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ABREVIATURAS 

 
 
 
 

 
AAV: virus adenoasociado (Adeno-associated Virus) 

AD: enfermedad de alzheimer (Alzheimer Disease) 

AMPA: ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico 

APP: proteína precursora amiloide (Amyloid Precursor Protein) 

AraC: arabinósido C 

ATP: adenosina trifosfato 

BAC: cromosoma artificial de bacteria  (Bacterial Artificial Chromosome) 

BACE: Beta-site APP-Cleaving Enzyme  

BCA: ácido bicinconínico 

BSA: suero de albúmina bovina 

cat.no.: categoría número 

cDNA: ADN complementario 

CGN: neuronas granulares de cerebelo  (Cerebellar Granular Neurons) 

CMV: citomegalovirus 

CREB: elemento de respuesta al AMP cíclico (Ciclic AMP Response Element-Binding protein) 

c.s.p.: cantidad suficiente para 

DAB: diaminobenzidina 

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenolindol 

DIV: día in vitro 

DMSO: dimetilsulfóxido 

DNA: ácido desoxiribonucleico 

D.O.: densidad óptica 

DSCR: región crítica del síndrome de Down (Down Syndrome Critical Region) 

DYRK1A: Dual-specificity Yak1p yeast Related Kinase 

EDTA: ácido etilendiaminotetracético 

ELA (ALS): esclerosis lateral amiotrófica (Amyotrophic Lateral Sclerosis) 

ELISA: Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay 

FA: fosfatasa alcalina 

FBS: suero bovino fetal 

Fig.: figura 

GFP: proteína verde fluorescente 

dH2O: agua destilada 

HSA21: cromosoma 21 humano (Homo Sapiens Autosome 21) 

IR: infrarrojo (infrared) 

KA: ácido kaínico (Kainate Acid) 

kb: kilobase 

kDA: kiloDalton 
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LB (medio): medio de cultivo Luria-Bertani 

LTD: Long Term Depression 

LTP: Long Term Potentiation 

MMU10, MMU16, MMU17: cromosomas 10, 16 y 17 murinos (Mus musculus 10, 16, 17) 

MOI: Multiplicity of infection 

MTT: [3(4,5-dimetiltiazol-2,5-difeniltetrazol bromuro] 

Nd: no disponible 

NFAT: Nuclear Factor of Activated T-cells 

NLS: señal de localización nuclear (Nuclear Localization Signal) 

NMDA: N-Metil D-Aspartato 

O/N: overnight 

pb: pares de bases 

PBS: solución tamponadora de fosfato salino 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PD7 (P7), PD14 (P14): día postnatal 7, día postnatal 14 

PEG: polietilenglicol 

PFA: paraformaldehido 

PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 

PPI: inhibición mediada por prepulso (Prepulse Inhibition) 

PSA: persulfato amónico 

RNA: ácido ribonucleico 

SCA-1: ataxia espinocerebelar de tipo 1 (Spinocerebellar Ataxia type 1) 

SD: síndrome de Down 

SDS: dodecilsulfato sódico 

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (electroforesis en gel de poliacrilamida 

con dodecilsulfato sódico) 

SNC: sistema nervioso central 

SOD: superóxido dismutasa 

Tª amb.: temperatura ambiente 

TBE: Tris-Borato EDTA 

TBS: Tris-Borato Sodio 

TE: Tris-EDTA 

TEMED: tetrametil etilendiamina 

Tg: ratón transgénico 

TM: Treadmill 

Ts: ratón trisómico 

vp: partículas virales 

YAC: cromosoma artificial de levadura (Yeast Artificial Chromosome) 

 

Unidades de medida 

 

cm, cm2 , cm3 
: centímetro, centímetro cuadrado, centímetro cúbico 

db: decibelio 
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diam.: diámetro 

g, mg, µg, ng: gramo, miligramo, microgramo, nanogramo 

h: hora 

l, ml, µl, nl: litro, mililitro, microlitro, nanolitro 

λ: longitud de onda 

LU: unidad de luz (Light Unit) 

M, mM, µM: molar, milimolar, micromolar 

m, m2, m3 
: metro, metro cuadrado, metro cúbico 

mm, mm2, mm3 
: milímetro, milímetro cuadrado, milímetro cúbico 

min: minuto 

nm: nanómetro 

p/p: peso/peso 

p/v: peso/volumen 

r.p.m.: revoluciones por minuto 

s: segundos 

V: volumen 

Vf: volumen final 
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INTRODUCCION 
 
 
 
 
 
1. El síndrome de Down (SD) 

 
 
1.1. Historia 
 
 A lo largo de la historia, muchos han sido los datos que evidenciaban la existencia de personas 

afectadas con SD, desde restos arqueológicos u obras de arte hasta los primeros informes 

documentados (el primero atribuido a Etienne Esquirol en 1838) en los que se empezó a utilizar los 

términos de “cretinismo”, “mongolismo” o “idiocia furfurácea”. No fue hasta 1886 cuando el 

médico inglés John Langdon Down describió detalladamente las características físicas de un grupo 

de pacientes que presentaban muchas similitudes, hablando por primera vez  de una patología de 

tipo sindrómica. En 1909, se mencionó por primera vez en una comunicación científica la edad 

materna como factor de riesgo en el SD (G. E. Shuttleworth, 1909). En 1932 se hizo referencia a un 

reparto anormal de material cromosómico como posible causa del SD. En 1956 Tjio y Levan 

demostraron la existencia de 46 cromosomas en el ser humano y poco después, en el año 1959, de 

forma paralela, el equipo formado por Lejeune, Gautrier y Turpin (Lejeune et al., 1959) en Francia 

y el equipo de P. Jacobs en el Reino Unido (Jacobs et al., 1959) descubrieron que las personas con 

SD portan 1 cromosoma 21 extra, 47 cromosomas en total, definiendo así la causa genética de la 

patología. En 1961, la OMS (Organización Mundial de la Salud) hizo efectivo el cambio de 

nomenclatura y la condición de “mongolismo” pasó a denominarse oficialmente Síndrome de 

Down. 

 

1.2. Aspectos generales 

 

El SD o Trisomia 21 es la aneuploidía autosómica más frecuente y la principal causa genética de 

retraso mental (representa el 25% de todos los casos) y de defectos cardíacos congénitos. Presenta 

una incidencia variable de 1/700 a 1/1200 recién nacidos vivos. Si bien el retraso mental, la 

hipotonia muscular, el retardo en el crecimiento, las dismorfologías físicas y las alteraciones 

neuropatológicas asociadas con la enfermedad de Alzheimer (individuos > 35 años) son unas 

características constantes en los individuos con SD, han sido descritos más de 100 rasgos 

fenotípicos distintivos del SD apareciendo con una penetrancia variable y una expresividad 

diferencial (Tabla 1). El SD cursa a menudo con alteraciones endocrinas, musculares, 
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gastrointestinales, odontoestomatológicas, cardiopáticas, oculares, auditivas e inmunológicas 

(Epstein, 2002). Hoy en día la esperanza de vida de los individuos con SD ha aumentado 

considerablemente en los últimos 30 años, pasando  de los 26 a los 60 años. Entre los factores que 

pueden haber contribuido a esta mejora se incluyen: la mejora en los tratamientos para algunas de 

las causas de mortalidad más frecuentes y los cambios en la práctica médica, incluyendo la cirugía 

cardíaca para niños con síndrome de Down , en circunstancias que no habrían sido atendidas en el 

pasado. Como contrapunto, hay que añadir que la gran disparidad social hace que determinadas 

etnias o poblaciones queden privadas de dichos avances médicos y por lo tanto, no vean aumentada 

la esperanza de vida en los individuos con SD de la misma manera que las sociedades occidentales. 

 

1.3. Aspectos clínicos del SD 

 

 
Tabla 1: Frecuencia fenotípica en los individuos con SD (%). Modificada a partir de (Antonarakis et al., 2004) 

• Retraso mental y alteraciones neurológicas  

 

 Todos los individuos con SD presentan severos fenotipos neurológicos y conductuales, 

disfunción cognitiva y un bajo coeficiente intelectual (CI entre 30 y 70) (ver Tabla 2). La infancia 

 
FENOTIPO 

 
FRECUENCIA EN DS (%) 

Retraso mental 100% 

Neuropatología de tipo Alzheimer 100% (ind. > 35 años) 

Hipotonia muscular 100% 

Infertilidad masculina 100% 

Dermatoglifos característicos 85% 

Corta estatura 70% 

Braquicefalia 75% 

Pliegues epicánticos 60% 

Manchas de Brushfield en iris 55% 

Protrusión lingual 45% 

Pavellones auditivos dismórficos 50% 

Manos cortas y amplias 65% 

5º dedo de la mano corto 60% 

Cardiopatía congénita 40% 

Canal atrioventricular 16% 

Atresia/Estenosis dudodenal Riesgo x 250 

Ano imperforado Riesgo x 50 

Enfermedad de Hirschprung Riesgo x 30 

Leucemia megacariocítica aguda (LMA) Riesgo x 200-400 

Leucemia (linfoblástica aguda (LLA) + LMA Riesgo x 10-20 
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se caracteriza por un retardo en el desarrollo cognitivo que conduce a un retraso mental moderado y 

a un descenso del CI desde el primer año de vida hasta la infancia tardía. En los individuos adultos 

se produce un deterioro cognitivo debido presumiblemente a un envejecimiento acelerado. A esto, 

hay que añadir además, la aparición precoz de síntomas neuropatológicos relacionados con la 

enfermedad de Alzheimer en la cuarta década de vida aunque hay estudios que describen el 

depósito de proteina amiloide ya en la segunda década (Rumble et al., 1989). 

 

Morfológicamente, se ha visto que a nivel macroscópico el cerebro de los individuos con SD 

presentan un tamaño y peso  reducidos (Jernigan and Bellugi, 1990),  un cierto grado de hipoplasia 

tanto en el cerebelo (Aylward et al., 1997) como en los lóbulos frontal y parietal (Pinter et al., 

2001a) así como también en el hipocampo (Pinter et al., 2001b). A nivel microscópico, hay estudios 

que demuestran una reducción relativa en el número de neuronas, así como alteraciones en el patrón 

de laminación a nivel de la corteza cerebral, del hipocampo y del cerebelo (Wisniewski, 1990). 

Además, estudios funcionales han demostrado que los procesos de aprendizaje dependientes de 

hipocampo se ven particularmente afectados y también existen evidencias de alteraciones 

funcionales a nivel de corteza prefrontal y cerebelo (Nadel, 2003). El descubrimiento de 

alteraciones en los mecanismos de LTP (Long Term Potentiation) y LTD (Long Term Depression) 

subyacentes a los procesos de memoria y aprendizaje (Kleschevnikov et al., 2004), y de 

alteraciones morfológicas en las espinas dendríticas (Ferrer and Gullotta, 1990; Weitzdoerfer et al., 

2001) en individuos con SD podrían ayudar a entender mejor las causas de los déficits cognitivos y 

la búsqueda de potenciales dianas terapéuticas para dichas disfunciones. 

 

Fenotipos de tipo neurológico y conductual Referencias 

•  

• Desarrollo más temprano de las alteraciones                    
neuropatológicas asociadas con la enfermedad 

de Alzheimer 

•  

• Menor número y densidad neuronal;  diferenciación 
neuronal y sinaptogénesis anormales; retraso en 

la mielinización 

 

 

 

 Alteración en morfología, número y densidad de las 

dendritas, las sinapsis y espinas dendríticas 

 

 

Alteración en la formación de capas corticales. 

 

Hipoplasia del hipocampo y córtex; mayor giro 

parahipocámpico 

 

 

Reducción en el tamaño cerebelar y volumen de los 

  

(Dalton and Crapper-McLachlan, 1986) 

 

 

 

(Coyle et al., 1986), (Becker et al., 1986; Becker, 

1991), (Wisniewski and Schmidt-Sidor, 1989), 

(Wisniewski, 1990), (Vuksic et al., 2002) 

 

(Marin-Padilla, 1972, 1976),(Purpura, 1974), 

(Becker et al., 1986; Becker, 1991), (Takashima 

et al., 1989; Takashima et al., 1994) 

(Golden and Hyman, 1994) 

 

(Weis et al., 1991), (Wang et al., 1992), (Raz et al., 

1995), T(Teipel et al., 2003) 

 

          (Jernigan et al., 1993), (Raz et al., 1995), (Aylward 

et al., 1997) 

 

(Yates et al., 1983), (Casanova et al., 1985) 
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lóbulos VI-VIII 

 

Degeneración de las neuronas colinérgicas del 

prosencéfalo basal 

 

Alteraciones en los neurotransmisores 

 

Alteraciones funcionales en córtex prefrontal y 

cerebelo 

 

Deficiencia en producción del lenguaje, en el habla y 

articulación 

 

Bajo coeficiente intelectual (CI) y déficits cognitivos 

 

Déficits en memoria a corto y largo plazo 

(Wisniewski and Bobinski, 1991), (Risser et al., 

1997), (Schneider et al., 1997) 

(Nadel, 2003) 

 

 

(Chapman et al., 1998) 

 

 

(Brown et al., 1990), (Fidler and Hodapp, 1999), 

(Nadel, 2003) 

(Carlesimo et al., 1997), (Fidler and Hodapp, 

1999), (Brown et al., 2003), (Clark and Wilson, 

2003) 

 

Tabla 2. Fenotipos de tipo neurológico y conductual en individuos con SD. Adaptado de Rachidi  & Lopes (2007)  
 
 
1.4. Origen de la Trisomía 21 

 

 La trisomia puede ser de varios tipos dependiendo del origen citogenético (ver Tabla 3): 1) 

trisomía completa o simple (95% de los casos), que consiste en tener una copia extra del 

cromosoma 21 entero. La causa más frecuente que da lugar a este tipo de trisomía es una no-

disyunción meiótica que puede ser de origen materno (en un 93% de los casos) o paterno; pero 

también puede darse la no disyunción en las primeras divisiones embrionarias y dar lugar a un 

mosaicismo (1.5% de los casos) en el que un porcentaje variable de células del individuo será 

aneuploide y el resto euploide. 2) trisomía parcial debido a translocaciones (3.5% de los casos). 

Estas pueden ser robertsonianas, que ocurre cuando se produce una fusión de los brazos largos o 

bien de los brazos cortos a nivel del centrómero entre dos cromosomas acrocéntricos, o recíprocas 

cuando se produce un intercambio de material cromosómico entre HSA21 y cualquier otro 

cromosoma. 

 

Así, se conoce que el origen de la trisomía del cromosoma 21 se debe principalmente a una no-

disyunción en la meiosis I (77%; frente a un 23% en la meiosis II) durante la oogénesis. En este 

punto se ha demostrado una relación clara entre la edad materna y el proceso de no-disyunción 

meiótica, aunque las causas son desconocidas por el momento. El riesgo de tener un hijo con SD 

incrementa de forma lineal hasta los 38 años de edad de la madre y a partir de esta edad, el riesgo 

aumenta de manera exponencial (Hook, 1983). 
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Origen citogenético de la Trisomia 
21 

Frecuencia (%) 

Trisomia completa o simple 

47, +21 

47, +21/46 (mosaicismo) 

 

90-93% 

1-3.5% 

Translocaciones Robertsonianas 

46,-14, +Rob (14,21)  

46,-21, +Rob (21,21) 

46,-15, +Rob (15,21) 

46,-13, +Rob (13,21) 

46,-22, +Rob (22,21) 

3-4% 

1.5-3.5% 

1.5-3% 

0.4% 

0.3% 

0.2% 

Translocaciones no robertsonianas 0.2-0.3% 
 
Tabla 3: Frecuencias de las diversas alteraciones cromosómicas y translocaciones que originan la Trisomía 
21 

 

1.5. Correlación genotipo-fenotipo.  

 

 Actualmente, dos hipótesis tratan de explicar los efectos causados por la presencia de un 

cromosoma 21 extra en los distintos fenotipos del SD. La primera de ellas, “la hipótesis de la dosis 

génica”, cada vez más respaldada, es considerada por muchos como la hipótesis central y consiste 

en explicar el fenotipo de SD como el efecto causado por la sobreexpresión de determinados genes 

presentes en el cromosoma 21 (más adelante se habla con más detalle sobre esta hipótesis). La 

segunda, la de la “amplificación de la inestabilidad del desarrollo” aboga más bien por un efecto 

inespecífico mediado por un desequilibrio cromosómico en la homeostasis genética (Shapiro, 

1999). 

 

1.5.1. Hipótesis de la dosis génica 

 

 Tomando como cierta la hipótesis de la dosis génica, el fenotipo SD vendría causado por un 

exceso de dosis tanto de genes como de secuencias no codificantes (microRNAs, secuencias 

reguladoras etc...) contenidos en el HSA21, efecto que vendría modulado por la composición alélica 

de los genes triplicados. A estos dos mecanismos habría que añadir los efectos epistáticos causados 

sobre otros productos genómicos localizados en otros cromosomas, con su correspondiente efecto 

de composición alélica. En un estudio realizado sobre un modelo murino con trisomía parcial de 

MMU16, se estimó que entre un 50 y un 60% de los genes contenidos en HSA21 (Lyle et al., 

2004). 
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1.5.2. Búsqueda de genes candidatos 

 

 Las estimaciones basadas en distintas bases de datos y publicaciones apuntan a que el 

cromosoma 21 contiene unos 300 genes que codifican para proteínas (Gardiner, 2004). Un análisis 

de la expresión temporal y espacial de todos ellos sería crítico para determinar cuales de esos genes 

serían especialmente relevantes en el conjunto de fenotipos del SD, para establecer una relación 

entre la expresión de genes específicos y su contribución a determinados fenotipos, y por último, 

para entender la variablidad fenotípica entre los individuos con SD. Una herramienta útil para 

buscar genes candidatos ha sido analizar individuos con distintas trisomías parciales que 

presentaban numerosos rasgos fenotípicos característicos del síndrome. Se ha podido acotar así una 

región denominada como DSCR (Down Syndrome Critical Region) cuya sóla aparición en trisomía 

ya se considera suficiente para producir el fenotipo SD (Rahmani et al., 1989; Delabar et al., 1993; 

Korenberg et al., 1994). Sin embargo, esta asignación de la DSCR, actualmente es motivo de 

controversia ya que existen individuos con trisomía parcial de regiones no incluidas en dicha región 

que presentan algunos de los fenotipos SD (Korenberg et al., 1994; Barlow et al., 2001). Además se 

ha descrito que el modelo murino trisómico para la región DSCR, el Ts1Rhr, no presenta las 

mismas alteraciones en hipocampo que las observadas en SD o en el modelo trisómico Ts65Dn 

(Olson et al., 2007). Otra de las estrategias empleadas para buscar genes candidatos, enfocada 

principalmente al SNC, consiste en realizar estudios de expresión diferencial entre células o tejidos 

euploides y trisómicos, tanto provenientes de modelos murinos como el Ts65Dn o el Ts1Cje 

(Amano et al., 2004; Kahlem et al., 2004; Lyle et al., 2004; Dauphinot et al., 2005; Sultan et al., 

2007) como de muestras humanas (Bahn et al., 2002; Mao et al., 2003; Prandini et al., 2007). Para 

ello, se han utilizado distintas técnicas desde RT-PCR o hibridación in situ hasta microarrays o 

SAGE (Serial Analysis of Gene Expression) a la hora de identificar la expresión variable de los 

genes del HSA21 o de sus ortólogos murinos. Todos estos estudios coinciden en demostrar la 

sobreexpresión de alrededor 1.5 veces de la mayoría de los genes dispuestos en trisomía con 

respecto a los diploides, tanto del HSA21 como de sus ortólogos en MMU16. Ahora bien, en 

aquellos estudios en los que se ha realizado un análisis de la expresión manteniendo la 

individualidad de las muestras, se observa que la mayoría de los genes presenta variablidad 

interindividual tanto en las muestras trisómicas como euploides, si bien al hacer el promedio, se 

detecta la sobreexpresión en el pool trisómico (Sultan et al., 2007). Estos resultados han permitido 

establecer distintas categorías de genes: 1) los que presentan unos niveles de sobreexpresión 

significativos con respecto a los euploides y poca variabilidad en su expresión. Se postula que estos 

genes son buenos candidatos para los rasgos comunes presentes en SD (Gardiner, 2004; Prandini et 

al., 2007; Sultan et al., 2007); 2) los que presentan cierto solapamiento en sus niveles de expresión 

con los de los genes euploides. Estos genes serían los responsables de aquellos fenotipos variables 
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presentes en SD; y por último, 3) aquellos genes que presentan unos niveles de expresión 

indistinguibles de los de los genes euploides. Estos tendrían un efecto modulador o un bajo efecto 

en el fenotipo SD.  

 

Esta variabilidad de la expresión de distintos genes presente tanto en los ratones trisómicos como en 

los individuos con SD se vería explicada en gran medida por la composición alélica diferencial 

entre individuos. Se sugiere que la aparición de los distintos fenotipos presentes en SD sería 

consecuencia de sobrepasar un determinado umbral tanto de la expresión de genes (o secuencias no 

génicas) localizados en el HSA21 (o MMU16) como de los localizados en otros cromosomas que 

interaccionan de alguna manera con los primeros. Como resultado existirían determinadas 

combinaciones alélicas que sobrepasarían ese umbral y por lo tanto darían lugar a la aparición de un 

determinado fenotipo, y otras combinaciones que, al no sobrepasar ese umbral, tendrían un efecto 

silencioso sobre el mismo fenotipo (ver Esquema 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 1. Influencia de la composición alélica en la aparición de fenotipos SD. Adaptado de Antonarakis et al., 
2004) 
 

Algunos de los genes candidatos que ayudan a explicar las alteraciones del SNC presentes en SD y 

que se han propuesto hasta hoy son: 

 

APP, que codifica para el precursor beta-amiloide, involucrado en la formación de las placas 

seniles presentes en individuos con SD y enfermedad de Alzheimer. En el modelo trisómico 

Ts65Dn se ha descrito recientemente que la sobreexpresión de App interviene en la degeneración de 

las neuronas colinérgicas del prosencéfalo basal (BFCNs) (Salehi et al., 2006). 
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SOD1, que codifica para una Cu-Zn dismutasa, enzima clave en el metabolismo de los radicales 

libres derivados del oxígeno, involucrado en procesos de estrés oxidativo. El modelo TgSOD1 

presenta alteraciones características del SD como anomalías en las uniones neuromusculares, unos 

niveles bajos de serotonina en plasma y un aumento de la biosíntesis y liberación de 

prostaglandinas D2 y E2 (Groner et al., 1994). 

ETS-2, protooncogén que codifica para un factor de transcripción, crucial en el proceso de la 

osteogénesis. El modelo TgEts2 presenta un conjunto de malformaciones esqueléticas similares a 

las presentes en individuos con SD (Sumarsono et al., 1996). Recientemente se ha implicado la 

sobreexpresión de Ets-2 en distintos modelos trisómicos murinos como Ts65Dn o Ts1Rhr en un 

efecto protector sobre la aparición de ciertos tumores intestinales (Sussan et al., 2008). 

SIM2, codifica para un  factor de transcripción, su homólogo en Drosophila tiene una importante 

función como regulador de la neurogénesis. El modelo TgSim2 presenta ciertas alteraciones en 

procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje (Ema et al., 1999). 

DSCR1, codifica para una proteina inhibidora de la calcineurina, implicada en la vía de 

trasnducción mediada por NFATc. Más adelante se comentará el efecto sinergístico mediado por la 

sobreexpresión de DSCR1 y de DYRK1A en el circuito regulador de NFATc, descrito 

recientemente en el modelo murino trisómico Ts65Dn (Arron et al., 2006). 

DYRK1A, codifica para una serin-treonin protein quinasa. Entre sus sustratos se encuentran 

importantes factores de transcripción. Estudios realizados tanto sobre modelos murinos 

transgénicos como en mutantes de pérdida de función en distintas especies sugieren un importante 

papel en la fisiología del SNC. Más adelante se hablará con detalle de este gen. 

 

1.6. Tratamiento para el SD 

 

Hay que recordar que el SD, tal y como su nombre indica, es un síndrome y presenta un amplio 

abanico de alteraciones (ver apartado 1.3). Hoy en día, a falta de una terapia eficaz 

presumiblemente de carácter genético que pueda corregir el efecto mediado por aquellos genes 

clave en la aparición de los fenotipos más severos, se desarrollan aproximaciones terapéuticas 

individualizadas para cada uno de los síntomas. Mucho de estos se dan en la población general con 

menor incidencia, en la mayoría de los casos, por lo que se aplican los tratamientos existentes y 

adecuados para cada situación. Así, por ejemplo, se realizan  intervenciones quirúrgicas tempranas 

para tratar alteraciones gastrointestinales, cardíacas y respiratorias; tratamiento hormonal para la 

diabetes; farmacológico para la epilepsia o quimio/radioterapéutico para la leucemia. Sin embargo, 

existe un gran vacío en el tratamiento de los déficits cognitivos. 
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Básicamente han sido dos los tipos de intervenciones que se han seguido para potenciar la función 

cognitiva en el SD. Uno consiste en aplicar programas de intervención temprana para ayudar a los 

niños con SD a desarrollar todo su potencial, y el otro consiste en el tratamiento con fármacos, 

vitaminas y minerales, que supuestamente incrementan el CI de los individuos con SD (ver 

Esquema 2). Así como los primeros han sido debidamente contrastados y actualmente presentan un 

valor reconocido de beneficio a corto plazo que comportan, los segundos no han mostrado una clara 

efectividad y están en continuo debate (ver Esquema 2). 

 

Hoy en día, la investigación sobre el SD está basada en la premisa de que el conocimiento de los 

mecanismos a nivel genético y molecular ayudarán a sentar las bases para identificar los mejores 

genes candidatos y desarrollar las intervenciones preventivas y terapéuticas oportunas. Ejemplos de 

ello son los resultados obtenidos en distintos estudios realizados en el modelo murino trisómico 

Ts65Dn. A continuación se explican brevemente los más relevantes. Se han descrito alteraciones en 

la vía mitogénica mediada por la vía de sonic hedgehog (shh) como causa de la hipocelularidad 

cerebelar del modelo Ts65Dn, también presente en SD, y mediante el tratamiento con un agonista 

de la vía, SAG1.1, en ratones recién nacidos, es posible prevenir la aparición del fenotipo (Roper et 

al., 2006). Se ha descrito también que la excesiva inhibición gabaérgica presente en el giro dentado 

de los animales trisómicos podría contribuir a alterar la plasticidad sináptica. Como resultado de la 

administración de un antagonista gabaérgico por vía intraperitoneal, se detecta una mejoría en la 

realización de pruebas relacionadas con la memoria y el aprendizaje lo que sugiere la corrección de 

las alteraciones en LTP (Long Term Potentiation) presentes en el hipocampo de los animales 

trisómicos (Fernandez et al., 2007). El gen DSCR1 es un conocido modulador de los receptores 

NMDA de glutamato por lo que su sobreexpresión podría estar afectando de manera negativa la 

función de dichos receptores. Mediante la administración intraperitoneal de memantina, un 

antagonista no competitivo de los receptores NMDA, es posible corregir las alteraciones en 

procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje que presentan los ratones trisómico (Costa et 

al., 2007). Otras sustancias que han demostrado también cierto efecto terapéutico en distintas 

alteraciones presentes en el modelo Ts65Dn son: la fluoxetina (Clark et al., 2006), el 

pentilenetetrazol (Rueda et al., 2008a) y el SGS111 (Rueda et al., 2008b). 

 

Este tipo de abordajes mecanísticos no excluye, sin embargo, que puedan  darse otros enfoques 

terapéuticos de naturaleza no genética, basados en entender la naturaleza de las propias anomalías 

fenotípicas, como es el caso de las asociadas a la enfermedad de Alzheimer, presente en el fenotipo 

SD. En este caso, algunos estudios farmacológicos como los referentes al uso de inhibidores de 

colinesterasa (donepezil, galantamina o rivastigmina) han sido sustentados previamente por 

numerosos estudios preclínicos aunque posteriormente su eficacia clínica ha sido relativa. En 
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cambio, la combinación de estos con otro fármaco como es la memantina (mencionada 

anteriormente), ha demostrado ser de gran eficacia para el tratamiento de la disfunción cognitiva 

presente en el Alzheimer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 2. Aproximaciones terapéuticas al SD. Tratamientos para las alteraciones del SNC: inespecíficos 

(nutricionales, neurotróficos y otros) y específicos (farmacológicos). Adaptado de (Dierssen et al., 2006) 
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2. Modelos murinos de SD 

 
 
La idea de utilizar modelos murinos de SD surge de la necesidad de entender las causas moleculares 

que conducen a las distintas alteraciones presentes en el fenotipo SD. Desde que a principios de 

siglo XXI apareció la secuencia completa del cromosoma 21 humano (Hattori et al., 2000), 

numerosos grupos han dedicado sus esfuerzos a estudiar la función de los genes contenidos en el 

cromosoma. Los estudios en modelos celulares de sobreexpresión de muchos de esos genes 

contribuye en gran medida a entender su función, sin embargo estos modelos son limitados y es 

imprescindible el estudio de la función génica in vivo. Aún así, las limitaciones que llevaban 

consigo los modelos in vitro a la hora de estudiar mecanismos y procesos celulares que requirieran 

niveles mayores de complejidad parecidos a los dados en condiciones fisiológicas llevaron a los 

científicos a generar modelos in vivo. Uno de los organismos que se ha utilizado de forma extensiva 

en experimentación ha sido el ratón, el cual comparte un 99% de sus genes con el ser humano. 

Estudios de genómica comparativa pusieron de manifiesto la sintenia entre el cromosoma 21 

humano (HSA21) y el 16 murino (MMU16) en un 80% (Hattori et al., 2000) mientras que el 20% 

restante era sinténico con los cromosomas MMU10 y MMU17 (Dierssen et al., 2001). La 

manipulación genética en modelos murinos va encaminada a la sobreexpresión génica en un 

esfuerzo por entender la contribución de un gen único, grupos de genes o segmentos genómicos que 

incluyen ADN no codificante (microRNAs, secuencias reguladoras etc..) a la patología provocada 

por la trisomía del HSA21. Hoy en día, existen 4 categorías de modelos murinos para el estudio del 

SD: 1) Modelos trisómicos, completos o parciales, del MMU16; 2) Modelos transcromosómicos, 

que contienen total o parcialmente el HSA21; 3) Modelos de sobreexpresión YAC/BAC/PAC que 

contienen varios de los genes del HSA21; y 4) Modelos de sobreexpresión de gen único. 

