo, mientras que el
electrodo de registro se situé a unas 600 - 800 um del electrodo de estimulo en la regién CA1

para registrar los fEPSPs (figura 22).

Figura 22. Esquema de la posicidn de los electrodos de estimulo y de registro en el hipocampo durante el
registro de la LTP.

El proceso de registro consté de tres fases:

1) Establecimiento de la linea basal: para ello se aplicaron pulsos (100 ps) con una

frecuencia de 0.033 Hz (1 pulso cada 30 segundos) durante 20 minutos.

2) La potenciacidn a largo plazo fue inducida por un TBS que consistié en la aplicacion
de una serie de trenes de pulsos con elevada frecuencia. Se aplicaron 10 trenes de 5 pulsos (100

us, 100 Hz) con 200 ms entre el inicio de cada tren de pulsos.

3) Aplicacién de los parametros de la condicion basal: 1 pulso (100 us) cada 30 segundos

(0.033 Hz) durante 80 minutos.
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La respuesta neuronal obtenida, en forma de sefal eléctrica, fue visualizada gracias a un
osciloscopio (HM302-2, Hameg GmbH, Frankfurt, Alemania), recogida y amplificada (AC-DC
Amplifier AE-2, Cibertec, Madrid, Espafia) hasta 100 veces. En el proceso de amplificacidn, la
sefial se filtré para eliminar las frecuencias demasiado bajas (<1 Hz) y demasiado altas (>3 KHz).
La sefial fue digitalizada (CED Micro 1401, CED Limited, Cambridge, England) y registrada en un
ordenador con el programa Spyke2 5.04 (Cambridge Electronic Design Limited, Cambridge, UK).
Las pendientes de los fEPSPs se expresaron como porcentajes de cambio respecto a los valores

de referencia registrados durante el establecimiento de la linea base.

6. Estudios de inmunohistoquimica

6.1. Preparacion de 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, KCl 2 g/I, Na;HPO,4 6.1 g/1). Se utilizd para este procedimiento una bomba peristaltica
ISMATEC ISM 829 (IDEX Health & Science, Wertheim, Alemania) a un flujo constante de 5
ml/minuto. Después de la perfusion, todos los cerebros fueron post-fijados con
paraformaldehido a 4°C 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.

Se realizaron secciones coronales de 50 um de grosor en criostato de todo el hipocampo
y de 30 um de grosor de todo el septo medial. Los cerebros fueron depositados en solucién

crioprotectora (etilenglicol 25 %, glicerol 25 %, PBS 1X 50 %) y almacenados a -20°C hasta su uso.

6.2. Tincion de Nissl

Para calcular el area de la zona subgranular (SGZ) de cada animal (método de Cavalieri),
se llevd a cabo una tincidon Nissl en una de las nueve series de hipocampo elegida
aleatoriamente. Para ello, se montaron las secciones sobre portas gelatinizados (sin cubrirlos) y
se dejaron secar 48 horas. Después, los portaobjetos fueron sumergidos durante 12 minutos en
azul de toloudina, un colorante que se une al RNA contenido en los ribosomas, y por tanto tifie
el nucleo, el nucléolo y los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso. A continuacion, se
realizd 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
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de gradacion ascendente (70°, 96° y dos bafios de 100° respectivamente). Después se pasaron
por dos bafos sucesivos con el disolvente orgdnico xileno, también durante 2 minutos.
Finalizada la exposicidn, las muestras se cubrieron con la resina sintética DPX (Distrene 80,
Platicizer, Xylene, DPX, medio de montaje rapido, base tolueno; Panreac, Barcelona, Espafia) y

un cubreobjetos y se dejaron secar durante 2 dias.

Posteriormente, se realizaron fotografias del DG de cada una de las secciones incluidas
en cada porta, empleando el microscopio dptico (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss Microscopy,
LLC, Estados Unidos) con un objetivo de 4x (figura 23). A continuacidn, se midié la longitud de la
SGZ con la ayuda del software Imagel NIH (version 1.33, NIH, Bethesda, MD, USA,
http://rsb.info.nih.gov/ij) y de una tableta digital (Mouse Pen 8x6, Genius) de cada uno de los

cortes contenidos en una serie.

Figura 23. Imagen de microscopia dptica (4x) de una seccidn de DG con tincion de Nissl en la que se aprecia
la SGZ.

Dado que el grosor de los cortes de hipocampo fue de 50 um y el numero total de series
por hipocampo fue 9, la separacidn entre dos secciones consecutivas de la misma serie quedd
establecida en 450 um. Posteriormente se calculd el area total de la SGZ aplicando la siguiente

férmula:

Asez: T*ZLi,‘

donde T es igual a 450 um o 0.45 mm y ZLi el sumatorio de todas las longitudes de SGZ

medidas en cada uno de los cortes de una serie.
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6.3. Técnicas de inmunohistoquimica

» Inmunofluorescencia

Las técnicas de inmunohistoquimica con fluorescencia se basan en el uso de anticuerpos
secundarios conjugados con complejos fluorescentes que se visualizan con el microscopio de

fluorescencia o con el microscopio confocal.

En los estudios de proliferacién y diferenciacién neuronal en el hipocampo, se utilizaron
varios anticuerpos primarios que marcaban o se unian a distintas poblaciones celulares (figura
24). Para identificar la densidad de células en proliferacion en la SGZ se utilizé un anticuerpo anti

Ki67 (tabla 5), una proteina nuclear que se expresa en las células proliferativas en todas las fases

del ciclo celular activo (G1, S, G2 y M) y estd ausente en las células con ciclo celular inactivo (GO).
Para la identificacion de distintas poblaciones de neuroblastos en diferenciacion o neuronas
inmaduras en el DG se realizd una doble inmunohistoquimica con anticuerpos anti doblecortina
(DCX) y anti calretinina (CLR; tabla 5). DCX es una proteina asociada a microtubulos que se
expresa en los estadios iniciales de diferenciacién, cuando las neuronas comienzan a extender
sus dendritas. Posteriormente, comienza la expresion de CLR, una proteina de union al calcio
que se expresa transitoriamente en células granulares post-mitéticas que presentan fenotipo

neuronal pero que aun se encuentran en proceso de diferenciacién y no han alcanzado un

fenotipo de neurona madura.

Por lo tanto, el doble marcaje con DCX y CLR nos permite identificar distintas

poblaciones neurogénicas en el DG:

- DCX'/CLR > precursores neurogénicos.
- DCX'/ CLR™> neuronas post-mitdticas en diferenciacion.
- DCX/CLR*-> poblacién algo mas diferenciada que las anteriores y que corresponde con

un periodo demasiado corto, por lo que el nimero de estas neuronas es muy bajo.
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Figura 24. Ciclo vital de los precursores granulares del giro dentado. Desde su nacimiento en la SGZ del
DG del hipocampo hasta que finaliza el proceso de diferenciacidon neuronal, la progenie del precursor
granular avanza a través de una serie de etapas secuenciales. Como se observa en esta imagen, podemos
distinguir cada uno de los estadios atendiendo a criterios morfolégicos y a la expresién de ciertos
marcadores caracteristicos de cada etapa.

Para identificar neuronas granulares maduras en la capa de células granulares (Granular
Cell Layer, GCL), se utilizé el marcador DAPI, un marcador nuclear que se une a las regiones de
alta repeticion A=T del DNA en los cromosomas y que al excitarse con luz ultravioleta produce

fluorescencia azul.

Por ultimo, para identificar botones sindpticos inhibitorios y excitadores en la capa
molecular (Molecular Layer, ML) del DG se utilizaron anticuerpos anti-GAD65 y anti-VGIUT1,
respectivamente (tabla 5). El primero de ellos es un marcador pre-sinaptico de una de las
isoformas de la Descarboxilasa de Acido Glutdmico (GAD) que cataliza la conversién de acido y-
aminobutirico (GABA), el principal neurotransmisor inhibitorio en el cerebro. El segundo, es un
marcador que corresponde al Transportador Vesicular de Glutamato 1 (VGLUT 1), el
neurotransmisor excitador mas abundante del SNC de mamiferos. Ambos marcadores no
colocalizan y permiten conocer el balance inhibitorio-excitador de los inputs que conectan con

las células granulares a nivel de la ML.
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Con todos estos marcadores se utilizaron anticuerpos secundarios conjugados con Alexa

(tabla 5).

Tabla 5. Anticuerpos primarios y secundarios utilizados en las técnicas de inmunofluorescencia

Inmunofluorescencia Anticuerpos primarios

Anticuerpos secundarios

Rabbit monoclonal anti-KI67

Donkey anti-rabbit Alexa Fluor® 488-
conjugated IgG,

Ki67 1.7
° §\1e05h(3|)arkers UK (1:1,000)
! Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Donk i- Al Fluor® 594-
Goat polyclonal anti-Doublecortin on. ey anti-goat Alexa Fluor® 59
conjugated IgG
(1:250)
Santa Cruz, USA (1:1,000)
! Molecular Probes, Eugene, OR, USA
DCX/CLR
Donk i- it Al Fluor® 488-
Rabbit polyclonal anti-Calretinin on. ey anti-rabbit Alexa Fluor® 488
conjugated IgG
(2:3,000)
Swant, Suiza (1:1,000)
! Molecular Probes, Eugene, OR, USA
Guinea pig polyclonal anti-Vesicular ~ Goat anti- guinea pig Alexa Fluor® 488-
Glutamate Transporter conjugated IgG
(2:2,500) (1:1,000)
Chemicon, Temecula, CA, USA Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
VGLUT1/GAD65

Mouse monoclonal anti-Glutamic
Acid Decarboxylase 65

(1:50)

Chemicon, Temecula, CA, USA

Donkey anti-mouse Alexa Fluor® 594-
conjugated IgG

(1:1,000)

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

El protocolo general utilizado para la inmunohistoquimica de fluorescencia es una
modificacién del descrito por Llorens-Martin et al. (2006). En primer lugar, se seleccionaron
aleatoriamente una de las nueve series de hipocampo cortadas previamente. Los cortes se
lavaron con PB 0.1 M (PB 0.1 M: NaH,PO4*H,0 2.65 g/l, K;HPO,4 14 g/l) y, a continuacidn, se
preincubaron con PBTBSA durante 5 minutos: PB 0.1M con tritdn (Tritdn 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. Después se incubaron las secciones con el anticuerpo primario en PBTBSA
(500ul/pocillo) en agitacién sobre un orbital durante 1 hora a temperatura ambiente v,
posteriormente, durante 72 horas a 4°C. En los casos en los que se realizd doble
inmunohistoquimica, los tejidos fueron incubados con los 2 anticuerpos primarios al mismo
tiempo (tabla 5). Una vez finalizada la incubacién, se realizaron 5 lavados con PBTBSA. A

continuacidn, se incubaron las secciones con el anticuerpo secundario correspondiente en cada
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caso en PBTBSA en agitacidon sobre un orbital durante 1 hora a temperatura ambiente y
posteriormente durante 24 horas a 4°C. Al igual que con el anticuerpo primario, en los casos en
los que se realizé doble inmunohistoquimica los tejidos fueron incubados con los 2 anticuerpos
secundarios al mismo tiempo (tabla 5). Una vez finalizado el periodo de incubacion se realizaron
3 lavados con PB 0.1 My se incubaron los tejidos con 4',6-diamidino-2-fenilindol diclorhidrato,
DAPI (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 1:1000 en PB 0.1 M en agitacidn sobre un orbital durante
12 minutos a temperatura ambiente. Después, se realizaron 3 lavados con PB 0.1 M. Para
eliminar la autofluorescencia debida a la acumulacién de lipofuscina (lipopigmento que se
encuentra en altas concentraciones en ratones de edad avanzada o con signos de
envejecimiento temprano, como el ratdn TS) se llevd a cabo 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 % y a continuacion se incubaron
con el reactivo previamente descrito durante 5 minutos. Se realizaron 3 lavados de 1 minuto con
etanol al 70 % y otros 3 lavados con PB 0.1 M. Por ultimo, se montaron los cortes en
portaobjetos, ordenados desde la parte mas rostral a la mas caudal del hipocampo y se
cubrieron con cubreobjetos utilizando gerbatol (glicerol 0.3 g/ml; Mowiol 0.13 g/ml; Tris-HCI 0.2

M pH 8.5 al 66 %).

» Inmunohistoquimica con DAB. Deteccion de neuronas colinérgicas.

Esta técnica precisa un sistema enzimatico que utiliza la peroxidasa que, en presencia
de una sustancia que actia como cromdgeno, cambia de color en el lugar de la reaccion,

permitiendo asi la visualizacion de las estructuras a estudiar mediante microscopia dptica.

Para la identificacién de neuronas colinérgicas, se utilizé un anticuerpo que se une al
enzima acetilcolina transferasa (Choline Acetyl Transferase, ChAT) que participa en la sintesis de

acetilcolina y es especifico de las terminaciones nerviosas colinérgicas.

Primero se selecciond al azar una de las seis series de septo medial que habian sido
cortadas previamente y se realizaron 3 lavados en PBS 1X con tritén al 0.2 % (PBS-Tx) para
permeabilizar el tejido. A continuacion, se bloqued la actividad peroxidasa endégena con H,0,
al 3% en PBS-Tx durante 10 minutos y después se realizaron 3 lavados con PBS-Tx. Para bloquear
las uniones inespecificas se preincubaron las secciones con 20 % de suero normal de burro
(Normal Donkey Serum, NDS, Chemicon International, MA, USA) en PBS-Tx durante, al menos,
45 minutos en agitacidn orbital. Después se realizaron 3 lavados con PBS-Tx y se incubaron las

secciones con el anticuerpo primario (Goat polyclonal anti-Choline Acetyl Transferase, 1:100,
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Millipore) en PBS1X-Tx con NDS al 10 % durante 24 horas a temperatura ambiente en agitacion
orbital. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBS-Tx y se incubaron las secciones con un
anticuerpo secundario biotinilado (Rabbit anti-goat Biotinilated IgG, 1:250, Vector Laboratories,
Burlingame, CA, USA) en PBS-Tx con NDS al 5 % en agitacidon orbital durante 2 horas a
temperatura ambiente. A continuacidn, se realizaron 3 lavados con PBS-Tx y después se trataron
las secciones con el complejo Avidina-Biotina Peroxidasa (Standard Vecstain ABC Kit, Vector
Laboratories) durante 45 minutos a temperatura ambiente y en agitacién orbital. Al finalizar este
periodo se realizaron 3 lavados con PBS1X sin tritdn. El revelado de estos complejos se puso en
marcha utilizando la especificidad de la reaccién de peroxidacion en presencia del cromégeno
3,3’- diaminobenzidina (DAB). Se afiadid perdxido de hidrogeno (H,02) como sustrato de la
peroxidasa descomponiéndose en O~ y H,0. Esta reaccién de oxidacién del DAB se manifiesta
como depdsitos de color marrén en los lugares especificos donde haya tenido lugar la reaccion
entre antigeno y anticuerpo. Cuando se visualizd la reaccidn, se lavaron los tejidos con PB 0.1
M. Finalmente, se montaron las secciones, ordenadas desde |la zona mas rostral a la mas caudal
y se dejaron secar al aire durante 48 horas. Una vez secados, los portas fueron deshidratados

con alcoholes a diferentes concentraciones y xileno y se cubrieron utilizando DPX.

6.4. Recuentos celulares y técnicas estereoldgicas

6.4.1. Cuantificacion de la proliferacion celular en la SGZ del DG (Ki67)

La cuantificacién de células Ki67 positivas se llevé a cabo usando el método del disector
Optico descrito previamente por Llorens-Martin et al. (2006). El contaje de células se realizd
mediante un microscopio de fluorescencia (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss Microscopy, LLC,
U.S.A) con el objetivo de 40x a lo largo de toda la SGZ. Para la obtencidn de la densidad se dividié
el numero total de células obtenido para una serie entre el drea de SGZ previamente calculado

por serie como se indica en el apartado 6.2.

6.4.2. Cuantificacion de distintas poblaciones de neuronas inmaduras en proceso de

diferenciacion en el DG (DCX/CLR)

Para calcular la densidad de distintas poblaciones de neuronas inmaduras en proceso de
diferenciacion en la SGZ se utilizé el método del disector fisico previamente descrito por Llorens-
Martin et al. (2006) acoplado al microscopio confocal (Leica TCS SP5, Leica Microsystems,

Wetzlar, Alemania).
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En cada animal, se seleccionaron aleatoriamente seis puntos (stacks) de la SGZ donde se
ubicaron los disectores. En cada punto, la superficie de referencia era un cuadrado de 100.01
pm x 100.01 pum con un lado paralelo a la linea de la SGZ. Para tomar las fotografias en el
microscopio confocal se utilizé un objetivo de 63x, un zoom de 2.46 y una resolucién de 1024 x
1024. A continuacidn, en cada punto seleccionado, se tomd una serie de 11 imagenes (Z=17.204
pum), asegurdndose de que la distancia entre dos imdagenes consecutivas fuera lo
suficientemente préxima como para que cada célula apareciera al menos en dos planos

sucesivos (en este caso 1.72 um).

El método estereolégico para el recuento de estas poblaciones neuronales, que
presentan una distribucién irregular, fue el disector en forma de U. Dentro de cada stack, el
recuento de las células se realizé en el plano Z, excluyendo de los contajes las células que
tocaban la parte inferior y dos de los lados del stack (considerandolo como un cubo). Esto se
realizd tomando pares de imagenes y considerando alternativamente una imagen como seccion
de referencia y la otra como seccién de muestra. A continuacion, la imagen de muestra se
convertia en la imagen de referencia de la siguiente pareja de imagenes y asi sucesivamente.
Cuando una célula era contada, seguidamente se marcaba con el fin de evitar que fuese contada
mas de una vez en la serie de imagenes confocales. Se contaron las células DCX positivas, CLR
positivas y positivas para ambos marcadores con ayuda del software de analisis de imagen Image
J. La densidad de las distintas poblaciones de neuronas inmaduras fue expresada como células
DCX positivas y CLR positivas, incluyendo dentro de este ultimo grupo las células positivas para

los dos marcadores y las células positivas solo para la CLR.

Para calcular la densidad celular por area de referencia de cada animal (figura 25) se
dividid el nimero de células de cada poblacidn contadas entre el area de la SGZ contenida en el

disector.

Meuronas inmaduras
Densidad mediade células/ stack =n2 células contadas/area stack

Areastack = ¥X*7

Figura 25. Formula para calcular la densidad de neuronas inmaduras.
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6.4.3. Cuantificacion de neuronas granulares maduras en el DG (DAPI)

La cuantificaciéon de las células granulares maduras, que presentan una distribucion
regular a lo largo del DG se llevd a cabo usando el método del disector fisico acoplado al
microscopio confocal (Leica TCS SPE, Leica Microsystems) previamente descrito por Llorens-

Martin et al. (2006). El disector se aplico a series tefiidas con DAPI.

En cada animal, se seleccionaron aleatoriamente seis stacks en el interior de la capa
granular donde se ubicaron los disectores. Para tomar las fotografias en el microscopio confocal
se utilizd un objetivo de 63x y un zoom de 2.3, con una resolucién de 1024 x 1024. En cada stack,
se tomaron una serie de 10 imagenes confocales (X=75.91 um, Y=75.91 um, Z=7.175 um), siendo

la distancia entre dos planos sucesivos de 0.8 um.

Las imagenes del confocal fueron analizadas en el ordenador con la ayuda del software
Image J. El recuento de las células se realizé a lo largo del eje de la Z utilizando el disector en U,
tal y como se describe en el apartado anterior. El nimero de células granulares obtenido se
refirié al volumen de referencia del disector (este parametro es el volumen del prisma que se
calcula multiplicando el area del marco de conteo por la altura del disector). Mediante la division
del nimero de células contadas entre el volumen del disector se estimé la densidad celular por

volumen de referencia (figura 26).

Meuronas maduras
Densidad neuronas maduras,/stack =n? células contadas/valuren stack

wolumen stack = 1My*s

Figura 26. Formula para calcular la densidad de neuronas maduras.