 

2.1. Modelos trisómicos (MMU16) 

 

 En esta categoría se encuentran los modelos Ts16 (Gropp, 1975), Ts65Dn (Davisson et al., 

1990), TsCje (Sago et al., 1998), Ms1Cje y Ts1Rhr (Olson et al., 2007), los cuales se describen a 

continuación. 
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Esquema 3. Representación de los genes presentes en cromosoma HSA21 ortólogos en los cromosomas murinos 
(MMU 16, 17, 10) y de los modelos murinos trisómicos (Adaptado de Antonarakis et al., 2004) 
 

2.1.1. Ts16 

 

 Este modelo fue generado por una translocación robertsoniana espontánea que dio lugar a 

una trisomía del MMU16 (Gropp, 1975). Las principales limitaciones de este modelo son: su 

letalidad embrionaria (mueren hacia el día 15 de gestación), lo que impide estudiar rasgos típicos de 

estadíos postnatales como el retraso mental o en estadíos más avanzados la neuropatología asociada 

al Alzheimer; y la presentación en trisomía de regiones que son sinténicas con los cromosomas 

HSA3, HSA8 y HSA16. Sin embargo, este modelo ha proporcionado datos sobre alteraciones que 

se dan durante el desarrollo prenatal como malformaciones cardiacas, oculares y craneofaciales 

además de alteraciones en la morfogénesis cerebral (neocórtex, cerebelo, hipocampo, placa cortical) 

lo que recuerda a características típicas de los individuos con SD. (Dierssen et al., 2001; Seregaza et 

al., 2006). 
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2.1.2. Ts65Dn 

 

 Este modelo, considerado como el modelo de SD por antonomasia, fue generado tras una 

translocación no robertsoniana recíproca entre los cromosomas MMU16 y MMU17 tras ser 

irradiados los testículos de ratones control (Davisson et al., 1990). Estos ratones son trisómicos 

parciales para el MMU16 y contienen 132 genes en triple copia, aproximadamente un 60% de los 

genes homólogos al HSA21 (desde Mrpl39 a Znf295) (Baxter et al., 2000). Como principales 

limitaciones se encuentran, por un lado, la presencia en trisomía de 19 genes del MMU16 no 

ortólogos al HSA21 que podrían interferir en la interpretación de ciertos resultados y, por otro, la 

variabilidad fenotípica existente en el modelo, la cual es superior a la de otros modelos trisómicos 

debido principalmente al uso de dos cepas consanguíneas. Sin embargo, la reproducibilidad de los 

fenotipos obtenidos por distintos grupos ha demostrado la validez del modelo. De entre la gran 

cantidad de resultados que se desprenden de los estudios realizados sobre estos ratones, cabe 

destacar la observación de ciertas alteraciones similares a las presentes en los individuos con SD, 

como son la infertilidad exclusiva de los machos, un retraso en el desarrollo, la aparición de rasgos 

dismórficos (Richtsmeier et al., 2000) y alteraciones del SNC, las cuales se detallan a continuación 

(Dierssen et al., 2001; Seregaza et al., 2006; Rachidi and Lopes, 2007): 

 

Alteraciones a nivel de cerebelo: se ha descrito una reducción de las capas granular interna y 

molecular (Baxter et al., 2000; Olson et al., 2004) cuya causa parece ser una reducción del proceso 

mitogénico sobre los precursores neuronales  (Roper et al., 2006). Además, a nivel conductual, se 

han detectado distintas disfunciones motoras relacionadas con la coordinación motora y el 

equilibrio atribuidas a alteraciones en el cerebelo (Costa et al., 1999). 

 

Alteraciones a nivel de hipocampo: se ha observado una reducción de la densidad neuronal en el 

giro dentado debida a déficits en proliferación celular (Insausti et al., 1998; Rueda et al., 2005), una 

reducción en densidad neuronal en CA1 y sináptica en CA1 y CA3 (Kurt et al., 2004), menor 

densidad de espinas dendríticas en el giro dentado (Belichenko et al., 2004), hipertrofia astrocitaria 

(Holtzman et al., 1996), defectos a nivel sináptico relativos al sistema ß-adrenérgico (Dierssen et 

al., 1997), reducción en LTP y aumento de LTD (Siarey et al., 1997; Siarey et al., 1999; 

Kleschevnikov et al., 2004) y un incremento de los nivels de ß-amiloide (Hunter et al., 2004). 

Además, a nivel conductual, numerosos estudios han detectado alteraciones en memoria de trabajo 

y de referencia ((Reeves et al., 1995; Holtzman et al., 1996; Demas et al., 1998; Escorihuela et al., 

1998; Sago et al., 2000). 
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Alteraciones a nivel del córtex: se ha descrito una reducción en la densidad sináptica (Kurt et al., 

2000). El estudio neuroconductual ha revelado cierta hiperactividad, propia de una disfunción del 

cortex prefrontal (Escorihuela et al., 1995; Reeves et al., 1995; Coussons-Read and Crnic, 1996; 

Holtzman et al., 1996). 

 

Además, en el prosencéfalo basal, al igual que ocurre en los individuos con SD, se ha detectado una 

degeneración progresiva de las neuronas colinérgicas (BFCN, Basal Forebrain Cholineric Neurons) 

a nivel del septum (Holtzman et al., 1996). 

 

2.1.3. Ts1Cje 

 

Un tercer modelo fue generado a partir del Ts65Dn de forma espontánea cuando se intentaba 

generar un ratón mutante para el gen Sod1 (Sago et al., 1998). Este modelo trisómico parcial, 

contiene 86 genes del MMU16 en trisomía (de Sod1-Znf295, siendo Sod1 no funcional). Estos 

ratones presentan fenotipos similares a los observados en el modelo Ts65Dn lo que permite acotar 

la región de los genes responsables de estas alteraciones, así como divergencias en la aparición de 

otros rasgos lo que facilitaría la correlación en aquellos genes no comunes en ambos modelos (de 

Mrpl39 a Sod1). Entre los rasgos comunes, se encontrarían los de tipo neurológico (reducción de 

volumen cerebelar y de células granulares (Olson et al., 2004) y reducción de LTP y aumento de 

LTD (Siarey et al., 2005) y entre los rasgos divergentes se encontrarían la fertilidad masculina, la 

ausencia de rasgos dismórficos, ausencia de degeneración de las BFCN e hipoactividad (Sago et al., 

1998). Recientemente se ha descrito en este modelo una disfunción mitocondrial en el cerebro y la 

hiperfosforilación de Tau (Shukkur et al., 2006). 

 

2.1.4. Ms1Cje/Ts65Dn 

 

Un cuarto modelo, llamado Ms1Cje/Ts65Dn (obtenido mediante cruces entre el modelo 

monosómico Ms1Cje y el trisómico Ts65Dn) incluye el resto de genes del MMU16 no cubiertos 

por el Ts65Dn, los 46 genes incluidos entre App y Sod-1 (ver Esquema 2). Este modelo presenta 

menos similaridades con el fenotipo SD que los otros dos modelos trisómicos. Aún así se han 

detectado alteraciones a nivel cerebelar con una reducción en la densidad de las células granulares 

(Olson et al., 2004) y déficits en procesos de aprendizaje espacial menos severos que los 

presentados por los otros dos modelos (Sago et al., 2000). 
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2.1.5. Ts1Rhr 

 

Modelo trisómico parcial para la región DSCR, la cual contiene 33 genes (Olson et al., 2007). 

Recientemente se ha decrito la presencia de alteraciones del volumen cerebelar al igual que en los 

otros modelos trisómicos (Aldridge et al., 2007). 

 

2.1.6. Tc1 

 

Modelo trisómico casi total, que presenta el 90% del cromosoma 21 humano extra. Originado 

mediante manipulación de células madre embrionarias (Fisher et al., 2005). El análisis fenotípico de 

estos ratones ha puesto de manifiesto alteraciones similares a las presentes en el SD, como las 

observadas en la densidad sináptica, en el número de neuronas cerebelares, en el desarrollo del 

corazón, en el tamaño mandibular o déficits de memoria y aprendizaje. 

 

2.2. Modelos transgénicos de YACs, BACs y PACs 

 

Estos modelos se generaron a partir de cromosomas artificiales de levadura (YAC, Yeast Artificial 

Chromosome), de bacteria (BAC, Bacterial Artificial Chromosome) y del bacteriófago P1 (PAC, P1 

bacteriophage Artificial Chromosome) y contienen distintos fragmentos cromosómicos cubriendo 

aproximadamente 2 Mb del HSA21 (Smith et al., 1995). Entre los distintos modelos generados, 

cabe destacar el modelo transgénico YAC152F7tel, que contiene varios genes en transgénesis, entre 

ellos el gen DYRK1A, y que presentan alteraciones como hiperactividad durante el desarrollo, 

déficits en procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje, y un mayor volumen cerebelar 

(Branchi et al., 2004; Rachidi and Lopes, 2007).  

 

2.3. Modelos transgénicos de genes únicos 

 

 Estos modelos presentan copias extras de genes del HSA21, o de sus homólogos en ratón o 

rata. Son utilizados para estudiar los efectos que comporta su sobreexpresión in vivo y la 

contribución que tienen en el conjunto de fenotipos presentes en el SD. Entre los ratones 

transgénicos de genes del HSA21, cabe citar algunos de gran importancia para estudiar fenotipos 

neurológicos como son: TgSim2 (Ema et al., 1999; Chrast et al., 2000), TgS100ß (Gerlai and 

Roder, 1995), TgSOD1 (Gahtan et al., 1998), TgAPP (Harris-Cerruti et al., 2004) TgEts2 

(Sumarsono et al., 1996), TgDyrk1A (Altafaj et al., 2001) y DYRK1A BAC (Ahn et al., 2006). 
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2.3.1. Modelo TgDyrk1A 

 

 Este modelo, generado en nuestro laboratorio presenta en sobreexpresión el cDNA de 

Dyrk1A de rata, bajo el control del promotor heterólogo de la metalotioneína Ia bovina (psMT-Ia) 

(Altafaj et al., 2001). 

 

A 

 

 

 

B 

 

 

 

 

 

 

Esquema 4. A) Constructo desarrollado para la generación de los ratones TgDyrk1A. B) Análisis 
inmunohistoquímico de Dyrk1A comparando el ratón TgDyrk1A con respecto al control. En la imagen se puede 
observar una mayor inmunorreactividad presente en la corteza cerebelar del ratón Tgyrk1A (extraido de Altafaj 
et al., 2001). 
 

Se establecieron distintas líneas de ratones transgénicos observándose una expresión generalizada 

del transgén en todos aquellos tejidos estudiados (corazón, cerebro, hígado...). El estudio más 

detallado de la sobreexpresión de DYRK1A en el SNC mostró un patrón de localización de la 

proteína similar a la de los animales control. Esta sobreexpresión se detectó mayoritariamente en 

áreas motoras tanto del romboencéfalo (corteza cerebelar, núcleos profundos cerebelares o 

múltiples núcleos motores de la médula y del puente) como del mesencéfalo (diversos núcleos 

motores como el trigémino o el oculomotor).  

 

El análisis de las alteraciones conductuales presentes en el modelo TgDyrk1A (Altafaj et al., 2001; 

Martinez de Lagran et al., 2004) reveló: 

 

• Alteraciones en el neurodesarrollo: en forma de retraso de la adquisición de una actividad 

locomotora madura  (Prueba de locomoción por pivotación, prueba de la marcha, prueba de 

“Homing”). 
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• Alteraciones en la coordinación motora, tanto en etapas del neurodesarrollo (Prueba del “Wire 

suspension”) como adultas (prueba de la percha o “Coat hanger test”, prueba de la cinta sinfín o 

“Treadmill test”) 

• Hiperactividad: de intensidad moderada en condiciones aversivas (Prueba de campo abierto o 

“Open field test”, prueba del laberinto en cruz o “Elevated Plus Maze test”) 

• Alteraciones en aprendizaje motor (Prueba del rodillo giratorio o “Rotarod test” y organización 

de comportamiento locomotor (Prueba de natación o “Swimming test”) 

• Alteraciones en procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje, en concreto en la 

memoria de referencia (Prueba del laberinto de Morris o “Morris water maze”). 

• Estas alteraciones pueden relacionarse con una disfunción en distintas estructuras cerebrales, 

como las relacionadas con distintos procesos motores (cerebelo, núcleo estriado o corteza motora), 

las relacionadas con inhibición de conducta espontánea (corteza prefrontal) o con alteraciones de 

memoria y aprendizaje (hipocampo).  

 

Actualmente existe otro modelo de sobreexpresión única de Dyrk1A , el cual presenta en trisomía el 

gen DYRK1A humano completo clonado en un BAC. En este modelo se han reportado, por un 

lado, alteraciones en procesos relacionados con la memoria y el aprendizaje como son LTP y LTD 

(Ahn et al., 2006), y por otro, se ha descrito en los cerebros de dichos animales, la 

hiperfosforilación de la proteína Tau en distintos residuos de treonina y serina (Ryoo et al., 2007), 

lo que implica a Dyrk1A en los procesos neuropatológicos de la enfermedad de Alzheimer, también 

presentes en los individuos con SD. 
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3. El gen DYRK1A 

 

 

El gen DYRK1A (Dual-specificity tyrosine-phosphorylated 

and regulated kinase 1A) se localiza en la región 

cromosómica 21q22.2, en la región conocida como DCSR 

(Down Syndrome Critical Region). Su secuencia, de 150 kb, 

contiene 17 exones que codifican un transcrito mayoritario 

que dará lugar a una proteína de 763 aminoácidos (aa) 

(Guimera et al., 1999) con un peso molecular de 85,6 kDa. 

Por un mecanismo de splicing alternativo (exon-skipping) , 

se produce un segundo transcrito que dará lugar a una 

proteína de 754 aa. 

Esquema 7. Localización genómica  

de Dyrk1A en la región DSCR 

3.1. Familia de proteínas DYRK  

 

Actualmente DYRK1A es el mejor caracterizado de entre todos los miembros de la cada vez más 

creciente familia DYRK de protein quinasas. La familia de las proteínas DYRK, evolutivamente 

muy conservada, se caracteriza por su especificidad dual, es decir que pueden fosforilar tanto a sus 

sustratos en residuos de serina o treonina (ser/thr) como autofosforilarse en residuos de tirosina (tyr) 

(Kentrup et al., 1996; Becker et al., 1998; Becker and Joost, 1999; Himpel et al., 2000). La 

actividad quinasa depende del motivo YXY (tirosina-x-tirosina) del dominio de activación, el cual 

se localiza en la misma posición que el característico dominio TXY (treonina-x-treonina) de las 

quinasas MAPK (Mitogen-activated protein kinase), lo que sugiere un mecanismo de activación 

similar al presentado por estas últimas (Himpel et al., 2000). Al menos 7 miembros de la familia 

DYRK han sido identificados en mamíferos (Guimera et al., 1996; Shindoh et al., 1996; Song et al., 

1996; Guimera et al., 1999): DYRK1A, DYRK1B, DYRK1C, DYRK2, DYRK3, DYRK4A, 

DYRK4B. Todas ellas comparten el dominio quinasa y se sabe muy poco acerca de sus funciones a 

excepción de DYRK1B. Este ha sido muy estudiado en los últimos años. Estructuralmente, se sabe 

que comparte con DYRK1A además del dominio quinasa, el dominio PEST y el de localización 

nuclear bipartito (NLS). En cuanto a su función, se ha descrito su papel en la diferenciación del 

músculo esquelético (Deng et al., 2003) y, recientemente, como uno de los efectores de la vía de 

transducción de señales mediada por el oncogén K-ras en estudios realizados en líneas celulares 

derivadas de cáncer de páncreas (Jin et al., 2007). 
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3.2. Patrón de expresión de DYRK1A 

 

 Se ha descrito que la expresión de DYRK1A a nivel de mRNA es bastante ubicua tanto en 

tejidos fetales como adultos (Guimera et al., 1999). En estudios realizados en rata, se ha descrito 

una expresión alta de Dyrk1A en todos los tejidos en periodo embrionario que disminuye en las 

etapas postnatales excepto en cerebro y corazón donde se mantiene elevada (Okui et al., 1999).  

En un estudio inmunohistoquímico realizado en el SNC de ratón adulto, se observó una expresión 

generalizada en todas las áreas del cerebro con una mayor intensidad en estructuras como el bulbo 

olfatorio, la corteza cerebelar y estructuras funcionales asociadas, la médula espinal y diversos 

núcleos motores del mesencéfalo y del troncoencéfalo (Marti et al., 2003). 

 

3.3. Estructura proteica de DYRK1A 

 

 

 

 

 

 

           Esquema 8. Estructura y dominios funcionales de Dyrk1A 

 

 El análisis de la secuencia primaria de DYRK1A muestra la conservación de los 11 

subdominios (I-XI) característicos de la región catalítica de las proteínas quinasa. Entre los 

dominios VII y VIII se encuentra el loop de activación que contiene el motivo de autofosforilación 

Tyr-Xaa-Tyr (Tyr-319-Tyr-321) necesario para activar la funcionalidad de la quinasa (Himpel et 

al., 2001), dato puesto en duda recientemente en un estudio en el que se demuestra que no es 

necesaria la autofosforilación en Tyr-321 para que se dé la actividad enzimática de DYRK1A 

(Adayev et al., 2007). Otros dominios descritos son: 

 

1) Una señal de localización nuclear bipartito (NLS) en el extremo N-terminal (aa 117- 134). 

2)  Un dominio PEST (Prolina, Glutámico (E), Serina y Treonina) rico en residuos de serina y 

treonina, situado en el extremo C-terminal. Es típico de proteínas que requieren un sistema 

de degradación rápida. Recientemente se ha descrito un sitio de autofosforilación en un 

residuo de serina (Ser- 520) necesario para la interacción con la proteína 14-3-3ß (Alvarez et 

al., 2007). 
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3)  Una región rica en histidinas (13 Hys entre los aa 607 y 619), que funciona como una señal 

de direccionamiento al compartimento donde se acumulan los factores de splicing (SFC, 

Splicing Factor Compartment) o “nuclear speckles” (Alvarez et al., 2003). 

4) Una región rica en residuos de serina y treonina (entre los aa 659 y 672). 

 

3.4. Localización subcelular de DYRK1A 

 

Se ha descrito la presencia de DYRK1A tanto en el citoplasma como en el núcleo de las células. 

Inicialmente en una serie de estudios de transfección, se detectó la presencia de la proteína 

mayoritariamente en el núcleo, formando unas estructuras llamadas “speckles”(agrupaciones de 

proteínas nucleares que forman un patrón punteado irregular) (Becker et al., 1998), confirmando la 

hipótesis del direccionamiento de la proteína al núcleo mediada por las señales de localización 

nuclear. En las neuronas se ha propuesto una localización doble en el núcleo y en el citoplasma. En 

éste se ha observado una distribución perisomática aunque también se ha detectado en las dendritas 

proximales (Marti et al., 2003) y en sinapsis (Wegiel et al., 2004). La existencia de sustratos tanto 

citosólicos como nucleares confirma la doble localización de DYRK1A tanto en núcleo como en 

citoplasma sugiriendo la participación del gen en gran variedad de procesos celulares. 

 

3.5. Función de DYRK1A 

 

• Estudio a partir  de sus homólogos en otras especies 

 

Gran parte de lo que se conoce en relación a la función de esta quinasa proviene de analizar la 

función de sus homólogos en otras especies. Así Yak1P (Saccharomyces cerevisiae) (Wegiel et al., 

2004), Pom1p (Schizosaccharomyces pombe) (Bahler and Pringle, 1998) y YakA (Dictyostelium 

discoideum) (van Es et al., 2001) en eucariotas inferiores se han relacionado con el control del 

crecimiento celular, y mnb (minibrain) en Drosophila melanogaster (Tejedor et al., 1995) se le ha 

atribuido un papel clave en la neurogénesis. 

 

• Estudio a partir de mutantes de función en otras especies 

 

El análisis de mutantes, tanto de pérdida como de ganancia de función ha permitido identificar 

posibles funciones de DYRK1A. Así, las moscas mutantes deficientes en mnb se caracterizan por 

una marcada reducción en el tamaño tanto de los lóbulos ópticos como de los hemisferios 

cerebrales en el adulto lo que ha permitido sugerir su papel en la neurogénesis (Tejedor et al., 
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1995). En ratones, la anulación completa de DYRK1A es letal mientras que la inactivación de un 

sólo alelo presenta un retraso general del desarrollo acompañado de una reducción en el tamaño del 

cerebro y una marcada hipoactividad (Fotaki et al., 2002). Además, en este mismo modelo se ha 

observado un menor tamaño del árbol dendrítico con disminución significativa en el número de 

espinas dendríticas (Benavides-Piccione et al., 2005). Estos datos apuntan a un importante papel de 

DYRK1A en la fisiología del SNC, tanto en etapas de neurodesarrollo como adultas. 

 

• Estudio a partir de su actividad quinasa y su interacción con otras proteínas  

 

La búsqueda de sustratos de la quinasa DYRK1A en los últimos años ha permitido la identificación 

de numerosas proteínas que son fosforiladas por DYRK1A, tanto citosólicas como nucleares (ver 

Tabla 4). Esta fosforilación se produce en residuos de serina o treonina, los cuales son precedidos 

por un residuo de prolina, por lo que el sitio consenso de fosforilación propuesto es: RPX (S/T)P. 

Se ha visto que en varios casos, la actividad quinasa de DYRK1A funciona como un primer paso de 

fosforilación del sustrato, el cual es fosforilado posteriormente en otro residuo por la quinasa GSK-

3, por lo cual se le ha denominado a DYRK1A una “priming kinase” (Woods et al., 2001). La cada 

vez más creciente lista de sustratos de DYRK1A hace pensar en un efecto pleiotrópico de esta 

quinasa. A nivel del SNC, existen evidencias de un papel en la neurogéneis (Hammerle et al., 

2002), diferenciación neuronal (Kang et al., 2005) y dendritogénesis (Hammerle et al., 2003). Este 

efecto de promover la diferenciación neuronal también ha sido descrito tras inducción por NGF 

(Neural Growth Factor) en células PC12, en un efecto independiente de la actividad quinasa de 

DYRK1A y mediado por la vía de señalización de Ras-MAPK (Ras-mitogen activated protein 

kinase) (Kelly and Rahmani, 2005). La fosforilación de otros sustratos típicamente expresados en 

SNC como Tau (Woods et al., 2001), APP (Park et al., 2007; Ryoo et al., 2007) o α-sinucleína (Kim 

et al., 2006) confirman la importancia de DYRK1A en la fisiología del SNC mientras que su 

sobreexpresión podría tener un efecto importante en diversas enfermedades neurodegenerativas 

como el Alzheimer (Ferrer et al., 2005; Ryoo et al., 2007), Parkinson (Kim et al., 2006) o la 

enfermedad de Pick (Ferrer et al., 2005). 

 

Otros efectos no necesariamente exclusivos del SNC son: la regulación del aparato endocítico a 

través de los sutratos dinamina-1, amfifisina y sinaptojanina1 (sólo en SNC); una regulación de la 

síntesis de glucógeno (Skurat and Dietrich, 2004); la regulación de la maquinaria de splicing por 

medio de la ciclina L-2 y el factor de splicing SF3b1/SAP155 (de Graaf et al., 2004; de Graaf et al., 

2006); y la regulación de las vías controladas por la familia de factores de transcripción NFAT 

importantes en la regulación del desarrollo y organogénesis (Arron et al., 2006; Gwack et al., 2006). 

En el estudio de Arron et al. se muestra la sinergia existente entre dos genes del HSA21 como son 
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DYRK1A y DSCR1 en la modulación del circuito regulador mediado por NFAT y los efectos de 

una sobreexpresión de ambos genes en la desestabilización de ese circuito, lo que podría contribuir 

a explicar algunas de las alteraciones presentes en el SD. En otro estudio también se ha descrito la 

interacción de DYRK1A con la proteína wdr68 en un mutante de Zebfrafish sugiriendo su 

implicación en el desarrollo craneofacial (Nissen et al., 2006). 

 

SUSTRATO LOCALIZACION 
SUBCELULAR 

FUNCION REFERENCIA 

Histone H3 Nuclear Formación de 

nucleosomas. 

Remodelación de la 

cromatina 

(Himpel et al., 2000) 

CREB (cAMP 

responsive element 

binding protein) 

Nuclear Desarrollo y 

diferenciación neuronal. 

Plasticidad sináptica 

(Yang et al., 2001) 

STAT3 (Signal 

transducer and activator 

of trasncription 3) 

Nuclear Activación de 

transcripción 

(Matsuo et al., 2001) 

FKHR (Forkhead) Nuclear Control de la expresión 

génica mediad por 

insulina. 

Regulación de la 

apoptosis mediada por 

factores de 

supervivencia . 

(Matsuo et al., 2001; 

von Groote-

Bidlingmaier et al., 

2003; Chang et al., 

2007) 

Tau Citosólica Regulación de la 

dinámica de 

microtúbulos. 

Hiperfosforilada en 

enfermedad de 

Alzheimer 

(Woods et al., 2001; 

Park et al., 2007; Ryoo 

et al., 2007) 

GLI-1 Nuclear Regulación 

transcripcional 

(Mao et al., 2002) 

eIF2Bε (Eukaryotic 

initiation factor 

2Bepsilon) 

Citosólica Regulación del inicio 

de la traducción de 

mRNA 

(Woods et al., 2001) 

Dynamin-1 Citosólica Regulación del 

ensamblaje del aparato 

endocítico 

(Chen-Hwang et al., 

2002; Huang et al., 

2004) 

14-3-3 Nuclear/Citosólica Regulación del 

andamiaje, protección 

de proteolisis, 

defosforilación y 

secuestro de proteínas 

diana 

(Kim et al., 2004; 

Alvarez et al., 2007) 

Arip4 (Androgen 

receptor-interacting 

protein 4) 

Nuclear Regulación de la 

transcripción inducida 

por hormonas 

esteroideas 

(Sitz et al., 2004) 

Cyclin L2 Nuclear Regulación 

transcripcional 

relacionado con 

splicing de pre-mRNA 

(de Graaf et al., 2004) 

Glycogen synthase Citosólica Reulación del 

metabolismo de la 

glucosa 

(Skurat and Dietrich, 

2004) 
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Hip-1 (Huntingtin 

interacting protein) 

Citosólica Posible papel en 

endocitosis y el 

mantenimiento del 

citoesqueleto de actina 

(Kang et al., 2005) 

NFATc (Nuclear Factor 

of activated T cells c) 

Nuclear/Citosólica Regulación del 

desarrollo y 

organogénesis 

(Arron et al., 2006; 

Gwack et al., 2006) 

Amphiphysin I Citosólica Regulación del aparato 

endocítico 

(Murakami et al., 2006) 

α-Synuclein Citosólica Desconocida. Posible 

implicación en la 

regulación de la síntesis 

de dopamina. 

Formación de depósitos 

amiloides en 

enfermedad de 

Parkinson 

(Kim et al., 2006) 

Synaptojanin-1 Citosólica Reciclaje de vesículas 

sinápticas endocíticas 

(Adayev et al., 2006) 

APP (Amyloid 

Precursor Protein) 

Membrana/Citosólica/Nuclear Migración de 

precursores neuronales. 

Degradación de ß-

catenina. Regulador 

transcripcional 

(Park et al., 2007; Ryoo 

et al., 2007) 

Tabla 4. Lista de sustratos de DYRK1A por orden cronólogico de identificación (Adaptado y actualizado a 

partir de (Dierssen and de Lagran, 2006) 
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4. Receptores NMDA de glutamato 

 
 
4.1. Definición y clasificación 
 
 
 El aminoácido L-glutamato actúa como el principal neurotransmisor excitador en el SNC de 

los vertebrados, actuando tanto sobre canales iónicos dependientes de ligando (receptores 

ionotrópicos) como sobre receptores acoplados a proteínas G o de unión a GTP (receptores 

metabotrópicos). Los estudios farmacológicos han permitido clasificar a los receptores a nivel 

funcional y han contribuido a entender la función de los diferentes tipos de receptores en la 

fisiología del SNC y su implicación en los distintos procesos patológicos. El grupo de receptores 

ionotrópicos de glutamato (iGluRs) comprende tres grandes subgrupos farmacológicos: receptores 

AMPA (ácido α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiónico), KA (ácido káinico) y NMDA (N-

Methyl-D-Aspartato) (Sobolevsky et al., 2002).  

 

Receptores no-NMDA: AMPA y KA 

 

La familia de los receptores AMPA comprende 4 miembros (GluR1-4). Se caracterizan por 

presentar un componente excitatorio rápido en las sinapsis glutamatérgicas. Son importantes en 

determinar la excitabilidad postsináptica de la neurona debido a que la mayor parte del intercambio 

iónico en estado de reposo se produce a través de ellos. Generalmente, son impermeables al Ca
2+
 

excepto aquellos que contienen la variante de la subunidad GluR2(Q). Los receptores de kainato 

forman heterodímeros de GluR5-7 y KA-1/2. Modulan la liberación de neurotransmisores a nivel 

presináptico. Al igual que los receptores AMPA, también son impermeables al Ca
2+
. Ambos tipos 

de receptores constituyen canales que una vez activados, permiten el paso de iones  Na
+
, K

+ 
 y Ca

2+
 

en determinados receptores. 

 

Receptores NMDA 

 

Estos reciben su nombre del compuesto químico cuya unión específica al receptor muestra mayor 

afinidad que la del propio glutamato. Dicha sustancia, la cual no se encuentra de manera natural en 

el organismo es el NMDA (N-Methyl-D-Aspartato) y fue descubierta en 1960. Desde entonces ha 

sido ampliamente utilizada como excitotoxina activando exclusivamente los receptores de 

glutamato de tipo NMDA.  
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Los receptores de NMDA son de gran importancia para la conectividad y la plasticidad sináptica, 

procesos clave de fenómenos como la LTP (Long Term Potentiation) o la LTD (Long Term 

Depression), los cuales se han considerado cruciales en los procesos de formación de la memoria y 

el aprendizaje (Daoudal and Debanne, 2003).  

 

Por otro lado, la entrada masiva de Ca2+ debida a una sobreactivación de los receptores conduce a 

un estado conocido como de “excitotoxicidad” especialmente deletéreo para la célula, en el cual se 

activan distintos mecanismos de muerte celular por apoptosis (Sattler et al., 1999). Muchos estudios 

han mostrado que la disfunción de los receptores de NMDA subyace a una gran variedad de 

desórdenes neurológicos desde el infarto cerebral hasta la neurodegeneración crónica en la 

esclerosis lateral amiotrófica. 

 

4.2. Composición del receptor NMDA  
 

 Los receptores NMDA funcionan como tetrámeros heteroméricos compuestos por dos 

subunidades constitutivas NR1 y dos subunidades, que pueden ser NR2 (subtipos A, B, C o D),  

NR3 (A o B) o una mezcla de ambas (Villmann and Becker, 2007). Las subunidades NR2 y NR3 

son las que confieren variabilidad funcional al receptor y permiten cambios en la composición tanto 

temporal (a lo largo del desarrollo) como espacial (en las distintas áreas cerebrales). Actualmente el 

conocimiento acerca de la composición estequiométrica del receptor se basa únicamente en estudios 

funcionales (Banke and Traynelis, 2003). 

 

Cada subunidad consta de 3 dominios transmembrana (TMDs): A, B y C. La parte 3’ del dominio 

N-terminal (dominio S1) y la secuencia en forma de bucle entre los TMD B y C (dominio S2) 

forman el dominio de unión a ligando. El dominio que forma el canal iónico (entre TMD A y B) se 

encuentra anclado en la membrana. Por último, se encuentra un dominio intracelular (extremo C-

terminal) responsable de la interacción con otras proteínas intracelulares y crítico para la correcta 

expresión de las subunidades (Standley et al., 2000; Holmes et al., 2002). 
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Esquema 9. Estructura y dominios funcionales de una subunidad del receptor NMDA (extraído de Villmann 

&Becker, 2007) 

 

La subunidad NR1 (NMDAR1) fue la primera subunidad del receptor en ser clonada (Moriyoshi 

et al., 1991). Presenta sitio de unión para la glicina. Actualmente se conocen 8 variantes de splicing 

que difieren básicamente en el extremo C-terminal y en la presencia/ausencia de un exón extra. Esto 

confiere distintas propiedades como la modulación por Zn
2+
, poliaminas y protein quinasa C, así 

como la unión a proteínas intracelulares (Lin et al., 1998). Su expresión es ubicua en el SNC. 

 

Las subunidades NR2 presentan 4 subtipos: A, B, C y D, codificadas por genes distintos.  

Presentan sitios de unión a glutamato. Determinan las propiedades biofisiológicas del canal, como 

la conductancia, el tiempo medio de apertura o la sensibilidad al bloqueo del Mg
2+
 (Monyer et al., 

1992; Monyer et al., 1994). Diferencias en estas propiedades son un factor crítico para activar 

distintas vías de señalización postsinápticas, entre ellas las que determinan la plasticidad sináptica. 

En este sentido, por ejemplo, se ha observado que los receptores que contienen NR2A o NR2B 

están asociados a fenómenos de LTP o LTD, respectivamente (Liu et al., 2004; Massey et al., 

2004), si bien estos resultados son controvertidos (Weitlauf et al., 2005; Morishita et al., 2007). La 

expresión de los distintos subtipos varía a lo largo del desarrollo del CNS y dependiendo de la 

estructura cerebral. 

 

Las subunidades NR3 han sido las últimas en ser descritas y las menos estudiadas. Incluyen los 

subtipos NR3A y NR3B (Ciabarra et al., 1995; Nishi et al., 2001). Se ha visto que, cuando son 

coexpresadas junto con NR1 y NR2A, reducen la permeabilidad del Ca2+ (Matsuda et al., 2002; 

Sasaki et al., 2002) y cuando se producen triheterodímeros compuestos por NR3A, NR3B y NR1, 

sólo son activados por glicina y no por glutamato constituyendo un nuevo tipo de receptores de 

glicina con carácter excitatorio (Chatterton et al., 2002). 
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4.3. Expresión del receptor NMDA en el SNC 
 

 Los receptores NMDA se encuentran fundamentalmente en el SNC aunque estudios recientes 

han descrito su presencia también en oligodendrocitos (Karadottir et al., 2005), osteoclastos 

(Szczesniak et al., 2005) y linfocitos (Tuneva et al., 2003). La función en estos tres tipos celulares 

no se conoce. 

 

La expresión de las distintas subunidades varía a lo largo del desarrollo. Mientras que la expresión 

de las subunidades NR2B y NR2D es alta en estadíos tempranos del desarrollo y decae en etapas 

postnatales, la expresión de NR2A y NR2C aumenta a lo largo del desarrollo (Kohr, 2006). En el 

adulto, la expresión de NR2A es ubicua mientras que la de NR2B se da principalmente en 

prosencéfalo, la de NR2C en cerebelo y la de NR2D en pequeños grupos celulares distribuidos en 

áreas específicas del cerebro. Parece ser que las células granulares del cerebelo son las únicas 

células en las que se produce una falta total de expresión de NR2B, desplazada por la expresión de 

las subunidades NR2A y NR2C (Takahashi et al., 1996). Sin embargo, aunque durante el desarrollo 

la expresión de NR2A y NR2B tienda a aumentar o reducirse respectivamente, ambas subunidades 

coinciden en la formación de receptores en muchas áreas cerebrales. La combinación 

triheteromérica compuesta por NR1/NR2A/NR2B es la más frecuente en neuronas maduras del 

prosencéfalo (Luo et al., 1997). En cuanto a las subunidades NR3, se ha descrito que mientras que 

la expresión de NR3A decae en la segunda semana de desarrollo postanatal, la de NR3B perdura en 

el adulto en la médula espinal y en el troncoencéfalo. Mientras que NR3B se expresa típicamente en 

motoneuronas, la expresión de NR3A es más generalizada (Nishi et al., 2001). 

 

La localización en la membrana plasmática también varía a lo largo del desarrollo. Mientras que el 

receptor NR1/NR2B es el mayoritario en las sinapsis en etapas prenatales, en la maduración se 

produce un cambio progresivo de localización de dichos receptores hacia sitios extrasinápticos. En 

su lugar, en las sinapsis, se expresarán receptores compuestos por NR1/NR2A/NR2B (Papadia and 

Hardingham, 2007). 

 

4.4. Papel del receptor NMDA en condiciones fisiológicas 
 
 Existen al menos 5 sitios de unión que regulan la actividad del receptor y son: sitios de unión 

a 1) glutamato, 2) glicina, 3) magnesio (Mg2
+
), 4) zinc (Zn

2+
), 5) feniciclidina (PCP).  
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Esquema  10. Sinapsis excitatoria mediada por glutamato. (Adaptado de (Attwell and Gibb, 2005)) 

 

En estado de reposo, los receptores NMDA se encuentran bloqueados por el ión magnesio (Mg
2+
). 

Para la activación de los receptores NMDA, tienen que ocurrir tres procesos simultáneamente: 1) la 

unión del ligando (glutamato) o de un agonista (i.e. NMDA); 2) la unión del coagonista (glicina); y 

3) la despolarización de la membrana como consecuencia de la llegada de un potencial de acción 

(proceso dependiente de voltaje). La liberación del glutamato en la hendidura sináptica causa 

primero una entrada de Na
+ 
a través de los receptores AMPA en la neurona postsináptica lo cual 

despolariza parcialmente la membrana y es suficiente para quitar el bloqueo mediado por el Mg
2+
. 

Como consecuencia, el canal del receptor NMDA se activa. La apertura de éste provoca una entrada 

de iones K
+
, Na

+
 y Ca

2+
 hacia el espacio intracelular que, entre otros efectos, hace que se 

despolarice la membrana y pueda propagarse el potencial de acción (básico para la transmisión 

nerviosa). Sin embargo, la mayor parte de los efectos producidos por la entrada de Ca
2+
 se producen 

a nivel intracelular. 

 

El Ca
2+
 como principal efector tras la activación de los receptores NMDA 

 

Una de las características de los receptores de NMDA que los diferencia del resto de receptores de 

glutamato es que presentan una cinética de apertura/cierre muy lenta y una alta permeabilidad al 

Ca
2+
. El flujo de entrada de Ca

2+
 resultante de la activación de estos receptores activa distintas vías 

de transducción de señales. Esta activación requiere de unas proteínas intermediarias agrupadas en 
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un complejo multiproteico que se halla unido a los receptores NMDA a través de los extremos C-

terminales de las subunidades NR1 y NR2 (Collins et al., 2006). Este complejo facilita la 

localización del receptor en áreas específicas como la densidad postsináptica (Postsynaptic density 

o PSD) y facilita la conexión con una gran variedad de moléculas de señalización intracelular a 

través de las cuales se median muchos de los efectos causados por la activación de los receptores 

(Waxman and Lynch, 2005). Muchas de las proteínas presentes en la PSD, como PSD-95, SAP-102 

(Synapse-Associated Protein) y PSD-93 contienen dominios PDZ de interacción con otras proteínas 

lo que lleva a la creación de una estructura muy organizada que facilita la transducción de señales al 

acercar por un lado, los enzimas citoplasmáticos encargados de la señalización celular y, por otro, 

los receptores de membrana. Un ejemplo de ello es la interacción de la óxido nítrico sintasa 

neuronal (nNOS) y su interacción con PSD-95, que es eficientemente activada como consecuencia 

del flujo de entrada de Ca2+ mediado por los receptores NMDA (Aarts et al., 2002). 

 

4.5. Papel del receptor NMDA en condiciones patológicas  
 
 

 La excitotoxicidad es el proceso por el cual se produce una sobreactivación de los receptores 

NMDA de glutamato seguida de una entrada masiva de Ca
2+
 dentro de la célula, lo que 

desencadena una serie de mecanismos intracelulares que llevan a la muerte celular por apoptosis. El 

aumento de la concentración de Ca
2+
 intracelular provocado tanto por la entrada masiva desde el 

medio extracelular como por la liberación por parte del retículo endoplasmático, es uno de los 

principales efectores de dicha muerte (Mody and MacDonald, 1995). El incremento en la 

concentración citosólica de Ca
2+
 produce una gran variedad de respuestas celulares que van desde el 

cambio de estado de fosforilación de diversas proteínas (proteasas, quinasas, fosfatasas y 

fosfolipasas) o variaciones en la regulación transcripcional, hasta alteraciones del metabolismo 

energético (Nicholls and Ward, 2000). También se ha descrito una depleción parcial de las reservas 

de ATP en las neuronas como consecuencia de alteraciones en la ATPasa mitocondrial que 

produciría la liberación de especies reactivas del oxígeno (ROS) (Nicholls, 2004)conocidos agentes 

neurotóxicos.  

 

El daño producido por la excitotoxicidad se ha relacionado con la isquemia y el trauma cerebral, la 

inflamación, el daño neuropático o la epilepsia, mientras que en otras enfermedades tendría un 

papel secundario de sensitivación neuronal al daño excitotóxico como ocurre en las enfermedades 

de Alzheimer, Parkinson o Huntington. Esta implicación en numerosas patologías del SNC llevó a 

muchos grupos a investigar el potencial del receptor de NMDA como diana terapéutica. Sin 

embargo, en los últimos años, se ha comprobado la ineficacia terapéutica de los diversos 

antagonistas desarrollados llegando a suspenderse varios ensayos clínicos (Ikonomidou and Turski, 
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2002). Esta ineficacia podría ser debida a la interferencia de los antagonistas del receptor NMDA 

con el papel neuroprotector mediado por los propios receptores después de un episodio 

excitotóxico. Así los antagonistas del receptor NMDA estarían bloqueando las señales de 

supervivencia activadas tras el daño.  

 

Dichas señales pueden estar mediadas por modificaciones postranscripcionales de proteínas o por 

expresión génica de novo. Se han descrito varias vías: la del PI3K (fosfoinositidil-3-quinasa)-Akt 

en la que la fosforilación de GSK3, FOXO (Forkhead box O) y BAD (miembro de la familia de 

Bcl-2) promueve la inhibición de vías apoptóticas; o la vía de Ras/Erk-CREB en la que la 

fosforilación de CREB por Ca
2+
/calmodulina CAMKIV activaría la transcripción de genes 

implicados en vías anti-apoptóticas, entre los cuales se perfilan BDNF, Bcl2, citocromo-c o SOD-2 

como buenos genes candidatos en este sentido (Papadia and Hardingham, 2007). Otros factores 

como la localización en membrana de los receptores NMDA (sináptica versus extrasináptica) o su 

composición (NR2A versus NR2B) (Liu et al., 2007) también se han descrito que intervienen en el 

destino neuronal (supervivencia versus muerte). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 11. Vías de supervivencia/muerte neuronal mediadas por la activación de receptores de NMDA 

(extraído de Papadia & Hardingham, 2007) 
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5. Terapia génica para enfermedades del SNC 

 

 La terapia génica para el SNC constituye una estrategia fascinante y prometedora tanto en 

investigación básica como en clínica, y que permite intervenir tanto en una neurona aislada en 

cultivo hasta en la compleja fisiología del cerebro. El concepto de terapia génica consiste en 

introducir material genético con el fin de restablecer el correcto funcionamiento de una célula 

alterado por el exceso o defecto en la expresión de algunas proteínas, y así curar o detener la 

progresión de una determinada enfermedad. Esta estrategia requiere de una tecnología capaz de 

transferir dicho material genético en el tejido u órgano de interés. Tanto el uso de vehículos 

virales (adenovirus, virus adenoasociados, lentivirus etc...) como no virales (DNA desnudo, 

poliómeros catiónicos, liposomas) han demostrado su eficacia a la hora de introducir genes en 

neuronas maduras in vitro e in vivo permitiendo el desarrollo de numerosas estrategias de terapia 

génica para el tratamiento de enfermedades neurológicas (Lundstrom, 2007). Entre los vectores 

más utilizados para dirigir genes al SNC se encuentran algunos virus como: los lentivirus, los 

cuales son efectivos en transducir neuronas permitiendo la expresión del transgén durante largos 

periodos de tiempo, pero sin embargo presentan potencial oncogénico derivado de su integración 

en el genoma huésped (Cockrell and Kafri, 2007); los adenovirus, los cuales aportan una gran 

eficiencia de transducción de células quiescentes pero, por contra, presentan una gran 

inmunogeneicidad (Douglas, 2007); y los virus adenoasociados, los cuales presentan una baja 

inmunogeneicidad y permiten una expresión duradera del transgén, si bien tienen una limitada 

capacidad estructural para contener material genético.  

 

Actualmente están en marcha ensayos clínicos para enfermedades como el Alzheimer 

(http://www.gemcris.od.nih.gov, protocol number 9906-322); la enfermedad de Parkinson, 

((http://www.gemcris.od.nih.gov, protocol number 0104–469) ; enfermedad de Canavan 

(http://www.gemcris.od.nih.gov, protocol number 0104–469);  y varios para glioblastoma 

multiforme, uno actualmente en Fase III (Ark therapeutics, Inc). 

 

5.1. Virus adenoasociados (AAVs)  

 

5.1.1. Generalidades de los AAVs 

 

 Los AAV pertenecen al género Dependovirus y a la familia Parvoviridae. Son virus 

pequeños (20-24 nm) sin envoltura lipídica y contienen DNA de simple cadena de 4.7 kb. No 

son patogénicos y son deficientes en replicación lo que significa que requieren de un virus helper 
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como un adenovirus o un herpes simplex virus, para completar la replicación viral. A falta de 

estos, el virus se mantiene latente, generalmente episómico, dentro de la célula. Son capaces de 

transducir gran variedad de tejidos y de tipos celulares in vivo, y de dirigir la expresión a largo 

término. Hasta la fecha se han descrito 8 serotipos diferentes y cada uno de ellos presenta un 

tropismo diferente cuando son inyectados en el cerebro. Además presentan baja 

inmunogeneicidad, aunque, como se explicará más adelante, este punto resulta controvertido 

últimamente. 

 

El virus salvaje codifica para dos genes: rep y cap, los cuales son necesarios para la replicación y 

síntesis de las proteínas de la cápside, respectivamente. Por medio del uso de sitios de inicio de 

la traducción y de splicing alternativos, el genoma expresa 4 proteínas a partir del gen Rep y 3 a 

partir del gen Cap (VPs). Para la generación de un adenoasociado recombinante (rAAV) se 

sustituye el genoma viral por el cassette de expresión para el gen terapéutico deseado (ver 

Esquema 12). 

 

A       B 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema 12. A) Estructura genómica de un AAV salvaje (A) y de un AAV recombinante (B) (Lu, 

2004) 

 

Ciclo viral 

 

Brevemente, el ciclo viral de un AAV (o rAAV) consiste en un primer paso de reconocimiento y 

unión del virus al receptor celular específico, seguido de la internalización facilitada por las 

interacciones con los correceptores. Posteriormente, el virus se transloca al núcleo evitando la 

vía de degradación mediada por los endosomas. Después o durante la entrada del virus al núcleo, 

éste se desencapsida y libera su genoma. En este punto, se produce la síntesis de la cadena 

complementaria de DNA y se produce la expresión de los genes virales (o del transgén). 

Finalmente, mientras el genoma viral de los virus recombinantes se mantiene episómico en el 
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núcleo de la célula, los AAVs salvajes se integran preferentemente en el cromosoma 19 humano  

(ver Esquema 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Esquema . Ciclo viral de un AAV. 

 

    Esquema 13. Fases del ciclo viral de un AAV (Lu, 2004) 

 

Serotipos  

 

Actualmente se conocen 8 serotipos de AAV  y más de 100 variantes. De entre los serotipos, los 

AAV-2, -3, -5 se cree presentan un origen humano mientras que los AAV-1, -4 provendrían de 

primates y los AVV-7 y AAV-8 de macacos. El AAV-6 vendría de una recombinación entre 

AAV-1 y AAV-2. El conocimiento acerca de los receptores celulares de los distintos serotipos es 

limitado, aún así, se sabe que el receptor de AAV-2 es el proteoglicano heparán sulfato (HSPG) 

y como correceptores se encontrarían la integrina αVß5, el receptor del factor de crecimiento de 

fibroblastos FGFR1 (Fibroblast Growth Factor Receptor 1) y el receptor del factor de 

crecimiento hepatocitario HGFR (Hepatocyte Growth Factor Receptor). También se ha descrito 

el ácido siálico como receptor de AAV-5 y AAV-4, y el receptor del factor de crecimiento 

derivado de plaquetas PDGFR como correceptor para AAV-5. Recientemente se ha descrito la 

laminina 37/67-Kd como receptor de AAV-8.  

 

El serotipo más estudiado y utilizado en terapia génica ha sido el AAV-2 aunque en los últimos 

años su uso se ha visto cada vez más desplazado por otros serotipos a medida que estos han sido 

caracterizados. 
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5.1.2. rAAV como vector de terapia génica para el SNC 

 

Capacidad de transducción de los rAAVs en el SNC 

 

Con la producción de los primeros AAVs recombinantes de serotipo 2 (rAAV-2) (McCown et 

al., 1996) se observó que estos eran capaces de transducir células post-mitóticas sin producir 

efectos tóxicos. Desde entonces, una de las áreas de gran interés para el uso de los rAAV ha sido 

el SNC. Estudios iniciales realizados en rata revelaron que los rAAV-2 transducían 

principalmente neuronas mientras que el resto de tipos celulares mostraban muy poca o nula 

transducción (Kaplitt et al., 1994; McCown et al., 1996). Resultados similares se observaron en 

el SNC del mono (During and Ashenden, 1998; Bankiewicz et al., 2000). A raiz de estos 

primeros estudios, pudo observarse que apenas se producía respuesta inmune contra el vector y 

que la expresión génica podía mantenerse más allá del año postinfección sin evidencias de 

muerte celular. Todas estas observaciones hacían de los rAAV-2 unos buenos vectores para la 

expresión de transgenes en la población neuronal del SNC. 

 

Hasta la fecha, en la mayoría de los estudios de terapia génica se ha utilizado el serotipo 2 

(AAV-2) pero en los últimos años, se ha testado la capacidad de transducción en el SNC de otros 

serotipos como  AAV-1, AAV-4, AAV-5, AAV-7 y AAV-8 (Klein et al., 2002; Cucchiarini et 

al., 2003; Broekman et al., 2006; Harding et al., 2006; Cearley and Wolfe, 2007; Taymans et al., 

2007). Se ha observado que todos los serotipos presentan ciertas diferencias en el tropismo 

celular y en la capacidad de transducción. Así como rAAV-4 presenta un tropismo por las 

células ependimales del cerebro (Davidson et al., 2000), el resto de serotipos infectan las células 

del parénquima cerebral observándose diferencias en el área de transducción y en el tropismo 

celular. En distintos estudios realizados en el cerebro de ratón y rata, se ha descrito una mayor 

área de transducción por parte de rAAV-1 y rAAV-5 comparado con el rAAV-2 en áreas como 

núcleo estriado, hipocampo o susbtantia nigra (Davidson et al., 2000; Passini et al., 2003; Wang 

et al., 2003a; Ahmed et al., 2004; Burger et al., 2004). Posteriormente, se ha observado que 

rAAV-7 y rAAV-8 presentan un área de transducción similar al descrito para rAAV-5 en 

distintas estructuras cerebrales (Taymans et al., 2007; Klein et al., 2008). En cuanto al tropismo 

celular, se ha descrito un tropismo específico neuronal para AAV-2, AAV-6, AAV-7 y AAV-8, 

mientras que AAV-1 y AAV-5 son capaces de infectar neuronas mayoritariamente pero también 

una cierta proporción de células gliales (ver Tabla 5). 
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Tabla 5. Serotipos de AAVs. Tropismo celular y capacidad de transducción en determinadas áreas 
cerebrales del SNC. nd: no disponible; N: neuronas ; G: células gliales. 
 

 

Mejora de la capacidad de transducción de los rAAVs en el SNC 

 

En paralelo al descubrimiento y caracterización de nuevos serotipos, se han realizado numerosos 

estudios encaminados a optimizar la especificidad y la eficiencia de transducción con los rAAVs. 

Por ejemplo, se ha estudiado la influencia de distintos promotores sobre la expresión génica 

mediada por los rAAVs observándose que, por un lado, un mismo promotor como el CMV 

presentaba una persistencia diferencial de expresión dependiendo del área cerebral transducida 

(McCown et al., 1996) mientras que el uso de otros promotores específicos como el de la enolasa 

específica neuronal (NSE), permitían obtener una expresión más duradera a la par que 

incrementaba la especificidad de la transducción en la población neuronal (Klein et al., 1998b). 

Otro punto al que se prestó especial atención para evitar casos de toxicidad mediada por la 

expresión del transgén fue el control exógeno de la expresión génica mediante el uso de sistemas 

regulables como el sistema TET-on/TET-off regulado por administración oral de doxiciclina 

(Haberman et al., 1998) o el uso de aisladores (insulators) para impedir la interferencia mediada 

por las secuencias terminales repetidas (ITRs) del genoma viral (Fitzsimons et al., 2001). El uso 

de rAAVs quiméricos, que presentan el genoma de un serotipo y la cápside de otro, o bien 

dominios o aminoácidos específicos de la cápside intercambiados con otros serotipos, o de 

rAAVs mosaicos que presentan cápsides compuestas de una mezcla de subunidades de distintos 

serotipos, ha facilitado la eficiencia de transducción y potencian la expresión del transgén en 

determinados tejidos (Wu et al., 2006). El uso de rAAVs de doble cadena (McCarty et al., 2003; 

Wang et al., 2003b) ha permitido obtener una mayor eficiencia de transducción que los de simple 

Serotipo 
AAV 

Areas SNC Transporte 
 retrógrado 
 

Tropismo 
celular 

Referencias 

 Striatum Hipocampo Substantia 

nigra 
  

AAV-1 ++++ ++++ ++++ ++ N/G 

AAV-2 + + + - N 

AAV-5 +++ +++ +++ +++ N/G 

AAV-7 +++ +++ ++++ ++ N 

AAV-8 +++ +++ ++++ ++ N 

AAV-4 ++ nd nd nd nd 

AAV-6 + nd nd nd N 

 
(Davidson et al., 

2000; Burger et 

al., 2004; 

Shevtsova et al., 

2005; Harding et 

al., 2006; Cearley 

and Wolfe, 2007; 

Taymans et al., 

2007) 
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cadena e incluso se han utilizado en varios estudios preclínicos de terapia génica (Rehman et al., 

2005; Grimm et al., 2006; Sagazio et al., 2008). 

 

Inmunogeneicidad de los rAAVen el SNC 

 

La idea de la baja inmunogeneicidad inducida por los rAAVs sufrió un vuelco el año pasado 

cuando en un ensayo clínico para hemofilia B en el cual se inyectaron rAAV-2 directamente en 

hígado, se detectó en 2 pacientes una activación de la respuesta inmune mediada por linfocitos T 

CD8
+ 
contra los hepatocitos transducidos (Mingozzi et al., 2007). Este efecto, que no se había 

observado en los modelos murinos preclínicos pone de manifiesto las diferencias existentes entre 

ambas especies y alerta sobre la extrapolación de resultados. En ese mismo estudio también se 

detectó la presencia de células CD8
+
 en donantes sanos, posiblemente debido a infecciones con 

AAVs salvajes. Esto está acorde con el hecho de que entre el 50 y el 96% de la población 

humana presenta anticuerpos neutralizantes contra los AAV-2 (Warrington and Herzog, 2006). 

En el caso del SNC, la presencia de la barrera hematoencefálica prácticamente impide la entrada 

de las células del sistema inmune lo que convierte al cerebro en un órgano inmunoprivilegiado a 

excepción de la microglía residente, encargada de la respuesta inmune innata mayoritariamante 

no inflamatoria, del cerebro. Sin embargo, en determinadas condiciones patológicas, se produce 

el infiltrado de dichas células dentro del cerebro dando lugar a procesos inflamatorios. 

Recientemente, en un ensayo clínico para la enfermedad de Canavan, en el que se inyectaron 

AAV-2 directamente en el cerebro de pacientes, se observó en sólo 3 de los 10 individuos 

sometidos al ensayo la presencia de cantidades moderadas de anticuerpos neutralizantes en la 

sangre y no así en el líquido cefalorraquídeo (McPhee et al., 2006). Aún así es necesario un 

seguimiento a largo plazo de los pacientes para controlar una posible activación del sistema 

inmune.  

 

Uso de los rAAVs en terapia génica para el SNC 

 

Todos estos datos señalan la importancia de un análisis y un control exhaustivo de la posible 

respuesta inmune provocada por el vector o el transgén expresado a la hora de considerar la 

terapia génica con rAAVs como totalemente segura en términos de inmunogeneicidad. Con todo 

ello, estos vectores se han utilizado con éxito en muchos estudios preclínicos y en algún ensayo 

clínico en fase I de terapia génica para enfermedades neurológicas. A continuación se resumen 

brevemente: 
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Enfermedad de Alzheimer: estrategias encaminadas a la expresión exógena de NGF (Klein et al., 

1998a; Mandel et al., 1999) o de anticuerpos anti-ßamiloide (Hara et al., 2004; Fukuchi et al., 

2006; Levites et al., 2006).  

 

Enfermedad de Parkinson: estrategias encaminadas a la expresión exógena de factores 

neurotróficos como GDNF (Mandel et al., 1997; Ozawa et al., 2000; Eslamboli, 2005), dopamina 

(Li et al., 2006) o enzimas como tirosina hidroxilasa y/o descarboxilasa de ácidos aromáticos 

(Kaplitt et al., 1994; During et al., 1998; Bankiewicz et al., 2000; Muramatsu et al., 2002; 

Sanftner et al., 2004; Forsayeth et al., 2006). Actualmente está en marcha un ensayo clínico en 

fase I en el que inyectaron directamente en el núcleo subtalámico de 12 pacientes virus rAAV-2 

que expresan los enzimas GAD-65/GAD-75 necesarios para la síntesis de GABA. Tres meses 

después de la intervención se registró una mejoría en el fenotipo motor que perduró hasta los 12 

meses (Feigin et al., 2007; Kaplitt et al., 2007). 

 

Esclerosis amiotrófica lateral: estrategias encaminadas a la expresión exógena de factores 

neurotróficos como GDNF o IGF-1 (Wang et al., 2002; Kaspar et al., 2005), genes 

antiapoptóticos como Bcl-2 (Azzouz et al., 2000) o estrategias de RNA de interferencia contra 

alelos mutantes del gen SOD-1 (Miller et al., 2005). 

 

Enfermedad de Canavan (un tipo de leucodistrofia infantil): estrategias encaminadas a la 

expresión exógena del enzima aspartoacilasa (ASPA) (Matalon et al., 2003; Klugmann et al., 

2005a; McPhee et al., 2005). Actualmente está en marcha un ensayo clínico en fase I en el que se 

inyectaron en 6 puntos diferentes del cerebro de 10 pacientes rAAV-2 que expresaban el cDNA 

de ASPA (McPhee et al., 2006). 

 

Epilepsia: estrategias encaminadas a la expresión exógena de péptidos como galanina (Haberman 

et al., 2003; Lin et al., 2003)o neuropéptido Y (NPY) (Richichi et al., 2004), de la proteína 

homer1a (Klugmann et al., 2005b) o estrategias de inmunización oral con AAVs que expresan la 

subunidad NR1 del receptor NMDA (During et al., 2000). 