6.4.4. Cuantificacion de botones Glutamatérgicos y GABAérgicos en la ML del DG

Para cuantificar la densidad de botones GABAérgicos (GAD65*) y glutamatérgicos
(VGLUT1*) se tomaron imagenes con el microscopio confocal (Leica TCS SP5, Leica
Microsystems), utilizando el objetivo de 63x con un zoom de 9 y una resolucion de 512 x 512.
Para cada marcador, se seleccionaron aleatoriamente 4 puntos en la ML del DG, en la zona mas

externa de la capa de células granulares. En cada punto se tomé una imagen.

El analisis de las imagenes se realizé con la ayuda del software Image J. Ambos

marcadores nunca colocalizan. Para determinar el d4rea ocupada por botones con
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inmunofluorescencia positiva para VGLUT1 y GADG65 se realizd un circulo de referencia con un
drea de 325 um?. Las imagenes se convirtieron previamente a escala de grises para detectar con
mayor exactitud la sefial y diferenciarla del ruido de fondo. Ambos marcadores se midieron por
separado, aplicando el mismo umbral para todas las imagenes y los resultados se expresaron
como porcentaje del area de referencia ocupada por botones VGLUT1 y GAD65 positivos en cada

Caso.

6.4.5. Cuantificacion de neuronas colinérgicas (ChAT) en el septo medial del

prosencéfalo basal

La estimacion cuantitativa del nimero total de neuronas ChAT-positivas en el septo
medial se determind con la ayuda de un microscopio éptico (Zeiss Axioskop 2 plus, Carl Zeiss
Microscopy) y un objetivo 20x. El método de contaje fue similar al descrito por Kai-Hua Guo et
al. (2014). Se realizaron fotos de cada uno de los cortes de la serie y con la ayuda del software
Image J se llevd a cabo la cuantificacion de todas las células ChAT-positivas en una mitad del
septo medial, marcando las células previamente contadas para evitar repetir su contaje vy, a

continuacidn, se estimé el niumero total de células multiplicando el resultado por dos.

7. Inmunodeteccion de APP mediante Western Blot

Para la deteccidn de la proteina APP mediante la técnica de Western Blot se siguio el

método descrito por Rueda et al. (2010).

» Preparacion de lisados

Los animales fueron decapitados bajo anestesia con pentobarbital sédico (50 mg/kg). Se
extrajeron los cerebros y se diseccionaron las cortezas e hipocampos sobre hielo. Las muestras
fueron homogeneizadas con un politrén en un tampdn para lisados, en un volumen de 1 ml para
las cortezas y 300 ul para los hipocampos. El tampdn de lisis contenia: Tris-HCl 50nM, pH: 7.5,
EDTA 1mM, duodecil sulfato sédico (SDS) 2 %, inhibidores de proteasas (4-(2 aminoacetil)-
benzeconsulfonil fluoruro 1.3 mM), leupeptina 10 pg/ml, E-64 5 pg/ml, antipaina 10 pg/ml e
inhibidores de fosfatasas (cantaridita 1 mM, ortovanadato de sodio 1 mM). Posteriormente se
hirvieron durante 10 minutos, se sonicaron y se centrifugaron durante 5 minutos a 10,000 g. Se
recogié el sobrenadante y se calcularon las concentraciones de proteina mediante el método de

Lowry et al. (1951). Las muestras fueron almacenadas a —80°C hasta su utilizacion.
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» Electroforesis de proteinas

Se mezclaron cantidades idénticas de proteina (7 pg) de cada lisado con 5 pl de tampdn
de carga 5x (Tris 150 mM, pH 6.8, glicerol 50 %, SDS 1 % (p/v), B-mercaptoetanol 5 % y azul de
bromofenol 0.25 %) y se completaron hasta un volumen total de 10 pl con PBS-SDS 1 %. La
mezcla se calentd a 90°C durante 5 minutos y se centrifugd 5 minutos a 3,000 r.p.m. Para la
separacion de proteinas por electroforesis las muestras se cargaron en gel de SDS-poliacrilamida
(SDS-PAGE). Los geles utilizados son sistemas de tampdn discontinuo (tabla 6), en los que una
primera zona corresponde al gel de concentracidn de la muestra, no restrictivo, en el que se
construyen los pocillos para la carga de las muestras. A continuacidn, estd el gel de separacién,
gue se comporta como un tamiz a través del cual las proteinas migran a una velocidad
inversamente proporcional a su masa, y directamente proporcional al tamano del poro que

forma la acrilamida al polimerizar.

En cada gel se cargaron 5 pl de un marcador estdndar de peso molecular adecuado para
la determinacién de la banda electroforética correspondiente a la proteina de estudio. El
marcador utilizado (Bio-Rad) consta de 8 proteinas pretefiidas con azul de bromofenol que
abarcan un rango entre 6.4 y 195.6 kDa. En un primer momento, hasta que las muestras
alcanzaron el gel de separacidn, se aplicé a la cubeta de electroforesis durante 15 minutos una
corriente continua de 100V, incrementdndose posteriormente hasta 160 V, durante 50 minutos.
Todo este proceso se realizd en tampdn de electroforesis (Tris base 25 mM, pH 8.5, glicina 0.2

M, SDS 0.1 %).

Tabla 6. Composicion de los geles de concentracion y de separacion.

Componentes Gel de separacion 10 % Gel de concentracion
H:20 destilada 5,000 ml 1,562 ml

40% Acrilamida-bisacrilamida 2,500 ml 313 ul

Buffer de separacion 4X 2,500 ml

10% persulfato amoénico (APS) 150 pl 42 ul

Temed 7.5 ul 7.5 ul

Buffer de concentracion 4X 625 pl

Rojo fenol 5ul

108



Material y métodos

» Electrotransferencia

Una vez realizada la electroforesis, las proteinas fueron transferidas a una membrana
de polivinilidenodifluoruro (PVDF) (Bio-Rad). 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
armazon de plastico. Todo el conjunto se sumergid en tampdn de transferencia (Tris base 25
mM, pH 8.3, glicina 192 mM, metanol 20 %) y se sometid a un campo eléctrico perpendicular al
plano del eje de 100 voltios durante 90 minutos, a 4°C. Para realizar tanto la transferencia como
la electroforesis se utilizdé un kit de electroforesis vertical (Mini-PROTEAN Bio-Rad). La eficacia

de la transferencia se comprobé tifiendo las membranas con el colorante rojo Ponceau.

» Incubacion con el anticuerpo primario y secundario

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 solucidn
blogueadora, que contenia 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 anti-APP (1:2,000, Chemicon Internacional) en TBS-T, durante 24 horas a

4°Cy en agitacion.

Posteriormente, se realizaron cuatro lavados de 10 minutos cada uno en tampdén TBS-T
y se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario anti-ratén (1:40,000, Chemicon
Internacional) diluido en TBS-T con leche en polvo desnatada al 5 % durante 1 hora en agitacion
a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario se encuentra unido covalentemente a

peroxidasa de rabano. Tras la incubacidn, se realizaron 5 lavados de 10 minutos con TBS-T.

> Deteccion de la inmunoreactividad y cuantificacion densitométrica

La deteccién de la inmunoreactividad se realizdé mediante el sistema de
quimioluminiscencia amplificada utilizando los kits comerciales ECL Advanced (Amershan-
Biosciences, Arlington Heights, IL, USA) y mediante el sistema de visualizacién Image Quant 350-
GE (Healthcare, Barcelona, Spain). Los valores de densidad dptica se obtuvieron por medio del
programa Scion Image (Scion Frederick, MD, USA). Los resultados fueron expresados como
porcentaje de variacidn respecto al valor medio de densidad dptica de los animales CO dentro
de cada gel. Las variaciones relativas entre las bandas de ratones TS y CO se calcularon para cada
uno de los geles y cada muestra se analizd6 por duplicado en al menos tres experimentos

independientes. Para corregir posibles errores de carga en el gel, las membranas también fueron
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incubadas con un anticuerpo contra GAPDH (1:2000; Santa Cruz Biotechnology). Asi, los valores

de APP fueron normalizados con las estimaciones de esta proteina constitutiva.

8. Ensayo por inmunoabsorciéon ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay,
ELISA)

La determinacion de la concentraciéon de los péptidos AB40 y AB42 o de los metabolitos
(4-hidroxinonenal, 6-sulfatoximelatonina) objeto de estudio, se llevé a cabo mediante un Ensayo

por Inmunoabsorcién Ligado a Enzimas (ELISA) en fase sdlida.

Se trata de un ensayo muy empleado en el que se recubre el pocillo con un primer
anticuerpo anti-antigeno. Después de lavar el exceso de anticuerpo se aplica la muestra
problema en la que se encuentra el antigeno, que serd retenido en el pocillo al ser reconocido
por el primer anticuerpo tras una incubacidn de dos horas. Después de un segundo lavado que
elimina el material no retenido se aplica una solucidon con un segundo anticuerpo anti-antigeno
marcado. Asi, cada molécula de antigeno estara unida a un anticuerpo en la base, que lo retiene,
y un segundo anticuerpo, que se encuentra a su vez enlazado a una determinada enzima capaz
de generar un cambio de color en la muestra (figura 27). Después de afiadir el sustrato de la
enzima a cada pocillo, el color de la muestra evoluciona en funcién de la concentracion del
antigeno problema, de manera que las muestras que contienen una mayor cantidad de antigeno
obtienen un color mas intenso que aquellas cuya concentracién es menor. Este ensayo tiene una
gran especificidad y sensibilidad debido a la amplificacidon de sefial que permite el segundo
anticuerpo. Finalmente, se afiade la solucion requerida para parar la reaccién y se determina la

densidad dptica de cada pocillo en un lector de placas.
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Enzima Sustrato
Anticuerpo ik
secundario Producto

Molécula de interés

Anticuerpo primario

Fase sdlida

Figura 27. Esquema del Ensayo por Inmunoabsorciéon Ligado a Enzimas. Modificada de
http://dc184.4shared.com/doc/goS0-D6B/preview.html

La cuantificaciéon de la concentracion de la molécula de interés en cada muestra se
realizé mediante la elaboracién de una recta de calibrado. Para ello, se afiadieron a la placa de
ELISA concentraciones conocidas de la molécula a cuantificar por duplicado. Las muestras de la

curva patrdn se procesaron de manea idéntica a las muestras problema.

Para elaborar la recta estandar se representd la media de los valores obtenidos en la
lectura de la densidad dptica frente a la concentracion de la molécula en cuestion y se elabord
una recta de regresion lineal cuyo coeficiente de regresién r? fue siempre superior a 0.99. La
determinacién de la concentraciéon de antigeno en cada muestra problema se realizd por
extrapolacion, en la recta de calibrado, de la medida de la densidad dptica registrada en cada
caso con ayuda de la ecuacion obtenida para la recta estandar. Cada experimento se realizd por

duplicado y las muestras se analizaron también por duplicado en cada experimento.

8.1. Inmunodeteccion de los péptidos amiloides AB1-40 y AB1-42 en el hipocampo y la

corteza cerebral

La medicidn de los niveles de AB1-40 Y AB1-42 en el hipocampo y la corteza de los
animales se llevo a cabo a través de dos kits ELISA (KMB 3481 y KMB 3441, respectivamente;
Invitrogen, CA, USA).
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Los hipocampos y las cortezas fueron pesados y homogeneizados en un tampdn de
guanidina hidrocloridica 5M 8x (pH 8.0) y se incubaron durante 3 horas a temperatura ambiente.
Las muestras se diluyeron con un tampdn estandar de dilucién (1:10) y se centrifugaron a 16,000
g durante 20 minutos a 4°C para separar el material insoluble. Posteriormente se recogio el
sobrenadante y se almacend a -80°C. Para medir los niveles de los péptidos B-amiloides se siguid
rigurosamente el protocolo indicado por el proveedor. La densidad dptica se determiné en un
lector de placas (Multiskan EX, Thermo Electron Corporation, Vantaa, Finland) a una longitud de

onda de 450 nm.

8.2. Inmunodeteccion de 4-hidroxinonenal (HNE) en hipocampo y corteza cerebral

Los productos finales de la peroxidacion lipidica, como el HNE, son uno de los
marcadores mas utilizados para medir el dafo oxidativo. EIl HNE puede originar modificaciones

proteicas causando cambios estructurales y funcionales en las proteinas oxidadas.

Para cuantificar los niveles de peroxidacion lipidica, se midié la cantidad de HNE en el
hipocampo y en la corteza de los animales mediante el Kit de ELISA (OxiSelect™ HNE Adduct

ELISA Kit, STA-338, Cell Biolabs Inc., CA, USA) que detecta complejos HNE-proteina.

Las muestras de tejido fueron homogeneizadas en PBS 1X con inhibidor de proteasas a
una concentracion de 1:100 (Protease Inhibitor Cocktail Set Ill, Cat. N2 539134, Calbiochem) y
centrifugadas a 12,000 g durante 10 minutos. Posteriormente se recogioé el sobrenadante y se
almacend a -80°C. La concentracién de proteina de cada una de las muestras fue determinada a
partir del método de Lowry et al. (1951) y las muestras se diluyeron a una concentracion final
de 10 pg/ml. La cuantificacion de los niveles de HNE se llevd a cabo siguiendo las indicaciones
proporcionadas por el proveedor. La densidad dptica se determind en un lector de placas

(Multiskan EX, Thermo Electron) a una longitud de onda de 450 nm.

8.3. Cuantificacion de los niveles del metabolito 6-sulfatoximelatonina (aMLTs) en orina:

ensayo por inmunoabsorcion competitiva

Con un fundamento similar al del ELISA, este ensayo estd basado en el principio de la
competencia, es decir, una cantidad desconocida de antigeno presente en la muestra y una
cantidad fija de antigeno, marcado enzimaticamente, compiten por los sitios de unién de los
anticuerpos que recubren los pozos. Tras la reaccién del sustrato, los pozos se lavan para
detener la reaccién de competencia. En este caso, la intensidad del color desarrollado es

inversamente proporcional a la cantidad de antigeno de la muestra.
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En los mamiferos, la mayor parte de la melatonina circulante es metabolizada en el
higado a 6-hidroximelatonina. Este metabolito es excretado en la orina bajo forma sulfatada (6-
hidroximelatonin sulfato o 6-sulfatoximelatonina). Por lo tanto, la concentracion de este

metabolito en orina correlaciona bien con los niveles de melatonina en sangre.

Las orinas se recogieron en recipientes, con la ayuda de jaulas metabdlicas especificas
de raton (Tecniplast, Lombardia, Italia). El volumen total de orina excretada por cada raton fue
recogido al finalizar la fase oscura (08:00-20:00) y al final de la fase luminosa (20:00-08:00) de
un ciclo completo de 24 horas. Las muestras fueron centrifugadas y, a continuacion, se llevd a
cabo la determinacién cuantitativa de los niveles del metabolito 6-sulfatoximelatonina en orina,
empleando el kit Melatonin Sulfate ELISA (IBL International GMBH, Hamburgo, Alemania). La
cuantificacidn de los niveles de 6-sulfatoximelatonina se llevod a cabo siguiendo las indicaciones
proporcionadas por el proveedor. La densidad dptica se determind en un lector de placas

(Multiskan EX, Thermo Electron) a una longitud de onda de 450 nm.

9. Analisis estadistico

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

» Pruebas conductuales

Los datos del Laberinto Acudtico de Morris se analizaron usando un MANOVA de
Medidas Repetidas (‘sesidon’ x ‘genotipo’ x ‘tratamiento’ o ‘ensayo’ x ‘genotipo’ x ‘tratamiento’).
Los datos del resto de estudios conductuales se analizaron mediante un analisis multiple de la
varianza (MANOQOVA) de dos vias (‘genotipo’ x ‘tratamiento’) para evaluar el efecto de varios
factores sobre una variable dependiente. Las medias de cada grupo experimental fueron
comparadas post hoc mediante pruebas t de Student o Pruebas Bonferroni, segun se tratara de

dos 0 mas grupos.

» Inmunohistoquimica

El andlisis estadistico de todos los experimentos de inmunohistoquimica se realizd
mediante un MANOVA de dos vias (‘genotipo’ x ‘tratamiento’). Las medias de cada grupo
experimental se compararon post-hoc mediante pruebas t de Student y pruebas Bonferroni

segln se tratara de dos o mds grupos.
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» Western Blot y ELISAs

El analisis estadistico que se utilizd6 fue un MANOVA de dos vias (‘genotipo’ x
“tratamiento’). Las medias de cada grupo experimental se compararon post-hoc mediante

pruebas t de Student o pruebas de Bonferroni, segln si se tratara de dos o mas grupos.

» Electrofisiologia

El analisis de los registros electrofisioldgicos se realizdé con ayuda del programa Spike2.
Las pendientes de los fEPSPs se expresaron como porcentajes de cambio respecto a los valores
de referencia registrados durante el establecimiento de la linea base. Los resultados de cada
grupo experimental se expresaron como media + E.E.M. El analisis estadistico se realizd
mediante un MANOVA de medidas repetidas ('tiempo’ x “tratamiento’ x ‘genotipo’). Las medias
de cada grupo experimental se compararon post-hoc mediante pruebas t de Student y pruebas

Bonferroni segun se tratara de dos o mas grupos.
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1. ESTUDIO I: Efectos del tratamiento cronico con melatonina durante la edad adulta
sobre las alteraciones comportamentales, cognitivas, neuromorfoldgicas y

electrofisiolégicas y sobre la neurodegeneracion del ratén Ts65Dn

1.1. Analisis de los niveles de melatonina en orina

Los niveles de melatonina en orina se midieron a partir del metabolito 6-
hidroximelatonin sulfato o 6-sulfatoximelatonina (aMLTs), como medida indirecta de la

secrecion ciclica de melatonina por la glandula pineal.

Como se muestra en la tabla 7, todos los grupos experimentales mostraron una mayor
secrecion de melatonina durante la fase de oscuridad (08:00-20:00 h) que durante la fase de luz
(20:00-08:00 h). Los ratones TS y CO que fueron tratados con melatonina tuvieron valores de
aMLTs significativamente mayores que los animales tratados con vehiculo, durante ambas fases
del fotoperiodo (tabla 7). Por el contrario, no se encontraron diferencias significativas en los
niveles excretados de aMLTs por ratones TS o CO bajo el mismo tratamiento (melatonina o

vehiculo) durante la misma fase del ciclo luz/oscuridad.

Tabla 7. Medias + E.E.M. de los niveles de aMLTs excretados durante el dia y la noche en los distintos
grupos experimentalesy valores Fy p del MANOVA (genotipo x tratamiento) de cada variable dependiente
analizada. Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

.. Vehiculo Melatonina Fi,28
Concentracion
Genotipo
de aMLTs co TS co TS Genotipo Tratamiento |.p X
Tratamiento
0.057 0.152 29.85 28.35 0.01, 27.72, 0.02,
ng/12-h luz
+0.02 + 0.07 +7.53 +6.00 p=0.89 p<0.001 p=0.88
ng/12-h 0.495 2.95 107.7 122.41 0.41, 31.70, 0.26,
oscuridad +0.38 +1.64 +25.18 + 23.59 p=0.52 p<0.001 p=0.61

1.2. Efectos sobre la cognicidon, ansiedad, atencién y habilidades sensorimotoras del raton TS

1.2.1. Cognicion

1.2.1.1. Prueba de condicionamiento del miedo (CFC)

En esta prueba se valord el efecto del tratamiento crénico con melatonina o vehiculo
sobre la memoria dependiente e independiente del hipocampo. Para ello se evalué la capacidad
de los animales para asociar una pequefia descarga eléctrica a un tono (memoria independiente

del hipocampo, sesidn 2) y a un contexto visual (memoria dependiente del hipocampo, sesion
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3). En la figura 28 se muestra el tiempo de inmovilidad realizado por los distintos grupos de
animales en condiciones basales y durante las sesiones de entrenamiento, de asociacion al tono
y a un contexto visual. En condiciones basales y durante la sesidén de entrenamiento no se
encontraron diferencias significativas en el tiempo que los distintos grupos de ratones
permanecieron inmoviles (tabla 8). Los ratones TS mostraron un menor tiempo de inmovilidad
tanto en la sesion de condicionamiento del miedo a un tono (p=0.02; tabla 8, figura 28) como a
un contexto visual (p=0.03; tabla 8, figura 28). El tratamiento con melatonina no ejercié ningun
efecto sobre el tiempo de inmovilidad en ninguno de los dos genotipos durante la sesién de
memoria de asociacion tono-descarga (sesidon 2; p=0.95, tabla 8, figura 28) o la sesion de

memoria de asociacidn contexto visual-descarga (sesion 3; p=0.89, tabla 8, figura 28).
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o * L Bl CO melatonina
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Figura 28. Medias + E.E.M. del porcentaje de tiempo de inmovilidad en condiciones basales, durante la
sesidn de entrenamiento (sesidn 1), en la sesion de evaluacidn de la memoria de asociacién tono-descarga
(sesidn 2) y en la sesidn de evaluacidn de la memoria de asociacidn contexto visual-descarga (sesion 3) en
la prueba de CFC realizada por los animales TS y CO tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa
adulta. *p<0.05, TS vs. CO. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos (la tabla 8 muestra los
resultados del analisis estadistico).