 

Enfermedad de Huntington: estrategias encaminadas a la expresión exógena de factores 

neurotróficos como BDNF O GDNF (McBride et al., 2003; Kells et al., 2004) o estrategias de 

RNA de interferencia contra alelos mutantes del gen de la huntingtina (Harper et al., 2005; 

Rodriguez-Lebron et al., 2005). 
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Enfermedades por almacenamiento lisosomal: 1) la mucopolisacaridosis de tipo VII (MPS VII); 

estrategias encaminadas a la expresión exógena del enzima de la ß-Glucuronidasa (GUSB) 

(Elliger et al., 1999; Skorupa et al., 1999; Bosch et al., 2000; Sferra et al., 2000; Frisella et al., 

2001; Passini and Wolfe, 2001; Heuer et al., 2002; Passini et al., 2003)). 2) mucopolisacaridosis 

de tipo IIIA; expresión exógena de los genes sulfamidasa y SUMF1 (Fraldi et al., 2007). 

 

Todos estos estudios realizados en modelos preclínicos y los resultados de los primeros ensayos 

clínicos validan el uso de los rAAVs como vectores seguros y eficientes para la terapia génica 

para enfermedades del SNC y apuntan a un futuro prometedor en su uso clínico. Para ello, hoy 

en día, numerosos estudios tienen como objetivo incrementar la eficiencia de transducción de los 

distintos serotipos de rAAVs, aumentar la persistencia de la expresión del transgén y evitar 

completamente la respuesta inmune. 

 

5.2. RNA de interferencia  

 

Un gran número de enfermedades del SNC son consecuencia de la sobreexpresión de uno o más 

genes específicos o de la expresión de alelos anómalos. El uso de una herramienta potente como 

es la tecnología del RNA de interferencia ofrece la oportunidad para inhibir de forma específica 

transcritos involucrados en dichas enfermedades. 

 

5.3.1. Historia del RNA de interferencia  

 

 El proceso del RNA de interferencia (RNAi) fue descubierto por primera vez en C. 

elegans en 1998, cuando se detectó el silenciamiento específico de genes tras la inyección de 

moléculas de doble cadena de RNA (dsRNA, double-stranded RNA) cuya secuencia era 

homóloga a la del gen diana (Fire et al., 1998). En mamíferos, inicialmente se pensó que el 

mecanismo no funcionaría debido a la existencia de la activación de la vía mediada por 

interferón como respuesta a la presencia de dsRNA en la célula, vía que conlleva la parada en la 

síntesis de nuevas proteínas (McManus and Sharp, 2002). Sin embargo, en el 2001, varios 

estudios mostraron que pequeños fragmentos de RNA de doble cadena, de 21 a 22 nucleótidos, 

llamados pequeños RNAs interferentes (siRNAs o small interfering RNAs) eran capaces de 

inhibir la expresión génica y escapar de la respuesta mediada por interferón (Caplen et al., 2001; 

Elbashir et al., 2001). Poco tiempo después, se demostró que la expresión de los siRNAs en 

forma de una molécula de RNA plegada en forma de horquilla (shRNAs o short hairpin RNAs) 

era capaz de inducir el silenciamiento específico de genes por el mismo mecanismo (Paddison et 

al., 2002). Este avance ofreció la posibilidad de conseguir una inhibición de la expresión más 
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estable y duradera mediante el uso de plásmidos codificantes para shRNAs, y en última 

instancia, de vectores dirigidos a tejidos u órganos de forma específica, hecho que amplió el 

potencial terapéutico de estrategias basadas en la activación de la vía de interferencia del RNA. 

 

MicroRNAs 

 

Otro hallazgo importante fue el descubrimiento que el mecanismo de RNAi no sólo tenía una 

función como respuesta antiviral sino que además era utilizado para la regulación de la expresión 

génica de secuencias que transcribían RNAs cortos de doble cadena. Así, se identificaron en el 

genoma de los mamíferos los microRNAs (miRNAs). Las principales diferencias con respecto al 

mecanismo utilizado por los siRNAs o shRNAs es que no requieren una perfecta 

complementariedad de bases para unirse al transcrito diana y que la inhibición no se da por una 

degradación de éste sino por una represión en la traducción de nuevos transcritos. La maquinaria 

utilizada para el procesamiento tanto de los miRNAs como de los shRNAs y siRNAs se muestra 

en el esquema 14. Se cree que unos 1000 miRNAs puedan estar codificados en el genoma y que 

podrían estar regulando alrededor de un 30% de los genes (Lewis et al., 2005). Actualmente, la 

progresiva identificación de unos y otros ha supuesto una revolución en el mundo científico. 

Concretamente, en el campo de la terapia génica, los microRNAs no sólo se han convertido en 

potenciales dianas terapéuticas al haber sido hallados sub o sobreregulados en diversas 

enfermedades (Marquez and McCaffrey, 2007; Zhang and Farwell, 2007) sino que también 

presentan gran valor como arma terapéutica. En este caso, el uso vendría dado tanto por el efecto 

inhibidor intrínseco de los microRNAs (Scott et al., 2007) como por el uso de constructos que 

contienen dianas para determinados microRNAs. Esta estrategia permite por ejemplo evitar la 

expresión del transgén terapéutico en tejidos no deseados (Brown et al., 2006). Para algunas 

patologías, la modulación de miRNAs, los cuales son determinantes en la regulación de grupos 

de genes, se prevé como una estrategia más efectiva que la inhibición de la expresión de genes 

únicos. 
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Esquema 14. Vía del RNA de interferencia en mamíferos (y opciones terapéuticas). Adaptado de (Grimm and 
Kay, 2007) 

 

 

5.3.2. Mecanismo del RNAi 

 

El mecanismo de degradación de moléculas de mRNA mediado por RNAi es activado por 

moléculas precursoras de doble cadena de RNA (dsRNA) (ver Esquema 13). Mientras que los 

miRNAs y los shRNAs se generan en el núcleo como resultado de la transcripción, los siRNAs 

quedan restringidos al citoplasma. Los pri-miRNAs empiezan a ser  procesados en el núcleo por 

un enzima llamado Drosha, tras lo cual los pre-miRNA son exportados, al igual que los shRNAs, 

al citoplasma por un mecanismo mediado por exportinas. Una vez en el citoplasma los pre-

miRNAs son procesados en miRNAs por una segunda endonucleasa llamada Dicer y como 

resultado, se generan pequeños fragmentos de 21-23 nt de largo. En este punto, las moléculas de 

shRNA, siRNA o miRNA son incorporadas al complejo RISC (RNA-induced silencig complex). 

Una vez ahí y en cualquiera de los tres casos, la secuencia guía antisense es incorporada al 

complejo mientras que la complementaria es destruida. La secuencia guía podrá entonces 

reconocer específicamente a su mRNA diana, lo cual acabará conduciendo a la ausencia de 

síntesis proteíca mediante dos vías dependiendo de si se da una complementariedad total o 

parcial entre las dos secuencias: degradación del mRNA en pequeños fragmentos o bloqueo de la 

maquinaria de traducción, respectivamente. 

 

5.3.3. RNAi como herramienta de silenciamiento 

 

 Un aspecto importante del RNAi como herramienta de silenciamiento reside en su 

diseño. Tanto los siRNAs como los shRNAs son diseñados para un silenciamiento óptimo de su 

diana a la vez que para evitar posibles efectos inespecíficos. Primero se sugirió el uso de 

fragmentos de 21 pares de bases con 2 bases sobresalientes en el extremo 3’ además de una serie 
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de instrucciones para obtener una mayor eficiencia como eran la composición en G-Cs 

(guaninas-citosinas), la posición relativa de la secuencia dentro del gen o el uso de bases 

específicas en medio de la secuencia (Elbashir et al., 2001; Elbashir et al., 2002). Desde 

entonces, las propuestas relativas a un diseño óptimo han sido muchas hasta que recientemente, 

un análisis a gran escala de más de 24000 secuencias humanas de siRNAs usando un algoritmo, 

ha revelado unos estándares en el diseño racional de siRNAs que ayudan a predecir secuencias 

de siRNAs con gran especificidad y eficiencia (Huesken et al., 2005). 

 

La síntesis in vitro de siRNAs y su posterior transfección en cultivos celulares de mamífero 

enseguida se convirtió en un método rutinario para estudiar las consecuencias de la pérdida de 

función génica. La generación de plásmidos codificantes para shRNAs ha permitido desde el 

establecimiento de líneas celulares “silenciadas” estables hasta generar modelos transgénicos 

“silenciados” (knock-down). En el campo de la neurociencia, la técnica del RNAi ha sido 

ampliamente utilizada para estudiar la función de genes tanto en numerosos procesos 

neurobiológicos y neuropatológicos. También se ha utilizado para la generación de modelos 

murinos de enfermedades como el Parkinson (Hommel et al., 2003) o la esclerosis lateral 

amiotrófica (Xia et al., 2006). Por último, el uso del RNAi como herramienta terapéutica se ha 

centrado en los últimos 5 años en la investigación de tratamientos para las infecciones virales, el 

cáncer y las enfermedades neurodegenerativas y oculares.  

 

5.3.4. Uso del RNAi como herramienta de terapia génica para el SNC 

 

 Un aspecto importante en relación al uso de RNAi in vivo con fines terapéuticos es la 

manera de hacer llegar los siRNAs al SNC. El uso de siRNAs es interesante por su casi nula 

inmunogeneicidad pero sin embargo tienen: una baja selectividad celular, una estabilidad 

limitada en suero y dificultades de cruzar la barrera hematoencefálica. Con el fin de evitar estas 

limitaciones, se han incorporado modificaciones químicas como la conjugación al colesterol 

(Soutschek et al., 2004), uniones de grupos fosfotiato, modificaciones en la posición 2’ de las 

ribosas, el uso de LNAs (Locked nucleic acids) o encapsulación en nanopartículas de 

ciclodextrina (Heidel et al., 2007), lo que permite aumentar la estabilidad en suero. Por otro, para 

facilitar el paso a través de la barrera hematoencefálica se han usado estrategias como vectores 

liposómicos pegilados conjugados a anticuerpos específicos para receptores del endotelio 

vascular de la barrera (Boado, 2005; Xia et al., 2007) o la conjugación a través de un nonámero 

de argininas a una glicoproteína del virus de la rabia que se une específicamente al receptor de 

acetilcolina (Kumar et al., 2007).  
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El potencial terapéutico del RNAi para el tratamiento de enfermedades neurológicas se ha 

demostrado en diversos estudios preclínicos que incluyen desde enfermedades causadas por 

infecciones virales hasta enfermedades genéticas (ver Tabla 6). Así, varios estudios realizados 

sobre modelos murinos de enfermedades causadas por expansión de poliglutaminas (polyQ)  

como son la ataxia espinocerebelar de tipo 1 (SCA-1) y la enfermedad de Huntington fueran los 

primeros donde el RNAi demostró efectos terapéuticos en modelos murinos in vivo (Xia et al., 

2004; Harper et al., 2005). La estrategia consistió en inyectar rAAV-1 que expresaban un shRNA 

contra el transgén humano de la ataxina-1 en el cerebelo de los ratones transgénicos. Como 

resultado, pudo observarse no sólo una mejoría en la morfología cerebelar sino también la 

corrección de alteraciones en la coordinación motora presentes en el modelo transgénico (Xia et 

al., 2004). En el segundo estudio, se inyectaron rAAV-2 que expresaban un shRNA contra una 

variante mutada del gen de la huntingtina, tanto en el núcleo estriado como en el cerebelo. Los 

resultados mostraron una mejoría en la morfología tanto estriatal como cerebelar y correcciones 

en el fenotipo motor de los ratones transgénicos (Harper et al., 2005). Otros estudios realizados 

sobre modelos preclínicos donde el RNAi ha mostrado su eficacia son los dirigidos al 

tratamiento de enfermedades como la esclerosis lateral amiotrófica familiar (ELA familiar) 

(Ralph et al., 2005; Raoul et al., 2005; Xia et al., 2006), Parkinson (Sapru et al., 2006), 

Alzheimer (Singer et al., 2005)), dolor neuropático (Dorn et al., 2004; Tan et al., 2005) 

enfermedades priónicas (Pfeifer et al., 2006); glioblastoma multiforme (Takahashi et al., 1996; 

Zhang et al., 2004; Grzelinski et al., 2006) e incluso para trastornos neuropsiquiátricos como la 

depresión (Thakker et al., 2004). Es interesante mencionar una estrategia descrita recientemente 

en un estudio preclínico enfocado al tratamiento de la retinitis pigmentosa (O'Reilly et al., 2007), 

útil para aquellas enfermedades dominantes causadas por distintas mutaciones de ganancia de 

función en el mismo gen y para las cuales el desarrollar terapias individualizadas para cada una 

de dichas mutaciones sería técnicamente complicado y económicamente inviable. Dicha 

estrategia consiste en una acción doble y simultánea: por un lado inhibir la expresión mediante 

shRNA tanto del alelo mutado como del salvaje; y por otro, reemplazar la expresión del alelo 

salvaje con una nueva variante que contiene una modificación silente en un codón para evitar la 

acción inhibidora del shRNA. De esta manera podría utilizarse una secuencia diana de 

silenciamiento común a todas las variantes alélicas, tanto salvajes como mutadas, de un mismo 

gen.  
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Enfermedad Gen diana Estrategia Referencias 

Neurodegenerativas    

SCA1 Ataxina-1
82Q
 AAV-shRNA / inyección 

intracerebral 

(Xia et al., 2004) 

SCA3/MJD Ataxina-3
Q166

 Ad-shRNA (alelo-

específico) / intracerebral 

(Miller et al., 2003) 

EH (Enfermedad de 

Huntington) 

Huntingtina 
N171-82Q

 AAV-shRNA / 

intracerebral 

(Harper et al., 2005) 

ELA (Esclerosis lateral 

amiotrófica) 

SOD1 
G93A

 LV-shRNA / intraespinal (Raoul et al., 2005) 

 SOD1 
G93A

 LV-shRNA/ intramuscular (Ralph et al., 2005) 

EA (Enfermedad de 

Alzheimer) 

BACE-1 LV-shRNA/ intracerebral (Singer et al., 2005) 

Enfermedades priónicas PrP
C
 LV-shRNA/ intracerebral (Pfeifer et al., 2006) 

Distonia T1 Torsina A LV-shRNA/ intracerebral (Gonzalez-Alegre et al., 

2003) 

Dolor     

 

Dolor neuropático 

 

P2X3 

 

siRNA (desnudos)/ 

intratecal 

 

(Dorn et al., 2004) 

 NR2B PEI-siRNA/ intratecal (Tan et al., 2005) 

 DOR lipido-catiónico 

siRNA/intratecal 

(Luo et al., 2005) 

Cáncer    

Glioblastoma PTPzeta/RPTPbeta Céls tumorales 

transfectadas ex-vivo 

(Ulbricht et al., 2006) 

 Pleiotropina PEI-siRNA/ intratumoral (Grzelinski et al., 2006) 

 EGF-R PEG-Inmunoliposomas-

siRNA/ intravenoso 

(Zhang et al., 2004) 

Trastornos 

neuropsquiátricos 

   

Depresión SERT siRNA/ intraventricular (Thakker et al., 2004) 

 

Tabla 6. Estudios de RNAi en modelos murinos preclínicos de enfremedades neurológicas 

 

Todos estos estudios preclínicos avalan el uso del RNAi como estrategia terapéutica para inhibir  

la expresión de genes involucrados en distintas enfermedades del SNC. Actualmente existen ya 

dos ensayos clínicos en los cuales el tratamiento está basado en el RNAi, uno dirigido a un tipo 
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de ceguera causada por una degeneración macular en el cual se inyectan siRNAs en el humor 

vítreo dirigidos al receptor de VEGF y el otro dirigido al tratamiento de una infección viral 

mediada por el virus respiratorio sincitial (VRS) en el cual se administran siRNAs mediante un 

spray nasal. El primero ha finalizado actualmente la fase II con resultados prometedores que 

incluyen una restauración parcial de la visión y una reducción del tamaño de la lesión. 

 

Efectos tóxicos e inespecíficos del RNAi 

 

Sin embargo, hay algunas consideraciones a tener en cuenta, surgidas de diversos estudios 

realizados en los últimos años y son la presencia de efectos tóxicos y/o inespecíficos (off-target 

effects) derivados del uso del RNAi. Como efectos tóxicos detectados estarían la activación de la 

respuesta mediada por interferón tras transfección de siRNAs en células (Bridge et al., 2003; 

Sledz et al., 2003) o la estimulación de células dendríticas mediante el receptor TLR7 tras 

inyección sistémica de siRNAs (Hornung et al., 2005). Con respecto a los efectos inespecíficos, 

algunos estudios realizados in vitro han mostrado la aparición sistemática de transcritos que son 

inhibidos de forma inespecífica tras transfectar bien con siRNAs o shRNAs (Birmingham et al., 

2006; Jackson et al., 2006). La causa sería la complementariedad existente entre una secuencia 

de 6 a 7 pares de bases de la cadena guía antisense de aquellas moléculas y secuencias 

localizadas en regiones 3’UTR. Este fenómeno que recuerda al  mecanismo utilizado por los 

miRNAs, podría estar detrás de los efectos inespecíficos detectados muy recientemente en un 

estudio de terapia génica in vivo en el que detectan la inhibición de transcritos inespecíficos 

(Denovan-Wright et al., 2008). En otro estudio también de terapia génica, se ha  mostrado 

también que altas dosis de shRNAs o siRNAs dentro de la célula puede llevar a la saturación de 

la maquinaria del RNAi y alterar la regulación mediada por los miRNAs endógenos, 

produciéndose incluso la muerte del organismo (Grimm et al., 2006).  
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OBJETIVOS 

 
 
 
 
 
El objetivo general de esta tesis ha sido desarrollar una estrategia de terapia génica basada en la 

interferencia de RNA para reducir de forma específica la expresión de Dyrk1A y estudiar el efecto 

que variaciones en la expresión de Dyrk1A in vivo provoca sobre la expresión y funcionalidad de 

los receptores NMDA y sobre el fenotipo motor en el ratón. Los objetivos concretos han sido: 

 

1. Caracterización de la expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en el 

cerebelo y en el núcleo estriado del ratón TgDyrk1A. Estudios in vivo, a distintos estadíos 

(P7, P14 y adulto) e in vitro, sobre células granulares de cerebelo (CGN).  

 

2. Análisis funcional de la actividad del receptor NMDA en el modelo TgDyrk1A y de la 

susceptibilidad a un estímulo excitotóxico. 

 

3. Caracterización del fenotipo motor de los ratones TgDyrk1A. 

 

4. Desarrollo de una estrategia de terapia génica basada en el RNA de interferencia dirigido a 

reducir la expresión de Dyrk1A en el modelo TgDyrk1A.  

 

5. Estudio de los efectos de la reducción de Dyrk1A sobre el fenotipo motor de los ratones 

TgDyrk1A tras administración de AAV-shDyrk1A en el núcleo estriado y su repercusión 

sobre la expresión de las subunidades del receptor NMDA 
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MATERIALES Y METODOS 

 
 
 
 
 

1. Técnicas de manipulación de bacterias 

 

 

En el presente trabajo, se ha utilizado la cepa de Escherichia coli JM109. Para poder amplificar 

los distintos plásmidos de interés, se introdujeron estos mediante transformación en las células 

JM109 a las que se indujo previamente el estado de competencia. 

 

1.1. Preparación de células competentes 

 

El método utilizado para la preparación de células competentes se basa en una modificación del 

protocolo descrito por Chung i col. (Chung et al., 1989) que consiste en inducir el estado de 

competencia utilizando polietilenglicol (PEG) y dimetilsulfóxido (DMSO). Brevemente, se 

inoculaba una colonia aislada de JM109 en 20 ml de LB y se incubaba entre 16-20h a 37ºC en 

agitación. A partir de este cultivo fresco se hacía una dilución 1/200 en 10 ml de LB hasta que 

las células alcanzaron una D.O.600 = 0.3-0.4 unidades (fase de crecimiento exponencial de las 

bacterias). Entonces, se precipitaban las células centrifugando 5 min a 3000 x g a 4ºC y se 

resuspendían en 1ml de solución TSB dejando incubarse un mínimo de 20 min a un máximo de 

2h, en hielo. En este punto, las bacterias ya estaban listas para ser transformadas. 

 

1.2. Transformación 

 

Para transformar las bacterias competentes con el plásmido deseado se mezclaban 2-5 µl (25-50 

ng) de DNA plasmídico con 100 µl de la suspensión de bacterias competentes, después, se 

incubaba la mezcla en hielo durante 30 min. Pasado este tiempo, se añadían 400 µl de TSB a la 

mezcla y se incubaba durante 45 min a 37ºC en agitación. Después de una centrifugación a 

16,000 xg durante 1 min, se aspiraba el sobrenadante dejando unos 50 µl de medio para 

resuspender las células. Las células resuspendidas se extendían con un asa Digralsky sobre una 

placa de LB-agar precalentada a 37 ºC que contenía el antibiótico de selección (ampicilina (100 

mg/ml) o kanamicina (30 mg/ml)) según el plásmido con el que se estaba trabajando y, se 

dejaban a 37 ºC, O/N. En los casos en los que interesaba conservar las bacterias transformadas se 
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preparaba un stock de glicerol. Para ello se inoculaba una colonia en 5 ml de LB+antibiótico y, 

las bacterias se incubaban a 37 ºC, O/N, en agitación a 200 r.p.m. Para cada mini-cultivo se 

preparaba un glicerol añadiendo a un criotubo 750 µl de cultivo y 250 µl de glicerol al 80%. Tras 

mezclar suavemente las células con el glicerol, se congelaba la mezcla rápidamente en nieve 

carbónica y se guardaba a -80 ºC. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o LB + antibiótico: LB (10g triptona, 5 g/l extracto de levadura y 5 g/l NaCl) que contiene 

50 mg/l de ampicilina o 30 m/l de kanamicina. 

o Placas de LB-agar: LB + 1.5% (p/v) agar + 50 mg/L ampicilina o bien, +  30 mg/L 

kanamicina. 

o TSB: LB que contiene 10% (p/v) PEG3000, 5% (v/v) DMSO, 10 mM MgSO4 y 10 mM 

MgCl2. 
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2. Técnicas de obtención y manipulación del DNA 

 
 

2.1 Minipreparación de DNA plasmídico 

 

Este procedimiento tiene como objetivo la obtención de pequeñas cantidades (20-50 µg) de DNA 

plasmídico  y se ha utilizado en los pasos intermedios de los diferentes clonajes realizados en este 

trabajo. A partir de una placa de un cultivo bacteriano puro, se inoculaba una colonia aislada y se 

hacía crecer durante toda la noche (16-20 h) en 5 ml de LB, en presencia del antibiótico para el 

cual el plásmido a aislar era resistente. Para el aislamiento del plásmido se utilizaba el sistema 

comercial QIAprep
TM 
Spin Miniprep kit (QIAGEN), siguiendo las instrucciones del fabricante.

 
El 

principio en el que se basa este sistema consiste en producir una lisis alcalina del cultivo 

bacteriano y unir el DNA a una resina de intercambio iónico bajo condiciones de baja salinidad y 

pH adecuados. Las proteínas, RNA, sales e impurezas se eluyen con un lavado de salinidad 

media. La elución del DNA se realizaba con una solución TE (10 mM Tris- 1 mM EDTA). Una 

vez purificado el DNA plasmídico se procedía a su cuantificación. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o QIAprep
TM 
Spin Miniprep kit (QIAGEN S.A., Courtaboeuf Cedex, France cat.no: 12163) 

o LB + antibiótico: LB (10g triptona, 5 g/l extracto de levadura y 5 g/l NaCl) que contiene 

50 mg/l de ampicilina o 30 m/l de kanamicina 

 

2.2 Maxipreparación de DNA plasmídico 

 

Este procedimiento se ha utilizado para obtener grandes cantidades de DNA plasmídico (100-

500 µg) de gran pureza, imprescindible para la transfección de células de mamífero. Las 

maxipreparaciones se realizaban a partir de 200 ml de cultivo bacteriano saturado y se utilizaba 

el sistema comercial de QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen) siguiendo el protocolo 

recomendado por el fabricante. El principio de aislamiento del DNA plasmídico de este sistema 

era idéntico al explicado anteriormente con las minipreparaciones. 

 

o QIAGEN
 
Plasmid Maxi Kit (QIAGEN S.A., Courtaboeuf Cedex, France cat.no: 12163) 

o LB + antibiótico: LB (10g triptona, 5 g/l extracto de levadura y 5 g/l NaCl) que contiene 

50 mg/l de ampicilina o 30 m/l de kanamicina 
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2.3 Cuantificación del DNA (D.O.) 

 

 Para calcular la concentración de DNA total se medía la absorbancia o densidad óptica 

(D.O.) de la muestra a una longitud de onda de 260 nm, utilizando un espectrofotómetro, y 

aplicando la siguiente fórmula: 

 

 

 

También se medía la absorbancia de las muestras a 280 nm (longitud de onda en la que se 

absorben las proteínas) y se aplicaba la razón D.O. 260/280 para determinar el grado de pureza 

(cuanto más cerca de 2.0 sea el valor, más pura será la muestra). 

 

2.4 Electroforesis de DNA en geles de agarosa 

 

 Dicha técnica se utiliza para separar fragmentos de DNA de diferente tamaño. Las muestras 

de DNA se someten a un campo eléctrico y migran a través de una matriz (gel) hacia el ánodo, 

debido a su carga negativa neta (proporcional al tamaño). El porcentaje de agarosa del gel se 

escogía en función de los fragmentos que se querían aislar o analizar. Para analizar fragmentos 

de pequeño tamaño se utilizaba un 2% de agarosa, en cambio para fragmentos más grandes se 

utilizaba un 0.8% o 1%. Las muestras se preparaban junto con tampón de carga que contiene 

glicerol (confiere densidad suficiente para que la muestra se pueda cargar correctamente en el 

pocillo), azul de bromofenol y xilen cianol (que migrarán hacia al ánodo como fragmentos de 

500 pb y 4 Kb respectivamente) para monitorizar la electroforesis. Paralelamente se cargaba el 

marcador de pesos moleculares de 1Kb de DNA (1ug/ml) para hacer una estimación del tamaño 

de los fragmentos de DNA. Se utilizaba la solución tamponada TBE 0.5x para preparar los geles 

de agarosa y correr las muestras. Así mismo se añadía a la solución de agarosa líquida, bromuro 

de etidio 0.5ug/ml final, que es un agente intercalante del DNA que permite su visualización en 

un transiluminador (Gel Doc 1000, Biorad) de luz ultravioleta. 

 

 

Reactivos y soluciones: 

 

o Agarosa: Seakem LE Agarose (Cambrex Bioscience, Rockland Inc.) cat nº: 50005. 

o Bromuro de etidio (BrEt): 10 mg/ml en solución acuosa (Sigma cat nº E1510). 

[DNA] = DO 260 x factor de dilución x (50 ug/ml DNA/DO260). 
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o Marcadores de pesos moleculares: 1Kb DNA ladder (1 µg/µl) (Gibco BRL, Life 

technologies); DNA Molecular Weight Marker II, 0.12-23.1 Kb (0.25 µg/µl), (Roche 

Diagnostics). 

o TBE 10x: 900 mM Tris.base; 720 mM ácido bórico; 24 mM EDTA; diluir en agua 

destilada (H2Od). Ajustar el pH a 8.3 con ácido acético. 

o Tampón de carga 6X azul: 0.25% (p/v) azul de bomofenol; 0.25% (p/v) xilencianol; 60% 

(v/v) glicerol diluido en H2Od. 

 

2.5  Construcción de plásmidos 

 

 Las diferentes construcciones empleadas en este trabajo se obtuvieron mediante técnicas 

básicas de clonaje de fragmentos de DNA. Para obtener estos, primero se digería el DNA diana 

mediante enzimas de restricción y a continuación se purificaba el fragmento resultante. 

Posteriormente se ligaba dicho fragmento (o inserto) en el plásmido correspondiente. 

 

2.5.1 Obtención de insertos de DNA mediante la digestión con enzimas de restricción y 

posterior purificación de los fragmentos de DNA resultantes. 

 

 La digestión del DNA plasmídico mediante enzimas de restricción permitía liberar los 

insertos que habían de ser clonados en los diferentes plásmidos. Este procedimiento consistía en 

incubar el DNA con él/los enzima/s correspondientes a las condiciones apropiadas de la 

reacción. 

La cantidad de DNA, concentración de sales, temperatura y duración de las digestiones 

dependían del enzima de restricción empleado en cada caso. Como norma general, se aplicaba la 

siguiente reacción: 

 

Reactivos Concentración  

DNA 

Tampón de restricción 10x 

BSA* 10 mg/ml (100x) 

Enzima/s de restricción 10U/µl 

H2Od c.s.p 

0.5 – 2 µg 

1x 

0.1 mg/ml (1x) 

1 U/µg de DNA 

50-100 µl 

 

Las reacciones se incubaban a la temperatura óptima del enzima (generalmente 37ºC) durante un 

mínimo de 2 h. Cuando era necesario digerir un fragmento con dos enzimas con tampones de 
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reacción incompatibles, se realizaba, entre la primera y la segunda digestión, un paso intermedio 

de purificación utilizando el kit comercial QIAquick PCR Puification Kit. En todos los casos, los 

productos de la reacción se analizaban en un gel de agarosa y, en los casos necesarios, se 

obtenían los diferentes fragmentos para su posterior purificación. 

Para llevar a cabo la purificación de los fragmentos de DNA de los geles de agarosa, se utilizó el 

el kit comercial Qiaquick Gel Extraction Kit, siguiendo el protocolo especificado en las 

instrucciones del fabricante. Brevemente, este procedimiento se basaba en un sistema de tres 

pasos: primero se solubilizaba el fragmento de agarosa a 55ºC, seguidamente se adsorbía el DNA 

en una membrana de sílice y se lavaba de las posibles impurezas del gel y, finalmente, se eluía el 

DNA con una solución tampón de Tris·HCl 10 Mm pH 8.5 y se guardaba a -20ºC. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Tampón de restricción y enzima de restricción: proporcionados por cada casa comercial. 

o *BSA: sólo se incluía en la reacción cuando el fabricante lo recomendaba. 

o QIAquick PCR Puification Kit: Qiagen S.A., cat nº 28104 

o Qiaquick Gel Extraction Kit: Qiagen S.A. cat nº 28704 

 

2.5.2 Obtención de insertos de DNA mediante anillamiento de oligonucleótidos. 

 

 Para el anillamiento de oligonucleótidos (oligos) se siguió el protocolo utilizado por el 

laboratorio de Yang Shi (Sui et al., 2002) explicado a continuación. Primero se mezclaban en un 

tubo el par de oligos que queríamos anillar, a razón de 10 µl cada oligo (concentración inicial de 

250 pmoles/µl) y en un volumen final de 200 µl (180 µl de H2Od). A continuación, el tubo 

conteniendo la mezcla se incubaba en un vaso de precipitados con agua sobre una placa 

calefactora, hasta llegar al punto de ebullición. Se dejaba hervir 5 min y se retiraba el vaso, 

dejándolo enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. Por último se procedía a cuantificar la 

concentración de los oligos anillados (ver apartado 2.3) que debía oscilar entre los 550 y los 700 

µg/ul, determinados por la absorbancia a 260nm.  