Tabla 8. Prueba de condicionamiento del miedo. Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento) de
cada variable dependiente analizada en el CFC. Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se
presentan en negrita.

Fi,50
Genotipo Tratamiento Genotipo x Tratamiento
0.24, 0.97, 0.72,
Basal
p=0.62 p=0.32 p=0.39
1.18, 1.26, 0.12,
Entrenamiento
p=0.28 p=0.26 p=0.72
5.72, 0.004, 0.26,
Tono
p=0.02 p=0.95 p=0.60
5.08, 0.02, 041,
Contexto
p=0.03 p=0.89 p=0.52
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1.2.1.2. Laberinto acudtico de Morris (MWM)

En esta prueba se valoré el efecto del tratamiento crénico durante la etapa adulta con
melatonina o vehiculo sobre el aprendizaje y la memoria espacial dependiente del hipocampo
en los ratones TS y CO (figuras 29-33). El protocolo utilizado permite evaluar la memoria de
trabajo (el aprendizaje a lo largo de los 8 ensayos de cada sesién) y la memoria de referencia
(aprendizaje a lo largo de las 8 sesiones), asi como el aprendizaje de procedimiento. La tabla 9

muestra los resultados del andlisis estadistico de cada variable evaluada.
a) Sesiones de adquisicion

» Velocidad

Como se muestra en la figura 29, no se encontraron diferencias significativas en las
velocidades medias de natacidén durante las ocho sesiones de adquisicion en los distintos grupos
de animales tratados durante la edad adulta debidas al genotipo (p=0.83) o al tratamiento

(p=0.53; tabla 9, figura 29).

0.154
[ CO vehiculo
== —_ @l CO melatonina
g 0.104 @ TS vehiculo
= Bl TS melatonina
S
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Figura 29. Medias * E.E.M. de la velocidad media de natacién durante las ocho sesiones de adquisicion de
los ratones CO y TS tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta (la tabla 9 muestra los
resultados del analisis estadistico).

» Memoria de referencia

Como se observa en la figura 30A, todos los grupos de animales, independientemente
del genotipo o del tratamiento, mejoraron su latencia de llegada a la plataforma a lo largo de las

ocho sesiones de adquisicién, lo que indica un aprendizaje de la posicién de la plataforma

(p<0.001).

Los ratones TS tuvieron mas dificultades para alcanzar la plataforma que los ratones CO
bajo el mismo tratamiento, tanto si éste era vehiculo como si era melatonina (p<0.001; tabla 29;

figuras 30B; 30C). El tratamiento con melatonina durante la etapa adulta mejord la memoria de
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referencia de los animales ya que redujo de manera significativa la latencia de llegada a la

plataforma tanto en los animales TS como en los CO (p=0.005; tabla 29, figuras 30D; 30E).
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Figura 30. Medias + E.E.M. de la latencia de llegada a la plataforma durante las 8 sesiones de adquisicion
de los 4 grupos de animales (A), de los ratones TS y CO tratados con vehiculo (B) y con melatonina (C) y
de los ratones CO (D) y TS (E) bajo el mismo tratamiento.*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, TS vs. CO;
#p<0.05, ##p<0.01, melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la
esquina inferior derecha de cada grafica se muestra la significacién (ANOVA) tras la comparacién entre
cada par de curvas (la tabla 9 muestra los resultados del analisis estadistico).
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» Memoria de trabajo

Para evaluar la memoria de trabajo se analizé la ejecucidn de los diferentes grupos de
ratones en cada ensayo a través de las sesiones (para cada ensayo la media de la latencia de
llegada a la plataforma en las 8 sesiones). Los resultados mostraron que todos los grupos
experimentales redujeron la latencia de llegada a la plataforma a lo largo de los ensayos
(p<0.001; tabla 9, figura 31), es decir, en cada sesién todos los grupos aprendian la nueva
posicidon de la plataforma. Sin embargo, los animales TS mostraron un deterioro de su memoria
de trabajo en relacién a los ratones CO (p=0.001; tabla 9, figura 31). Después del tratamiento
créonico con melatonina se observé una mejoria en la memoria de trabajo de los ratones CO
respecto a los que recibieron vehiculo (p=0.001; tabla 9, figura 31). Ademas, la administracion
de esta indolamina también produjo una ligera mejoria en la memoria de trabajo de los animales

TS, aunque ésta no alcanzé la significacion estadistica (p=0.1; tabla 9, figura 31).
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Figura 31. Media * E.E.M. de la latencia de llegada a la plataforma en cada uno de los 8 ensayos de las 8
sesiones de adquisicidn de los ratones TS y CO tratados con vehiculo o con melatonina durante la etapa
adulta. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, TS vs. CO; #p<0.05, ##p<0.01, melatonina vs. vehiculo. Prueba de
Bonferroni tras ANOVAs significativos (la tabla 9 muestra los resultados del analisis estadistico).

» Comportamiento tigmotdctico

Como se muestra en la figura 32, los ratones TS mostraron un mayor comportamiento
tigmotactico ya que estuvieron mas tiempo nadando por la periferia y menos por el centro del
tanque que los animales controles bajo el mismo tratamiento (p<0.001; tabla 9), por lo que
estaban usando una estrategia inadecuada para localizar la plataforma. La melatonina
administrada durante la etapa adulta mejoré el aprendizaje de procedimientos en los animales
ya que redujo el tiempo de natacion por la periferia del aparato tanto en los animales TS como

en los CO (p=0.035; tabla 9, figura 32A).
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Figura 32. Medias + E.E.M. del porcentaje de tiempo nadando por la periferia que realizaron los ratones
CO y TS tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta en las ocho sesiones de adquisicion
(A) y alo largo de cada una de las ocho sesiones de adquisicidn (51-S8; B). *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001
TS vs. CO; #p<0.05 melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos (la tabla 9
muestra los resultados del anélisis estadistico).

b) Sesiones de aprendizaje guiado

En la figura 33 se muestran las medias de las latencias de llegada a la plataforma de los
ratones CO y TS tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta. En las sesiones
guiadas, en las que la plataforma era visible y estaba sefalizada con una bandera, no se
encontraron diferencias significativas en la latencia de llegada a la plataforma entre animales
COy TS (p=0.16; tabla 9, figura 33). Sin embargo, el tratamiento con melatonina redujo el tiempo
que los animales de ambos genotipos permanecieron nadando para localizar la plataforma

(p=0.01; tabla 9, figura 33).
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Figura 33. Medias + E.E.M. de la latencia para alcanzar la plataforma realizada por los ratones CO y TS
tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta en las sesiones de aprendizaje guiado (S9-12)
en la prueba del laberinto acuatico de Morris. # p<0.05, melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni
tras ANOVAs significativos (la tabla 9 muestra los resultados del analisis estadistico).

T
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Tabla 9. Laberinto acuatico de Morris. Valores F y p de los MANOVAs MR vy andlisis post hoc de cada
variable independiente analizada durante las sesiones de adquisicion y guiadas del MWM. Los valores
estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

Sesién Genotipo Tratamiento Genoti..:)o X
Tratamiento
MANOVA MR F7,50=11.90, F;50=26.55, F;50=8.43, F1,50=0.009,
genotipo x tratamiento p<0.001 p<0.001 p=0.005 p=0.92
CO vehiculo vs. F1,27=25.95,
Memoria{ de TS vehiculo p=0.001
;‘seiz';)naa Comparaciones CO melatonina vs. F120=24.67,
post hoc entre TS melatonina p=0.001
cada par de
curvas de CO vehiculo vs. F1.6=5.81,
aprendizaje CO melatonina p=0.02
TS vehiculo vs. F1,21=3.18,
TS melatonina p=0.08
MANOVA MR F7,50=7.85, F;150=26.56, F;50=8.31, F1,50=0.003,
genotipo x ensayo p<0.001 p<0.001 p=0.006 p=0.96
CO vehiculo vs. F127=13.22,
TS vehiculo p=0.001
:f::;f:la de Comparaciones CO melatonina vs. F120=12.83,
J post hoc entre  1¢ . o1otoning p=0.002
(E1-E8) cada par de
curvas de CO vehiculo vs. F1,6=6.01,
aprendizaje CO melatonina p=0.001
TS vehiculo vs. F1,1=2.88,
TS melatonina p=0.10
MANOVA MR F7,50=11.61, F;50=24.09, F;50=4.71, F1,50=0.19,
genotipo x tratamiento p<0.001 p<0.001 p=0.035 p=0.66
CO vehiculo vs. F127=11.75,
TS vehiculo p=0.002
Tigmotaxis Comparaciones CO melatonina vs. F120=12.15,
(S1-58) post hoc entre 15 mejatoning p=0.002
cada par de
curvas de CO vehiculo 'vs. F1,26=3.25,
aprendizaje CO melatonina p=0.08
TS vehiculo vs. F1,1=1.64,
TS melatonina p=0.2
Sesiones Latencia F150=2.05, Fy1,50=7.29, F1,50=0.08,
guidas MANOVA genotipo x tratamiento p=0.16 p=0.01 p=0.77
Velocidad MANOVA genotipo x tratamiento F15070.04, F150=0.41, F150=0-12,
p=0.83 p=0.52 p=0.72

1.2.2. Ansiedad y actividad general

1.2.2.1. Campo abierto

En la prueba del campo abierto se valord la actividad locomotora y la ansiedad que

mostraban los ratones TS o CO, después del tratamiento crdnico con vehiculo o con melatonina,

frente a una situacidn estresante, como es una superficie abierta e iluminada. Los resultados

estadisticos de esta prueba se muestran en la tabla 10.
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Como muestra la figura 34A, los ratones TS, tanto los tratados con melatonina como con
vehiculo, se mostraron hiperactivos en comparacién a los CO, ya que recorrieron mayor
distancia en la periferia del aparato (p=0.004; tabla 10) y tuvieron una mayor actividad
horizontal durante toda la prueba (p=0.008; tabla 10). Sin embargo, no se encontraron
diferencias significativas entre ratones TS y CO en distancia recorrida en el centro del aparato,
lo que indica un nivel de ansiedad similar en ambos genotipos (p=0.23; tabla 10, figura 34A). El
tratamiento con melatonina no modificd la actividad vertical (nimero de alzamientos) (p=0.15;
tabla 10, figura 34B) u horizontal (distancia recorrida) (p=0.96; tabla 10, figura 34A) en ninguno

de los dos genotipos.
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Figura 34. Medias * E.E.M. de la distancia recorrida (A) y del nimero de alzamientos (B) realizados por los
ratones TS y CO después del tratamiento crénico con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta en la
prueba del campo abierto. **p<0.01 TS vs. CO. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos (la tabla
10 muestra los resultados del andlisis estadistico).

1.2.2.2. Laberinto elevado en cruz

En la prueba del laberinto elevado en cruz se valoré la actividad de los ratones TS y CO
en un ambiente novedoso que presenta dos zonas diferentes: una potencialmente aversiva
(brazos abiertos) y otra segura (brazos cerrados). El andlisis estadistico de los resultados

obtenidos en esta prueba se muestra en la tabla 10.

Como se observa en la figura 35A, al igual que en la prueba anterior, los ratones TS
volvieron a mostrar una mayor hiperactividad, ya que realizaron un mayor nimero de entradas
en los brazos abiertos que los animales CO (p=0.006; tabla 10). El tratamiento con melatonina
no revirtié este comportamiento anormal en este grupo de animales (p=0.12; tabla 10, figura

35A).
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Cuando se evaluaron los componentes cognitivos de la ansiedad no se encontraron
diferencias debidas al genotipo en el nimero de conductas de evaluacidn del riesgo, ya que el
numero de conductas de aproximacion-retirada (SAP) y de veces que asomaban la cabeza por
los brazos abiertos (HD) fueron similares tanto en ratones TS como en CO (p=0.13; tabla 10,
figura 35C). Ademas, tampoco se encontraron diferencias entre animales TS y CO cuando se
analizaron los componentes motores de la ansiedad, como indica el porcentaje de tiempo que
pasaron en los brazos abiertos (p=0.09; tabla 10, figura 35B) o el tiempo que los animales
permanecieron inmdviles al inicio de la prueba (p=0.42; tabla 10, figura 35D). Aunque la
melatonina no produjo ningun efecto sobre los componentes cognitivos de la ansiedad en los
animales TS o CO (p=0.89; tabla 10, figura 35C), si que alteré los componentes motores de la
ansiedad ya que los animales TS que habian recibido este tratamiento pasaron mayor tiempo en

los brazos abiertos del aparato (p=0.05; tabla 10, figura 35B).
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Figura 35. Medias + E.E.M. del nimero de entradas a brazos abiertos, cerrados y del nimero total de
entradas (A), del porcentaje de tiempo que permanecieron en los brazos abiertos (B), del nimero de
conductas de evaluacidén de riesgo (HD + SAPs) y de alzamientos (C) y del tiempo de inmovilidad inicial (D)
realizados por los animales TS y CO tratados con melatonina o con vehiculo durante la etapa adulta.
**p<0.01 TS vs. CO; #p<0.05 melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos (la
tabla 10 muestra los resultados del analisis estadistico).
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Tabla 10. Campo abierto y laberinto elevado en cruz. Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento)
de cada variable dependiente analizada. Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan
en negrita.

Fi50
Campo abierto Genotipo x
Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
. . . . 9.14, 0.14, 0.00,
Distancia recorrida: periferia
p=0.004 p=0.71 p=0.99
_ _ , 1.48, 0.05, 0.84,
Distancia recorrida: centro
p=0.23 p=0.82 p=0.36
_ _ , 7.52, 0.002, 0.09,
Distancia recorrida: total
p=0.008 p=0.96 p=0.75
. 0.35, 2.06, 0.12,
Alzamientos
p=0.55 p=0.15 p=0.73
Laberinto elevado en cruz
Numero de entradas en los 8.10, 2.50, 0.73,
brazos abiertos p=0.006 p=0.12 p=0.39
Numero de entradas en los 0.09, 3.23, 0.13,
brazos cerrados p=0.75 p=0.08 p=0.71
, 2.52, 3.74, 042,
Numero total de entradas
p=0.11 p=0.06 p=0.51
Tiempo de inmovilidad 0.66, 0.90, 0.65,
inicial p=0.42 p=0.34 p=0.42
Porcentaje de tiempo en los 2.98, 4.01, 2.42,
brazos abiertos p=0.09 p=0.05 p=0.12
Numero de conductas de 2.28, 0.017, 0.91,
evaluacidn del riesgo p=0.13 p=0.89 p=0.34

1.2.3. Actividad exploratoria y atencion: Tabla de agujeros

En la prueba de la tabla de agujeros se evalud la actividad general (nimero de
desplazamientos y de alzamientos), la actividad exploratoria (nUmero de veces que los ratones
exploraban los agujeros y el tiempo que pasaban explorandolos) y la atenciéon (nimero de
repeticiones en agujeros previamente explorados) de los ratones CO y TS tratados con

melatonina o vehiculo durante la etapa adulta.

La tabla 11 muestra las puntuaciones obtenidas por los cuatro grupos experimentales
durante la prueba de la tabla de agujeros. Tanto los ratones TS tratados con vehiculo como con
melatonina mostraron mayor actividad que sus respectivos CO ya que recorrieron mayor
distancia (p=0.001; tabla 11) y realizaron un mayor nimero de exploraciones en el aparato
(p=0.001; tabla 11). El tratamiento con melatonina aumenté significativamente la actividad

exploratoria (numero de exploraciones) en ambos genotipos (p=0.001; tabla 11). Por otro lado,
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a pesar de que los ratones TS a los que se les habia administrado melatonina parecen tener una
menor atencidn, ya que estos animales realizaron mas repeticiones en agujeros que habian sido
previamente explorados (indice ABA) que los animales de los otros grupos experimentales
(p=0.025; tabla 11), este resultado parece deberse al incremento de exploraciones totales
encontrado en este grupo. Cuando se corrige el indice ABA dividiéndolo por el numero de
exploraciones (ABA/numero de exploraciones) las diferencias entre los ratones TS tratados con

melatonina y el resto de grupos desaparecen (p=0.18; tabla 11).

Tabla 11. Tabla de agujeros. Medias + E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por los diferentes grupos
experimentales tras el tratamiento con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta. Valores F y p del
MANOVA (genotipo x tratamiento) de cada variable dependiente analizada. Los valores estadisticamente
significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

Vehiculo Melatonina Fi,50
. i Genotipo x
TS Cco TS Cco Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
17.1 9.39 13.18 10.23 11.83, 1.01, 2.28,
Distancia (m)
+251 +1.06 +099 +1.15 p=0.001 p=0.31 p=0.12
Numero de 17.5 12.87 20.67 13.00 0.13, 1.13, 1.22,
Alzamientos +501 +191 +5.69 +253 p=0.71 p=0.29 p=0.27
Numero de 19.2 1437 33.38 20.42 12.05, 15.56, 2.50,
exploraciones +311 +1.54 228 +3.13 p=0.001 p=0.001 p=0.11
Tiempo de 8.72 7.61 14.05 13.00 0.19, 3.55, 0.004,
exploracién (s) +2.71 +249 329 +337 p=0.66 p=0.06 p=0.94
. 3.57 2.68 8.92 5.14 5.35, 14.98, 2.06,
Indice ABA
+0.70 +057 +1.27 +£1.36 p=0.025 p=0.001 p=0.15
ABA/n® 0.24* 0.17 0.21 0.15 1.82, 2.81, 0.62,
exploraciones  +0.02 +0.02 +0.02 +0.03 p=0.18 p=0.08 p=0.43

1.2.4. Habilidades sensorimotoras

1.2.4.1. Bateria de pruebas sensorimotoras

La tabla 12 muestra las puntuaciones obtenidas por los distintos grupos de animales en
las diferentes pruebas sensoriales y motoras. No se encontraron diferencias debidas al genotipo
en la visidn, en la respuesta de sobresalto, en la fuerza de agarre, en el reflejo prensil, en el
equilibrio sobre la barra de madera o en la coordinacidon motora durante la prueba de la percha.
Sin embargo, los ratones TS adultos mostraron peor equilibrio en la barra de aluminio y una
capacidad de traccion limitada comparada con los animales CO. Por su parte, el tratamiento
cronico con melatonina durante la edad adulta no modificd ninguna habilidad sensorial o

motora en ninguno de los dos genotipos.
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Tabla 12. Pruebas sensorimotoras. Medias + E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por los ratones TS y
CO después del tratamiento crénico con melatonina o vehiculo durante la edad adulta. Valores F y p del
MANOVA (genotipo x tratamiento) de cada variable dependiente analizada. Los valores estadisticamente
significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