 

2.5.3 Preparación del vector para la ligación 

 

 Los  vectores se digerían con los enzimas adecuados (según protocolo descrito en apartado 

2.5.1) y, cuando era necesario, se trataban con Fosfatasa Alcalina (FA) con el fin de desfosforilar 

los extremos y evitar la religación del vector. Se procedía según se detalla a continuación: 

. 
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Reactivos Concentración o Volumen 

Plásmido digerido y purificado 

Tampón de la FA (10x) 

Calf Intestine FA (1U/ µl) 

H2Od c.s.p 

2 µg 

1x 

1U 

50 µl 

 

Las reacciones se incubaban durante 1h a 37ºC y se inactivaban durante 15 min a 65ºC. 

Finalmente, y previamente a la ligación con el inserto, los vectores digeridos y desfosforilados se 

purificaban con el kit comercial QIAquick PCR purification kit. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o FA y tampón: Fosfatasa Alcalina, Calf Intestine Alkaline Phosphatase, Roche Diagnostics 

cat nº 713023. 

 

2.5.4 Ligación de fragmentos de DNA 

 

 Las DNA ligasas catalizan de forma ATP-dependiente la formación de puentes fosfodiéster 

entre un grupo 5’ fosfato y un grupo 3’ hidroxilo del DNA de doble cadena. Esta actividad 

enzimática permitía unir fragmentos de DNA digeridos previamente con enzimas de digestión 

que tenían extremos romos (*) o cohesivos. En este trabajo se utilizó la DNA ligasa purificada a 

partir del fago T4 (Boehringer Mannheim). 

 

Una vez purificados, el inserto (I) y el vector (V) se ligaban siguiendo la reacción que se detalla 

a continuación: 

 

Reactivos Concentración o Volumen 

Vector 

Inserto 

Tampón de la ligasa (10x) 

T4 ligasa (1U/ µl) 

H2Od c.s.p 

50 ng 

Razón molar 3:1 * (I:V) 

1x 

1U 

10 µl 

 

* Según era el caso, se probaban distintas ratios (5:1, 4:1, 3:1, 2:1) para mejorar la eficiencia de 

la ligación, sobre todo cuando usábamos los oligos anillados como inserto. 
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Se calculaba la cantidad de inserto necesaria para la ligación aplicando la fórmula siguiente: 

 

 

 

 

 

Las reacciones se incubaban 16-20 h a 4ºC, se transformaban los productos de las ligaciones en 

E. Coli (según protocolo descrito en 1.2) y se confirmaba la presencia de los insertos mediante el 

uso de enzimas de restricción. En todos los pasos finales de los diferentes clonajes se confirmaba 

la integridad del inserto mediante la secuenciación del fragmento de interés. 

 

NOTA: Para la clonación de los oligonucleotidos anillados en pBSU6 se utilizaba la actividad 

3’- 5’exonucleasa del fragmento Klenow  de la DNA polimerasa I (DNA polymerase I, Klenow 

fragment; USB corporation) para obtener extremos romos a partir de cohesivos.  Para una 

reacción de 20 µl: 

Reactivos Concentración o Volumen 

Vector digerido  

dNTPS 

Tampón de Klenow 10x 

Klenow 

H2Od c.s.p 

0.1-4 µg 

0.5 mM 

1x 

1-5 U 

20 µl 

 

A continuación, la mezcla se inactivaba a 75ºC durante 10 min y se purificaba utilizando el 

QIAquick PCR Puification Kit (ver apartado 2.5.1). 

 

2.6 Secuenciación de fragmentos de DNA 

 

 El método de secuenciación automática usado en este trabajo se basa en el método 

enzimático descrito por F. Sanger y colaboradores (Sanger et al., 1977) y consiste en sintetizar 

fragmentos de DNA marcados con un fluorocromo y, complementarios a la cadena molde, que 

se separa por electroforesis en geles de policarilamida de elevada resolución. 

 

2.6.1 Reacción de secuencia 

 

 Para la obtención de la secuencia de fragmentos de DNA subclonados en vectores 

                   Kb I 

ng V x ___________  x razón molar (I:V)= ng insert 

 

                   Kb V 
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plasmídicos, primero, se llevaba a cabo la PCR de secuencia. Se partía de 250-500 ng de DNA 

plasmídico. Otros componentes de la reacción eran: 1 µl de primer (3’2 µM), 2µl de Big-dye 3.0 

(AbiPrisa) que contenía la DNA polimerasa y los dideoxinucleótidos marcados 

fluorescentemente, y por último, 6 µl de agua destilada. Las condiciones de la reacción de 

secuencia eran independientes del primer de PCR utilizado, y consistían en un primer ciclo de 

desnaturalización (5’ a 94ºC) seguido de 28 ciclos compuestos de 1 ciclo de desnaturalización 

(30 seg, 94ºC), anillamiento (15 seg, 50ºC) y extensión (4 min, 60ºC).  

Los cebadores utilizados para las reacciones de secuenciación eran los siguientes: 

 

T7 (pBluescript): 5’ GTAATACGACTCACTATAGGGC 3’ 

T3  (pBluescriptSK): 5’ TTAATTGGGAGTGATTTCCC 3’ 

U6 F (promotor U6 del pBSU6): 5’ CCCCTCGCACAGACTTG 3’ 

U6 R (promotor U6 del pBSU6): 5’ AGAGATGGCGGGGTCGG 3’ 

 

2.6.2 Purificación y análisis de los productos de la reacción de secuencia 

 

 Tras la reacción de secuenciación, los productos se purificaban en columnas que contenían 

800 µl de Sephadex G-50 equilibrado con agua (AutoseqTM G-50, Amersham) y se 

centrifugaban a 1000 x g durante 1 min. Las columnas se equilibraban con 10 µl de agua, se 

centrifugaban y se añadían 10 µl de la reacción de secuencia, se volvía a centrifugar en las 

mismas condiciones y se recogían los eluidos. Finalmente se secaban las muestras en un 

concentrador centrífugo (Speed-Vac) y se congelaban a –20ºC protegidas de la luz. Una vez 

purificadas, las reacciones de secuencia se corrían y analizaban con un secuenciador automático 

ABIPRISM 3100 (Applied Biosystems), en la Unidad de Secuenciación y Análisis de 

Fragmentos del Servicio de Genómica de la Universitat Pompeu Fabra.  

 

Reactivos y soluciones 

 

o Big-Dye Terminador 3.0: Applied Biosystems. 

o Sephadex G-50 Fine: Amersham Bioscence Biotech. 

o Autoseq G-50 columns: Amersham Bioscence Biotech. 
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2.7 Extracción de DNA genómico de ratón 

 

 A partir de una biopsia de la cola, se realizaba la digestión del tejido mediante incubación 

en una solución con 700 ul de SSTE, la cual contenía detergente necesario para solubilizar 

membranas y disgregar así el tejido. Se dejaba O/N, a 55ºC en agitación suave. Para ayudar a la 

disgregación se añadía Proteinasa K a una concentración final de 0.5 mg/ml. Al día siguiente se 

añadía Rnasa A (concentración final de 0.12 mg/ml) y se dejaba incubar durante dos horas a 

37ºC. La purificación del DNA se realizaba utilizando solventes orgánico en tres etapas. En la 

primera se añadía un volumen equivalente de fenol (equilibrado con 100 mM TrisHcl pH 8), en 

la segunda, un volumen de fenol-cloroformo-isoamílico (25:24:1) y en la tercera, un volumen de 

cloroformo-isoamílico (24:1). En cada etapa, después de añadir el solvente orgánico, se dejaba 

incubar 15 min a Tª amb. con agitaciones esporádicas de las muestras. Después se centrifugaba a 

15000 x g durante 15 min para separar las dos fases. Se recuperaba la fase superior (contenía el 

DNA) y se pasaba a la etapa siguiente. Después de la última centrifugación, se recuperaba el 

sobrenadante y se procedía a la precipitación del DNA. Para ello se añadía un volumen de 

isopropanol y 15 µl de NaCl 5M. Se invertía suavemente hasta ver la medusa de DNA. Pasados 

10 min se centrifugaba a 13000 x g y se decantaba el sobrenadante. Se lavaba el precipitado con 

etanol al 70%, se decantaba y después se dejaba evaporar a Tª amb. Para solubilizar el DNA se 

añadían 75 µl de TE 10/1, se resuspendía y se dejaba incubando a 65ºC durante una hora. 

Finalmente, para resuspender perfectamente el DNA se incubaba la muestra a 37 º C durante 

toda la noche. Este protocolo permitía obtener entre 75 y 125 µg de DNA genómico purificado. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o SSTE: SDS 1%; 100 mM NaCl; 15 mM EDTA; 50 mM Tris-base 

o RNasa: 10 mg/ml Rnasa A en Tris-HCl 10 mM (pH=7,5) y NaCl 15 mM. 

o Proteinasa K: 10 mg/ml proteinasa K (Invitrogen) en H2O MilliQ  

o Tampón TE 10/1: 10 mM Tris-Hcl pH 7’5; 1 mM EDTA pH 8    

 

2.8 PCR de genotipación 

 

 La genotipación de los ratones TgDyrk1A utilizados en este trabajo se realizaba mediante 

la técnica de la reacción en cadena de la polimerasa o PCR (Polimerase Chain Reaction). La 

PCR permite amplificar in vitro un fragmento de DNA determinado mediante la utilización de 

oligonucleótidos (cebadores o primers) que presentan una secuencia complementaria a los 
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extremos del fragmento que hará de molde de la reacción. Los componentes de la reacción 

consistían en: 

 

Reactivos Concentración o Volumen 

DNA 

dNTPs  

Tampón de la Taq polimerasa 10x  

Cebador  DyrkF 10 mM 

Cebador DyrkR 10 mM 

Taq Polimerasa 

H2Od c.s.p 

200-300 ng 

1.25mM 

2.5 µl 

1 µM 

1 µM 

0.5 U 

25 µl 

  

Las reacciones de PCR tenían lugar en un termociclador Perkin Elmer (modelos 9600 o 9700) 

utilizando tubos de plástico de 200 µl (AttendBio) y sus correspondientes tapones (AttendBio). 

Las condiciones de amplificación empleadas en este trabajo consistían en: un primer ciclo de 

desnaturalización de 3 min a 94ºC, y de 32 ciclos consistentes en una desnaturalización de 30 seg 

a 94ºC, 30 seg a 54ºC para el anillamiento de los cebadores y 45 seg a 74ºC para la 

polimerización del DNA. Por último, las reacciones pasaban por un ciclo de extensión final de 

10 min a 74ºC tras el cual se mantenían los tubos a 15ºC en el mismo termociclador hasta su 

recogida. 

Una vez acabada la reacción, se valoraba el resultado de ésta corriendo 5-10 µl de las muestras 

en un gel de electroforesis al 2% de agarosa (ver apartado 2.4) y visualizando los fragmentos (de 

490 pb) con bromuro de etidio bajo la luz ultravioleta del transiluminador. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o dNTP’s: dATP, dTTP, dGTP, dCTP (1:1:1:1). Pharmacia Biotechnology 

o Taq (Thermus aquaticus) DNA pol. y tampón suplementado con 1.5 mM MgCl2. Roche 

Diagnostics, cat nº 1596594. 

o Cebadores:  DyrkF: 5’- GTCCAAACTCATCAATGTATC-3’ 

          DyrkR: 5’- CTTGAGCACAGCACTGTTG –3’ 
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3. Técnicas de obtención y manipulación de proteínas 

 

 

3.1. Obtención de proteína de extractos totales 

 

 En este trabajo se han obtenido extractos proteicos totales tanto de células en cultivo 

(NIH3T3, COS-7, HEK293, HEK293T, cultivos primarios de células granulares) como de tejido 

de ratón (diferentes áreas cerebrales: corteza cerebelar, núcleo estriado, hipocampo, córtex) 

siguiendo diferentes protocolos en función de la proteína que se quería detectar. 

 

3.1.1. Obtención de extractos proteicos a partir de células de mamífero 

 

 Tras aspirar el medio de cultivo, las células se lavaban 3 veces con tampón PBS 1X frío 

para eliminar los posibles restos de medio de cultivo. A continuación, se añadía el volumen de 

tampón de lisis 1X adecuado para cada placa o pocillo (i.e. para una placa de 60 mm de 

diámetro, se añadían entre 100 a 150 µl de tampón). A continuación se recogía el lisado y se 

transfería a un tubo eppendorf. Se hervían las muestras durante 10 min a 98ºC y se centrifugaban 

a 16000 x g también durante 10 min. Los sobrenadantes se guardaban en nuevos tubos a -80ºC 

hasta su cuantificación. 

 

* Para la detección de la actividad luciferasa, el protocolo de extracción variaba. Los lavados con 

PBS 1x se realizaban sobre hielo. Una vez que se añadía el tampón de lisis (específico para la 

detección de actividad luciferasa) se dejaba la placa durante 5-10 min en agitación a 4ºC y a 

continuación se guardaba a -80ºC hasta el momento de su procesamiento. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Tampón de lisis: Tris-HCl 25 mM, SDS 1% (p/v), EDTA 0.001 mM. 

o Tampón de lisis para luciferasa: ReporterLysis Buffer 5x (de Promega Corp.) 

 

3.1.2. Obtención de extractos proteicos a partir de tejido de ratón 

 

 Las muestras de tejido (1:10; p/v; mg/µl), se homogenizaban, en frío, en un tampón que 

contenía 50 mM Tris-HCl pH 7’4, 10 mM EDTA y 320 mM de sacarosa*. En fresco, se añadían 

los inhibidores de proteasas (Complete Mini, Roche; y PMSF) a razón de una tableta de 
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Complete por 10 ml y de 100 µl de PMSF por ml de tampón. La homogeneización se realizaba 

en frío y de forma mecánica, evitando hacer espuma y se utilizaba para ello un homogeneizador 

de vidrio tipo-potter con émbolo de vidrio esmerilado. El homogenado obtenido al girar el 

émbolo 10-12 veces, se centrifugaba a 800 x g durante 10 min, a 4 ºC. El sobrenadante se 

transfería a un tubo limpio y se guardaba a -80ºC hasta su cuantificación. 

* Cuando queríamos detectar actividad luciferasa, el protocolo de extracción variaba. Una vez 

que se añadía el tampón de lisis (específico para la detección de actividad luciferasa; 1:10; p/v; 

mg/µl), se mezclaba bien con la ayuda de un vórtex y se incubaba durante 15 min a 25ºC. A 

continuación se centrifugaba a 16000 x g durante 5 min y se guardaba el sobrenadante a -80º 

hasta el momento de su utilización. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Tampón de homogeneización: 50 mM Tris-HCl pH 7’4, 10 mM EDTA y 320 mM de 

Sacarosa (Merck). 

o * Tampón de lisis de luciferasa: Cell Culture Lysis Reagent de Promega Corp.: 25 mM 

Tris pH 7.8, 2 mM DTT, 2 mM 1.2 ácido diaminociclohexano tetracético, 10% (p/v) glicerol, 1% 

(p/v) Tritón-X-100, 1.25 mg/ml lisozima y 2.5 mg/ml BSA. 

o PMSF: fluoruro de fenilmetilsulfonilo 100 µM en isopropanol. Concentración final: 10 

mM. 

 

3.2. Cuantificación de proteínas 

 

 Todos los extractos proteicos se cuantificaban usando el método colorimétrico del BCA
TM 

Protein Detection Kit (Pierce) basado en la capacidad que tiene el ácido bicinconínico (BCA) de 

quelar los iones de Cu
1+
 resultantes de la reducción del Cu

2+ 
a Cu

1+
 por parte de los enlaces 

peptídicos de las proteínas en solución alcalina. Así, la quelación de los iones de Cu
1+ 
por cada 2 

moléculas de BCA favorece el viraje de la solución de verde a violeta intenso, el cual absorbe a 

una λ=562nm, y es proporcional a la cantidad de proteína de la muestra. Para la cuantificación se 

utilizaba una dilución seriada o estándard de BSA (Albúmina Sérica Bovina) que consistía en 

una batería de diluciones que abarcaba desde los 2 mg/ml hasta los 125 ug/ml. Se cargaba tanto 

10 µl de cada una de las muestras como de cada dilución de la curva estándar en una placa de 

lector de ELISA y se incubaban a 37ºC durante 30 min. Pasado este tiempo, se procedía a la 

lectura de la absorbancia a λ=562nm mediante un lector de ELISA, modelo Versamax 

Microplate Reader (Molecular Devices).  
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Reactivos y soluciones 

 

o BCA Protein Assay Kit (Pierce): reactivo A = Solución de ácido bicinconinico; reactivo 

B = 4% (p/v) CuSO4 ·5H2O. Ratio A:B (50:1). 

 

3.3. Determinación  de la actividad luciferasa 

 

 El ensayo luciferasa es un método que se basa en la propiedad del enzima luciferasa de 

emitir luz como subproducto de la catálisis del sustrato luciferina según la reacción siguiente (de 

Wet et al., 1987): 

 

         ATP + lucferina + O2 → AMP + oxyluciferina + PPi + Luz (560nm) 

                                       luciferasa 

 

 

En este trabajo se ha utilizado el enzima firefly luciferase, codificada por el gen de la luciferasa 

de la luciérnaga (Photynus pyralis). Se ha medido la actividad luciferasa tanto a partir de 

extractos proteicos provenientes de cultivos celulares como de tejido (ver apartado 3.1.1 y 3.1.2).  

• A partir de cultivos celulares: se descongelaban los extractos en hielo y se transferían 10 µl a 

una placa opaca de 96 pocillos. Se determinaba la cantidad de luz emitida por la muestra 

mediante el uso de un luminómetro de placa (Orion Microplate Luminometer, Berthold) después 

de añadir 30 µl del sustrato luciferina por muestra. 

• A partir de tejido: se descongelaban los extractos en hielo y se transferían 10 µl de cada 

muestra a un tubos de poliestireno, uno por muestra. Se determinaba la cantidad de luz 

proveniente de cada muestra mediante el uso de un luminómetro de tubos (Autolumat Plus 

LB953, Berthold) tras inyección automática de 30 µl de luciferina. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Luciferase Assay System: Promega Corp. Cat nº: E4030 

 

3.4.  Análisis de proteínas mediante Western Blot 

 

 La técnica de Western Blot nos permite detectar proteínas de diferentes tamaños de manera 

muy específica en extractos procedentes de tejido y/o cultivos celulares. Consiste en separar las 

proteínas mediante una electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) en geles 
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verticales de poliacrilamida y transferirlas a una membrana de nitrocelulosa en la cual podemos 

detectar cada proteína mediante el uso de anticuerpos específicos. 

 

3.4.1. Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) 

 

 La electroforesis es una técnica que se basa en la capacidad de las partículas con carga 

eléctrica en solución de migrar a diferente velocidad cuando la solución es sometida a la acción 

de un campo eléctrico. La electroforesis en gel de acrilamida con dodecilsulfato sódico (SDS-

PAGE) es una técnica de electroforesis en la cual las proteínas son desnaturalizadas en presencia 

del detergente aniónico SDS y calor, rompiendo así los enlaces disulfuro y formando un 

compuesto SDS-proteína que migra hacia el ánodo en función de su peso molecular. La 

resolución de este sistema permite diferenciar entre proteínas de diferente peso molecular. 

Las electroforesis se realizaban en un equipo Mini-Protean III Electrophoresis System (Bio Rad) 

utilizando geles discontinuos de acrilamida (Ornstein, 1964) con un gel concentrador al 4% 

acrilamida y, un gel separador con un porcentaje de acrilamida variable (entre el 7.5% y el 8%) 

dependiendo de la medida de las proteínas que se quería separar. Para polimerizar la acrilamida 

se utilizó PSA (persulfato de amonio, Sigma) al 0,1% (p/v) y TEMED (N, N, N', N'-tetrametil-

etilen-diamina, Sigma) al 0,02% (v/v) en ausencia de oxigeno. 

Los extractos proteicos se diluían en tampón de carga Laemmli 6X, posteriormente se incubaban 

a 98 ºC durante 10 min e inmediatamente se cargaban en el gel. Para estimar el tamaño de las 

proteínas separadas, se utilizaba una mezcla comercial de proteínas preteñidas (BenchMark™ 

Pre-Stained Protein Ladder, Invitrogen). 

Las muestras junto con la mezcla de proteínas utilizada como marcador de peso molecular se 

corrían a un voltaje fijo, a 120 mV durante aproximadamente 1h 30 min.  

 

Reactivos y soluciones 

 

o Gel concentrador: 3,9% acrilamida - 0,1% bisacrilamida en SDS al 0,1% (p/v), Tris-HCl 

125 mM (pH=6,8), 0.1% (p/v) de APS  y 0.2% (v/v) de TEMED. 

o Gel separador: 7.5% (v/v) acrilamida - 0,203% (v/v) bisacrilamida en SDS al 0,1% (p/v) y 

Tris- HCl 375 mM (pH=8,8). 

o Solución de acrilamida-bisacrilamida: 30% (p/v) acrilamida, 0.8% (p/v) bisacrilamida 

(37:5:1, National Diagnostics). 

o Tampón de carga Laemmli (6X): Tris-HCl 350 mM (pH=6,8), glicerol al 30% (v/v), SDS 

al 10% (p/v), DTT 0,6 M, azul de bromofenol al 0,012%, en H2O MilliQ. 
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o Tampón de electroforesis (10X): Tris-base 250 mM, Glicina 2M, SDS al 0,1% (p/v), en 

H2O MilliQ. 

 

3.4.2. Electrotransferencia 

 

 Una vez finalizada la electroforesis, las proteínas separadas se transferían mediante la 

acción de un campo eléctrico, a una membrana de nitrocelulosa sobre la cual se realizaba la 

posterior inmunodetección. La transferencia se realizaba a 400 mA durante 1h a 4ºC, en un 

tampón que contenía 20% de metanol y que estaba en continua agitación. Para visualizar las 

proteínas transferidas, las membranas se teñían de forma reversible con rojo de Ponceau durante 

1-2 min aprox. Posteriormente el exceso de colorante se eliminaba realizando lavados en H2Od.       

 

Reactivos y soluciones 

 

o Sistema Mini Trans-Blot (BioRad) 

o Membrana de nitrocelulosa Hybond-C  (Amersham Bioscence) 

o Rojo de Ponceau: 0.1% (p/v) Ponceau S y 5% (p/v) de ácido acético (Sigma-Aldrich) 

o Tampón de transferencia: 25 mM Tris-HCl Ph 8.3, 200 mM glicina y 20% (v/v) de 

metanol 

 

3.4.3. Inmunodetección 

 

 Una vez transferidas, las proteínas se detectaban mediante la incubación con un anticuerpo 

específico. Esta unión se visualizaba con la ayuda de un segundo anticuerpo conjugado al enzima 

peroxidasa. El protocolo constaba de cuatro pasos: el bloqueo de la membrana, la incubación con 

el anticuerpo primario, incubación con el anticuerpo secundario y el revelado. A continuación se 

describe detalladamente el procedimiento utilizado. 

En primer lugar se bloqueaban las posibles uniones inespecíficas del anticuerpo a la membrana 

sumergiéndola en solución de bloqueo durante 1-2 h a Tª amb. A continuación, se incubaba la 

membrana con el anticuerpo primario O/N a 4ºC. Después de tres lavados con TBS-T, se 

incubaba la membrana con el anticuerpo secundario conjugado a peroxidasa durante 1h a Tª 

amb. Se realizaban tres lavados más y se incubaba la membrana durante 1 min con el reactivo 

quimioluminiscente ECL, el cual contenía el sustrato luminol (diacilhidrazida cíclica) que es 

oxidado en condiciones alcalinas y presencia de fenol, por el enzima peroxidasa, emitiendo luz 

como un subproducto de la reacción. Finalmente, la luz emitida se revelaba sobre films 

fotográficos Curix RP2 plus (AGFA). Alternativamente, la señal quimioluminiscente era 
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capturada directamente de la membrana con el sistema LAS-3000 image analyzer (Fuji 

PhotoFilm) y, cuantificada con el software propio del instrumento, ImageGauge (V. 4.0), para el 

tratamiento de los datos. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o TBS: 10 mM Tris-HCl Ph 7.5, 100 mM NaCl. 

o TBS-T: TBS, 0.1% (v/v) Tween-20 (Sigma) 

o Solución de bloqueo: TBS-T, 10% (p/v) leche en polvo desnatada (Central Lechera 

Asturiana) 

o ECL Western Blotting Detection Reagents (Amersham) 

 

Tabla de anticuerpos primarios y condiciones de hibridación utilizados en el análisis de 

proteínas mediante Western blot 

Anticuerpos 
Primarios 
(*) 

Procedencia Antígeno  
 
Origen  

Dilución 
Tiempo 
de 
incubación 

anti-
DYRK1A 
 

Generado 
en el 
laboratorio 

C-ter (144 aa) 
GST-
DYRK1A 
 

 
Conejo 
 

1:250 O/N a 4 ºC 

anti-NR1 Chemicon 
 
C-ter 
(rat NR1) 

 
Conejo 1:200 O/N a 4 ºC 

anti-NR2A Sigma 
 
C-ter 
(aa 1253-1391) 

 
Conejo 1:500 O/N a 4 ºC 

anti-NR2B Chemicon 
C-ter 
 

 
Conejo 

1:500 O/N a 4 ºC 

anti--
NR2C 

Sigma 
N-ter 
(aa 25-130) 

 
Conejo 

1:200 O/N a 4 ºC 

anti-HA 
Covance, 
BabCo 

YPYDVPDYA 
(HA) 

Ratón 1:2.000 O/N a 4 ºC 

anti-GFP Invitrogen 
Proteína GFP 
de Aequorea 
victoria 

Conejo 1:2.500 O/N a 4 ºC 

Anti-
ACTIN 

Sigma Nd** Conejo 
1:1000-
1:5000 

60 min Tª 
amb./ O/N 
a 4 ºC 

 

 (1) DYRK1A, Dual-specificity tyrosine phosphorylation Regulated Kinase 1A; NR1, NR2A, NR2B, NR2C 

(NMDAR1, NMDAR2A, NMDAR2B, NMDA2C: N-methyl-D-aspartic acid Receptor subunit 1, -subunit2A, 

-subunit2B, -subunit2C); HA, hemaglutinina; GFP, Green fluorescent protein.  

**  Nd: no disponible 
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Tabla de anticuerpos secundarios y condiciones de hibridación utilizados en el análisis de 

proteínas mediante Western blot 

Anticuerpos 

secundarios (*) 

Procedenci

a 
Origen Dilución 

Tiempo 

de incubación 

anti-Ig ratón HRP  
DakoCytom

ation 
Conejo 1:2.000 1 h a Tª amb.  

anti-Ig conejo HRP 
DakoCytom

ation 
Ratón 1:2.000 1 h a Tª amb. 

 

(*) Tipo de inmunoglobulina y especie en la que se ha generado. HRP, Horseradish Peroxidase  

 

3.5. Inmunofluorescencias sobre células 

 

 Las inmunofluorescencias se han realizado en células COS-7 crecidas en monocapas sobre 

cubreobjetos (12 mm diam.). Antes de iniciar la inmunofluorescencia, los cubreobjetos se 

retiraban de la placa de cultivo y se lavaban tres veces en PBS 1X. A continuación, las células se 

fijaban durante 15 min con paraformaldehído al 4% (p/v) (PFA-4%) a Tª amb. Después de lavar 

las células nuevamente en PBS 1X, éstas se guardaban en el mismo tampón de lavado, a 4 ºC, 

hasta su utilización*.   

* Para evitar la contaminación de las células cuando la inmunofluorescencia se realizaba después 

de más de 24 h de haberlas fijado, éstas se guardaban en PBS 1X con azida sódica al 0,02% 

(p/v). 

Las células fijadas se permeabilizaban con 100 µl de una solución PBS 1X y Tritón X-100 al 

0,1% (v/v) a Tª amb. que se añadían sobre el cubreobjetos y se dejaban durante 10-15 min. 

Tras la permeabilización, se realizaban un par de lavados de 5 min con PBS 1X  se bloqueaban 

las uniones inespecíficas incubando las células durante 1h a Tª amb. con una solución de PBS1X 

que contenía 10% (v/v) de suero fetal bovino inactivado (PBS 1X-10% FBSi). A continuación, 

se incubaba con el anticuerpo primario (Tabla 6), diluido en PBS 1X + 1% FBSi, durante 1 hora 

a Tª amb. Pasada la hora, se realizaban tres lavados de 5 min cada uno con PBS1X-Tritón X-100 

al 0,1% (v/v)  + 1% FBSi y se incubaba con el anticuerpo secundario conjugado a un 

fluorocromo (Tabla 7) (dilución 1/100, anti-rabbit FITC, Southern Biotechnologies) diluido en 

PBS 1X + 1% FBSi, durante 1 hora, convenientemente tapado de la luz. Después, se realizaban 

cuatro lavados de 5 min cada uno con PBS 1X-Tritón X-100 al 0,1% (v/v)   + 1% FBSi y un 

último lavado con PBS 1X. Después se procedía a montar los cubreobjetos utilizando un medio 

de montaje comercial (Vectashield, Vector) que contenía 0’2 µg/ml 4,6-diamidino-2-fenilindol 

(DAPI) para la visualización de los núcleos celulares y se sellaban a unos portaobjetos con 

esmalte de uñas. Las preparaciones se visualizaban con un microscopio Leica DMR. Las 
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imágenes se capturaban con una cámara digital en color (Leica DC500, Leica) utilizando el 

software Leica IM1000 (Leica). 

 

Reactivos y soluciones  

 

o PBS 1X: NaCl 127 mM, KCl 2,7 mM, Na2HPO4 4,3 mM, KH2PO4 1,4 mM (pH=7,4). 

o PFA-4%: se disuelve el paraformaldehido (Sigma) al 4% (p/v) en PBS 1X calentando la 

solución a 60ºC con agitación suave. Se filtra y se congela en alicuotas a -20ºC. 

o FBSi: suero fetal bovino (GIBCO) inactivado en un baño de agua a 58ºC durante 30 min. 

Se preparan alícuotas y se congelan a -20ºC. 

o Azida sódica: se prepara una disolución stock de acido sódico al 20% (p/v) en PBS 1X y 

se almacena a 4 ºC. 

 

3.6. Inmunohistoquímica sobre secciones de tejido de ratón 

 

 La detección de proteínas en tejido mediante inmunohistoquímica se ha realizado sobre 

secciones coronales de cerebro. Con ayuda del atlas estereotáxico del cerebro de ratón (Franklin 

and Paxinos 1997) se seleccionaron las secciones correspondientes a las áreas de interés (i.e. 

secciones que abarcaban el núcleo estriado y el cerebelo principalmente). A continuación se 

describen los procedimientos utilizados para la preparación de las muestras, obtención de las 

secciones e inmunodetección de la proteína. 

 

3.6.1. Preparación del tejido y obtención de las secciones de cerebro 

 

 Las secciones de cerebro utilizadas para inmunohistoquímica se obtenían de material 

fijado. En este caso, los ratones tanto adultos (machos, 3-6 meses) como de 14 días (P14) se 

anestesiaban profundamente y se perfundían intracardíacamente, inicialmente con PBS 1X 

durante 2-5 min para limpiar de sangre del tejido y después se fijaban con PFA-4% durante 20-

30 min. El cerebro fijado se separaba con cuidado del cráneo y, seguidamente, se sumergía en 

PFA-4% y se dejaba a 4 ºC, O/N para asegurar la completa fijación de todo el tejido. Los ratones 

recién nacidos (P7) no se perfundían. En este caso, los animales se sacrificaban por decapitación. 

Seguidamente, se separaba el cerebro del cráneo y después de varios lavados rápidos en PBS 1X, 

para eliminar restos de sangre, los cerebros se fijaban por inmersión en PFA-4% a 4 ºC, O/N.  

En ambos casos después de fijar el tejido se realizaban tres lavados en PBS 1X y se mantenían 

también en PBS 1X, a 4ºC, hasta el momento de su procesamiento. 

a)  Obtención de secciones de cerebro en cortes de criostato 
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Los cerebros fijados se sumergían en una solución crioprotectora de sacarosa al 30% a 4 ºC hasta 

que éstos dejaban de flotar en la solución (entre 24-48 h). Una vez crioprotegidos, los cerebros se 

congelaban cubriéndolos con nieve carbónica y se guardaban envueltos en papel de plata a -80 

ºC hasta su utilización. Para obtener las secciones en el criostato, en primer lugar, el tejido 

congelado se atemperaba durante 30-40 min a una temperatura de -21 ºC. El tejido se incluía en 

un criopreservante, el OCT y se utilizaba un criostato Leica CM3050S. Se obtenían secciones 

coronales de 30 µm de grosor a una temperatura de corte de -20 ºC. A medida que se iban 

obteniendo las secciones se colocaban en placas multi-well de 48 pocillos que contenían solución 

crioprotectora. Las secciones se almacenaban en solución crioprotectora a -20 ºC hasta la 

utilización de las mismas. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Solución crioprotectora: se diluye glicerol al 30% (v/v) y etilenglicol al 30% (v/v) en  

PBS 1X. 

o Solución sacarosa: se disuelve sacarosa al 30% (p/v) en PBS 1X. 

o OCT: (Tissue-Tek® O.C.T.™ Compound). 

 

b) Obtención de secciones de cerebro en cortes de microtomo 

 

Para obtener cortes finos de cerebro en el microtomo, el cerebro fijado se incluía en parafina. 

Para ello, el tejido se deshidrataba sumergiéndolo secuencialmente en soluciones crecientes de 

EtOH; 3 h en EtOH 70%; O/N en EtOH 96%; 2 lavados de 2 h, el primero, y de 1h, el segundo, 

en EtOH absoluto (100%). Finalmente se dejaba en Xilol durante 30 min-1h hasta que el tejido 

adquiriese la dureza adecuada y se procedía entonces a la inclusión en parafina. El tejido se 

sumergía en parafina reciclada fundida a 60-62 ºC, O/N y la inclusión del tejido finalizaba 

dejando el tejido sumergido un mínimo de 2h en parafina nueva a 60-62 ºC, hasta el momento de 

hacer los bloques. Para deshidratar e incluir el cerebro en parafina se utilizaban casetes de 

inclusión de plástico técnico de alta calidad (POM) (Paul Marienfeld GmbH Co.). Para hacer los 

bloques se utilizaba un aparato Leica EG 1120 que contiene un dosificador que permite rellenar 

los bloques de parafina líquida y además, una placa que puede calentarse a 60ºC y que sirve para 

evitar que la parafina de dentro del bloque pueda solidificarse. Una vez hechos los bloques, se 

dejaban enfriar a Tª amb. entre 16-24 h. Finalmente, se desmontaba el bloque del molde metálico 

y, éste se conservaba a 4 ºC hasta su utilización.  

Antes de proceder a la obtención de las secciones en el micrótomo de rotación manual 

(LeicaRM2135), se enfriaban los bloques en una placa fría, 0 ºC, para evitar la dilatación del 
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tejido. Las secciones, de 5 µm de espesor, se iban depositando, con ayuda de un pincel, en un 

baño de agua a 42 ºC para conseguir la máxima extensión del tejido. Una vez bien extendidas 

sobre el agua, las secciones se recogían sobre portaobjetos tratados con poli-lisina al 10 % (v/v) 

y, se dejaban secar a Tª amb. durante 15-30 min y después a 37 ºC durante 3-4 h. Las 

preparaciones se almacenaban a 4 ºC hasta su utilización.  

 

Reactivos y soluciones 

 

o Poly-L-lisina: solución preparada al 10% (v/v) en H2Od. Se sumergen los portaobjetos en 

la solución durante 10 min con la finalidad de aumentar la adherencia de los cortes histológicos  . 

 

3.6.2. Tinciones histológicas 

 

a) Tinción con hematoxilina 

 

 Este tipo de tinción se ha utilizado para poder visualizar los núcleos de las células  y se ha 

realizado sobre cortes histológicos de 5 µm de grosor obtenidos con el microtomo. La 

contratinción se realizaba después del revelado con tetracloruro diaminobenzidina (DAB), 

sumergiendo las preparaciones en solución de hematoxilina durante no más de 30 seg. Después 

se eliminaba el exceso de colorante con 2-4 lavados con H2Od, y seguido, se sumergía el tejido 

en alcohol 70% y se procedía a la deshidratación de los tejidos sumergiéndolos en soluciones 

crecientes de etanol (70% hasta 100%) hasta acabar en el xilol. Finalmente se montaban las 

muestras con el medio de montaje hidrofóbico DPX y, se dejaban secar a Tª amb., O/N bajo una 

campana extractora de gases. 

 

b) Tinción con  violeta de cresilo 

 

 La tinción de violeta de cresilo se ha utilizado para comprobar que la morfología del tejido 

en las secciones obtenidas para inmunohistoquímica estaba bien preservada. El violeta de cresilo 

es un colorante acidófilo que tiñe específicamente el núcleo celular y el retículo endoplasmático 

rugoso. Las secciones en parafina almacenadas a 4 ºC se sumergían en Xilol (2 veces, 5 min) y 

se rehidrataba el tejido dejando en soluciones decrecientes de Etanol (100%, 96% y 70%) (2 

veces, 5 min en cada una). Finalmente, las secciones se lavaban con H2O destilada y se teñían 

sumergiéndolas en la solución de violeta de cresilo durante 2 min. Las preparaciones de lavaban 

en H2Od  y se deshidrataban sumergiéndolas esta vez en soluciones con concentraciones 

crecientes de Etanol (70%, 96% y 100%) y en Xilol (2 veces, 5 min en cada una). Las 
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preparaciones se montaban con medio de montaje DPX y se dejaron secar a Tª amb., O/N bajo 

una campana extractora de gases. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Hematoxilina: Diluir la hematoxilina de Mayer (Merck) 1/5 (v/v) en H2O MilliQ. La 

solución se almacena en una botella de cristal envuelta en papel de plata para evitar el contacto 

con la luz. La solución se filtra en el momento de su utilización. 

o Cresil violeta: disolver el violeta de cresilo al 0.1% (p/v) en H2O MilliQ. La solución se 

almacena en una botella de cristal envuelta con papel de plata para  evitar el contacto con la luz. 

o DPX: Fluka cat nº44581 

 

3.6.3. Inmunohistoquímica sobre secciones de cerebro en flotación 

 

 La inmunohistoquímica en cortes gruesos (de 30 µm) obtenidos en el criostato se ha 

llevaba a cabo en los pocillos de placas multi-well (de 48 pocillos) siguiendo el procedimiento 

que se describe detalladamente a continuación. Las secciones guardadas a -20 ºC en solución 

crioprotectora se dejaban a Tª amb. durante 10-15 min. Seguidamente, se realizaban tres lavados 

de 5 min cada uno en PBS 1X + 0.3% (v/v) Tritón 100X + 5% (v/v) FBS  y en agitación suave 

para eliminar los restos de solución crioprotectora. A continuación, se bloqueaban las uniones 

inespecíficas incubando las secciones en solución de bloqueo durante 1 hora a Tª amb. Después 

se procedía a la incubación con el anticuerpo primario diluido también en solución de bloqueo, a 

4ºC O/N, en agitación. A continuación se realizaban tres lavados de 30 min cada uno y se 

incubaba con el/los anticuerpos secundarios conjugados a fluorocromos (ver Tabla 8) durante 1-

2h a T ª amb. en agitación. A partir de este punto, se tenía especial cuidado en proteger la placa 

de la luz en todas las incubaciones o lavados. Se realizaban dos lavados de 10 min cada uno y 

después se incubaba con el colorante nuclear Hoestch durante 15 min en agitación. 

Posteriormente se realizaban dos lavados de 10 min cada uno con PBS1X . Pasado este tiempo y 

con ayuda de un pincel se procedía al montaje de las muestras en los portaobjetos impidiendo en 

todo momento que se secasen las secciones. El montaje se realizaba en medio Vectashield 

(Vector Labs). Las preparaciones se visualizaban en un microscopio Zeiss (Axio Observer /.Z1) 

con los filtros apropiados*. Las imágenes se capturaban con una cámara digital modelo 

AxioCamMRm (Zeiss) acoplada al microscopio y se analizaban con el software  Axiovision 

Release 4.6.3. 

* Filtro 38HE (Ex: BP470/40; BS: FT495; Em: BP525/50) para la detección de Alexa Fluor 488; 

FITC y la proteína GFP; 43HE (Ex: BP550/25; BS: FT570; Em: BP605/70) para la detección de 
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Alexa Fluor 555; Texas red y, el filtro 49 (Ex: BP365; BS: FT395; Em: BP445/50) para la 

detección de DAPI; y el filtro 24 (Ex: BP: 485/20 + 578/14; BS: DFT 500+600 Em: BP515-540 

+ P610) para la detección simultánea de Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 555. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Solución de bloqueo: PBS1X , 0.3% (v/v) Tritón 100X, 5% FBS (v/v). 

o Solución de lavado: igual que la solución de bloqueo 

o Tinción nuclear: Hoestch 33258 (bisbenzimide 3’-3, Sigma), diluido 1:2000 en PBS1X 

 

3.6.4. Inmunohistoquímica sobre secciones de parafina 

 

 Antes de proceder con la inmunohistoquímica, las secciones en parafina se desparafinaban 

e hidrataban tal como se ha descrito para la tinción de cresil violeta (apartado 3.5.2.2. (b)). A 

continuación se realizaban dos lavados de 5 min cada uno en PBS 1X con agitación suave. 

Seguidamente se inhibían las peroxidasas endógenas, esta vez incubando las secciones en una 

solución de PBS 1X con H2O2 al 3 % (v/v) y con metanol al 10% durante 20 min Tª amb y en 

agitación. Después de dos lavados de 5 min en H2Od se dejaban los portaobjetos a 37 ºC durante 

15 min para que se atemperasen. Entonces, se añadía la solución de pepsina que ayudaría a 

digerir la matriz extracelular para una mejor exposición antigénica de la muestra. Se dejaban las 

muestras 10 min a 37ºC. A continuación, se realizaba un lavado con PBS 1X durante 5 min y dos 

lavados de 5 min cada uno con PBS 1X-0.2%Tritón (v/v) 100X. Una vez hechos los lavados, se 

incubaban las muestras con una solución de bloqueo de uniones inespecíficas durante 1h a Tª 

amb. y se procedía a incubar con el anticuerpo primario (ver Tabla 8) O/N a 4ªC.  Al día 

siguiente, después de lavar las secciones tres veces en PBS 1X-0,2% Tritón X-100, con agitación 

suave durante 5 min,  se utilizaba, para la inmunodetección, el sistema de estreptavidina-biotina 

del kit LSAB®+SystemHRP (Dako, ref K0679) que permitía una mayor amplificación de la 

señal. Este sistema  se utilizaba según las instrucciones del fabricante y consistía en incubar las 

preparaciones durante 10 min con una primera solución (LINK solution) que contenía una mezcla 

de anticuerpos secundarios conjugados a biotina seguido de una segunda solución durante 10 

min, que contenía proteínas de estreptavidina, que se unirían a la biotina, conjugadas al enzima 

peroxidasa. Por último, se incubaba con un sustrato cromogénico para la peroxidasa como es 

DAB+ (diaminobenzidina),  el cual tras su oxidación por la peroxidasa permitía detectar la señal 

en forma un precipitado marrón. Alternativamente a esta solución C se podía preparar una 

solución filtrada de 0.3% (v/v) DAB y 0.01 % (v/v) H2O2 en PBS 1X. Se incubaban las 

preparaciones en una de estas dos soluciones hasta un máximo de 15 min *. Finalmente las 
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preparaciones se contrateñían con hematoxilina, se deshidrataban y se montaban tal como se ha 

descrito en apartados anteriores. Las secciones se visualizaban en un microscopio Leica DMR y 

la adquisición de las imágenes se realizaba con una cámara digital Leica DC500 acoplada al 

microscopio utilizando el software IM1000 de Leica. 

• El tiempo de la reacción de revelado se controlaba visualizando en un microscopio la 

aparición de color en las preparaciones.  

 

Reactivos y soluciones 

 

o Solución de bloqueo: PBS1X, 3% (v/v) H2O , 10% (v/v) metanol. 

o Solución de digestión con pepsina: 50 ml HCl 0.2N (v/v) disuelto en H2Od, 50 mg de 

pepsina. 

o Solución de bloqueo de uniones inespecíficas: PBS1X, disolver en caliente la gelatina 

0.25% (Sigma) (p/v), una vez enfriada la solución añadir TritónX100 0.2% (v/v) y 10 % FBS. 

o Solución de DAB (diaminobenzidina): si no se utiliza el DAB+ del kit de Dako, disolver 

DAB a una concentración de 30 mg/ml en H2O MilliQ. Preparar alícuotas de 1ml y congelarlas a 

-20 ºC. 

 

Tabla de anticuerpos primarios y condiciones de hibridación utilizados en 

inmunohistoquímica. 

Anticuerpos 
primarios 

Procedencia 
Epítopo/ 
Antígeno 

Especie 
 

Dilución 
 

Tiempo 
de 
incubación 

 

Anti-NR2A 

 

 

Sigma 
 
C-ter 
(aa 1253-
1391) 

 

Conejo 

 

1:50 

 

O/N a 4 ºC 

 

Anti-NR2B 

 

 

Chemicon 
C-ter 
 

 

Conejo 

 

1:50 

 

O/N a 4 ºC 

 

Anti-NR2C 

 

 

Sigma 
N-ter 
(aa 25-
130) 

 

Conejo 

 

1:50 

 

O/N a 4 ºC 

 

Anti-NR1 

 

 

Chemicon 
 
C-ter 
(rat NR1) 

 

Conejo 

 

1:50 

 

O/N a 4 ºC 

 

Anti-Luciferase 

 

 

Sigma 
 
Nd* 

 

Conejo 

 

1:400 

 

O/N a 4 ºC 

 

• Nd: no disponible 
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Tabla de anticuerpos secundarios y dilución de trabajo en inmunohistoquímica 

 

Anticuerpos 
secundarios 

Procedencia Especie Dilución 

Anti–cabra/anti-
ratón/anti-conejo 
(biotinilados) 

DAKO LSAB+2 

K0679 

Solución A (LINK) 

No disponible Nd* 

 

• Nd: no disponible 
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4. Cultivos celulares y técnicas relacionadas 

 

 

 A continuación se describen las características y los medios de cultivo utilizados para las 

distintas líneas celulares con las que se ha trabajado.  

 

� COS-7 (línea derivada de fibroblastos de riñón del mono verde africano): medio completo 

de cultivo: DMEM + 10% FBS * 

� NIH3T3 (línea derivada de fibroblastos embrionarios de ratón): medio completo de cultivo: 

DMEM + 10% FBS* 

� HEK293 (línea celular derivada de tejido epitelial de riñón embrionario humano): medio 

completo de cultivo: DMEM + 10% FBS* 

� CGN (Cerebellar Granular Neurons, cultivos primarios establecidos a partir de neuronas 

procedentes de la corteza cerebelar de ratón): medio completo de cultivo para neuronas** 

suplementado con medio neurobasal *** 

Todas ellas se mantuvieron en incubador, en atmósfera húmeda (70-80%), a 5% de CO2 y 37ºC. 

 

o * Medio completo de cultivo: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, Gibco BRL) 

que contiene L-glucosa (4500 mg/ml), L-glutamina y piruvato sódico, y se complementaba con 

10%FBS (Gibco BRL), antibióticos (100 U/ml penicilina, 100 µg/ml estreptomicina, Gibco BRL) 

y 2mM de L-glutamina (Gibco BRL). 

o ** Medio completo de cultivo para neuronas: DMEM con GlutaMAX™(Gibco, 

Invitrogen 21885-025). 

o *** Medio Neurobasal: medio NeurobasalTM (GibcoBRL); Supplement B27 1x 

(GibcoBRL); Glutamax 1X (GibcoBRL); 20 Mm KCl; 20 Mm D-Glucosa, antibióticos (100 U/ml 

penicilina, 100 µg/ml estreptomicina, Gibco BRL). 

 

4.1. Cultivos primarios de células granulares de cerebelo 

 

 El establecimiento de cultivos primarios neuronales permite el estudio in vitro de procesos 

celulares básicos de la fisiología neuronal. Los cultivos de células granulares de cerebelo (CGN, 

del inglés Cerebellar Granular Neurons) pueden establecerse a partir de cerebelos de ratones en 

edad postnatal (entre PD4 y PD8). En este estadío, las células granulares del cerebelo 

(mayoritarias en la corteza cerebelar) se están desarrollando activamente y padecen procesos 

activos de proliferación y de diferenciación. Estas neuronas se originan a partir de la capa 
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externa del cerebelo donde se establecerán, se diferenciarán y formarán la capa granular interna 

del cerebelo.  

En este trabajo se han establecido cultivos tanto de ratones control de la cepa B6SJL como de 

ratones TgDyrk1A en homocigosis. 

 

4.1.1. Disección y establecimiento de cultivos primarios de células granulares del cerebelo 

 

 En este trabajo se han establecido cultivos primarios enriquecidos en CGN, provenientes de 

ratones PD7, adaptando el protocolo descrito por Fujita y colaboradores (Fujita et al., 1999). 

Una vez sacrificado el ratón, se diseccionaba el cerebro con ayuda de material estéril irradiado. 

Se aislaba la corteza cerebelar y se ponía en placa con solución salina fría (S1, 4ºC). Bajo lupa y 

con ayuda de unas pinzas se retiraban las meninges y los plexos coroideos para tener un mayor 

enriquecimiento de células granulares en el cultivo. Una vez que teníamos aislada la corteza 

cerebelar, se homogeneizaba mecánicamente el tejido con la ayuda de un bisturí, siempre 

manteniendo la esterilidad. Se llevaba la solución a un volumen de 10 ml con la solución S1 y se 

centrifugaba a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. Se decantaba el sobrenadante y 

se resuspendía el pellet en 10 ml de solución S2 precalentada a 37ºC y que contenía tripsina (a 

una concentración final de 0’128 mg/ml) para una completa disociación del tejido. Se incubaba 

en un falcon de 50 ml 37ºC agitando suavemente durante 8 min. Una vez disgregado el tejido, se 

inactivaba la tripsina añadiendo 10 ml de solución S4 que contenía inhibidor de tripsina, DNasaI 

y MgSO4 en solución salina. Se resuspendía suavemente con la ayuda de una pipeta pasteur de 

plástico realizando un suave movimiento arriba y abajo unas 20 veces. Posteriormente se 

transfería la muestra a un tubo y se centrifugaba a 1500 rpm durante 5 min. Seguido, se descarta 

el sobrenadante y se lavan las células con 2ml de solución S3 y 3’5 ml de solución S5, 

resuspeniendo arriba y abajo las células unas 20 veces. Se centrifugaba de nuevo la muestra a 

1500 rpm durante 5 min, se descartaba el sobrenadante y se  resuspendía el precipitado en 10 ml 

de solución S5. Para eliminar los restos de tejido que no se habían disgregado, se filtraba  la 

muestra a través de un filtro estéril de poliestireno con una malla de 100µM. Después de ser 

filtrada, la muestra se centrifugaba a 1500 rpm durante 5 min, se descartaba el sobrenadante y se 

resuspendía en 10 ml de medio de cultivo DMEM-HP (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, 

High Potassium) suplementado con un 10% de FBS (aún siendo la concentración extracelular de 

K
+
 de 5 mM en condiciones fisiológicas, in vitro ha de suplementarse el DMEM con potasio 

hasta una concentración de 25 mM con el fin de que los cultivos de células granulares sean 

viables).   
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4.1.2. Siembra y condiciones de cultivo 

 

 El recuento del número de células aisladas era un paso crítico ya que la siembra de una baja 

densidad celular por pocillo conducía a una muerte del cultivo mientras que una densidad 

demasiado elevada podía, por un lado, empobrecer rápidamente los nutrientes del medio y por 

otro, dificultar el análisis morfológico. Por esta razón, los recuentos celulares se realizaron por 

duplicado y de forma independiente a partir de dos diluciones (1:5, 1:10) de las células 

resuspendidas (20 µl de células en 80 µl de medio y 10 µl de células en 90 µl de medio 

respectivamente). En las condiciones de cultivo en que se trabajó, se determinó que la densidad 

de siembra óptima era de 3.10
5 
células por cm

2 
de superficie. Así, se sembraban 4.5x10

5
 células 

por pocillo en placa de 24 pocillos, con 800 µl de medio, y 7.5x10
4
 células por pocillo en placa 

de 96 pocillos, con 160 µl de medio. Las placas habían sido sido previamente poli-L-lisinadas 

(0.1mg/ml) durante 2 horas a 37ºC, lavando posteriormente las placas dos veces con H2Od. Este 

paso era indispensable para permitir la adherencia de las células no transformadas al soporte de 

plástico. Las células ya sembradas se dejaban en el incubador a 37ºC, con el CO2 al 5%. Al día 

siguiente (DIV1) se añadía el antimicótico Ara-C (citosina arabinofuranósido, Sigma) a una 

concentración final de 10 µM, para prevenir la proliferación de las células gliales (se estima que 

hay un 5-10% de células gliales por un 90-95% de neuronas) y así obtener un cultivo aún más 

enriquecido en células granulares. El Ara-C se aplicó a las 20 h de haber establecido el cultivo, al 

tiempo que se suplementaba el medio con un volumen de medio Neurobasal
TM 
, un medio óptimo 

para promover el crecimiento de las neuronas en cultivo. El mantenimiento del cultivo a largo 

término requería cambios de medio cada 8 días, renovando ¼ del volumen del pocillo con medio 

Neurobasal
TM 
fresco. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Krebs 10x: 1’209M NaCl; 48’3 mM KCl; 12’2 mM KH2PO4; 255mM Na(HCO3)2; 130 

mM D-Glucosa. Disolver en agua y esterilizar con filtro de 22 µm (Millex). 

o Solución S1: Krebs 10x; 1’2 mM MgSO4(H2O)7; Disolver en agua milliq y ajustar el pH a 

7’4 con HCl; añadir BSA (albúmina de suero bovino) a una concentración final de 3g/l y 

esterilizar con filtro de 22 µm. 

o Solución S2: tripsina (Sigma) a 0’128 mg/ml en 10 ml de S1. Esterilizar con filtro de 22 

µm. 

o Solución S3: inhibidor de tripsina (Sigma) a 0’77 mg/ml; Dnasa I (Sigma) a 0’08 mg/ml; 

1’5 mM MgSO4(H2O)7; Ajustar el volumen a 12’5 ml con solución S1 y esterilizar con filtro de 

22 µm. 
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o Solución S4: añadir 3 volúmenes de S1 (9ml) por dos volúmenes de S3 (6ml) 

o Solución S5: 1’2 mM MgSO4 (H2O)7; 0’22 mM CaCl2; Ajustar el volumen a 20 ml con 

solución S1 y esterilizar con filtro de 22 µm.  

o Medio completo: DMEM con GlutaMAX™(Gibco, Invitrogen 21885-025). 

o Medio Neurobasal: medio NeurobasalTM (GibcoBRL); Supplement B27 1x (GibcoBRL); 

Glutamax 1X (GibcoBRL); 20 Mm KCl; 20 Mm D-Glucosa, antibióticos (100 U/ml penicilina, 

100 µg/ml estreptomicina, Gibco BRL). 

o Solución de poli-L-lisina: Poli-L-lisina (Sigma) a 10 mg/ml, en agua Milli-Q y guardar a -

20ºC. Diluir con agua a una concentración de 0.1 mg/ml y esterilizar con filtro de 22 µm. 

o Antimitótico Ara-C: citosina arabinofuranósido (Sigma). Concentración final de 10 µM. 

 

4.2. Transfecciones 

 

 La transfección de DNA a células de mamífero es una técnica ampliamente empleada para 

introducir DNA de manera transitoria o estable en las células. En este trabajo se han transfectado 

células de mamífero de manera transitoria mediante el uso de polímeros catiónicos de polo-

amidoaminas. Estos polímeros, también denominados dendrímeros, permiten el ensamblaje del 

DNA en estructuras más compactas optimizando así su entrada a la célula (Tang et al., 1996). Se 

ha utilizado el sistema de dendrímeros comercial Superfect Transfection Reagent siguiendo el 

protocolo detallado a continuación. 

 

En primer lugar, 24h antes de la transfección, se plaqueaban las células (2x10
5 
células COS-7 o 

1x10
6 
células HEK293T) en placas de 60 mm de diámetro, bien directamente sobre la placa 

(cuando el fin era obtener extractos proteicos), bien sobre cubreobjetos estériles de 12mm 

(cuando el fin era realizar inmunofluorescencias). A continuación, se diluía el DNA a transfectar 

y el reactivo de transfección en medio de cultivo (sin FBS ni antibióticos) siguiendo una relación 

de 1µg de DNA por cada 6 µl de reactivo de transfección y por cada 20 µl de medio. Esta mezcla 

se incubaba durante 10 min a Tª amb. y en paralelo, se realizaba un lavado de las células con 

PBS1X. Pasados los 10 min, se añadía 1 ml de medio completo (con FBS y antibióticos) y 

después de mezclar bien, se transfería el volumen total a la placa con células. Después de 2-3h de 

incubación a 37º C, se realizaban 3-4 lavados con PBS1X y se añadía, por último, medio fresco 

(medio DMEM al 10% FBS) y se mantenían las células a 37ºC, 5% CO2 y 70-80% de humedad 

relativa hasta el momento del procesamiento de las células (ver apartados 3.4.2 y 3.5.1.) 
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Reactivos y soluciones 

 

o Reactivo de transfección: Superfect Transfection Reagent (Qiagen, S.A. cat nº: 301305). 

 

4.3. Transducción de células con vectores virales  adenoasociados  (AAV) 

 

 En este trabajo se han empleado dos virus adenoasociados de serotipo 2 diferentes, el virus 

AAV-shDyrk1A y un segundo virus, el AAV-scDyrk1A. Ambos vectores que contienen las 

distintas construcciones generadas en este trabajo han sido producidos en la Unidad de 

Producción de Vectores Virales del CBATEG (Centro de Biotecnología Animal y Terapia 

Génica de la Universitat Autónoma de Barcelona). Brevemente el proceso de generación de los 

virus consiste en un primer paso de cotransfección sobre células HEK293 (células 

empaquetadoras) del genoma viral el cual está prácticamente delecionado y susituido por la 

información genética de interés (nuestros constructos) junto con un segundo plásmido que 

contiene los genes virales Rep y Cap (necesarios para la replicación y encapsidación de los 

viriones producidos); en un segundo paso se realiza la coinfección con un virus helper 

(Adenovirus o Herpes Simplex Virus generalmente) necesario para la lisis de las células 

empaquetadoras y posterior liberación de los viriones; y, por último se procede a la purificación 

del virus producido que, en este caso, se realizó mediante ultracentrifuación por gradiente de 

iodixanol y posterior filtrado a través de membrana Amicon de 100 KDa (Amicon Ultra 

100KDa). El medio de suspensión final contenía PBS1X + 1mM MgCl2 + 2.5 mM KCl. En este 

punto, el stock viral resultante estaba listo para su titulación. 

De este modo se han obtenido los distintos stocks virales utilizados en este trabajo. Todos ellos 

se alicuotaban en volúmenes de 8µl y guardados a -80ºC hasta su utilización. Los títulos 

(genomas virales/ml) de cada uno de ellos se citan a continuación: 

 

 Títulos (vg/ml) de los diferentes stocks virales (AAVs) utilizados en este trabajo.  