Vehiculo Melatonina Fi50
co TS co TS Genotipo Tratamiento Genotl.po X
Tratamiento
. 2.12 2.25 2.00 2.15 1.86 0.66, 0.17,
Vision
+0.17 *0.13 £0.20 0.10 p=0.18 p=0.41 p=0.68
1.00 1.35 1.21 1.23 2.13, 0.11, 1.77,
Respuesta sobresalto
+0.00 +0.13 +0.15 +0.16 p=0.15 p=0.73 p=0.18
o . 000 0.07 014 0.07 0.002, 1.12, 0.96,
Sensibilidad tactil
+0.00 0.07 £0.09 +£0.07 p=0.96 p=0.29 p=0.33
Reflejo de 3.00 3.00 3.00 3.00
enderezamiento +0.00 *0.00 *0.00 +0.00
2.12 2.00 1.78 2.23 1.20, 0.21, 2.20,
Fuerza agarre
+0.12 +0.14 +021 +0.20 p=0.27 p=0.88 p=0.14
2.26 2.42 2.42 2.30 0.07 0.00, 0.32,
Madera
L +0.15 +0.29 £0.30 £0.20 p=0.93 p=0.93 p=0.57
Equilibrio
1.13 0.42 1.57 0.38 6.26, 0.27, 0.40,
Aluminio
+041 +025 %052 %021 p=0.015 p=0.6 p=0.52
. 20.0 19.2 18.9 18.5 041, 0.91, 0.03,
Latencia madera
+0.00 063 *£1.03 <£1.46 p=0.52 p=0.34 p=0.85
10.9 6.78 10.7 8.38 3.93, 0.2, 0.27,
Latencia aluminio
+1.77 +102 +1.75 +1.87 p=0.053 p=0.65 p=0.6
. . 2.37 2.00 2.00 1.61 1.54, 1.54, 0.008,
Reflejo prensil
+0.22 +0.3 +0.23 0.36 p=0.21 p=0.21 p=0.93
i . 0.87 2.42 0.78 1.92 4.86 0.29, 0.88,
Capacidad de traccion
+0.38 +0.75 +0.52 +0.70 p=0.032 p=0.59 p=0.76
Latencia 15.5 14.2 17.6 11.4 0.59, 3.75, 0.16,
caida +556 +5.06 +511 +4.05 p=0.44 p=0.06 p=0.68
Prueba o 1.06 142 157 169 2.15, 2.40, 0.97,
Movimientos
percha +0.39 044 £0.89 £0.34 p=0.17 p=0.12 p=0.36
Latencia 54.4 50.8 49.7 56.3 1.56, 3.75, 2.25,
llegada +3.43 +491 +653 +3.61 p=0.23 p=0.06 p=0.18

1.2.4.2. Actividad espontdnea: Actimetria

En la figura se muestra la actividad espontdnea de los animales TS y CO tratados con
melatonina o vehiculo en su jaula habitual durante un ciclo completo de 24 horas (12 hde luzy
12 h de oscuridad) (figura 36A). En esta prueba, todos los ratones, independientemente de su
genotipo o tratamiento, mostraron un ritmo diario normal de actividad locomotora espontanea.
Puesto que son animales nocturnos, su actividad fue mayor durante el periodo de oscuridad
(08:00-20.00 h) que durante el de luz (20:00-08:00 h). Como se muestra en la figura 36B, no se

encontrd ningun efecto significativo en actividad espontanea debido al genotipo, (fase oscura:

128



Resultados

F150=0.37, p=0.54; fase luminosa: F150=0.24, p=0.62), al tratamiento (fase oscura: F150=0.13,
p=0.72; fase luminosa: F15=1.28, p=0.26), o a la interaccién de ambas variables (fase oscura:

F1,50=0.33, p=0.56; fase luminosa: F1,50=0.005, p=0.94).
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Figura 36. Medias + E.E.M del nimero total de cuentas realizadas por los ratones CO y TS tratados con
melatonina o vehiculo durante la etapa adulta a lo largo de un ciclo completo de 24 horas (A) y del nimero
medio de cuentas realizadas por cada grupo en los periodos de luz y oscuridad (B) durante la prueba de
la actimetria.

1.2.4.3. Coordinacion motora: Rotarod

La figura 37 muestra la latencia de caida a diferentes velocidades constantes y durante
el ciclo de aceleracién de los animales TS y CO tratados con melatonina o vehiculo durante la
prueba del rotarod. El analisis estadistico no mostrd diferencias significativas entre los cuatro
grupos de ratones tratados durante la edad adulta en la latencia de caida en el rotarod a distintas
velocidades constantes, especialmente en las condiciones experimentales que requerian mas
dificultad, 20 (ANOVA “genotipo’: F150=1.96, p=0.16, "tratamiento’: F15=0.02, p=0.89, ‘genotipo
X tratamiento’: Fi150=1.18, p=0.28) y 40 r.p.m. (ANOVA ‘genotipo”: F150=0.31, p=0.58,
‘tratamiento”: F150=0.00, p=0.99, ‘genotipo x tratamiento’: Fi50=0.04, p=0.82). Asimismo,
durante el ciclo de aceleracion, en el que el nivel de exigencia de la prueba fue aumentando
progresivamente, la latencia de caida a velocidades crecientes fue similar en los cuatro grupos
experimentales (ANOVA “genotipo™: F150=0.39, p=0.53, ’tratamiento’: Fi50=0.28, p=0.71,

‘genotipo x tratamiento’: F1,50=0.05, p= 0.88).
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Figura 37. 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) realizadas por los ratones CO y TS tratados con melatonina o
vehiculo durante la etapa adulta en la prueba del rotarod.

1.3. Efectos de la melatonina sobre las alteraciones neuromorfolégicas: neurogénesis

hipocampal

1.3.1. Efectos sobre la densidad de neuronas granulares maduras en el DG

Para evaluar los efectos de la melatonina sobre la hipocelularidad que presentan los
animales TS en el hipocampo se estudio la densidad de neuronas granulares maduras en el DG
del hipocampo (figura 38A). Como se muestra en la figura 38B, la densidad de células DAPI* en
el DG de los ratones TS tratados era significativamente menor que los animales CO (p=0.03, tabla
13). El tratamiento crénico con melatonina aumento la densidad de células DAPI* en ambos
genotipos (p=0.003, tabla 13, figura 38B); especialmente en los TS. Aunque en el grupo CO la
melatonina también aumentd ligeramente la densidad de células granulares, este efecto no
alcanzd la significacion estadistica (p=0.07; figura 38B). Sin embargo, tras el tratamiento con la
indolamina, la densidad de neuronas granulares maduras en el DG de los ratones TS se normalizé
totalmente, ya que no diferia de la densidad observada en el grupo de animales CO tratados con

vehiculo (p=0.25, tabla 13, figura 38B).
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Figura 38. Células DAPI*. A) Imagenes representativas tomadas con el microscopio confocal de la
inmunotincién con DAPI (marcador de nucleos celulares) en la GCL del DG hipocampal de animales TS y
CO tratados con vehiculo o melatonina durante la etapa adulta. B) Medias + E.E.M. de la densidad de
neuronas granulares maduras (células DAPI*) en el DG de los ratones pertenecientes a los 4 grupos
experimentales.*p<0.05 TS vs. CO; #p<0.05 melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs
significativos (la tabla 13 muestra los resultados del andlisis estadistico).

1.3.2. Efectos sobre la proliferacion celular (Ki67) y sobre la diferenciacion neuronal

(DCX y CLR) en la SGZ del hipocampo

Puesto que la melatonina mejord la hipocelularidad de neuronas granulares maduras en
los animales TS, se estudiaron los efectos de esta indolamina sobre la proliferacion celular en la
SGZ del hipocampo mediante una inmunohistoquimica con un anticuerpo anti-Ki67 para marcar
células en division (figura 39A). Como se muestra en la figura 39B, los animales TS presentaron
menor densidad de células Ki67* en la SGZ en comparacién con los ratones CO (p<0.001, tabla
13). El tratamiento crénico con melatonina aumenté significativamente la densidad de células
Ki67* en ratones TS (p=0.01; tabla 13), pero no modifico la densidad de esta poblacidn celular

en el grupo de animales CO (figura 39B, tabla 13).
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Para evaluar los efectos de la melatonina sobre la diferenciacidon y maduracién neuronal
se realizd una doble inmunohistoquimica con marcadores para diferentes subpoblaciones de
neuronas inmaduras: utilizamos la doblecortina (DCX) que marca neuroblastos en diferenciacion
y la calretinina (CLR) que marca células que aun se encuentran en el proceso de diferenciacién

neuronal, pero en una fase mas tardia (figura 39A).

Los animales TS tratados con vehiculo mostraron una densidad reducida de células
DCX*/CLR™ en comparacion con el grupo CO (p=0.003; figura 39C). La administracién crénica de
melatonina normalizé totalmente la densidad de este tipo de células en los ratones TS (p=0.01;
figura 39C), ya que estos animales mostraron una densidad similar de células DCX*/CLR" que los

animales CO tratados con vehiculo (p=0.58; figura 39C).

La densidad de células CLR* (incluyendo células DCX*/CLR* y DCX/CLR*) también fue
menor en los ratones TS que en los animales CO (p=0.018; tabla 13, figura 39C). Después de la
administracién crénica de melatonina, la densidad de esta poblacién celular también
incrementd enormemente y no difirié significativamente de la densidad encontrada en el grupo

CO tratado con vehiculo (p=0.48; figura 39C).

Sin embargo, el tratamiento crénico con melatonina no modificé significativamente la
densidad de células DCX* (CO melatonina vs. CO vehiculo: t=1.22, p=0.25) o CLR* (CO melatonina

vs. CO vehiculo: t=0.67; p=0.51) con respecto al grupo control (figura 39C).
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Figura 39. Imagenes representativas obtenidas con un microscopio de fluorescencia de células Ki67* (fila
superior), de la coinmunotincidn con DAPI y Ki67 (segunda fila) y de neuronas inmaduras expresando
células DCX* (tercera fila) y CLR* (fila inferior) en el DG de los ratones TS y CO tratados con melatonina o
vehiculo durante la etapa adulta (A). Medias + E.E.M. de la densidad media de células proliferativas (B) y
de neuroblastos en diferentes estadios de diferenciacion marcados con DCX o con CLR (C) en la SGZ del
hipocampo en los ratones TS y CO tratados con vehiculo o melatonina durante la etapa adulta. **p<0.01,
***¥p<0.001 TS vs. CO; #p<0.05, ##p<0.01 melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs

significativos (la tabla 13 muestra los resultados del analisis estadistico).
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Tabla 13. Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento) de las densidades de diferentes marcadores
celulares analizados en el DG de los ratones TS y CO tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa
adulta. Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

Fi1,29
Genotipo Tratamiento Genotl-po X
Tratamiento
. s 4.99, 11.00, 0.05,
Numero cél. DAPI'/um
p<0.05 p<0.01 p=0.82
. 2 27.73, 1.52, 1.16,
Nuamero cél. Ki67"/pm
p<0.001 p=0.22 p=0.29
3.89, 7.61, 1.52,
Numero cél. DCX*/pum?
p=0.059 p<0.01 p=0.22
6.30, 1.51, 5.29,
Ndmero cél. CLR*/um?
p<0.05 p=0.22 p<0.05

1.4. Efectos de la melatonina sobre las alteraciones en la conectividad y plasticidad

sinaptica del hipocampo

1.4.1. Efectos sobre la densidad de botones sinapticos GABAérgicos (GAD65*) y

glutamatérgicos (VGLUT1") en la ML del DG: balance inhibicién/excitacion

Para evaluar los efectos del tratamiento crénico con melatonina sobre el desequilibrio
entre sinapsis excitadoras e inhibitorias existente en el cerebro del raton TS, se realizé una doble
inmunohistoquimica en la que se usaron dos marcadores, VGLUT1 para medir botones
sindpticos excitadores y GAD65 para medir botones sindpticos inhibitorios, en la ML del DG del
hipocampo. A la vista de los resultados (tabla 14; figura 40), los ratones TS tratados con vehiculo
presentaron una menor area ocupada por botones VGLUT1* (p<0.001; tabla 14, figura 40A) y
una mayor area ocupada por botones GAD65" (p<0.001; tabla 14, figura 40A) que los animales
CO bajo el mismo tratamiento. La administracidon cronica de melatonina no produjo ningun
efecto sobre la densidad de botones GABAérgicos en ninguno de los dos genotipos (p=0.99; tabla
14, figura 40C). Sin embargo, en los animales TS, el tratamiento con melatonina aumenté la
densidad de botones VGLUT1* (p<0.001; figura 40B), reduciendo, por lo tanto, el exceso de
inhibicidn que en condiciones normales presentan estos ratones. El tratamiento con melatonina
no tuvo ningun efecto sobre la densidad de botones del marcador sinaptico glutamatérgico en

los animales CO.
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Figura 40. Botones VGLUT1* y GAD65". (A) Imagenes representativas obtenidas con microscopia confocal
de los botones inmunopositivos para VGLUT1 (verde, botones sinapticos glutamatérgicos) y GAD65 (rojo,
botones sindpticos GABAérgicos) en la ML del DG. Medias * E.E.M. del porcentaje de la superficie total
ocupada por botones VGLUT1* (B) y GAD65" (C) en los animales TS y CO tratados con melatonina o
vehiculo durante la etapa adulta. **p<0.01, ***p<0.001 TS vs. CO; #it# p<0.001 vehiculo vs. melatonina.

Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos (la tabla 14 muestra los resultados del andlisis
estadistico).

Tabla 14. Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento) de cada variable dependiente analizada.
Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

F1,29
. A Genotipo x
Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
Porcentaje de area ocupada 137.95, 0.04, 1.02,
por botones GAD65" p<0.001 p=0.99 p=0.32
Porcentaje de area ocupada 28.49, 13.57, 446,
por botones VGLUT1" p<0.001 p<0.001 p<0.05
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1.4.2. Efectos sobre la plasticidad sindptica neuronal del hipocampo: potenciacién a

largo plazo (LTP)

Para valorar el efecto del tratamiento crénico con melatonina sobre la plasticidad y la
eficacia de la transmision sindptica hipocampal, se llevaron a cabo registros de la actividad
eléctrica en rodajas de hipocampo de los ratones CO y TS tratados cronicamente con vehiculo o

melatonina. La potenciacién a largo plazo fue inducida por TBS en la via colateral de Schaffer.

El analisis de los registros eléctricos tomados en condiciones basales, es decir, antes de
aplicar el TBS, no mostré diferencias significativas en las amplitudes entre los cuatro grupos
experimentales (figura 41A). Sin embargo, el andlisis de los potenciales postsinapticos
excitatorios (fEPSPs) tras aplicar el TBS, reveld déficits en la induccion de la LTP en el area CA1
en el grupo de animales TS tratados con vehiculo con respecto a los CO bajo el mismo
tratamiento (p<0.01; tabla 15, figura 41B). La administracion crénica de melatonina aumento la
LTP de manera significativa en el grupo de animales TS (p<0.001; tabla 15, figura 41B), sin
embargo, no produjo ningun efecto en los ratones CO (p=0.62; tabla 15, figura 41B). Estos
hallazgos indican que el tratamiento crénico con melatonina rescaté completamente la LTP en
ratones TS, ya que, al comparar las medias de las pendientes de los fEPSPs no se encontraron
diferencias entre los grupos de ratones TS que habian recibido melatonina y los CO que habian

sido tratados con vehiculo (p=0.66; tabla 15, figura 41B).
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Figura 41. (A) Imagenes representativas de los fEPSPs antes de aplicar el estimulo (ondas basales, negro)
y después de aplicar la theta burst stimulation (TBS, rojo). La barra representa una escala de 1mV y 10ms.
(B) Medias * E.E.M. de las pendientes de los fEPSPs expresadas como porcentaje de cambio respecto a
los valores de referencia registrados durante el establecimiento de la linea basal de los animales TSy CO
tratados con vehiculo o melatonina durante la etapa adulta. La tabla 15 muestra los resultados del analisis

estadistico.

Tabla 15. Valores F y p del MANOVA RM vy analisis post hoc de las curvas de la LTP. Los valores

estadisticamente significativos se presentan en negrita.

F135
. . Genotipo x
Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
0.19, 0.01, 0.19,
Basal
p=0.65 p=0.91 p=0.65
. 7.85, 4.86, 1.80,
Después de la TBS
p<0.01 p<0.05 p=0.18
Comparaciones post hoc entre grupos:
11.09,
CO vehiculo vs. TS vehiculo
p<0.01
i . 15.1,
TS vehiculo vs. TS melatonina
p<0.001
; 3 0.25,
CO vehiculo vs. CO melatonina
p=0.62
, ., 0.19,
CO vehiculo vs. TS melatonina
p=0.66
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1.5. Efectos de la melatonina sobre distintos procesos implicados en la

neurodegeneracion cerebral

1.5.1. Efectos sobre la degeneracion del sistema colinérgico del septo medial del

prosencéfalo basal

Para cuantificar el nimero de neuronas colinérgicas en el septo medial se realizé un
analisis inmunohistoquimico en el que se utilizé un anticuerpo que se une al enzima acetilcolin
transferasa (ChAT) y que se encuentra en las neuronas colinérgicas productoras de acetilcolina
(figura 42A). Los ratones TS tratados con vehiculo mostraron un ndmero significativamente
menor de células ChAT* que el grupo de animales CO (ANOVA ‘genotipo’: F1,7=7.85; p=0.01;
figura 42B). El tratamiento con melatonina aumenté el nimero de neuronas ChAT* tanto en los
animales TS como en los CO (ANOVA ‘tratamiento’: F1,7,=4.78; p=0.039; figura 42B). Las
diferencias encontradas en el nimero de neuronas ChAT" en el septo medial de los ratones TS
respecto al de los animales CO tratados con vehiculo (CO vehiculo vs. TS vehiculo: t=1.83,
p=0.046) desaparecieron después de tratar con melatonina al grupo TS (CO vehiculo vs. TS

melatonina: t=0.233, p=0.299) (figura 42B).
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Figura 42. (A) Imagenes representativas de microscopia dptica de neuronas ChAT" en el septo medial de
los ratones TS y CO tratados con melatonina o con vehiculo durante la etapa adulta. (B) Medias + E.E.M.
del numero total de neuronas ChAT* cuantificadas en el septum medial de los cuatro grupos
experimentales. *p<0.05 TS vs. CO. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos.
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1.5.2. Efectos sobre el desarrollo de la neuropatologia de tipo Alzheimer: niveles de
expresion de la proteina APP y de los péptidos neurotdxicos B-amiloides (AB1-40 y

AB1-42) en la corteza e hipocampo

Para evaluar los efectos del tratamiento cronico con melatonina sobre los niveles de
expresion de la proteina APP en la corteza y en el hipocampo se realizo la técnica de western
blot. Como refleja la figura 43A, el andlisis de las bandas obtenidas (figura 43B) mostré mayores
niveles de expresion de la proteina APP (120 KDa) en los ratones TS, respecto a sus hermanos
euploides, tanto en la corteza como en el hipocampo (ANOVA “genotipo’, corteza, F1,1=16.50;
p=0.001; hipocampo, F1 2= 21.98; p<0.001). La melatonina no redujo la expresidn de la proteina
APP en el hipocampo, pero provocé una ligera disminucién en la corteza, aunque esta no alcanzé
la significacion estadistica (ANOVA “tratamiento’: corteza, F12:1=3.77; p=0.06; hipocampo, F1 1=
0; p=0.99). Sin embargo, los analisis post hoc revelaron que las diferencias encontradas en los
niveles de expresidn de la proteina APP en la corteza, entre los animales TS tratados con vehiculo
y el grupo CO (TS vehiculo vs. CO vehiculo: t=4.2, p=0.008), dejaron de ser significativas después

del tratamiento con melatonina (TS melatonina vs. CO vehiculo: t=2.06, p=0.09; figura 43A).
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Figura 43. (A) Analisis mediante western blot de los niveles de expresion de la proteina APP en la corteza
e hipocampo de los ratones TS y CO tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta. Los datos
se expresan como las medias + E.E.M. del porcentaje de variacidn de densidad dptica con respecto al valor
medio del grupo CO tratado con vehiculo (considerado como el 100 %). (B) Imagenes representativas de
las bandas correspondientes a las proteinas APP (120 KDa) y a la utilizada como control interno GAPDH
(37KDa). *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 TS vs.CO. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos.
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A continuacidn, los niveles de los péptidos B-amiloides (AP1-40 y AB1-42) en el cerebro
de los animales TS y CO tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta (figura 44A,
44B) se cuantificaron mediante la técnica ELISA. El analisis de los resultados demostré que los
niveles de los péptidos AB1-40 (figura 44A) y AB1-42 (figura 44B) fueron mayores en los ratones
TS tratados con vehiculo, tanto en el hipocampo (ANOVA ‘genotipo” AB1-40: F11=35.19;
p<0.001; APB1-42: F17:,=16.62; p=0.001) como en la corteza (ANOVA ‘genotipo’ AP1-40:
F1,21=22.33; p<0.001; AB1-42: F121=19.16; p<0.001). El tratamiento con melatonina no redujo los
niveles de ninguno de los dos péptidos en la corteza o en el hipocampo de los animales TS. Sin
embargo, los analisis post hoc demostraron que el tratamiento con melatonina descendid los
niveles del péptido AB1-40 en la corteza del grupo CO (CO melatonina vs. CO vehiculo: t=2.63,
p=0.027; figura 44A).