 

Virus. Stock viral Título (genomas virales/ml) 

AAV-shDyrk1A. 1º Stock 1.23 x 10
12 
vg/ml 

AAV-shDyrk1A. 2º Stock 5.21 x 10
11 
vg/ml 

AAV-scDyrk1A. 1º Stock 5.6 x 10
11 
vg/ml 

AAV-scDyrk1A. 2º Stock 5.25 x 10
11 
vg/ml 
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4.3.1. Transducción de células HEK293 

 

 El día antes de la infección, se plaqueaban las células HEK293 que iban a ser 

transducidas. La cantidad dependía del experimento a realizar; para el análisis sólo de la 

actividad luciferasa se utilizaban placas de 96 pocillos por lo que, en este caso, se sembraban 

1x10
3 
células por pocillo en 150 µl de medio completo (ver apartado 4.1. reactivos y soluciones). 

Para el análisis de Western Blot se utilizaban placas de 12 pocillos, y en este caso, se sembraban 

1x10
4 
células por pocillo en 1.2 ml de medio completo. El día de la infección se calculaba la 

cantidad de virus necesaria para cada una de las dosis infectivas previstas para cada experimento. 

 

 1 MOI (Multiplicity of infection)= 1 virus infectivo*/ 1 célula 

 

* en el presente trabajo se ha asumido la regla en la cual 1 de cada 100 vg (genomas virales) es 

infectivo. 

 

Una vez calculada la cantidad de virus necesaria, se procedía a la infección de las células 

añadiendo el virus directamente a cada uno de los pocillos y se mantenían las células en el 

incubador. Las diluciones a partir de los distintos stocks virales se realizaban en PBS1X. 

Una vez transcurridas 24 horas, se retiraba prácticamente todo el medio de infección teniendo 

cuidado de no dejar totalmente secas las células y se añadía nuevo medio completo. A partir de 

este punto, se mantenían las células en el incubador hasta su procesamiento (4 o 6 días 

dependiendo del experimento). 

 

4.3.2. Transducción de cultivos primarios neuronales 

 

 El protocolo de transducción de cultivos primarios neuronales era similar al descrito para 

las células HEK293 pero existían ciertas diferencias que se detallan a continuación.  

El número de células que se plaqueaban en el momento del establecimiento del cultivo primario 

(ver apartado 4.3.) eran de 1.25 x 10
5 
neuronas por pocillo (placa de 96), 4.5x10

5 
neuronas por 

pocillo (placa de 24) y 9 x 10
5 
neuronas por pocillo (placa de 12). Las neuronas se infectaban 24 

horas después de establecerse el cultivo, a DIV1 (Day In Vitro 1). Se observó que la 

supervivencia neuronal 1 día después de establecer el cultivo (DIV1) era de un 70% por lo que se 

tuvo en cuenta este dato para el cálculo de las dosis infectivas  

El tiempo de infección era de 6 hora. Pasado este tiempo, se retiraba prácticamente todo el medio 

de infección y se reemplazaba por nuevo medio completo suplementado con 1/5 de medio 

Neurobasal
TM 
+ AraC (ver apartado 4.3.). 
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4.4. Tratamientos celulares. 

 

 En este trabajo se han realizado experimentos de excitotoxicidad sobre CGNs, utilizándose 

para ello glutamato y un antagonista de los receptores NMDA de glutamato: el MK-801. Se 

preparaban como se describe a continuación : 

 

� Glutamato (ácido L-glutámico): PM: 147.13 g/mol/L 

 

Se preparaba una solución stock Glu 100 mM diluyendo 73.5 mg en 5 ml de NaOH 1M. A partir 

de ésta, se equilibraba el pH de la solución mezclando 50 µl de Glu 100 mM con 12 µl HCl 3N y 

resultando en una solución Glu 80 mM. A partir de esta solución de trabajo se realizaban las 

diluciones a Glu 10 mM y Glu 1.5 mM en PBS1X. 

 

� MK-801 (dizocilpina): PM: 337.37 g/mol/L 

 

Se preparaba una solución stock MK-801 10 mM, diluyendo 3.37 mg en 1 ml de H2Od. 

 

o Glutamato: L-Glutamic acid (Tocris Bioscence, ref 0218) 

o MK801: (+)- MK 801 maleate (Tocris Bioscence, ref 0924) 

 

4.5. Medición de la actividad metabólica: ensayo MTT. 

 

 La medición de la actividad metabólica celular mediante la determinación de la actividad 

de las deshidrogenasas mitocondriales es indicativa del estado metabólico y, por tanto, de la 

supervivencia celular. La metabolización de la sal de tetrazol (MTT, de color amarillo) [3(4,5-

dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazol bromur] convierte este sustrato en  cristales de formazan 

solubles en DMSO, de color azulado. La intensidad de la coloración azulada se cuantificaba 

mediante la ayuda de un lector de placa ELISA, a una longitud de onda de 550 nm y era 

indicativa de la actividad metabólica celular. Esta propiedad convierte este ensayo en una 

herramienta muy valiosa a la hora de determinar los efectos citotóxicos de diversos fármacos. En 

efecto, la facilidad del análisis permite realizar un elevado número de réplicas por cada 

condición experimental. De forma breve, la medida de la actividad MTT se realizaba 

administrando 10 µl de la solución de MTT (MTT kit I; Boehringer Manheim) a una 

concentración final de 0.5 µg/µl, en un volumen de 100 µl de medio (en pocillos de placas de 

96). Se dejaba incubando a 37ºC, monitorizando la reacción cada 5 min con la ayuda de un 

,microscopio invertido. Este seguimiento permitía parar la reacción cuando comenzaban a 
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formarse los primeros precipitados insolubles, mediante la adición de 100 µl de DMSO para 

parar la reacción. Posteriormente se resuspendían las células lisadas con el fin de tener una 

coloración azulada homogénea, y se transferían 100 µl de cada pocillo a una placa de ELISA. La 

lectura de la absorbancia se realizaba en el lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm. 

Los resultados se referían, en cada cultivo, en forma de porcentaje respecto a las condiciones 

control (tratadas sólo con el diluyente) del propio cultivo. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o Glutamato: L-Glutamic acid (Tocris Bioscence, ref 0218) 

o MK801: (+)- MK 801 maleate (Tocris Bioscence, ref 0924) 

o MTT: bromuro de 3-[4, 5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium (USB Corporation) 

o DMSO: Dimetil sulfóxido (Sigma) 

 

. 
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5. Métodos relacionados con la manipulación de animales 

 

5.1. Modelo TgDyrk1A 

 

 El modelo murino experimental sobre el que hemos trabajado es el ratón transgénico 

TgDyrk1A, que sobreexpresa el cDNA de Dyrk1A de rata bajo el control del promotor de la 

metalotioneína del cordero (Smt-Ia) (Altafaj et al., 2001. Los animales empleados en este trabajo 

han sido obtenidos mediante cruces entre hembras B6SJL de genotipo salvaje (Charles River) y 

machos transgénicos heterocigotos, de la línea 33 (Altafaj et al., 2001), que presentan el mismo 

fondo genético. Los ratones control en todos los experiementos realizados han sido hermanos de 

camada que no presentaban el transgén. 

Para el mantenimiento de los animales, en el momento del destete, estos eran separados en 

función del sexo y los hermanos de camada se estabulaban compartiendo la misma jaula en 

grupos de un máximo de 5 animales por jaula. Las colonias de animales eran mantenidas 

inicialmente en el estabulario del Institut Municipal de Investigacions Mèdiques (IMIM) y 

posteriormente, trasladadas y mantenidas en el estanulario del Parc de Recerca Biomèdica de 

Barcelona (PRBB). En ambos casos, las condiciones ambientales de estabulación referentes a la 

humedad (45-70%) y temperatura (22±2ºC) eran las recomendadas por FELASA (Federation of 

European Laboratory Animal Science Associations) y el ciclo de luz/oscuridad era de 12h 

(07:00-19:00, en el IMIM; 08:00-20h00 en el PRBB). 

Los experimentos de este trabajo se han realizado siguiendo los procedimientos aprobados por el 

correspondiente Comité de Expermentación Animal (CEEA) del centro, cumpliendo la 

normativa establecida por las directrices de la Comunidad Europea 86/609/EEC para el 

apropiado cuidado y uso de animales con fines de investigación.  

 

5.2. Pruebas conductuales 

 

 Las pruebas conductuales se han realizado exclusivamente en ratones machos a distintos 

tiempos a lo largo de la vida de los animales. Las pruebas se realizaban en un laboratorio 

separado de la zona de estabulación y se tenía especial cuidado en reducir el nivel de estrés del 

animal durante la experimentación, lo que se conseguía además de manteniendo estables las 

condiciones ambientales (nivel de luz, nivel basal de ruido, temperatura y humedad), 

habituándolos al manejo por parte del experimentador. Para ello, durante al menos 4-6 días antes 

de la realización de la primera prueba, cada animal era manipulado durante 3 min 

exhaustivamente. 
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5.2.1. Actimetría 

 

 Pared de plexiglás (x4) 

 

 

 

 

 Sensores 

fotoeléctricos 

 

 

  

 Ratón 

 El test de actimetría permite estudiar la actividad locomotora de los animales y para ello, se 

utilizaron cajas de actividad LE 881 (Panlab, SL). Estas cajas (45 cm largo x 45 cm ancho) 

consisten en cuatro paredes de plexiglás montadas sobre un soporte cuadrado en cuyos laterales 

existen una serie de sensores fotoeléctricos de movimiento (IR, Infrared) que permiten tanto el 

estudio de la actividad horizontal como el de la vertical. En este trabajo sólo se medía la 

actividad horizontal y se registraba durante 24 horas respetando el ciclo luz/oscuridad y las 

mismas condiciones de iluminación no aversivas que tienen los animales durante la estabulación. 

El agua y la comida se suministraba en cantidad suficiente en el momento de iniciar la prueba. 

Los resultados se recogían en intervalos de 1 hora, en un ordenador contiguo, mediante la 

utilización de un software especializado (Actitrack, PANLAB, SL). Así, en este trabajo se han 

medido como indicadores de actividad, parámetros como la distancia total recorrida por el 

animal en 24 horas (cm) o la velocidad media (cm/s). 

 

5.2.2. Cinta giratoria sinfín (Treadmill test) 
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 La cinta giratoria sinfín permite estudiar determinadas capacidades motoras como son la 

marcha y la coordinación motora. El aparato consiste en una cinta de 50 cm de largo y 20 cm de 

ancho que puede girar a diferentes velocidades entre 5 y 150 cm/s y a la que se puede 

proporcionar una inclinación variable (de 0º a 45º) (PANLAB S.A., España). Al final de la cinta 

se sitúa una rejilla electrificada que administra un shock de 0.4 mA en las patas si el animal no 

presenta una buena coordinación motora y por lo tanto no es capaz de correr con normalidad. Al 

inicio del experimento, el animal se coloca en el extremo de la cinta orientado en dirección 

contraria al sentido del movimiento. En este trabajo se ha registrado el número total de descargas 

recibidas (número de shocks) o el tiempo acumulado de shock (tiempo de shock en seg.) por 

animal y por condición utilizada. 

 

5.2.3. Reflejo del sobresalto (Startle Reflex Test)  

 

                 

 

 

 El test del reflejo del sobresalto permite estudiar la inhibición mediada por un prepulso 

(Prepulse Inhibition, PPI), el cual es un fenómeno neurológico que actúa como mecanismo de 

control de la reacción de sobresalto. La PPI ocurre cuando un preestímulo de intensidad más 

débil (prepulso) inhibe la reacción de un organismo a un segundo estímulo más fuerte (pulso). 

Este fenómeno es probablemente la consecuencia de un procesamiento de señales sensoriales del 

tronco cerebral. La función de la inhibición por prepulso es impedir que un estímulo inesperado 

interrumpa el procesamiento de análisis de un impulso sensorial precedente, sea de la misma o 

de distinta modalidad.  

El aparato (Panlab, SL) consistía en una caja insonorizada, acoplada a un sistema de ventilación 

dentro de la cual se hallaba una plataforma metálica en donde colocábamos al animal a su vez 

dentro de un tubo de plexiglás. La base estaba en contacto directo con una unidad piezoeléctica 

que detectaba y transducía cualquier señal de movimiento que se producía sobre la plataforma. 

En este trabajo se ha utilizado el estímulo acústico. El sonido se emitía a través de un altavoz 
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instalado dentro de la cámara y conectado a un módulo desde el cual se seleccionaban los 

distintos parámetros de frecuencia e intensidad de sonido.  

El protocolo que se ha seguido en este trabajo consistía en aplicar un primer test de habituación 

en el cual se registraba la respuesta del animal a las distintas intensidades tanto de los prepulsos 

como de los pulsos. Esto tenía como fin el determinar la sensibilidad (o sensitivity gain) 

adecuada para cada animal en el test propiamente dicho. La intensidad del pulso era de 120 db y 

la de los prepulsos, de intensidad creciente, de 74, 78, 82, 86 y 90 db. Otros datos a tener en 

cuenta eran, el tiempo entre la administración del prepulso y el pulso, que era de 100 ms y la 

frecuencia, tanto del pulso, como del prepulso que se establecía en 8000 Hz. Tanto durante la 

habituación como el test, el sonido de fondo o background era de 70 db. 

El protocolo del Test consistía en 5 minutos de habituación, sólo con el sonido de fondo (70 db) 

seguido de la administración randomizada, cada 15 seg de cada uno de los pasos o trials que 

consistían bien en el pulso sólo, en el pulso predecido de un prepulso (con 5 intensidades 

diferentes) o en la ausencia de estímulo. Cada condición era repetida 6 veces por lo que el 

protocolo finalizaba tras ejecutarse los 42 pasos o trials (7 condiciones x 6 veces = 42 pasos). En 

total, la duración del test por animal era de unos 17 min. 

 

5.3. Procedimiento de estereotaxia e inyección viral 

 

 Para la administración de los virus adenoasociados (AAVs) en el núcleo estriado, in vivo, 

se ha utilizado el procedimiento de estereotaxia basado en un sistema tridimensional de ejes y 

coordenadas espaciales que nos permitían buscar puntos específicos en el cerebro del ratón. Con 

la ayuda de un atlas (The Mouse Brain in Stereotaxic Coordinates, Paxinos & Franklin, 1997) 

seleccionamos las coordenadas más adecuadas para nuestro propósito que era el de inyectar en el 

núcleo estriado. Las coordenadas vienen dadas como distancias tridimensionales en mm (x, y, z) 

a dos puntos de referencia, fácilmente identificables, en el cerebro del ratón, como son bregma y 

lambda. En nuestro caso, tomamos como punto de referencia el punto bregma, formado por la 

intersección entre la sutura sagital y la coronal. Seleccionamos las coordenadas descritas a 

continuación: 
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+ 0.7 mm R/C* 

± 2 mm M/L* 

- 3 mm D/V* 

 

*R/C: rostro-caudal 

*M/L: medio-lateral 

*D/V: dorso-ventral 

 

(Extraido de The Mouse Brain in Stereotaxic 

Coordinates, Paxinos & Franklin, 1997) 

 

El aparato consistía en un soporte en donde se colocaba al animal, el cual se inmovilizaba con 

ayuda de unas barras para los oídos y una abrazadera para la nariz. El resto del aparato lo 

completaban dos piezas o “brazos”, uno a cada lado del soporte que contenían los distintos ejes 

graduados que nos permitirían buscar las coordenadas espaciales de interés. En uno de los brazos 

se acoplaba el trepanador que nos serviría para realizar orificios en el cráneo del ratón y en el 

otro, se acoplaba la bomba de infusión sobre la que iría la jeringuilla de 5 µl (Hamilton) para la 

inyección del virus. 

 

 

 

 

 

 

Primero, se anestesiaba el animal con una mezcla de medetomidina (Domtor®, Pfizer)/ketamina 

(Imalgene 500®, Merial) a una dosis de 1 mg/kg y 75 mg/kg respectivamente, por vía 

intraperitoneal. Pasados 5-10 min en los que el animal ya no respondía a los estímulos 

nociceptivos, se rasuraba la cabeza del animal y se le inmovilizaba en el aparato (Panlab, S.L.). 

Para ello, primero se colocaban las barras para los oídos, teniendo especial cuidado en no dañar 

los tímpanos, seguido de la abrazadera para la nariz y se comprobaba que la cabeza quedara 

totalmente fijada y no se moviera lateralmente. Una vez hecho esto, se limpiaba la cabeza del 

animal con etanol  al 70% y con ayuda de unas tijeras finas, se realizaba un corte sobre la piel de 
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la cabeza de alrededor de 1 cm de largo. Sobre la superficie del cráneo, se identificaban las 

suturas coronal y sagital, y el punto de intersección de ambas,  el bregma. Con ayuda de los ejes, 

anotábamos las coordenadas de dicho punto y movíamos el trepanador a la distancia necesaria 

hasta llegar a las coordenadas de nuestros puntos de inyección, es decir, 0.7 mm en sentido 

rostral y 2 mm en sentido lateral, en ambas direcciones ya que inyectábamos en ambos 

hemisferios. Una vez en los puntos de inyección, se realizaban pequeños orificios en el cráneo 

mediante trepanación, con cuidado de no perforar el cerebro. El siguiente paso consistía en 

colocar la jeringuilla, previamente cargada con el virus a inyectar,  en el brazo del estereotáxico 

y colocarla justo en la entrada de los orificios realizados. Entonces, se anotaban las coordenadas 

en el eje z o dorso-ventral y lentamente, se hacía bajar la aguja, 3 mm hacia la parte ventral. A 

continuación se procedía a la inyección con la ayuda de una bomba de infusión (Cressant et al., 

2004) que administraba el virus a velocidad constante, 200 nl/min. Se ha seguido el protocolo 

descrito por Cressant et al. que consistía en inyectar la mitad de volumen (1.5 µl), esperar 2 min, 

retroceder 0.5 mm hacia la parte dorsal einyectar los 1.5 µl restantes. Tras esto, se esperaba 5 

min y se desplazaba la jeringuilla lentamente hasta la superficie del orificio, y antes de sacarla 

definitivamente del cerebro, se esperaban otros 2 min. El mismo procedimiento se seguía a la 

hora de realizar la inyección en el otro hemisferio. 

Después de las inyecciones, se procedía a la sutura  de la herida con hilo de seda trenzada (5/0, 

Laboratorios Aragó, S.A.) y se administraba povidona yodada (Betadine®), de forma tópica. 

Para revertir los efectos de la anestesia y conseguir un despertar rápido y controlado del animal  

(10-15 min) se inyectaba atipamezol (Antisedan®, Pfizer) por via subcutánea a una dosis de 2 

mg/kg. También se administraba un analgésico opiáceo, buprenorfina (Buprex®, Schering-

Plough), por vía subcutánea, a una dosis de 0.05 mg/kg. Finalmente se colocaba al animal en una 

jaula limpia y para facilitar el acceso a  la comida, se ponían pellets de comida humedecidos con 

agua cerca del animal. Durante los 2 días posteriores a la intervención se continuaba 

administrando analgésico y durante una semana se realizaba un seguimiento de la recuperación 

del animal. 

 

N.B.: A lo largo de la intervención se tomaban ciertas precauciones en referencia al bienestar 

animal. Una hacía referencia a la administración de  suero fisiológico en los ojos abiertos del 

animal para evitar su sequedad con la consiguiente pérdida de visión. Y la otra consistía en usar 

una manta eléctrica sobre la cual se colocaba al animal para evitar la pérdida de calor corporal 

durante la intervención. 
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5.3. Técnicas de imagen in vivo: bioluminiscencia 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 El análisis de la bioluminiscencia (medida de la actividad luciferasa in vivo) ha permitido el 

seguimiento de los virus inyectados en el núcleo estriado. Para la monitorización y 

cuantificación de la expresión de la luciferasa, se ha utilizado el sistema de captación  de imagen 

bioluminiscente IVIS 50. La captura de las imágenes y su posterior procesamiento para la 

cuantificación se realizó mediante el software Living Image 2.20.1 Igor Pro4.06A. 

 

Para la realización de estos estudioss, primero, se administraba por vía intraperitoneal el sustrato 

D-luciferina (16 mg/kg), y transcurridos 5-10 min, se anestesiaba al animal con la mezcla de 

alcoholes AVERTIN (0.5 µg/kg). Una vez dormido el animal, se introducía en la caja negra del 

aparato y se comprobaba que el área anatómica de interés, en nuestro caso la cabeza del animal, 

estuviera bien centrada en el campo de exposición realizando para ello exposiciones muy cortas. 

Una vez hecho esto, se capturaba la emisión de luz a un tiempo concreto después de la 

administración del sustrato, que en este trabajo era de 14 min post-luciferina. El software 

realizaba una primera foto en blanco y negro del animal sobre la cual se sobreponía la 

representación de la luz emitida durante el tiempo de exposición fijado por nosotros, el cual era 

de 10 min. Así, en la imagen final se podrían correlacionar las áreas de expresión de luciferasa 

con el área anatómica correspondiente. Dicha imagen mostraba la actividad luciferasa mediante 

el uso de un código de colores que van desde el rojo hasta el azul, siendo el rojo el color que 

representaba los puntos de mayor emisión lumínica y el azul, los de menos. Era importante, una 

vez fijados los distintos parámetros como eran la sensibilidad y el tiempo de captación, aplicar 

las mismas condiciones en todas las imágenes que queríamos comparar dentro de un mismo 

experimento. 

A posteriori, y con la ayuda del software antes mencionado se calculaba la actividad luciferasa 

midiendo el número total de fotones por segundo capturados por la cámara. Los resultados se 

D-luciferin

In Vivo Optical Imaging

D-luciferin

In Vivo Optical Imaging
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expresaban siempre en fotones por segundo, por centímetro cuadrado y por esteradian 

(seg/cm
2
/sr). 

 

Para  estudiar mejor la localización de la expresión de la luciferasa en el cerebro del ratón se han 

captabado imágenes bioluminiscentes de cerebros aislados, por un lado y de cortes coronales de 

cerebro, por otro. La administración del sustrato D-luciferina se realizaba con el animal vivo tal 

y como se describe en el apartado anterior. Para el procesamiento del cerebro en cortes 

coronales, se utilizaba un chopper (Mc Illwain™ Tissue Chopper, PANLAB S.L.) con el que se 

obtenían cortes de 1 mm de grosor. 

 

Reactivos y soluciones 

 

o AVERTIN: mezcla de 3 alcoholes: 2,2,2-Tribromethanol 97% + 2,2,2-Tribromoethanol 

97% (Sima Aldrich cat nº T4,840-2) + tert-amyl-alcohol. Preparar de manera extemporánea una 

disolución de 20 mg/ml en PBS1X. Filtrar por 0.22 nm. 

o D-luciferina: D-Firefly-Luciferin en PBS1X. Filtrar por 0.22 nm (Xenogen, Alameda, 

C.A.) 
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6. Análisis estadístico 

 

 

 El análisis estadístico de los resultados se ha realizado con la ayuda del programa SPSS 

(SYSTAT software). Para el tratamiento de los resultados de los experimentos in vitro, se ha 

utilizado el test de Student (tamaño muestral pequeño y comparación de dos grupos) mientras 

que para los experimentos in vivo, se ha utilizado el test de la varianza  one-way ANOVA 

(diferencias entre más de tres grupos y medidas repetidas). En todos los casos, las diferencias se 

consideraron estadísticamente significativas (*) cuando el valor de p<0.05 y muy significativas 

(**) cuando p<0.01. 
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7. Listado de plásmidos y virus 

 

 

Plásmidos utilizados en este trabajo: 

 

GFP-DYRK1A  

 

El cDNA de DYRK1A corresponde a la isoforma de 754 aa humana. Clonado en el plásmido de 

expresión pEGFPC-1, seguido del gen reportero GFP, bajo el control de promotor CMV. Generado 

en el laboratorio de la Dra Susana de la Luna (*). 

 

GFP-DYRKNH 

 

Subclonaje por restricción en pEGFPC-1 de un fragmento que comprende de 378-616 nt generado 

por PCR sobre pHA-DYRK1A (humano) con los cebadores SacDYRK1/SP6 y ligación en T-

vector. Generado en el laboratorio de la Dra Susana de la Luna. 

 

HA-DSCR1 

 

El cDNA de DSCR1/CALP1-L fue clonado en el plásmido pcDNA3-HA, bajo el control del 

promotor CMV. Generado en el laboratorio de la Dra Susana de la Luna. 

 

pBSU6 

 

Plásmido pBluescript modificado con el promotor U6 murino, específico para la RNA polimerasa 

III. Generosamente cedido por le Dr. Yang Shi (Harvard Medical School, Boston) (Sui et al., 2002). 

 

pU6shDyrk1A 

 

Plásmido pBSU6 que expresa un short hairpin específico para el gen DYRK1A (shDyrk1A) bajo el 

control del promotor U6. El shDyrk1Afue clonado en pBSU6 tras digerir éste en ApaI/EcoRI y 

generar un extremo romo con la actividad 3’-5’ exonucleasa del fragmento klenow de la polimerasa 

II.  

Virus utilizados en este trabajo: 

AAV-shDyrk1A 



Materiales y métodos 

 94 

 

Adenoasociado del serotipo 2 (AAV-2). Contiene el gen reportero de la luciferasa bajo el control 

del promotor CMV además del constructo U6-shDyrk1A clonado a partir de pU6shDyrk1A. Ambos 

promotores se encuentras dispuestos en orientación inversa para evitar interferencias entre ellos. La 

producción generación del virus recombinante se ha realizado en la Unidad de Producción de 

Vectores virales (UPV) dirigida por el Dr. Miguel Chillón (CBATEG, UAB, Barcelona). 

 

AAV-scDyrk1A 

 

Adenoasociado del serotipo 2 (AAV-2). Contiene el gen reportero de la luciferasa bajo el control 

del promotor CMV. Contiene además el constructo U6-scDyrk1A, clonado a partir de 

pU6scDyrk1A, amablemente cedido por la Dra Susana de la Luna (CRG, Barcelona). Dicho 

constructo contiene un short hairpin cuya secuencia no presenta homología con el gen DYRK1A 

(scDyrk1A). Ambos promotores se encuentras dispuestos en orientación inversa para evitar 

interferencias entre ellos. La producción generación del virus recombinante se ha realizado en la 

Unidad de Producción de Vectores virales (UPV) dirigida por el Dr. Miguel Chillón (CBATEG, 

UAB, Barcelona). 
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RESULTADOS 

 
 
 
 
 
1. Caracterización y análisis funcional de la expresión de las subunidades 

del receptor NMDA de glutamato en el modelo TgDyrk1A en cerebelo y 

núcleo estriado. 

 

 

Resultados previos del laboratorio basados en un estudio de microarrays revelaron la 

sobreexpresión a nivel de RNA mensajero de la subunidad NR2A del receptor NMDA de 

glutamato en el cerebelo de animales transgénicos. En dichos experimentos se pretendía evaluar 

las consecuencias de la sobreexpresión de Dyrk1A sobre la actividad transcripcional de diversos 

genes implicados en la fisiología del SNC. En el presente trabajo, se ha caracterizado la 

expresión del receptor NMDA en el modelo TgDyrk1A y se han evaluado algunas consecuencias 

funcionales que podrían verse afectadas por dicha desregulación. El estudio se ha limitado a dos 

de las áreas del cerebro que controlan procesos motores como son el cerebelo y el núcleo 

estriado, dada la implicación del receptor NMDA en el control motor.  

 

1.1. Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA en el cerebelo 

adulto. 

 

En primer lugar se determinó y cuantificó la sobreexpresión de Dyrk1A en el cerebelo del ratón 

transgénico adulto. Para ello se analizó y comparó mediante Western  Blot (WB) los niveles 

proteicos de Dyrk1A presentes en extractos cerebelares  procedentes tanto de ratones control 

como de transgénicos, todos de la misma edad (7 meses) (Fig. 1A). Se observó una 

sobreexpresión de la proteína en el cerebelo del ratón TgDyrk1A que se estimó del 25%. (Fig 

1.B). 
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A                                                              B 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1: Análisis comparativo de la expresión de Dyrk1A en el cerebelo adulto del ratón TgDyrk1A con 
respecto al control. A): Inmunodetección de Dyrk1A mediante WB a partir de extractos cerebelares de animales 
adultos tanto de TgDyrk1A como de animales control. La carga se realizó con 80 µg de proteina de cada muestra y 
se resolvieron en un gel al 7.5% de acrilamida. La membrana de nitrocelulosa se hibridó con un anticuerpo 

policlonal anti-Dyrk1A. Se utilizó la actina como control de carga usando el anticuerpo policlonal anti-Actina. Se 

muestra una imagen representativa. B): Cuantificación mediante densitometría de bandas de los resultados obtenidos 
en el WB. Los resultados se representan como la media ± SEM, n=4 y se expresan como niveles relativos de 
proteína de Dyrk1A/Actina. 
 

A continuación, se analizó mediante Western Blot la expresión a nivel proteico de la subunidad 

NR2A del receptor NMDA de glutamato en el cerebelo de ratones control y transgénicos. Los 

resultados obtenidos revelaron la sobreexpresión de NR2A en el cerebelo del animal transgénico 

a nivel proteico (Fig. 2A) confirmando los datos obtenidos con los experimentos de microarrays. 

El receptor de NMDA es un heterodímero compuesto por dos subunidades NR1, que son las 

constitutivas, y dos subunidades mayoritariamente del tipo NR2, que son las que confieren la 

variabilidad funcional al receptor. Hasta ahora se conocen 4 subtipos de subunidades NR2: 

NR2A, NR2B, NR2C, NR2D (Villmann and Becker, 2007). Se ha descrito que la desregulación 

de una de las subunidades del receptor puede provocar cambios en la expresión de las otras. Así, 

en un estudio realizado en células PC12, la expresión ectópica de NR2A, NR2B, NR2C o NR2D 

provoca un aumento en los niveles proteicos de NR1 y el ensamblaje de receptores funcionales 

de NMDA en membrana (Saito et al., 2003). En el cerebelo adulto se ha descrito la expresión 

mayoritaria de heterodímeros formados por NR1 /NR2A/NR2C, siendo la única estructura del 

cerebro en expresar subunidades del subtipo NR2C, mientras que la expresión de NR2B queda 

limitada a estadíos tempranos del desarrollo (Llansola et al., 2005). En el presente trabajo, el 

análisis por WB reveló que en el cerebelo del ratón adulto se expresaba no sólo la subunidad 

NR2A sino también la subunidad NR1, que es la constitutiva, y la NR2C mientras que los 

niveles proteicos de NR2B permanecieron indetectables (Cull-Candy et al., 2001). Además, se 

observó que NR1 y NR2C, al igual que NR2A, se hallaban sobreexpresadas en el cerebelo de 

ratones transgénicos (Fig. 2A).  
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Fig. 2: Patrón de expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en el cerebelo de ratones 
adultos TgDyrk1A y controles. A): Análisis mediante WB a partir  de extractos proteicos de homogenados 
cerebelares. La carga se realizó con 80 µg de proteína por muestra y se resolvieron en un gel al 8% de acrilamida. 