A 3 COvehiculo B)
@l CO melatonina
3 TSvehiculo
@l TS melatonina

300 200
** *%
N 150 2 =2
* 7 Hokok
o . 2001 = N
<4 = g =
JE 4 < £ 100-
2e 2s
1004
504
C T T C
Corteza Hipocampo Corteza Hipocampo

Figura 44. Medias * E.E.M de los niveles de los péptidos AB1-40 (A) y AB1-42 (B) detectados mediante la
técnica de ELISA en la corteza y en el hipocampo de los animales TS y CO tratados con melatonina o
vehiculo durante la etapa adulta. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001 TS vs. CO; #p<0.05 melatonina vs.
vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos.

1.5.3. Efectos sobre los niveles de estrés oxidativo en la corteza y en el hipocampo

Para cuantificar el dafio oxidativo en el cerebro de los animales medimos los niveles de
HNE mediante la técnica de ELISA en la corteza y en el hipocampo de los 4 grupos

experimentales.

La figura 45 refleja los niveles de HNE detectados en la corteza y en el hipocampo de los
animales TS y CO tratados con vehiculo o melatonina durante la etapa adulta. Los ratones TS
mostraron niveles significativamente mayores del marcador de estrés oxidativo HNE en la
corteza (ANOVA ‘genotipo”: F125=9,64; p=0.005), pero esas diferencias no alcanzaron la

significacién estadistica en el hipocampo (ANOVA “genotipo’: F125=0.31; p=0.12). Sin embargo,
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el andlisis post hoc de los resultados revelé un aumento de los niveles de HNE en el hipocampo
de los animales TS tratados con vehiculo con respecto al grupo CO bajo el mismo tratamiento

(TS vehiculo vs. CO vehiculo: t= 3.61, p=0.004).

Respecto a los efectos del tratamiento crénico con melatonina, su administracion redujo
de manera significativa los niveles de HNE en la corteza (ANOVA ‘tratamiento’: F12s=6.91,
p=0.015), especialmente en los animales CO. Sin embargo, este tratamiento no modificd
significativamente los niveles de HNE en el hipocampo de ratones CO (ANOVA ‘tratamiento’:
F125=0.29; p=0.59) aunque hizo desaparecer las diferencias encontradas en los niveles de HNE
en el hipocampo entre los ratones TS y CO tratados con vehiculo (TS melatonina vs. CO vehiculo:

t=0.82, p=0.42; figura 45).
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Figura 45. Medias + E.E.M. de los niveles de HNE detectados en la corteza y en el hipocampo de ratones
TSy CO tratados con melatonina o vehiculo durante la etapa adulta. *p<0.05; **<0.01 TS vs. CO; #p<0.05
melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos.
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2. ESTUDIO II: Efectos del tratamiento crénico con melatonina durante las etapas pre-
y post-natales sobre las alteraciones comportamentales y cognitivas del ratén Ts65Dn

2.1. Efectos sobre la cognicidn, ansiedad, atencion y habilidades sensorimotoras del ratén

TS

2.1.1. Cognicién

2.1.1.1. Prueba de condicionamiento del miedo (CFC)

En la prueba del CFC, no se encontraron diferencias en el tiempo de inmovilidad entre
los distintos grupos de animales en condiciones basales (‘genotipo”: p=0.45; "tratamiento”: 0.31;
tabla 16, figura 46) o durante la sesidn de entrenamiento (‘genotipo”: p=0.45; ‘tratamiento’:
0.78; tabla 16, figura 46). Los ratones TS tratados con melatonina o con vehiculo permanecieron
menos tiempo inmdéviles que los animales CO tanto en la sesidén de condicionamiento de miedo
a un tono (p<0.001, tabla 16, figura 46) como a un contexto visual (p=0.03; tabla 16). El
tratamiento con melatonina no ejercié ningln efecto sobre el tiempo de inmovilidad en ninguno
de los dos genotipos en la sesion 2 (p=0.09; tabla 16, figura 46) o en la 3 (p=0.64; tabla 16, figura

46) por tanto no modificd la memoria asociativa o la contextual de los ratones TS o CO en el CFC.
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Figura 46. Medias * E.E.M. del porcentaje de tiempo de inmovilidad en condiciones basales y durante la
sesidn de entrenamiento (dia 1), en la sesion de evaluacidn de la memoria de asociacién tono-descarga
(dia 2) y contexto visual-descarga (dia 3) en la prueba de CFC realizada por los animales TS y CO tratados
con melatonina o vehiculo durante la etapa pre- y post-natal. *p<0.05, ***p<0.001, TS vs. CO. Prueba de
Bonferroni tras ANOVAs significativos (la tabla 16 muestra los resultados del analisis estadistico).
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Tabla 16. Prueba de condicionamiento del miedo. Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento)

de cada variable dependiente analizada en el CFC. Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se
presentan en negrita.

F1,44
Genotipo Tratamiento Genotipo x Tratamiento
0.57, 1.04, 0.05,
Basal
p=0.45 p=0.31 p=0.82
. 0.57, 0.76, 1.55,
Entrenamiento
p=0.45 p=0.78 p=0.22
15.98, 2.99, 0.05,
Tono
p=0.00 p=0.09 p=0.81
5.04, 0.21, 0.05
Contexto
p=0.03 p=0.64 p=0.82

2.1.1.2. Laberinto acudtico de Morris (MWM)

La tabla 17 muestra los resultados de los andlisis estadisticos de todas las variables
evaluadas en este experimento.
a) Sesiones de adquisicion
» Velocidad

Como muestra la figura 47, no se encontraron diferencias significativas en las
velocidades medias de natacidon durante las 8 sesiones de adquisicion entre los distintos

genotipos (p=0.43; tabla 17, figura 47) o grupos de tratamiento (p=0.386; tabla 17, figura 47).
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Figura 47. Medias * E.E.M. de la velocidad media de natacion durante las ocho sesiones de adquisicién de
los ratones CO y TS tratados con melatonina o vehiculo durante las etapas pre- y post-natales.
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» Memoria de referencia

Al igual que en el tratamiento durante la edad adulta, todos los grupos experimentales
fueron reduciendo progresivamente la latencia para alcanzar la plataforma a lo largo de las 8
sesiones de adquisicion (S1-S8), lo que indica un aprendizaje de la localizacién de la misma a lo
largo de la prueba (p<0.001; tabla 17, figura 48A). Sin embargo, los ratones TS tratados con
melatonina o con vehiculo tuvieron mas dificultades para alcanzar la plataforma que los
animales CO bajo el mismo tratamiento a lo largo de las distintas sesiones de adquisicion

(p<0.001; tabla 17, figuras 48B, 48C).
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Figura 48. Medias * E.E.M. de la latencia de llegada a la plataforma durante las 8 sesiones de adquisicion
de los 4 grupos de animales (A), de los ratones TS y CO tratados con vehiculo (B) y con melatonina (C) y
de los ratones CO (D) y TS (E) bajo el mismo tratamiento. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, TS vs. CO;
#p<0.05, melatonina vs. vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos. En la esquina inferior
derecha de cada grafica se muestra la significacion (ANOVA) tras la comparacion entre cada par de curvas
(la tabla 17 muestra los resultados del analisis estadistico).
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La melatonina administrada durante la etapa pre- y post-natal, no redujo la latencia de
llegada a la plataforma en ninguno de los dos genotipos durante estas sesiones (p=0.41; tabla
17, figuras 48D, 48E), lo que indica que en etapas tempranas este tratamiento no mejora su

memoria de referencia.

» Memoria de trabajo

La memoria de trabajo se valoré analizando la ejecucién de cada uno de los grupos
experimentales a lo largo de los 8 ensayos de cada sesidon (para cada ensayo la media de la
latencia de llegada a la plataforma en las 8 sesiones). El andlisis estadistico (tabla 17) reveld que
todos los grupos experimentales redujeron la latencia de llegada a la plataforma a lo largo de
los ensayos dentro de una misma sesion (p=0.04; tabla 17, figura 49). Los animales TS mostraron
una memoria de trabajo deteriorada con respecto a los ratones CO (p<0.001; tabla 17, figura

49).

El tratamiento con melatonina no modificé la latencia de llegada a la plataforma de los
ratones TS o CO a lo largo de los ensayos (CO vehiculo vs. CO melatonina: p=0.56; TS vehiculo
vs. TS melatonina: p=0.43; tabla 17, figura 49), lo que indica que el tratamiento con la indolamina

no mejord la memoria de trabajo de los ratones TS o CO.
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Figura 49. Medias + E.E.M. de la latencia de llegada a la plataforma en cada uno de los 8 ensayos de las 8
sesiones de adquisicidn de los ratones TS y CO tratados con melatonina y con vehiculo durante las etapas
pre- y post-natales. *p<0.05, **p<0.005, ***p<0.001, TS vs. CO. Prueba Bonferroni tras ANOVAs
significativos (la tabla 17 muestra los resultados del andlisis estadistico).

145



Resultados

» Comportamiento tigmotdctico

La estrategia de busqueda de la plataforma realizada por los ratones TS bajo ambos
tratamientos fue inadecuada, ya que pasaron mas tiempo nadando por la periferia del tanque
que sus respectivos controles (p<0.001; tabla 17, figuras 50A, 50B). El tratamiento con
melatonina durante las etapa pre- y post-natales no mejord el comportamiento tigmotdctico de
los animales puesto que no redujo el porcentaje de tiempo que los ratones pasaron nadando
por la periferia del tanque (p=0.56; tabla 17, figura 50A). Es decir, la melatonina administrada
durante las etapas pre- y post-natales no mejoré el aprendizaje y memoria de procedimiento de
los animales TS o CO.

A =3 CO vehiculo B)
@l CO melatonina

3 TS vehiculo
Bl TS melatonina

80- ki | 100~
o g
3 60- T 3
g g
§ 40 ———— &
g T g
g £
8 204 2
X o\°
C T C T T T T T T T

1 2 3 4 5 6 7 8
Sesién

Figura 50. Medias + E.E.M. del porcentaje medio de tiempo que pasaron nadando por la periferia del
tanque los ratones CO y TS tratados con melatonina o vehiculo durante las etapas pre- y post-natales en
las 8 sesiones de adquisicion (A) y a lo largo de las 8 sesiones de adquisicion (S1-S8; B). **p<0.01,
***p<0.001 TS vs. CO. Prueba de Bonferroni tras ANOVASs significativos (la tabla 17 muestra los resultados
del analisis estadistico).
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b) Sesiones de aprendizaje guiado

Durante las sesiones de aprendizaje guiado (S9-S12), los ratones TS bajo ambos
tratamientos tendieron a tardar mas tiempo que los CO en localizar la plataforma cuando esta
era visible (p=0.05; tabla 17, figura 51). El tratamiento con melatonina durante la etapas pre-y
post-natales no ejercié ningun efecto significativo sobre la ejecucién de ninguno de los dos

genotipos en estas condiciones experimentales (p=0.31; tabla 17, figura 51).
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Figura 51. Medias * E.E.M. de la latencia para alcanzar la plataforma de los ratones CO y TS tratados con
melatonina o vehiculo durante las etapas pre- y post-natales durante las sesiones de aprendizaje guiado
(59-12) en la prueba del laberinto acuatico de Morris.
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Tabla 17. Laberinto acuatico de Morris. Valores F y p de los MANOVAs MR y analisis post hoc de cada
variable independiente analizada durante las sesiones de adquisicion y guiadas del MWM. Los valores
estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita.

. . . Genotipo x
Sesion Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
MANOVA MR F7'44=20.47, F1'44=71.10, F1‘44=2.49, F1‘44=0.5 7,
genotipo x tratamiento p<0.001 p<0.001 p=0.12 p=0.45
. CO vehiculo vs. F1,,3=75.53,
Memoria de TS vehiculo p<0.001
referencia C -
(S1-58) omparaciones -5 mejatonina vs. F1,,1=61.70,
post hocentre TS melatonina p<0.001
cada par de
curvas de CO vehiculo .vs. F1,24=1.23,
aprendizaje CO melatonina p=0.27
TS vehiculo vs. F1,20=0.59,
TS melatonina p=0.45
MANOVA MR F7,44=2.41, F;144=65.11, F;,4,=1.81, F1,44=0.29,
genotipo x ensayo p=0.04 p<0.001 p=0.18 p=0.59
CO vehiculo vs. F1,,3=30.27,
TS vehiculo p<0.001
M iad ;
trae;;fz_:la € Comparaciones CO melatonina vs. F1,,=53.88,
) posthoc entre 15 mejgtoning p<0.001
(E1-E8) cada par de
curvas de CO vehiculo .vs. F1,24=0.34,
aprendizaje CO melatonina p=0.56
TS vehiculo vs. F1,20=0.67,
TS melatonina p=0.43
MANOVA MR F7,44=20.98, F1'44=61.69, F1,44=O.33, F1,44=O.27,
genotipo x tratamiento p<0.001 p<0.001 p=0.56 p=0.60
CO vehiculo vs. F1,3=49.13,
TS vehiculo p<0.001
Tigmotaxis Comparaciones CO melatonina vs. F1,=24.28,
(S1-s8) post hoc entre TS melatonina p<0.001
cada par de
curvas de CO vehiculo .vs. F1,24=0.002,
aprendizaje CO melatonina p=0.96
TS vehiculo vs. F1,20=0.70,
TS melatonina p=0.41
Sesiones Latencia F1'44:3.95, F1‘44:1.03, F1‘44:O.38,
guidas MANOVA genotipo x tratamiento p=0.05 p=0.31 p=0.53
F144=0.61, F;44=0.26, F144=0.76,
Velocidad MANOVA genotipo x tratamiento 14 14 14
p=0.43 p=0.61 p=0.38

2.1.2. Ansiedad y actividad general

2.1.2.1. Campo abierto

En esta prueba, de nuevo, los ratones TS tratados tanto con melatonina como con
vehiculo se mostraron hiperactivos en comparacion con los animales CO, ya que recorrieron
mayor distancia tanto por la periferia (p<0.001) como por el centro del aparato (p=0.02) y, por

tanto, mostraron una mayor actividad horizontal total (p=0.001; tabla 18, figura 52A). Sin
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embargo, los animales TS y CO no difirieron en la actividad vertical (nimero de alzamientos,
p=0.53; tabla 18, figura 52B). Por ultimo, el tratamiento con melatonina en estas etapas no
afectd a la actividad horizontal (p=0.91; tabla 18, figura 52A) o vertical (p=0.21, tabla 18, figura

52B) en ninguno de los dos genotipos.
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Figura 52. Medias * E.E.M. de la distancia recorrida (A) y del nimero de alzamientos (B) realizados por los
ratones TS y CO tras del tratamiento crénico con melatonina o vehiculo durante las etapas pre- y post-
natales en la prueba del campo abierto. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, TS vs. CO. Prueba de Bonferroni
tras ANOVAs significativos. La tabla 18 muestra los resultados del analisis estadistico.

2.1.2.2. Laberinto elevado en cruz

Al contrario que lo encontrado en los ratones TS tratados durante la edad adulta, no se
encontraron diferencias significativas en el numero de entradas en brazos abiertos o cerrados
entre los ratones TS y CO (p=0.99; tabla 18, figura 53A) bajo ambos tratamientos (p=0.10; tabla
18, figura 53A). Sin embargo, el hecho de que los ratones TS tratados con vehiculo realizasen un
mayor numero de alzamientos que los CO bajo el mismo tratamiento (p=0.039; figura 53C)
revela que los animales TS también mostraban cierto grado de hiperactividad en esta prueba.
Aunque la administracién de melatonina no redujo significativamente esta hiperactividad
(p=0.603; figura 53C) el andlisis post-hoc de los resultados revelé que el aumento encontrado
en el numero de alzamientos en el grupo TS tratado con vehiculo en relacién a sus controles (TS
vehiculo vs. CO vehiculo: t=2.12, p=0.04; figura 53C), dejé de ser significativo en los animales TS
tratados con melatonina comparado con los CO tratados con vehiculo (TS melatonina vs. CO

vehiculo: t=1.65, p=0.11; figura 53C).

Tanto los componentes cognitivos de la ansiedad (nimero de conductas de evaluacién

de riesgo: HDs, SAPs) como los motores (porcentaje de tiempo en brazos abiertos y tiempo de
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inmovilidad al comienzo del test) fueron similares en ambos genotipos (nimero de conductas
de evaluacion de riesgo: p=0.79; tabla 18, figuras 53C; porcentaje tiempo brazos abiertos:
p=0.16, figura 53B; tiempo inmovilidad: p=0.18, figura 53D). La melatonina administrada
durante las etapas pre- y post-natales no alteré ninguno de los componentes motores
(porcentaje de tiempo brazos abiertos: p=0.95; tabla 18, figura 53B; tiempo inmovilidad:

p=0.37; tabla 18, figura 53D) o cognitivos (HD+SAP: p=0.93; tabla 18, figura 53C) de la ansiedad.
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Figura 53. Medias + E.E.M. del numero de entradas a brazos abiertos, cerrados y del nimero total de
entradas (A), del porcentaje de tiempo que permanecieron en los brazos abiertos (B), del nimero de
conductas de evaluacion de riesgo (HD+SAPs) y de alzamientos (C) y del tiempo de inmovilidad inicial (D),
realizados por los animales TS y CO tratados con melatonina o con vehiculo durante las etapas pre- y post-
natales. *p<0.05 TS vs. CO. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos. La tabla 18 muestra los
resultados del analisis estadistico.
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Tabla 18. Campo abierto y laberinto elevado en cruz. Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento)
de cada variable dependiente analizada. Los valores estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan
en negrita.

F1,4a
Campo abierto Genotipo x
Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
Distancia recorrida: 17.29, 0.01, 0.23,
periferia p=0.00 p=0.90 p=0.88
Distancia recorrida: 5.54, 0.004, 0.38,
centro p=0.023 p=0.95 p=0.84
Distancia recorrida: 13.71, 0.012, 0.01,
total p=0.001 p=0.91 p=0.97
. 0.38, 1.55, 1.88,
Alzamientos
p=0.53 p=0.21 p=0.177
Laberinto elevado en cruz
NuUmero de entradas en los 0.00, 2.72, 0.26,
brazos abiertos p=0.99 p=0.10 p=0.60
Numero de entradas en los 2.75, 0.00, 0.002,
brazos cerrados p=0.10 p=0.99 p=0.96
) 1.06, 1.85, 0.15,
Numero total de entradas
p=0.30 p=0.18 p=0.69
Tiempo de inmovilidad 1.81, 0.79, 0.22,
inicial p=0.18 p=0.37 p=0.63
Porcentaje de tiempo en los 1.99, 0.04, 0.09,
brazos abiertos p=0.16 p=0.95 p=0.75
Numero de conductas de 0.07, 0.006, 0.41,
evaluacién del riesgo p=0.79 p=0.93 p=0.52

2.1.3. Actividad exploratoria y atencién: Tabla de agujeros

Durante esta prueba, no se encontraron diferencias significativas debidas al genotipo o
al tratamiento en la actividad horizontal (genotipo: p=0.42; tratamiento: p=0.09; tabla 19) o
vertical (genotipo: p=0.34, tratamiento: p=0.12; tabla 19) entre los distintos grupos de animales.
Los ratones TS tratados con vehiculo mostraron una mayor actividad exploratoria en relacién a
los animales CO bajo el mismo tratamiento, ya que realizaron un mayor numero de
exploraciones de los agujeros (p=0.02; tabla 19). La melatonina administrada durante las etapas
pre- y post-natales redujo de forma significativa el nimero de exploraciones y el tiempo de
exploracién de agujeros en los animales TS y CO (p=0.003; tabla 19). Ademas, el tratamiento con
melatonina también disminuyd el nimero de repeticiones en agujeros previamente explorados
en ambos genotipos (indice ABA, p=0.001; tabla 19). Sin embargo, este menor numero de
repeticiones fue debido, en parte, al menor nimero de exploraciones realizadas por los ratones

TS y CO tratados con melatonina, ya que cuando el indice ABA fue corregido con el nimero de
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exploraciones, no se encontraron diferencias entre los distintos grupos de animales
(ABA/nimero de exploraciones; p=0.06; tabla 19). Por lo tanto, aunque el tratamiento con
melatonina redujo la conducta exploratoria de los animales no ejercié ningln efecto sobre su

atencién en esta prueba.

Tabla 19. Medias + E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por los diferentes grupos experimentales.
Valores F y p del MANOVA (genotipo x tratamiento) de cada variable dependiente analizada. Los valores
estadisticamente significativos (p<0.05) se presentan en negrita.*p<0.05, TS vs. CO; #p<0.05, melatonina
vs.vehiculo. Prueba de Bonferroni tras ANOVAs significativos.

Vehiculo Melatonina F1,a4
TS co TS CO Genotipo Tratamiento Genotl'po X
Tratamiento
. A 5.88 7.46 8.16 8.36 0.64, 2.85, 0.36,
Distancia (m)
+0.57 +£0.92 *+1.02 +1.20 p=0.42 p=0.09 p=0.54
; . 8.00 9.85 11.5 14.71 0.91, 247, 0.06,
Ndmero de alzamientos
+254 +2.15 +2.84 +291 p=0.34 p=0.12 p=0.79
) . 29.2*% 20.14 18.40% 15.2" 5.76, 9.49, 1.33,
Numero de exploraciones
+3.77 +£1.80 *3.09 +1.48 p=0.02 p=0.003 p=0.25
) . 32.43 33.21 14.40% 24.05 0.98, 6.69, 0.71,
Tiempo de exploracion (s)
+6.36 +5.70 *+3.09 +4.35 p=0.32 p=0.01 p=0.40
3 7.08 5.42 # # 218, 12.04, 0.46,
indice ABA 3.907 3.28
+094 +0.64 *+0.83 +0.64 p=0.14 p=0.001 p=0.50
0.26* 0.28 0.19 0.21 0.33, 3.54, 0.01,
ABA/n2 exploraciones
+0.02 +0.03 *0.02 +0.04 p=0.56 p=0.06 p=0.89

2.1.4. Habilidades sensorimotoras

2.1.4.1. Bateria de pruebas sensorimotoras

En la bateria de pruebas para evaluar las habilidades sensoriales y motoras de los
ratones tratados con melatonina desde etapas tempranas del neurodesarrollo no se observaron
diferencias entre animales TS o CO bajo ambos tratamientos en la visidn, la respuesta a un
estimulo auditivo, la fuerza de agarre, el reflejo prensil, la capacidad de traccién o el equilibrio.
Por tanto el tratamiento con melatonina durante las etapas pre- y post-natales no se alteraron
las distintas habilidades sensoriales 0 motoras analizadas en ratones TS o CO a los 4-5 meses de

edad (tabla 20).
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Tabla 20. Medias + E.E.M. de las puntuaciones obtenidas por los ratones TS y CO después del tratamiento
cronico con melatonina o vehiculo durante las etapas pre- y post-natales. Valores F y p del MANOVA
(genotipo x tratamiento) de cada variable dependiente analizada.

Vehiculo Melatonina F1,a4
) A Genotipo x
co TS co TS Genotipo Tratamiento .
Tratamiento
L 2.42 2.50 2.50 2.27 0.163, 0.16, 0.59,
Vision
+0.17 +£0.19 +0.20 0.19 p=0.68 p=0.68 p=0.44
1.28 1.08 1.07 1.36 0.10, 0.05, 3.22,
Respuesta sobresalto
+0.16 +0.08 +0.07 +£0.20 p=0.74 p=0.81 p=0.07
- L. 0.00 0.00 0.07 0.00 0.81, 0,81, 0.81,
Sensibilidad tactil
+0.00 +0.00 +0.07 0.00 p=0.37 p=0.37 p=0.37
Reflejo de 3.00 3.00 3.00 3.00
enderezamiento +0.00 *0.00 *0.00 +*0.00
3.00 2.75 3.00 3.00 0.75, 0.75, 0.75,
Fuerza agarre
+0.14 +0.13 +0.10 +0.19 p=0.38 p=0.38 p=0.38
2.07 2.16 2.57 2.09 1.05, 1.27, 2.34,
Madera
. +0.16 +0.16 *0.25 £0.09 p=0.31 p=0.26 p=0.13
Equilibrio
L 1.14 0.50 1.64 0.90 1,91, 0.83, 0.08,
Aluminio
+0.49 +0.23 +0.58 +0.54 p=0.17 p=0.36 p=0.92
19.60 20.00 20.00 20.00 0.81, 0.81, 0.81,
Latencia madera
+0.39 +0.00 +0.00 =0.00 p=0.37 p=0.37 p=0.37
i . 7.42 6.58 11.39 8.04 1.22, 2.04, 0.43,
Latencia aluminio
+177 +169 +1.86 +2.21 p=0.27 p=0.15 p=0.51
i . 2.28 2.50 2.85 2,36 0.36, 0,87, 2.31,
Reflejo prensil
+0.28 +0.23 +0.09 +0.27 p=0.55 p=0.35 p=0.13
. L 2.92 2.50 1.21 2.451 0.39, 1.84, 1.65,
Capacidad de tracciéon
+0.70 +0.66 +0.45 +0.74 p=0.53 p=0.18 p=0.20
Latencia 42.28 43.75 37.14 37.18 0.01, 0.77, 0.01,
caida +6.81 6.2 *596 +7.51 p=0.91 p=0.38 p=0.91
Prueba Desplazami 4.28 3.83 4.50 3.45 0.73, 0.009, 0.11,
percha entos +0.89 +0.57 +1.03 +0.81 p=0.39 p=0.92 p=0.73
Latencia 35,71 32.41 30.85 40.90 0.33, 0.096, 1.29,
llegada +546 +6.05 *5.79 +6.09 p=0.56 p=0.75 p=0.26

2.1.4.2. Actividad espontdnea: Actimetria

Al igual que lo observado tras el tratamiento durante la edad adulta, todos los grupos
de animales mostraron un ritmo diario de actividad normal a lo largo del ciclo de 24 horas, es
decir, fueron mas activos durante el periodo de oscuridad que durante el de luz (figura 54A). El
analisis de la actividad espontanea no reveld ningtin efecto significativo debido al genotipo, (fase
oscura: F144=0.47, p=0.49; fase luminosa: F144=1.17, p=0.28; figura 54B), al tratamiento (fase
oscura: F144=0.02, p=0.89 ; fase luminosa: F144=0.154, p=0.697; figura 54B) o a la interaccion
entre ambos (fase oscura: F1,44=0.86, p=0.36; fase luminosa: F144=0.38, p=0.54; figura 54B), es

decir, todos los grupos experimentales mostraron una actividad espontanea similar a lo largo
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del dia y de la noche. Por tanto, la melatonina administrada durante las etapas pre- y post-

natales no modificé la actividad locomotora espontdnea de los animales.

A B)
CO vehiculo

- CO melatonina
TS vehiculo
-¥ TS melatonina

200000+ 150000+
Oscuridad
150000+
100000+
8 8
S 1000004 S
3 3
50000+
500004
0 0 ml INI B

Oscuridad Luz

Figura 54. Medias * E.E.M del numero total de cuentas realizadas por los ratones CO y TS tratados con
melatonina o vehiculo durante las etapas pre- y post-natales en su jaula habitual a lo largo de un ciclo
completo de luz/oscuridad de 24 horas (A) y del nimero medio de cuentas realizadas por cada grupo en
los periodos de luz y oscuridad (B).

2.1.4.3. Coordinacion motora: Rotarod

De manera consistente con lo observado en el estudio del tratamiento con melatonina
a ratones adultos, no se observaron alteraciones en coordinacion motora en ratones TS o CO
tratados con melatonina o vehiculo desde etapas tempranas del neurodesarrollo. El analisis
estadistico no mostrd diferencias significativas debido al genotipo o al tratamiento en la latencia
de caida de los distintos grupos de animales mientras el rodillo giraba a distintas velocidades
constantes (ANOVA “genotipo’: F1,44=3.16; p=0.08; "tratamiento’: F1,44=0.09; p=0.75; figura 55A)
o durante el ciclo de aceleracion (ANOVA ‘genotipo’: F144=0.61; p=0.43; ‘tratamiento’:

F1,44=0.02; p=0.88; figura 55B).
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Figura 55. 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) realizadas por los ratones CO y TS tratados con melatonina o
vehiculo durante las etapas pre- y post-natales.
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Una caracteristica comun en el SDy en el ratédn TS es la temprana apariciéon de un exceso
de estrés oxidativo durante las primeras etapas del desarrollo (Shichiri et al., 2011; Lockrow et
al., 2011; Perluigi y Butterfield, 2012) que se agrava con la edad acelerando Ia
neurodegeneracidn y produciendo un envejecimiento prematuro del cerebro (Busciglio et al.,,
2007; Zigman y Lott, 2007; Perluigi y Butterfield, 2011; 2012; Di Domenico et al., 2013; Valenti
et al., 2014). Este proceso, unido al aumento de dosis de algunos genes del HSA21, como el APP,
contribuyen a la aparicién de diversas alteraciones neuromorfoldgicas y electrofisioldgicas y
juegan un papel fundamental en la progresion del deterioro cognitivo que se observa en el

cerebro con SD.

Hasta la fecha se han propuesto y evaluado diferentes tratamientos farmacoldgicos sin
gue ninguno haya demostrado tener un efecto beneficioso sobre las alteraciones del desarrollo
motor, social, intelectual o de expresidn verbal en las personas con SD que aparecen desde
etapas tempranas del desarrollo (Gardiner et al., 2004; Lott et al., 2010) o sobre la degeneracion
cognitiva que se produce en etapas mas avanzadas. Es decir, en la actualidad, no existe ningun

tratamiento farmacolégico eficaz para paliar la discapacidad intelectual de las personas con SD.

Una de las estrategias farmacoldgicas propuestas para retrasar el deterioro cognitivo en
las personas con SD (Ani et al. 2000) ha sido la utilizacién de farmacos que reduzcan el estrés
oxidativo. Aunque hasta la fecha, ningin compuesto antioxidante ha demostrado ejercer

efectos procognitivos en personas con SD (Lott et al., 2011).

En esta tesis doctoral se evallan los efectos neuroprotectores de la administracion
exogena de melatonina para prevenir o retrasar el deterioro cognitivo en un modelo murino de
SD, el raton TS. Ademas, esta tesis trata de dilucidar los mecanismos de actuacion de esta
indolamina a través de la evaluacidn de sus efectos sobre las alteraciones cerebrales
(hipocelularidad, déficits en la plasticidad y conectividad sindptica, degeneracidon neuronal,
exceso de estrés oxidativo y desarrollo de la patologia de tipo Alzheimer) responsables del

fenotipo cognitivo que presenta el ratdn TS.
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1. Efectos del tratamiento crénico con melatonina durante la edad adulta y durante las etapas
pre- y post-natales sobre las alteraciones cognitivas, neuromorfoldgicas y electrofisiologicas y

sobre la neurodegeneracion del raton TS.

En este trabajo hemos evaluado los efectos neuroprotectores del tratamiento crénico
con melatonina, un antioxidante endégeno, en dos momentos diferentes de la vida de los
ratones TS, por un lado, administrandola durante la etapa adulta y evaluando sus efectos entre
los 10-12 meses de edad y, por otro, administrandola desde la etapa pre-natal y durante los

primeros meses de vida y evaluando sus efectos a partir del quinto mes de vida.

Para evaluar la eficacia de la administracién oral de melatonina se midieron los niveles
de excrecion en orina de un compuesto derivado del metabolismo de la melatonina en los
animales que recibieron el tratamiento durante la etapa adulta, el aMLT. Se observé que los
animales tratados con melatonina mostraban mayores niveles de aMLTs excretados en orina
que aquellos que fueron tratados con vehiculo, lo que sugiere que esta neurohormona fue
adecuadamente incorporada a la circulacién, distribuida por el organismo y finalmente,
degradada y excretada a través de la orina. En este estudio observamos que las oscilaciones
diarias de los niveles de esta hormona fueron normales en todos los grupos de animales, de
manera que durante la noche los niveles de aMLTs en orina fueron mayores que los encontrados
durante el dia. Al igual que en trabajos anteriores (Rasmussen et al., 1999), en este estudio, la
melatonina administrada de manera oral no alterd la cantidad de bebida consumida por los
animales, por lo tanto, parece que la adicidn de melatonina al agua de bebida es una manera

eficiente de administrar esta indolamina (Matsubara et al., 2003; Olcese et al., 2009).

Con la edad, la produccién de melatonina disminuye (Reiter et al., 1986; 2003). Esta
reduccion ha sido relacionada con el deterioro cognitivo y con la neurodegeneracion cerebral
asociada a la edad (Reiter et al., 1998). En la poblacidén con SD, existe cierta controversia sobre
los niveles enddgenos de melatonina. Por un lado, Uberos et al. (2010) describieron niveles
plasmaticos de melatonina mds bajos en nifios con SD que en nifios normales. Sin embargo,
Reiter et al. (1996) concluyeron que la produccion circadiana de melatonina esta conservada en
personas con SD de edades comprendidas entre los 3 y los 55 afios. En el presente trabajo, de
manera consistente con los resultados obtenidos en el estudio de Reiter (1996), no se
encontraron diferencias en la excrecion diurna o nocturna de melatonina entre ratones TS o CO
bajo la misma condicion de tratamiento lo que sugiere que, al menos, durante la etapa adulta,
la cantidad de melatonina secretada desde la glandula pineal a la circulacion es similar en ambos

genotipos.
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1.1. Efectos sobre las alteraciones cognitivo-conductuales

1.1.1. Cognicion

Diversos estudios han puesto de manifiesto que la administracién exdgena de
melatonina reduce los procesos neurodegenerativos y mejora los déficits cognitivos en varios
modelos animales (Matsubara et al., 2003; Feng et al., 2004; Olcese et al., 2009; Dragicevic et
al., 2011; Jeong et al., 2012). Para evaluar los efectos de la administracion de melatonina sobre
las alteraciones cognitivas que presenta el ratdon TS se utilizé la prueba del MWM. A pesar de
tratarse de una tarea que causa cierto grado de estrés, este paradigma es el mas utilizado para
estudiar el aprendizaje y la memoria espacial dependiente del hipocampo (Morris, 1984). Los
ratones TS tratados con vehiculo en ambas etapas de la vida (pre- y post-natal y adulta)
mostraron un deterioro en el aprendizaje dependiente de hipocampo en la prueba del MWM,
con marcados déficits en todos los aspectos cognitivos evaluados: memoria de trabajo, de
referencia y aprendizaje de procedimiento. Estos resultados confirman los déficits previamente
encontrados en este ratdn a diferentes edades al ejecutar esta prueba (Escorihuela et al., 1995;
Rueda et al., 2008; Rueda et al., 2010; Martinez-Cué et al., 2013; Garcia-Cerro et al., 2014).
Ademas, estos resultados también son consistentes con otros estudios que demuestran que el
raton TS presenta alteraciones tanto en la memoria de trabajo como en la de referencia en otras
pruebas cognitivas que requieren la integridad del hipocampo como el laberinto radial (Demas
et al., 1996) y laberinto en T (Belichenko et al., 2007). De manera consistente con otros estudios
(Escorihuela et al., 1995; Martinez - Cué et al., 2002, 2013; Braudeau et al., 2011b), el raton TS
también mostré una mayor tendencia a nadar por la periferia del tanque (tigmotaxis) para
localizar la plataforma. Dado que la plataforma siempre estuvo situada en la zona central del
tanque en todas las sesiones, la estrategia de blsqueda utilizada por los ratones TS era menos

adecuada que la que utilizaban los animales CO.

La administracion créonica de melatonina tuvo distintos efectos sobre el aprendizaje
espacial de los animales en la prueba del MWM dependiendo del momento de su
administracién. Durante la etapa adulta, la melatonina mejord significativamente la memoria de
referencia, la de trabajo y la procedimental, tanto de los ratones TS como de los CO, aunque
esta ultima no alcanzé la significacion estadistica. Todos estos resultados son consistentes con
numerosos estudios que describen que la administracién crénica de melatonina disminuye los
déficits de aprendizaje y memoria espacial en diferentes modelos animales con deterioro
cognitivo, incluyendo modelos de envejecimiento inducido por D-galactosa (Yoo et al., 2012), de

exposicidn a etanol (Baydas et al., 2005), diabetes (Tuzcu et al., 2006), modelos de ovariectomia
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(Feng et al., 2004b) y diversos modelos de EA (Feng et al., 2004a; 2006; Olcese et al., 2009).
Ademas, el tratamiento con esta indolamina también mejord la estrategia de navegacién en un
modelo murino con deterioro cognitivo inducido por dexametasona y en un modelo de rata con

hemorragia subaracnoidea (Tongjaroenbuangam et al., 2013; Wang et al., 2013).

Por el contrario, la melatonina administrada durante la etapa pre- y post-natal, no
produjo ninguna mejoria en la memoria de referencia, de trabajo o procedimental en ninguno
de los dos genotipos. De acuerdo con estos resultados, el trabajo de Cao et al. (2009) también
describe déficits en el aprendizaje y memoria espacial en la prueba del MWM después de la
administracién de melatonina a ratas recién nacidas y a ratas expuestas a plomo, desde el

momento del destete hasta el tercer mes de vida.

El hecho de que la melatonina mejore el aprendizaje y memoria espacial en los animales
TS adultos y que no ejerza ningun efecto sobre la cognicidn de los animales tratados durante la
etapa pre- y post-natal no parece deberse a cambios en la funcidn motora ya que no se
encontraron alteraciones en la velocidad de natacién entre los distintos grupos de animales
tratados durante la etapa adulta o entre los tratados durante el periodo pre- y post-natal. En
este ultimo caso, los cuatro grupos de animales tampoco mostraron diferencias en su ejecucion
durante las sesiones de aprendizaje guiado en el MWM. Sin embargo, el tratamiento con
melatonina durante la etapa adulta si mejord ligeramente la ejecucion en ambos genotipos
durante estas sesiones. Aunque se ha demostrado que existe también un importante
componente de aprendizaje procedimental en las sesiones de aprendizaje guiado (Whishaw et
al., 1986), los resultados obtenidos durante estas sesiones sugieren que la melatonina
administrada durante la etapa adulta a los animales TS y CO podria también estar mejorando la

coordinaciéon motora y la motivacion por escapar de esta situacion aversiva.

Las discrepancias encontradas seglin el momento de la administracién de la melatonina
(etapa adulta o pre- y post-natal) en la prueba del MWM podrian deberse a que las acciones
antioxidantes de la melatonina sean mas eficaces durante la edad adulta que durante las
primeras etapas de la vida en los animales TS. Aunque en la condicién SD el aumento de estrés
oxidativo y la alteracion de las enzimas antioxidantes estan ya presentes en estadios prenatales,
este proceso se acentla aln mas con la edad (Perluigi y Butterfield, 2011; 2012), por lo que es
posible que durante los primeros meses de vida otros procesos y/o mecanismos jueguen un
papel fundamental en el deterioro cognitivo que presenta este modelo. En este sentido, la
administracién de SGS-111, un antioxidante neuronal andlogo al piracetam, administrado desde

la concepcion y después del nacimiento, tampoco mejord la memoria y el aprendizaje espacial
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en los animales TS (Rueda et al., 2008b). Ademas, durante las etapas pre- y post-natales, los
efectos neuroprotectores de la melatonina parecen estar mediados mayormente por receptores
especificos de esta molécula, mas que por sus propiedades intrinsecas antioxidantes (Biran et
al., 2014). Por tanto, es posible que durante las etapas pre- y post-natales, la melatonina no esté

actuando como antioxidante en el cerebro del raton TS.

Otra posibilidad es que la dosis de melatonina administrada a los animales sea eficaz en
ratones adultos pero no en neonatos y jovenes. Aunque el perfil farmacocinético de la
melatonina esta claramente documentado en adultos (Arendt, 1995; Bojkowski y Arendt, 1990),
no se dispone de datos farmacocinéticos en neonatos y nifios. Recientemente Merchant et al.
(2013) estudiaron el perfil farmacocinético de la melatonina en neonatos y durante la primera
infancia y afirmaron que éste difiere del de los adultos, ya que a estas edades, la vida mediay la
tasa de aclaramiento de la melatonina en sangre se prolonga y su volumen de distribucion
disminuye. Ademas, teniendo en cuenta que la melatonina es extremadamente lipofilica y dado
el bajo contenido en grasas de los neonatos y de los nifios durante la primera infancia (10%),
comparado con los adultos (20-25 %), la capacidad de esta neurohormona podria estar reducida
para distribuirse desde la sangre a los diferentes érganos diana. Por esta razodn, la concentracion
de esta molécula en plasma es mas alta que la esperada en comparacion con los adultos
(Merchant et al., 2013). Ademas, debido a la presencia de la barrera hematoencefalica, la
concentracién eficaz de melatonina en el cerebro en desarrollo es desconocida. Por tanto,
podria ser que la farmacocinética de la melatonina sea diferente en animales jévenes y adultos,
afectando a su concentracién final en el cerebro. En consecuencia, seria necesario llevar a cabo
estudios farmacocinéticos para definir la concentracién a la cual la melatonina es mas eficaz
para llevar a cabo sus acciones neuroprotectoras durante los estadios pre- y post-natales en el

raton TS.

Por ultimo, es posible que la melatonina administrada durante las primeras etapas de la
vida estuviera ejerciendo algun efecto adverso que afecte a la cognicién de los animales TS. En
la mayor parte de estudios publicados hasta ahora no se han descrito efectos adversos tras el
tratamiento a largo plazo con melatonina en nifios (Palm et al., 1997; Jan et al., 2007; Carr et al.
2007; Gitto et al., 2012) o en los estudios realizados con animales a los que se les administré
esta neurohormona durante las etapas pre- y post-natales (Jahnke et al., 1999; Uyanikgil et al.,
2007; Baka et al., 2010; Watanabe et al., 2012). Sin embargo, aunque son escasos, algunos
trabajos describen efectos adversos en modelos animales tras la administracion de esta

indolamina durante las primeras etapas de la vida. Algunos de estos estudios sugieren que la
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suplementacién con melatonina durante estas etapas en ratas afecta de forma negativa al
tamafio de la camada, al crecimiento y peso de las crias, incrementa la mortalidad de las mismas,
altera su maduracion sexual y los niveles de hormona luteinizante liberada por la adenohipdfisis
(Colmenero et al. 1991; Singh et al., 2013). Por otro lado, los estudios llevados a cabo por Diaz
Rodriguez et al. (1999) mostraron que la administracién de melatonina durante la etapa pre-
natal por via oral a ratas gestantes retrasa la secrecién post-natal de testosterona y algunos
neurotransmisores (sustancia P y neuroquinina A) en diversas estructuras cerebrales
(hipotalamo, hipdfisis, estriado) en la descendencia. Por lo tanto, no podemos descartar que
durante el periodo de gestacién, la melatonina en los animales TS esté ejerciendo algun efecto
adverso de este tipo que pueda dafiar las funciones cerebrales dependientes de las areas

afectadas o impedir los efectos beneficiosos que esta hormona ejerce en animales adultos.

En la prueba del condicionamiento del miedo, que evalta el aprendizaje y la memoria
contextual (dependiente del hipocampo) y acustica (independiente del hipocampo) asociados al
miedo, los ratones TS jovenes y adultos tratados con vehiculo permanecieron menos tiempo
inmoviles que los ratones CO, lo que indica que presentan alteraciones en ambos procesos
cognitivos. El hecho de que los animales TS presenten déficits durante la sesidon 2 (memoria
acustica) podria deberse a que aunque el condicionamiento acustico depende principalmente
de la amigdala, una estructura que en los animales TS parece no presentar alteraciones (Salehi
et al., 2009; Kleschevnikov et al., 2012a), en este tipo de condicionamiento también participan
las cortezas perirrinal, entorrinal y postrinal y el tdlamo, estructuras que si que estan dafiadas

en este modelo animal de SD (Goosens y Maren, 2001; Kholodar-Smith et al., 2008).

La melatonina administrada durante la etapa adulta o durante las etapas pre- y post-
natales, no afecté a la memoria acustica o a la contextual de los ratones TS o CO. Nuestros
resultados son consistentes con los encontrados recientemente por Yang et al. (2013) que han
demostrado que la administracién de esta indolamina en ratas no mejora los distintos procesos
cognitivos analizados en esta prueba de condicionamiento. El hecho de que la melatonina
administrada durante la etapa adulta ejerza un efecto procognitivo en el MWM y no mejore la
memoria contextual de los animales TS podria deberse a que, aunque ambas pruebas dependen
principalmente del hipocampo, son tareas diferentes, en las que intervienen estructuras
anatomicas y redes funcionales distintas. En este sentido, diversas estructuras que no han sido
estudiadas en esta tesis como las cortezas entorrinal y perirrinal y las aferencias cerebelares,
que estan afectadas en el ratén TS, también parecen estar implicadas en este tipo de aprendizaje

contextual (Anagnostaras et al., 2001; Biedenkapp y Rudy, 2009).
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A la vista de los resultados obtenidos, parece claro que la administracion crénica de
melatonina durante la etapa adulta reduce el progreso del deterioro cognitivo que se produce
durante el envejecimiento en este modelo de SD. Sin embargo, nuestros datos sugieren que el
tratamiento con melatonina, al menos a la dosis administrada en este estudio, no tiene una

accién neuroprotectora durante las primeras etapas del desarrollo en estos animales.

1.1.2. Hiperactividad, ansiedad y atencién

Para descartar posibles efectos del tratamiento crénico con melatonina sobre distintas
alteraciones comportamentales que presentan los animales TS relacionadas con la ansiedad, la
atencién y la actividad general y exploratoria, en este estudio se han evaluado los efectos de la
melatonina sobre estos aspectos en ambas etapas de la vida utilizando los paradigmas
experimentales de la tabla de agujeros, el campo abierto y el laberinto elevado en cruz. De
manera consistente con estudios realizados en nuestro y otros laboratorios (Escorihuela et al.,
1995; Coussons-Read et al., 1996; Martinez - Cué et al., 2005), los ratones TS se mostraron
hiperactivos en comparacién con los CO, tanto a los 5 como a los 11 meses de edad, en las
pruebas del campo abierto (distancia recorrida en el centro y periferia del aparato), tabla de
agujeros (numero de desplazamientos y de exploraciones) y laberinto elevado en cruz (niUmero
de entradas a los brazos abiertos y alzamientos). Esta hiperactividad que muestran los ratones
TS suele atribuirse con frecuencia a una falta de atencion apropiada a estimulos relevantes en
determinadas situaciones que requieren cautela (Coussons-Read et al., 1996; Martinez - Cué et
al., 2006). Ademas, los déficits en la capacidad de atencién podrian influir en las alteraciones de

aprendizaje y memoria encontrados en estos animales (Driscoll et al, 2004).

Por su parte, el tratamiento crénico con melatonina no redujo la hiperactividad
encontrada en el ratén TS en ninguno de los paradigmas experimentales, tanto en animales
tratados desde la etapa pre-natal, como en aquellos que recibieron melatonina durante la edad
adulta. Estos resultados son consistentes con los encontrados en estudios realizados en modelos
murinos de EA en los que la melatonina no ejercié ningun efecto sobre la actividad de los
animales (Olcese et al., 2009). Sin embargo, el tratamiento con esta indolamina durante la etapa
adulta aumentd el comportamiento exploratorio en la tabla de agujeros, tanto en animales TS
como en los CO. Se ha observado que la melatonina administrada de forma exégena induce
efectos similares a la arginina vasotocina produciendo un incremento de la actividad
exploratoria (King et al., 1982), por lo tanto, este mecanismo podria mediar el aumento de la
actividad exploratoria mostrada por los ratones TS después de la administracién crénica de

melatonina. Sin embargo, después del tratamiento durante las etapas pre- y post-natales se
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produjo un descenso del comportamiento exploratorio en los ratones TS y CO, resultados que
son consistentes con los descritos por Pierrefiche et al. (1993). Estos autores atribuyen los
efectos ansioliticos provocados por la melatonina en la tabla de agujeros a sus acciones sobre el
sistema benzodiacepinico/GABAérgico (Pierrefiche et al., 1993). Ademds, se han descrito
efectos ansioliticos y/o analgésicos tras la administracion de melatonina en nifios (Ozcengiz et
al., 2011), en crias de raton (Aubrecht et al., 2014) y en crias de ratas gestantes tratadas con esta
neurohormona (Choong et al., 2001). Por tanto, no podemos descartar que la melatonina esté
ejerciendo un efecto ansiolitico y/o analgésico sobre los animales cuando es administrada

durante las etapas pre- y post-natales.

La melatonina administrada durante la etapa adulta o durante la etapa pre- y post-natal
no aumentod los niveles de ansiedad en el campo abierto, ya que la distancia recorrida por el
centro del aparato fue similar entre los grupos tratados con vehiculo o con melatonina. Sin
embargo, en el laberinto elevado en cruz, la melatonina redujo los componentes motores de la
ansiedad en ratones TS tratados durante la etapa adulta, al aumentar el porcentaje de tiempo
que pasaron en los brazos abiertos. Ademas de los efectos ansioliticos y/o analgésicos
previamente descritos tras la administracién de melatonina en las primeras etapas de la vida,
también se han descrito efectos ansioliticos similares tras el tratamiento con esta indolamina en
otros modelos murinos de Alzheimer y en ratas pinealectomizadas durante la etapa adulta

(Olcese et al., 2009; Karakas et al., 2011).

1.1.3. Habilidades sensorimotoras

En el estudio del tratamiento con melatonina durante las etapas pre- y post-natales no
se observaron diferencias debidas al genotipo en las distintas habilidades sensorimotoras
evaluadas. Sin embargo, en el estudio realizado en ratones adultos, aunque los animales TS no
mostraron diferencias con respecto a los animales CO en la mayoria de las habilidades
sensorimotoras valoradas (vision, respuesta de sobresalto, sensibilidad tactil, reflejo de
enderezamiento, fuerza de agarre y equilibrio sobre la barra de madera), si presentaron
alteraciones en el equilibrio en la barra de aluminio, en la coordinacién motora en la prueba de
la percha y una capacidad de traccion alterada. Aunque se han descrito diversas alteraciones,
que van desde moderadas a severas en el equilibrio y la coordinacién motora de ratones TS
entre 4 y 7 meses de edad (Costa et al., 1999), la mayoria de los estudios muestran que las
habilidades sensorimotoras en ratones TS adultos se encuentran relativamente intactas
(Escorihuela et al., 1995; Holtzman et al., 1996; Rueda et al.,, 2010). El tratamiento con

melatonina durante la etapa adulta o durante las etapa pre- y post-natales no afecté a ninguna
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de las habilidades sensoriales o a la coordinacién motora de los ratones TS y CO. Ademas, la
administracién de melatonina no modificé la actividad espontanea que los animales mostraron

en su jaula habitual durante un ciclo completo de 24 horas (12luz/12oscuridad).

Por consiguiente, los efectos beneficiosos que la melatonina ejercio a nivel cognitivo en
los ratones TS adultos no parecen ser debidos a una mejoria de la coordinacién motora,

habilidades sensorimotoras y/o en la actividad general de estos animales.

1.2. Mecanismos implicados en los efectos pro-cognitivos causados por la melatonina tras

su administracion a ratones adultos

Como ya se ha descrito anteriormente, el hipocampo esta severamente afectado tanto
en el SD como en los ratones TS (Rueda et al., 2012) debido a que presenta numerosas
alteraciones neuroquimicas, neuromorfolégicas y electrofisioldgicas que afectan a la estructura,
funcionamiento y plasticidad neuronal (Das et al., 2011; 2013; Rueda et al., 2012). Una pérdida
de funcionalidad de esta estructura afectaria por tanto al aprendizaje espacial y a los procesos
de consolidacién de la memoria (Florian et al., 2004). Aunque en el SD y en el raton TS algunas
de las alteraciones, como los defectos en la neurogénesis hipocampal, ocurren desde estadios
prenatales y producen en gran parte las alteraciones cognitivas, hay varios procesos
neurodegenerativos (aumento de estrés oxidativo, de los niveles de la proteina APP, la
degeneracion de determinados grupos neuronales) que aparecen y progresan a lo largo de la
vida y deterioran aun mas la morfologia y funcidn de su cerebro. El hecho de que la melatonina
administrada durante la etapa adulta mejore la cognicidon de los ratones TS, sugiere que los
mecanismos implicados podrian ser debidos al restablecimiento o mejoria de alguna de las

alteraciones cerebrales implicadas en los déficits cognitivos encontrados en estos animales.

1.2.1. Efectos sobre la hipocelularidad y la neurogénesis hipocampal

La reduccién del nimero de neuronas en diferentes areas del SNC parece comprometer
la funcidn cognitiva en el SD y en el ratdon TS. Esta hipocelularidad es particularmente importante
en el hipocampo debido al papel que juega en el aprendizaje y memoria espacial. Al igual que se
ha demostrado en diversos estudios (Contestabile et al.,, 2007; Llorens-Martin et al., 2010;
Martinez - Cué et al., 2013), en este trabajo, los animales TS mostraron una menor densidad de
neuronas granulares maduras en la GCL del hipocampo. Esta reduccion en la densidad celular
podria ser debida a un aumento en la muerte celular y/o a una reduccién en la proliferacion
celular en la SGZ del hipocampo. El tratamiento con melatonina durante la etapa adulta

normalizé la densidad de células granulares en los ratones TS.
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Numerosos estudios han demostrado que durante la etapa adulta, la neurogénesis
hipocampal es importante para el correcto funcionamiento de los procesos de aprendizaje y
formacidn de nuevas memorias. Asi, cuando se realizan manipulaciones genéticas en las que se
inhibe la formacion de nuevas células, los animales presentan alteraciones en su capacidad para
aprender y establecer nuevas memorias (Imayoshi et al., 2008; Dupret et al., 2008). Ademas, se
ha demostrado que la mayoria de los tratamientos que deterioran la neurogénesis hipocampal
adulta, también alteran la cognicidn espacial (Dupret et al., 2008; Deng et al., 2009). De hecho,
se ha observado una correlacion negativa entre el MWM y el nimero de células recién nacidas
en el DG de ratones TS y sus hermanos euploides (Rueda et al., 2012; Veldzquez et al., 2013), es
decir, los animales en los que proliferan un menor ndmero de células granulares en el DG

ejecutan peor las tareas de memoria dependientes del hipocampo.

Para evaluar los efectos de la administracion crénica de melatonina sobre la
neurogénesis hipocampal adulta, analizamos diferentes subpoblaciones celulares en esta
estructura: células en proliferacidn (células Ki67*) y nuevas neuronas que se encuentran en
distintos estadios de diferenciacién (identificadas por los anticuerpos anti-DCX y anti-CLR). De
acuerdo con los resultados mostrados en diversos estudios (Rueda et al., 2005; Llorens-Martin
et al., 2006; Bianchi et al., 2010a; 2010b; Rueda et al., 2010; Veldzquez et al., 2013), los ratones
TS adultos tenian una menor densidad de células proliferativas y un menor nimero de ambas
poblaciones de neuronas inmaduras en la SGZ del DG. Por tanto, el menor nimero de células
que naceny se diferencian, parece ser la causa de la hipocelularidad observada en el hipocampo

en los ratones TS.

Estudios previos han demostrado que la administracion exdgena de melatonina revierte
o, al menos, atenua las alteraciones en la neurogénesis durante el envejecimiento en ratones
normales (Ramirez-Rodriguez et al., 2009; 2011; 2012) y en diferentes modelos animales de
diversas neuropatologias (Rennie et al., 2009; Manda et al., 2009; Crupi et al., 2011; Yoo et al.,
2012). De manera consistente, nuestros resultados muestran que la melatonina aumenta la
neurogénesis hipocampal adulta en los ratones TS, ya que incrementé la densidad de células
proliferativas (células Ki67*). Sin embargo, el tratamiento con esta indolamina durante la etapa
adulta, no normalizé completamente la densidad de células que se estan dividiendo en ratones
TS. Esta recuperacion parcial de la densidad de células proliferativas podria deberse a que el
tratamiento durante la etapa adulta comenzdé a los 6 meses de edad y sin embargo, las
alteraciones en el ciclo celular y el descenso de la proliferacién celular comienzan en estadios

tempranos del desarrollo en el ratdn TS (Lorenzi et al., 2006; Contestabile et al., 2007; Bianchi

168



Discusion

et al., 2010a; 2010b). Por tanto, es posible que el tratamiento con melatonina durante la etapa
adulta no recupere la hipocelularidad de los precursores neurogénicos, que ya esta establecida

desde las primeras etapas pre- y post-natales.

La administracion crénica de melatonina a ratones adultos normalizé la densidad de las
dos poblaciones de neuronas inmaduras en diferentes estadios de diferenciacidn, es decir, la
densidad de células que expresan DCX y CLR. De acuerdo con este resultado, los estudios
realizados in vitro e in vivo han demostrado que una de las funciones principales de la
melatonina sobre la neurogénesis hipocampal del ratén adulto es promover la transformacién
de las células precursoras en neuronas maduras (Ramirez-Rodriguez et al., 2009; Sotthibundhu
et al., 2010). Por lo tanto, a la vista de los resultados del presente estudio, el aumento de la
densidad de neuronas granulares maduras inducido por la melatonina en los ratones TS adultos
podria deberse, en parte, al aumento del nimero de los precursores neurogénicos, pero sobre
todo, a la promocidn de la diferenciacién y al aumento de la supervivencia de las nuevas células

que nacen.

Por otro lado, el aumento de la muerte celular parece ser otro de los mecanismos
implicados en la hipocelularidad del hipocampo y en la alteracion de las habilidades cognitivas
encontradas en ratones TS. Ademas, la melatonina también ejerce neuroproteccion gracias a
sus acciones antiapoptadticas a través de la prevencion de la activacion de la ruta mitocondrial
(Radogna et al., 2008; Maity et al., 2009; Wang et al., 2009). Sin embargo, los procesos de
muerte celular, durante el desarrollo o en la etapa adulta, no parecen jugar un papel importante
en el menor nimero de células que presentan estos animales en su cerebro (Rueda et al., 2011;
Rueda et al., 2012). Por consiguiente, la neuroproteccion mediada por la melatonina en ratones

TS es probable que no se deba a sus propiedades antiapoptoticas.

1.2.2. Efectos sobre la plasticidad (LTP) y conectividad sinaptica

Hay numerosos estudios que demuestran que paralelamente a su deterioro cognitivo,
los ratones TS presentan alteraciones en la plasticidad sindptica del hipocampo. De acuerdo con
estos trabajos (Kleschevnikov et al. 2004; Costa y Grybko, 2005; Siarey et al., 2006), el presente
estudio muestra que lainduccidn de la LTP en el hipocampo se encuentra reducida en los ratones
TS. El tratamiento con melatonina durante la etapa adulta normalizé completamente la LTP en
el area CA1 en los animales TS. De manera consistente con nuestros resultados, se ha visto que
la administracién crénica de melatonina rescata los déficits en la LTP hipocampal y en la

memoria espacial (Liu et al., 2013) después de la inyeccion intra-hipocampal de AB. Sin embargo,
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la aplicacidon aguda de manera directa de esta indolamina a rodajas de hipocampo de ratén y
rata inhibe la LTP en la region CA1 (Ozcan et al., 2006; Sutcu et al., 2006; Takahashi y Okada,
2011).

Numerosas evidencias indican que el deterioro en la LTP y en la funcién cognitiva que
presentan los animales TS se debe a un desequilibrio entre la neurotransmisién excitadora e
inhibitoria a favor de la inhibicion (Kleschevnikov et al., 2004; 2012a; 2012b; Belichenko et al.,
2009b), de manera que se modifica el balance excitacidn/inhibicién alterando el funcionamiento
coordinado de los sistemas cerebrales. De manera congruente con lo encontrado en estudios
anteriores (Rueda et al., 2010; Martinez - Cué et al., 2013), los ratones TS presentaron una
densidad reducida de botones sinapticos glutamatérgicos (VGLUT1*) y una alta densidad de
botones sinapticos GABAérgicos (GAD65*) en la capa molecular del hipocampo en relacion a los
animales control. Los ratones TS mostraban, por lo tanto, un exceso de inhibicién hipocampal.
La administracién crénica de melatonina en los animales TS adultos aumentd la densidad de los
marcadores sinapticos glutamatérgicos reduciendo la inhibicién. Sin embargo, el tratamiento
con esta indolamina no tuvo ningun efecto sobre el area ocupada por los marcadores sindpticos
GABAérgicos. El hecho de que la administracién de diferentes antagonistas y moduladores
alostéricos negativos del receptor GABAA haya conseguido reducir la inhibicién sindptica y
rescatar la plasticidad sindptica, las alteraciones neuromorfoldgicas y cognitivas en este modelo
de SD (Rueda et al., 2008; Braudeau et al., 2011b; Martinez - Cué et al., 2013), sugiere que esta
reduccion de la sobre-inhibicién mediada por GABA podria ser uno de los mecanismos por los

qgue mejora la LTP y la cognicidn en los ratones TS durante la etapa adulta.

Por otro lado, la induccién de la LTP en la via que une las fibras colaterales de Schaffer y
CA1 depende de la activacion de los receptores NMDA. Recientemente se ha demostrado que
un antagonista selectivo de alta afinidad para el receptor GABAs mejord la LTP en ratones TS, a
través del aumento de la actividad mediada por el receptor NMDA (Kleschevnikov et al., 2012).
La melatonina también es capaz de proteger y aumentar la concentracién de las subunidades
2A y 2B del receptor NMDA en el hipocampo de rata (Delibas et al., 2003; Talaei et al., 2010).
Por tanto, a nivel postsindptico, un posible mecanismo ejercido por la melatonina para mejorar
la LTP en los animales TS podria ser un aumento de la activacién de los receptores NMDA. No
obstante, la melatonina también podria restaurar la LTP en los ratones TS mediante el aumento
de la densidad y/o actividad de las sinapsis glutamatérgicas, como se ha demostrado en nuestro
estudio. Ademds, la restauracién de la densidad de células granulares, mencionada

previamente, podria mejorar la densidad de sinapsis aferentes desde el DG y aumentar la
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eficiencia de la sefializacién excitadora a través del circuito trisindptico mejorando la LTP en los

animales TS.

1.2.3. Efectos sobre la neurodegeneracion cerebral

Los efectos pro-cognitivos ejercidos por la melatonina durante la etapa adulta en los
animales TS y CO también podrian ser debidos a una reduccién de la degeneracién de
determinadas poblaciones neuronales o a la proteccién frente a la aparicién de determinados

procesos que aceleran el envejecimiento del cerebro con SD.

» Efectos sobre la neurodegeneracion del sistema colinérgico del prosencéfalo basal

La pérdida de los inputs hipocampales, particularmente la degeneracién del sistema
colinérgico septo-hipocampal, contribuye a la progresion del deterioro cognitivo, tanto durante
el envejecimiento normal como en el SD (Schliebs et al., 2011; Millan Sanchez et al., 2012). De
hecho, la reversién de esta neurodegeneracion mejora la memoria (Martinez-Serrano et al.,
1996). A partir de los 6 meses de edad, en el raton TS, la degeneracidn y la consiguiente pérdida
de neuronas colinérgicas en el prosencéfalo basal se correlaciona con el deterioro progresivo de
la memoria espacial (Granholm et al., 2000; Hunter et al., 2003; Seo et al., 2005). En este estudio
se valord el estado del sistema colinérgico a través del marcaje con anticuerpos anti-ChAT en los
distintos grupos de animales. Los resultados mostraron que los ratones TS tratados con vehiculo
exhibian un ndmero reducido de neuronas ChAT" que se normalizé tras el tratamiento con
melatonina. Ademas, esta neurohormona también aumentd el nimero de neuronas ChAT* en
ratones CO. Estos resultados son consistentes con otros estudios que muestran que el
tratamiento crénico con melatonina protege las neuronas motoras colinérgicas del deterioro
causado por el estrés oxidativo que resulta al dafiar el nervio periférico de ratas adultas (Chang
et al., 2008). También se ha observado que la melatonina mejora la actividad de neuronas
colinérgicas en un modelo murino de EA (Feng et al., 2004a) y en ratas adultas ovariectomizadas
(Feng et al., 2004b) y, ademas, ejerce efectos neuroprotectores en modelos murinos de
enfermedades neurodegenerativas asociadas a la edad (Matsubara et al., 2003; Feng et al.,

20044a; Olcese et al., 2009).

Por lo tanto, parece probable que la mejoria en el aprendizaje espacial ejercida por la
melatonina en los ratones TS adultos pueda estar al menos parcialmente mediada por la

reduccion de la degeneracion de este grupo neuronal.
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» Efectos sobre la neuropatologia de tipo Alzheimer

Como consecuencia de la sobreexpresién del gen APP, en el cerebro de las personas con
SD y de ratones TS se produce un aumento de la expresiéon de la proteina APP. Esta
sobreexpresidn provoca efectos neurotdxicos debido a su metabolismo aberrante y posterior
depodsito de los péptidos AP que causan neurotoxicidad (Isacson et al., 2002; Salehi et al., 2006).
Aligual que en estudios anteriores (Rueda et al., 2010), entre los 11-12 meses de edad los niveles
de expresion de la proteina APP en los ratones TS estaban incrementados en la corteza (50%) y
en el hipocampo (25%) en comparaciéon con los animales CO. Se han descrito cambios
dependientes de la edad, tanto en la cantidad de APP, como en su mRNA, en el cerebro de
ratones TS adultos (Salehi et al., 2006; Millan Sanchez et al., 2012). Seo e Isacson (2005)
describieron un aumento del 150 % de los niveles de APP en hipocampo de ratonas de 12 meses
de edad, mientras que Hunter et al. (2003) no encontraron aumentos de esta proteina hasta los
13-16 meses de edad (250 % en hipocampo, 40 % en cértex). Por tanto, el modesto aumento de
los niveles de APP encontrados en este estudio puede ser debido a la edad de los ratones
utilizados (11-12 meses), ya que probablemente sean demasiado jovenes para mostrar niveles
tan elevados de APP como los observados en el estudio de Hunter et al. (2003). Ademas, las
diferencias también podrian ser debidas al sexo de los animales utilizados en el presente trabajo
y en los estudios anteriores, puesto que, a diferencia de los trabajos mencionados, en esta tesis
solo se han usado ratones macho. Por ultimo, las diferencias también podrian ser debidas a los
tejidos utilizados, ya que en nuestro estudio se usé el hipocampo completo, mientras que en el
trabajo de Hunter et al. (2003) sélo se examinaron las regiones CA1 y CA2 del hipocampo,

excluyendo el DG.

La administracién de melatonina durante la etapa adulta no ejercid ningin efecto
significativo sobre los niveles de APP en ninguno de los dos genotipos. Aunque redujo
ligeramente la diferencia en la expresién cortical de APP en ratones TS y CO, no afectd a los
niveles de APP en el hipocampo. Estos hallazgos son consistentes con los resultados de Lockrow
et al. (2009) quienes describieron que la vitamina E, un compuesto con propiedades
antioxidantes parecidas a las de la melatonina, no producia ningun efecto sobre la produccion
de APP en ratones TS. Por lo tanto, se puede concluir que el mecanismo que subyace a la mejoria
cognitiva tras el tratamiento crénico con melatonina en ratones TS y CO durante la etapa adulta
no es debido a la reduccién de los niveles del APP en el cerebro. Ademas, el trabajo llevado a
cabo por Matsubara et al. (2003) en un modelo animal de EA demostré que la proteccidn que
ejerce la melatonina frente a la neuropatologia AR no estaba acompafiada de una reduccién en

los niveles de expresidon de la proteina APP, lo que es consistente con la falta de efectos sobre
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los niveles de proteina APP tras el tratamiento con melatonina que observamos en nuestro

estudio.

En el SD, los incrementos en APP contribuyen a la alteracién de la neurogénesis, ya que
esta proteina influye en la proliferaciéon de los precursores neuronales (Trazzi et al., 2013). El
hecho de que en este estudio la melatonina administrada durante la etapa adulta no reduzca
los altos niveles de expresidn de la proteina APP en el hipocampo de ratones TS, podria ser una
de las razones por las que la restauracion de la proliferacion celular es parcial en el DG de estos

animales tras el tratamiento con esta indolamina.

Aunque en el ratédn TS los péptidos AR no se agregan formando placas amiloides u ovillos
neurofibrilares, éstos son altamente neurotéxicos y producen alteraciones neuronales y
cognitivas en estos ratones. En estudios previos se han descrito niveles elevados de estos
péptidos en el cerebro de ratones desde los 4 y 6 meses de edad (Hunter et al., 2003; Netzer et
al., 2010). En nuestro estudio, de acuerdo con la expresion de APP, los niveles de los péptidos
amiloides AB40 y AB42 también estaban elevados tanto en el hipocampo como en la corteza de

los ratones TS a los 12 meses de edad.

El tratamiento con melatonina no redujo la cantidad de los dos tipos de B-amiloide
analizados en el cerebro de los ratones TS pero si disminuyd los niveles de AB40 en la corteza de
los ratones CO. La melatonina tiene un importante papel en la regulacion del metabolismo del
APP, el procesamiento de los péptidos B-amiloides y la prevencién de su sobreproduccién
(Rosales-Corral et al., 2012). Diversos estudios han demostrado que la administracién a largo
plazo de melatonina inhibe la patologia B-amiloide y la neurotoxicidad producida por estos
péptidos en modelos animales de EA como el Tg2576 (Matsubara et al., 2003), APPswe/PS1
(Olcese et al., 2009) y ABPP 695 (Feng et al., 2004a; 2006). Aunque tanto los modelos de EA
como los ratones TS sobreexpresan el gen APP, el ratén trisémico también sobreexpresa 92
genes ortodlogos a los encontrados en el HSA21 (Sturgeon y Gardiner, 2011) y, por esta razén, no
es de sorprender que nuestros ratones no respondan de la misma manera al tratamiento con
melatonina que los diferentes modelos murinos de EA. Ademas, se ha descrito en un modelo de
EA que el efecto beneficioso que ejerce la melatonina en la neuropatologia amiloide es debido
a un aumento de la tasa de transporte de los péptidos AP desde el cerebro al plasma, mas que
a una reduccion de los niveles de estos péptidos en el cerebro (Olcese et al., 2009), lo que es
coherente con la ausencia de efectos de la melatonina en los niveles de B-amiloide en el cerebro

del ratéon TS.
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» Efectos sobre el estrés oxidativo

Como consecuencia de la sobreexpresidon del gen SOD1, tanto los individuos con SD
como el ratédn TS, presentan un aumento del estrés oxidativo cerebral que participa en la

neurodegeneracion y en el deterioro cognitivo.

De manera consistente con el incremento en distintos marcadores de estrés oxidativo
en el ratdon TS encontrado en numerosos estudios (Lockrow et al., 2009; Shichiri et al., 2011), en
este trabajo los niveles de HNE, un marcador especifico de peroxidacion lipidica, estaban
elevados en el hipocampo de los ratones TS tratados con vehiculo en comparacién con los
ratones CO. Sin embargo, los niveles de HNE en la corteza de los animales TS fueron similares a
los de los ratones CO, lo que sugiere que esta region podria estar menos afectada por el estrés

oxidativo que el hipocampo.

En nuestro estudio, el tratamiento crénico con melatonina durante la etapa adulta
normalizé los niveles de HNE en el hipocampo de ratones TS, por lo tanto, su efecto beneficioso
a nivel cognitivo podria ser debido, en parte, a sus propiedades antioxidantes (Reiter, 1997;
Olcese et al., 2009; Galano et al., 2011). Aunque el antioxidante neuronal SGS-111 administrado
durante la etapa adulta, no mejora la memoria y el aprendizaje en el ratén TS (Rueda et al.,
2008b), otros antioxidantes como el a-tocoferol o la vitamina E retrasan el deterioro cognitivo,
preservan el sistema colinérgico, mantienen la morfologia del hipocampo y normalizan los
niveles de estrés oxidativo en el raton TS adulto. La capacidad de la melatonina para eliminar los
radicales libres es el doble que la de la vitamina E (Pieri et al., 1994) y, ademas, la melatonina es
particularmente eficaz, por su facilidad para atravesar la barrera hematoencefélica (Chen et al.,
2012). Ademas de eliminar directamente los radicales libres (Reiter, 1997; Reiter, 1998), la
melatonina también disminuye los niveles de estrés oxidativo reduciendo la cadena de
transporte de electrones mitocondrial y de esta manera la generacion de radicales libres (Jou et
al., 2007) y estimulando la actividad de enzimas antioxidantes (Barlow et al., 1995; Olcese et al.,
2009). Por tanto, la reduccién de la peroxidacion lipidica en el hipocampo de los ratones TS
tratados con esta neurohormona podria estar implicada en el aumento de la densidad de células
granulares y en el retraso del deterioro cognitivo asociado a la edad que se observa en estos

animales después del tratamiento con melatonina.
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Reflexidn final

En este estudio, el tratamiento crénico con melatonina durante la etapa adulta mejoré
el aprendizaje espacial y protegié a los ratones TS y CO frente a la degeneracion colinérgica sin
provocar efectos adversos en los animales. A su vez, la administracion de melatonina a ratones
TS adultos aumentd de forma significativa la densidad de la poblacién de células proliferativas,
de neuroblastos en diferenciacién y de células granulares maduras y disminuyd los niveles de
peroxidacidn lipidica. Ademas, redujo la inhibicién sindptica en el hipocampo de los ratones TS
y recuperd totalmente la LTP en estos animales. Por tanto, la normalizacién de la funcién y/o
morfologia del hipocampo es, probablemente, la causa de las mejorias cognitivas observadas en
los ratones TS tratados con melatonina durante la etapa adulta. Sin embargo, cuando esta
indolamina fue administrada durante las etapas pre- y post-natales, no mejoré la cognicion de

los animales TS.

Diversas farmacoterapias, que incluyen varios antagonistas selectivos del receptor
GABAg, el modulador alostérico negativo de la subunidad a5 de GABA, RO4938581, el litio, la
fluoxetina y el agonista adrenérgico formoterol, mejoran o normalizan la actividad cognitiva de
ratones TS jovenes, asi como sus déficits neuromorfoldgicos y electrofisioldgicos (Kleschevnikov
et al., 2012; Martinez - Cué et al. 2013; Contestabile et al., 2013; Dang et al., 2013; Stagni et al.,
2013).

Sin embargo, en animales TS viejos, como los usados en una parte de este estudio, otros
farmacos, como el antagonista no competitivo del receptor NMDA memantina, la vitamina E y
el antiinflamatorio minociclina, reducen parcialmente el deterioro cognitivo de estos ratones y
algunos marcadores neuropatoldgicos de envejecimiento (Hunter et al., 2004; Lockrow et al.,
2009; Rueda et al., 2010). En nuestro estudio, la administracion cronica de melatonina a ratones
adultos también mejora parcialmente la cognicion en los animales TS. No obstante, ninguno de
estos tratamientos ha demostrado tener un perfil multifuncional, rescatando completamente
los déficits neuromorfoldgicos y electrofisioldgicos que subyacen a las alteraciones cognitivas

del SD como lo ha demostrado el tratamiento crénico con melatonina durante la etapa adulta.

Nuestros resultados aportan evidencias que apoyan el uso de la melatonina en ensayos
clinicos con adultos, como terapia preventiva para frenar la progresion del déficit cognitivo que
tiene lugar durante el envejecimiento en el SD. Ademas, la melatonina es normalmente bien
tolerada en adultos y no se han observado efectos secundarios importantes tras su

administracién, por ello su uso ha sido aprobado en humanos.
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Conclusiones

El tratamiento crénico con melatonina durante la etapa adulta:

1. Dio lugar a unos niveles del metabolito de la melatonina (aMLTs) significativamente
mayores en ratones TS y CO que en los animales tratados con vehiculo durante ambas fases del
fotoperiodo, lo que sugiere una adecuada incorporacién, distribucién, degradacién y excrecién

de la misma.

2. Tuvo efectos procognitivos en los ratones TS en la prueba del MWM ya que mejoré
la memoria de referencia espacial y redujo el comportamiento tigmotactico (memoria de
procedimiento) de los ratones TS. Sin embargo, no produjo ningun efecto sobre el aprendizaje

asociativo en la prueba del condicionamiento del miedo a un contexto en estos animales.

3. No redujo la hiperactividad que presentan los ratones TS en ambientes novedosos o

situaciones aversivas.

4. Aumenté la actividad exploratoria tanto en los animales CO como en los TS.

5. No afectd a la atencidn de los animales.

6. Produjo un efecto ansiolitico en los ratones TS disminuyendo los componentes

motores de |la ansiedad.

7. No produjo modificaciones relevantes sobre las habilidades sensoriales y/o motoras
ni alterd el ritmo diario de actividad durante ambas fases del ciclo luz-oscuridad en animales TS

o CO.

8. Mejoro el fenotipo histolégico hipocampal ya que:

v" Aumenté la densidad de células granulares maduras en el DG de los ratones CO
y normalizd la densidad de las mismas en los TS.
v' Mejord la proliferaciéon y normalizé la diferenciacion neuronal hipocampal en

los ratones TS.

9. Mejoré el balance excitacidn-inhibicion y la plasticidad sindptica hipocampal ya que:

v" Aunque no tuvo ningun efecto sobre la densidad de sinapsis inhibitorias,
aumento la densidad de sinapsis glutamatérgicas, disminuyendo el exceso de

inhibicion cerebral en estos animales.
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v" Normalizé la LTP hipocampal en los ratones TS.

10. Redujo el progreso de diversos procesos neurodegenerativos asociados al

envejecimiento normal del cerebro que estan acentuados en el raton TS:

v" Disminuyd la neurodegeneracién de neuronas colinérgicas en el septo medial
de los ratones TS.

v" Produjo una ligera disminucion de los niveles de expresion de la proteina APP
en la corteza de los animales TS, pero no modificé su expresién en el hipocampo.

v" No redujo los niveles de AB40 y AB42 en los animales TS ni del péptido AB42 en
los animales CO. Sin embargo, disminuyd de forma significativa los acimulos del
péptido AB40 en la corteza del grupo CO.

v" Redujo los niveles de peroxidacién lipidica en la corteza de los animales CO.
Ademas, en el hipocampo redujo las diferencias existentes entre los ratones TS

tratados con esta indolamina y el grupo CO tratado con vehiculo.

El tratamiento cronico con melatonina durante las etapas pre- y post-natales:

1. No mejord la cognicion de los animales TS ya que no afecté a la memoria de
referencia, de trabajo o de procedimiento en el MWM ni tampoco a la memoria acustica o a la

contextual durante la prueba del CFC.

2. No disminuyd la hiperactividad frente a ambientes novedosos o situaciones aversivas
de los animales TS en los diferentes paradigmas experimentales. Sin embargo, redujo la

actividad exploratoria en ambos genotipos.

3. No modificd la atencion de los animales.

4. No produjo ningln efecto sobre las habilidades sensoriales y/o motoras analizadas.

5. No alterd la actividad espontdnea de los animales a lo largo del ciclo de 24 horas.
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