Las distintas membranas de nitrocelulosa se hibridaron con los anticuerpos policlonales para las distintas 

subunidades: anti-NR2A, anti-NR1 y anti-NR2C. Se muestran imágenes representativas para cada WB. La actina se 

utilizó como control de carga en todos los casos usando el anticuerpo policlonal anti-Actina. B): 
Inmunohistoquímica sobre cortes sagitales parafinados de cerebelo. Imágenes representativas de la expresión de las 

distintas subunidades en la corteza cerebelar de animales adultos, TgDyrk1A y controles. Fotomicrografías tomadas 

a 400x. M, capa molecular; P, capa de Purkinje; G, capa granular. 

 

También se analizó si la desregulación proteica de las subunidades NR2A, NR1 y NR2C iba 

acompañada de cambios en la localización celular. Para ello realizamos un análisis 

inmunohistoquímico sobre cortes parafinados de cerebelo de ratones TgDyrk1A y ratones 

control (Fig. 2B). Para las tres subunidades analizadas se observó un patrón similar de expresión 

que consistía en una inmunorreactividad de leve a moderada en el neuropilo de la capa 

molecular, especialmente en las dendritas de algunas células de Purkinje, siendo el marcaje 

extensible a los propios somas de dichas células de Purkinje. El mayor marcaje se observó en la 

capa granular, no en los somas de las células granulares sino en los glomérulos existentes entre 

ellas. No se detectaron diferencias entre genotipos en la distribución de las distintas subunidades 

sugiriendo que los cambios de expresión eran independientes de la localización celular. 

 

1.2. Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA en el cerebelo a 

estadíos tempranos postnatales (P7 y P14). 

 

Dado que la composición de las distintas subunidades que forman el receptor NMDA varía a lo 

largo del desarrollo normal del cerebelo, se decidió estudiar la expresión de las distintas 

subunidades no sólo en el ratón adulto sino también en dos estadíos tempranos del desarrollo, a 7 

y a 14 días postnatales. (P7 y P14). 
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1.2.1.  Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA a P14. 

 

En este estadío del desarrollo se analizaron las subunidades NR1, NR2A, NR2B y NR2C, y tal y 

como ha sido descrito (Cull-Candy et al., 2001), se pudo detectar la expresión de las cuatro (Fig. 

3A). El análisis mediante WB reveló sobreexpresión de cada una de las distintas subunidades 

analizadas en el ratón transgénico con respecto al control (Fig. 3A). El análisis 

inmunohistoquímico (Fig. 3B) puso de manifiesto una inmunorreactividad moderada en la capa 

granular y la presencia de células de Purkinje selectivamente teñidas, presentando una 

inmunorreactividad de fuerte a moderada. Este patrón de expresión era similar al observado en 

los animales adultos. En este estadío no se apreciaron diferencias en el patrón de distribución de 

las distintas subunidades entre genotipos. 
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Fig. 3: Patrón de expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en ratones P14 TgDyrk1A y 
controles. A): Análisis mediante WB a partir  de extractos proteicos de homogenados cerebelares. La carga se 
realizó con 80 µg de proteína por muestra y se resolvieron en un gel al 8% de acrilamida. Las distintas membranas 

de nitrocelulosa se hibridaron con los anticuerpos policlonales para las distintas subunidades: anti-NR2A,  anti-

NR2B, anti-NR1 y anti-NR2C. Se muestran imágenes representativas para cada WB. La actina se utilizó como 

control de carga en todos los casos usando el anticuerpo policlonal anti-Actina. B): Inmunohistoquímica sobre cortes 
sagitales parafinados de cerebelo. Imágenes representativas de la expresión de las distintas subunidades en la corteza 
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cerebelar de animales de 14 días, TgDyrk1A y controles. Fotomicrografías tomadas a 400x. M, capa molecular; P, 

capa de Purkinje; G, capa granular. 

 

1.2.2.  Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA a P7. 

 

En dicho estadío, se analizó la expresión de las cuatro subunidades: NR1, NR2A, NR2B y 

NR2C, sin embargo sólo se detectó proteína para NR1, NR2A y NR2B. La subunidad NR2C no 

se detectó, lo que coincide con datos previos de la literatura que indican que NR2C no se 

expresaría en esta etapa del desarrollo (Cull-Candy et al., 2001). El análisis mediante WB reveló 

una reducción de los niveles proteicos de las subunidades NR2A, NR2B y NR1 en el animal 

transgénico con respecto al control. (Fig. 4A). 

En el estadío postnatal P7, el cerebelo está todavía en desarrollo y presenta una estructura  

macroscópica de capas consistente en una capa granular externa, una capa de células de Purkinje 

en desarrollo y una capa granular interna que se irá transformando en la futura capa granular. 

Esta estructura se mantenía de forma similar entre ambos genotipos. El análisis 

inmunohistoquímico reveló una tinción leve en la capa granular interna mientras que la tinción 

era más bien moderada en ciertas neuritas de la capa de Purkinje. Una  vez más, no se 

observaron diferencias en la localización de las distintas subunidades entre ambos genotipos 

(Fig. 4B). 
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Fig. 4: Patrón de expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en ratones P7 TgDyrk1A y 
controles. A): Análisis mediante WB a partir  de extractos proteicos de homogenados cerebelares. La carga se 
realizó con 80 µg de proteína por muestra y se resolvieron en un gel al 8% de acrilamida. Las distintas membranas 

de nitrocelulosa se hibridaron con los anticuerpos policlonales para las distintas subunidades: anti-NR2A, anti-NR1 

y anti-NR2B. Se muestran imágenes representativas para cada WB. La actina se utilizó como control de carga en 

todos los casos usando el anticuerpo policlonal anti-Actina. B): Inmunohistoquímica sobre cortes sagitales 
parafinados de cerebelo. Imágenes representativas de la expresión de las distintas subunidades en la corteza 
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cerebelar de animales de 7 días, TgDyrk1A y controles. Fotomicrografías tomadas a 400x. M, capa molecular; P, 

capa de Purkinje; G, capa granular. 

 

El conjunto de resultados derivados del análisis longitudinal (P7, P14, adulto) de la expresión de 

las subunidades del receptor NMDA de glutamato en el cerebelo pone de manifiesto una 

desregulación en la expresión de dichas subunidades en cada uno de los estadíos, sin cambios en 

la localización celular. Se evidencia un incremento en la expresión de subunidades en el cerebelo 

adulto y a P14, mientras que una reducción en el estadío P7. Esta aparente discrepancia podría 

explicarse por un efecto en la interpretación celular de las distintas señales en el cerebelo en 

desarrollo diferente a la que se da en una estructura totalemente definida. De hecho, estudios del 

transcriptoma cerebelar en el desarrollo del ratón han demostrado una gran variabilidad en la 

expresión génica (Lim et al., 2004). 

 

1.3. Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA en cultivos primarios 

de células granulares (CGN, Cerebellar Granular Neurons) 

 

Se estudió si la desregulación del receptor de NMDA observada in vivo se mantendría en un 

sistema in vitro como era el de cultivos primarios de células granulares de cerebelo (CGN). Con 

el fin de reducir al máximo la variabilidad y aplicar unas condiciones homogéneas al análisis 

diferencial, los cultivos de ambos genotipos se establecieron en paralelo. Se utilizaron camadas 

de ratones control y de ratones TgDyrk1A homocigotos, de 7 días de edad (P7). Se determinó la 

expresión de Dyrk1A y de las subunidades NR2A y NR1 a los 7 días después de establecer el 

cultivo (DIV7, Day In Vitro 7) siendo éste un momento en que las neuronas se hallaban bien 

diferenciadas. Mediante WB, se detectó una sobreexpresión de Dyrk1A en los cultivos 

procedentes de TgDyrk1A (Fig. 5A) que se estimó de aproximadamente el doble (Ratio Tg/Wt = 

2.12) (Fig. 5B). Además, se detectó la presencia de las subunidades NR1, NR2A y NR2B y no la 

de NR2C, en el cultivo neuronal maduro, acorde con lo descrito en la literatura (Janssens and 

Lesage, 2001), observándose una sobreexpresión de la subunidad NR2A en los cultivos 

transgénicos (Fig 5A) que se estimó de aproximadamente el doble (Ratio Tg/Wt = 1.9). Por otro 

lado, no se detectaron diferencias significativas en la expresión de NR1 y NR2B entre genotipos 

(Fig 5B). 
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Fig. 5: Caracterización de la expresión de Dyrk1A y de las subunidades NR2A y NR1 del receptor NMDA de 
glutamato en cultivos de CGNs  de ratones TgDyrk1A y control. A): Análisis mediante WB a partir de extractos 
proteicos procedentes de cultivos primarios de CGN procesados a DIV7. Los cultivos de TgDyrk1A y controles 

fueron establecidos en paralelo a partir de la corteza cerebelar de ratones P7 y mantenidos bajo las mismas 

condiciones. La carga se realizó con 30 µg de proteína por muestra y se resolvió en un gel al 7.5% de acrilamida. 

Las membranas de nitrocelulosa se hibridaron con los anticuerpos policlonales anti-Dyrk1A, anti-NR2A y anti-NR1. 

Se utilizó la actina como control de carga usándose el anticuerpo policlonal anti-Actina. Se muestran imágenes 

representativas de cada WB. B): Cuantificación mediante densitometría de bandas de los resultados obtenidos en el 
WB. Los resultados se representan como la media ± SEM de 3 experimentos independientes y se expresan como 
niveles relativos de proteína de NR o Dyrk1A/Actina.**p<0.01, *p < 0.05. Prueba T-Student. 

 

1.4.  Análisis funcional de los canales de NMDA. 

 

A continuación, se estudió si la sobreexpresión de NR2A en las neuronas TgDyrk1A podría 

afectar la funcionalidad de los canales NMDA. Experimentos realizados en el laboratorio por el 

Dr. X. Altafaj en sinaptosomas procedentes de cerebelo adulto, mostraron que la administración 

de 100 µM de NMDA producía una mayor entrada de Ca
2+
 intracelular en los sinaptosomas de 

animales transgénicos. Por otro lado, se realizaron experimentos en colaboración con el grupo 

del Dr. V. Ceña en cultivos primarios de CGNs, procedentes de ratones control y de ratones 

TgDyrk1A, a DIV12. Para ello, se midió la cinética del calcio entrante (Ca
2+
) tras activar los 

canales de los receptores NMDA de glutamato mediante administración de 10 µM de NMDA. 

Los resultados revelaron que si bien el pico de concentración y la amplitud del Ca
2+
 entrante eran 

similares entre genotipos, la recuperación de los niveles basales de calcio dentro de la célula, 

medida por la constante de recuperación Tau (τ) se producía de forma más lenta en las CGNs 

transgénicas (ver Altafaj et al., ANEXO. Todos estos resultados demuestran que si bien se 

produce un aumento del Ca
2+
 entrante en la células tras activación de los canales de NMDA en el 

cerebelo de los animales TgDyrk1A, este efecto se vería compensado por los sistemas de 

tamponamiento del Ca
2+ 
intracelular. Sin embargo, esta compensación conduciría a una 

recuperación de los niveles basales de Ca
2+  

de forma más lenta en el animal TgDyrk1A, 

sugiriendo posibles consecuencias en aquellas vías de señalización intracelular mediadas por el 

calcio. 
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1.4.1. Estudio de la sensibilidad a estímulos excitotóxicos en CGNs. 

 

La excitotoxicidad es el proceso por el cual se produce una sobreactivación de los receptores de 

NMDA de glutamato seguida de una entrada masiva de calcio dentro de la célula, lo que activa 

una serie de mecanismos intracelulares que llevan a la muerte celular por apoptosis. Teniendo en 

cuenta los resultados previos, en este trabajo nos planteamos estudiar la posible susceptibilidad 

diferencial de las CGNs control y TgDyrk1A, a una entrada masiva de calcio provocada por una 

sobreactivación de los canales de NMDA.  

Se cultivaron las células en presencia del estímulo excitotóxico (glutamato) a distintas 

concentraciones (25 µM, 50 µM, 75 µM, 100 µM y 200 µM) y 24 h después se evaluó la 

respuesta al daño provocado mediante el ensayo MTT valorando la actividad metabólica de los 

distintos pocillos tratados y no tratados, y comparando entre genotipos. Los resultados mostraron 

una reducción en la supervivencia neuronal debida al tratamiento con glutamato que era dosis 

dependiente, observándose una respuesta similar en los cultivos procedentes de ambos genotipos 

(Fig. 6A).  El glutamato es un agente no selectivo de los canales de NMDA, por lo que para 

confirmar que la muerte observada era mediada mayoritariamente por medio de los receptores 

NMDA, se incubaron las células en presencia o ausencia del antagonista no competitivo de 

dichos receptores, MK-801. En presencia de MK-801, se observó una supevivencia de los 

cultivos, indicativo de su efecto bloqueante. Este efecto fue similar para ambos genotipos (Fig. 

6B) 

 

Estos resultados indican que la desregulación de los receptores NMDA presente en los animales 

TgDyrk1A no tendría consecuencias sobre la susceptibilidad a un estímulo excitotóxico. 
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Fig.6: Estudio del efecto excitotóxico del glutamato sobre la viabilidad neuronal de cultivos de CGNs 
procedentes de ratones TgDyrk1A. A): Efecto excitotóxico del glutamato sobre CGNs, comparando la 
sensibilidad de los cultivos de CGNs control y TgDyrk1A. Los cultivos fueron establecidos en paralelo y 
mantenidos bajo las mismas condiciones hasta la realización del experimento, a DIV7. El efecto citotóxico del 

glutamato se analizó tras 24h de tratamiento, a DIV8,  mediante el ensayo MTT. Datos representados como 

promedios ± SEM, a partir de tres cultivos independientes por genotipo establecidos en paralelo, con triplicados. 

Los resultados se expresan como porcentajes de supervivencia tomando como referencia un 100% de supervivencia 

en los pocillos control o sin tratar. B): Análisis del efecto neuroprotector tras administración de agente bloqueante 
de canales de tipo NMDA sobre cultivos de CGNs control y TgDyrk1A. La administración del agente bloqueante 

(MK-801 a 10 µM) se realizó 45 min previos a la del glutamato (Glu a 100 µM). El efecto citotóxico del glutamato 

se analizó tras 24h de tratamiento, a DIV8,  mediante el ensayo MTT. Se muestran los resultados correspondientes a 

uno de los cultivos paralelos representados en la Fig.6. Los datos se expresan como porcentajes de supervivencia 

tomando como referencia un 100% de supervivencia en los pocillos sin tratar o control. 
 

1.5.  Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA en el núcleo estriado 

adulto. 

 

A continuación se estudió la expresión de las subunidades del receptor NMDA en el núcleo 

estriado. En primer lugar se determinó y cuantificó la sobreexpresión de Dyrk1A en el núcleo 

estriado del ratón transgénico adulto. Para ello comparamos mediante WB los niveles proteicos 

de Dyrk1A de extractos estriatales provenientes tanto de ratones control como de transgénicos de 

la misma edad (7 meses) (Fig. 10A). Se detectó sobreexpresión de Dyrk1A en el núcleo estriado 

del ratón TgDyrk1A que se estimó en un 40% (Fig. 10B). 
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A                                              B 

 

 

 

 

 

 

Fig. 7: Análisis comparativo de la expresión de Dyrk1A en el núcleo estriado adulto del ratón TgDyrk1A con 
respecto al control. A): Inmunodetección de Dyrk1A mediante WB a partir de extractos estriatales de animales 
adultos TgDyrk1A y control. La carga se realizó con 80 µg de proteina de cada muestra y se resolvieron en un gel al 

7.5% de acrilamida. La membrana de nitrocelulosa se hibridó con un anticuerpo policlonal anti-Dyrk1A. Se utilizó 

la actina como control de carga usando el anticuerpo poloclonal anti-Actina. Se muestra una imagen representativa. 

B): Cuantificación mediante densitometría de bandas de los resultados obtenidos en el WB. Los resultados se 
representan como la media ± SEM, n=4 y se expresan como niveles relativos de proteína de Dyrk1A/Actina. 
 

Posteriormente analizamos mediante WB la expresión de las subunidades NR1, NR2A, NR2B y 

NR2C del receptor NMDA en el núcleo estriado de ratones control y transgénicos. El análisis 

por WB reveló que en el estriado del ratón adulto las subunidades mayoritariamente expresadas 

eran NR1, NR2A y NR2B mientras que los niveles de NR2C eran dificilmente detectables (Fig. 

7A) tal y como se ha descrito en la literatura (Christie et al., 1999; Jarabek et al., 2004). Se 

observó que todas las subunidades se hallaban sobreexpresadas en el núcleo estriado del animal 

transgénico adulto con respecto al control (Fig. 11A). 
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A                                                      B 
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Fig. 11: Patrón de expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en el núcleo estriado de 
ratones adultos TgDyrk1A y controles. A): WB a partir  de extractos proteicos de homogenados de núcleo 
estriado. En cada carril se cargaron 80 µg de proteína, que se resolvieron en un gel al 8% de acrilamida. Las distintas 

membranas de nitrocelulosa se hibridaron con los anticuerpos policlonales para las distintas subunidades: anti-

NR2A, anti-NR2B, anti-NR1 y anti-NR2C. La actina se utilizó como control de carga en todos los casos usando un 

anticuerpo policlonal anti-Actina. B): Inmunohistoquímica sobre cortes sagitales del núcleo estriado. Imágenes 
representativas de la expresión de las subunidades NR2A y NR1 en el estriado de animales adultos, TgDyrk1A y 

controles. Fotomicrografías tomadas a 400x.  
 

 

Mediante análisis inmunohistoquímico, se estudió si la desregulación proteica de las distintas 

subunidades iba acompañada de cambios en la localización celular. Para ello se analizó la 

localización de las subunidades típicamente expresadas en el núcleo estriado adulto ( NR2A, 

NR2B y NR1),  en cortes de 5 µm y se comparó la distribución de las distintas subunidades entre 

ambos genotipos (Fig. 11B). En el caso de las subunidades NR2A y NR1, se observó una 

inmunoreactividad difusa de intensidad leve a moderada en todo el neuropilo del estriado, 

tinción que resultó ser de menor intensidad que la detectada en las regiones corticales adyacentes 

(Ravenscroft and Brotchie, 2000). Sin embargo no se detectó tinción en el soma de determinadas 

neuronal, al contrario de lo que se había descrito previamente (Lai et al., 2003; Wang et al., 

2004). En el caso de NR2B, no pudo detectarse su expresión por immunohistoquímica. El mismo 

anticuerpo anti-NR2B se ha utilizado con éxito en el análisis realizado en el cerebelo de ratones 

P7 que muestran una expresión más elevada de NR2B. Es posible que los anticuerpos utilizados 

en el presente estudio no sean adecuados para la detección, por immunohistoquímica de 

cantidades más bajas  de este receptor, observadas en el estriado adulto En el caso de NR2A y 

NR1, no se observaron diferencias aparentes en su localización al comparar entre genotipos (Fig. 

11B). 
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El conjunto de estos resultados muestran la presencia en el modelo TgDyrk1A de una 

desregulación de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en dos de las áreas 

responsables del control motor como son el cerebelo y el núcleo estriado. Dicha desregulación 

provoca en los cultivos de CGNs procedentes de animales TgDyrk1A, alteraciones en la cinética 

del calcio intracelular como consecuencia de una activación de los canales de NMDA. Sin 

embargo no se observan cambios en la muerte neuronal inducida por un insulto excitotóxico 

como es una concentración elevada de glutamato.  
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2. Caracterización del fenotipo motor en el ratón TgDyrk1A 

 

Datos previos habían puesto de manifiesto alteraciones en el aprendizaje motor y en 

coordinación motora en el modelo TgDyrk1A (Altafaj et al., 2001; Martinez de Lagran et al., 

2004). En este trabajo se ha observado una desregulación de las subunidades del receptor de 

NMDA en el cerebelo y el núcleo estriado de los animales TgDyrk1A. Teniendo en cuenta que la 

disfunción del receptor de NMDA puede conducir a la aparición de alteraciones motoras (Schlett 

et al., 2004; Dang et al., 2006), hemos querido profundizar en el análisis del fenotipo motor de 

los ratones TgDyrk1A con la aplicación de una batería de tests dirigidos a identificar cambios en 

la actividad horizontal, en la coordinación motora y en la capacidad de integración 

sensoriomotora.  

 

2.1. Hiperactividad. Test de actimetría. 

 

El análisis de la actividad horizontal de los animales se llevó a cabo mediante la aplicación del 

test de actimetría (ap. 5.2.1. de Mat. y Mét.) que proporciona una medición de la actividad en un 

ambiente familiar o no-aversivo. El parámetro medido fue la distancia total recorrida por los 

animales durante 24 h, es decir, la actividad horizontal circadiana, manteniendo intacto en todo 

momento el ciclo luz/oscuridad. Para la prueba, se seleccionaron dos grupos de animales adultos 

de 2 meses de edad, uno de animales transgénicos y otro de animales control, hermanos de 

camada. Los resultados revelaron una mayor distancia recorrida por los animales transgénicos 

con respecto a los controles siendo las diferencias de actividad estadísticamente significativas 

(p=0.027, ANOVA) (Fig 26), indicando una hiperactividad en los ratones TgDyrk1A. Si bien 

previamente había sido descrito que los animales TgDyrk1A presentaban un fenotipo 

hiperactivo, éste se había observado en entornos con un componente aversivo mostrando mayor 

actividad horizontal en condiciones de iluminación intensa (test del campo abierto) y mayor 

actividad en los brazos abiertos del laberinto (test del laberinto elevado en cruz). 
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Fig.26: Análisis de la actividad horizontal en animales adultos TgDyrk1A. Se muestran los datos relativos a la 
distancia total en cm recorrida tanto por los ratones TgDyrk1A como controles durante 24h (control, n=6; 

TgDyrk1A, n=16). Los datos se expresan en promedios ± SEM. Diferencias entre genotipos (*p<0.05, ANOVA). 

 

2.2. Alteraciones en coordinación motora. Test de la cinta giratoria sinfín. 

 

El test de la cinta giratoria sinfín o Treadmill Test permite identificar cualquier alteración en la 

coordinación motora presente en los animales TgDyrk1A. Se utiliza un estímulo aversivo 

(descargas eléctricas suaves en las patas) para forzar al animal a correr y se emplean tiempos 

cortos para reducir la fatiga en los animales. Factores como la inclinación de la pendiente y la 

velocidad de la cinta se pueden regular de modo que se puede aumentar la dificultad de la prueba 

y poder estudiar así posibles diferencias en aquellas condiciones que requieran un mayor 

esfuerzo por parte de los animales. Los parámetros medidos son el número de shocks recibidos 

por los animales y el tiempo acumulado de shock indicativo del tiempo total en el que el animal 

está recibiendo los shocks. 

El protocolo establecido consistió en una inclinación de la pendiente de 0º en las sesiones de 

aprendizaje y 20º en el resto de las sesiones. Las velocidades utilizadas fueron crecientes a lo 

largo de las sesiones, pasando de de 5 a 40 cm/s. En total, se aplicaron 6 sesiones consecutivas a 

todos los animales. Las 2 primeras sesiones de aprendizaje en las que los animales tenían que 

asociar el estímulo aversivo con correr no se tuvieron en cuenta en el análisis estadístico. Se 

observó que los animales TgDyrk1A recibían un mayor número de shocks que los animales 

control (**p=0.002, ANOVA) (Fig. 27) indicativo de alteraciones en la coordinación motora 

presentes en los animales transgénicos. Resultados similares ya habían sido descritos en este 

modelo (Martinez de Lagran et al., 2004). 
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Fig. 25: Análisis de la coordinación motora en animales adultos TgDyrk1A. Test de la cinta giratoria sinfín. 
Protocolo consistente en 2 sesiones de aprendizaje (5cm/s; 0º) y 4 sesiones de dificultad creciente (10, 20, 30, 40 

cm/s; 20º). Se muestran los datos relativos a las 4 últimas sesiones y representan el número de shocks recibidos tanto 

por los ratones TgDyrk1A como por los controles. (control, n=6; TgDyrk1A, n=17). Los datos se expresan en 

promedios ± SEM. Diferencias entre genotipos (**p<0.005, ANOVA). 

 

 

2.3. Alteraciones en la integración sensorimotora. Test del reflejo del sobresalto. 

 

En colaboración con el Dr. I. Sahún del grupo de la Dra. Dierssen se puso a punto el test del 

reflejo del sobresalto para analizar las posibles alteraciones en el mecanismo de inhibición por 

prepulso o PPI (Prepulse Inhibition), indicativas de déficits en la integración sensorimotora. El 

test consiste en aplicar dos estímulos muy seguidos, en este caso acústicos, y medir la respuesta 

de sobresalto del animal al segundo estímulo. Esta respuesta, en condiciones normales, es menor 

que cuando sólo se somete al animal a un único estímulo (ver ap. 5.3.2 Mat.y Mét.). El 

parámetro medido resulta de la cuantificación de la inhibición a la respuesta mediada por un 

prepulso y se expresa en porcentaje de inhibición.  

En este trabajo, hemos aplicado el test a un grupo de animales control y a un grupo de animales 

transgénicos, hermanos de camada, de 2 meses de edad. Se observó que ambos genotipos 

presentaban un incremento en el porcentaje de inhibición mediada por prepulso a medida que 

aumentábamos la intensidad del mismo (Fig. 28) lo que concuerda con una respuesta normal ya 

que cuanto mayor es la intensidad del prepulso, mayor es el porcentaje de inhibición de la 

respuesta al segundo pulso (Yee et al., 2005). A todas las intensidades de prepulso aplicadas, se 

observó una tendencia de mayor inhibición mediada por prepulso por parte de los animales 

control, mientras que los animales transgénicos presentaban una inhibición menor. 

Aparentemente, el efecto resultaba ser mayor en las intensidades de prepulso más bajas 

utilizadas (74 y 78 db) (Fig. 25). No obstante, el análisis estadístico no mostró diferencias 

significativas entre genotipos en ninguno de los puntos estudiados.  Estos resultados sugieren de 

alguna forma la existencia de alteraciones en las vías que modulan el reflejo del sobresalto en los 
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animales TgDyrk1A, siendo más patente el efecto cuando se  usan intensidades bajas de pre-

estimulación, si bien las diferencias no llegan a ser significativas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 28: Análisis de la inhibición mediada por prepulso (PPI) en animales adultos control y TgDyrk1A. Test 
del reflejo del sobresalto. Se muestran los datos relativos a la respuesta de sobresalto de los animales a un pulso 

mediada por la acción de un prepuslo (animales control, n=14; animales TgDyrk1A, n=24). Tanto el pulso como el 

prepulso son estímulos acústicos cuyas unidades vienen referidas en decibelios de intensidad (dB) (intensidad del 

pulso: 120 dB; intensidades de prepulso: 74, 78, 82, 86, 90 dB). Los resultados vienen expresados como porcentajes 

de inhibición y se representan como promedios ± SEM. 
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3. Desarrollo de una estrategia de terapia génica para corregir las 

alteraciones motoras causadas por la sobreexpresión de Dyrk1A en el núcleo 

estriado mediante RNA de interferencia. 

 

La segunda parte de este trabajo ha consistido en desarrollar una estrategia de terapia génica 

basada en el RNA de interferencia para reducir la sobreexpresión de Dyrk1A en el núcleo 

estriado y valorar los efectos sobre las alteraciones motoras presentes en el modelo TgDyrk1A.  

 

3.1. Construcción del plásmido inhibidor shDyrk1A 

 

3.1.1. Identificación de la secuencia diana y diseño de los oligos 

 

Se diseñaron shRNAs (short hairpin RNAs) capaces de reconocer secuencias del RNAm del gen 

DYRK1A comunes a la secuencia humana, de ratón y de rata. Se seleccionaron 3 secuencias a lo 

largo del cDNA que además cumplieron los siguientes criterios: que su longitud fuera de 21 

pares de bases, que el contenido en GCs oscilara entre un 30 y un 70%, que las secuencias 

empezaran por tres guaninas (GGG) y se localizaran  a no menos de cien nucleótidos 

downstream del ATG, que la primera base fuera una G para favorecer el inicio de la 

transcripción y que no tuvieran homología con otras secuencias en el genoma, análisis que se 

realizó mediante el programa de comparación de secuencias BLAST-n.  

Para cada una de las secuencias elegida, se sintetizaron dos oligonucleótidos complementarios 

formados por la repetición en tándem y en orientación inversa, de la secuencia de 21 pares de 

bases y por la inserción de 6 nucleótidos palindrómicos correspondientes a la diana HindIII entre 

ambas. Además, se añadieron 5 timidinas en el extremo 3’ como señal de terminación de la 

transcripción específica de la ARN polimerasa III (Fig 12A).  Con este diseño, una vez transcrito 

el ARNm adquiriría una conformación de doble cadena de tipo “horquilla” (hairpin) necesaria 

para activar la maquinaria celular de silenciamiento (Fig. 12B). Todos los experimentos de este 

trabajo se realizaron utilizando la secuencia 1073RI DYRK que corresponde a la secuencia de 21 

pb con inicio en la posición 1073  tomando como referencia el cDNA de rata.  
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3.1.2. Clonaje en el plásmido pBSU6 

 

Los oligonucleótidos apareados se clonaron en un plásmido de expresión pBluescript modificado 

que contenía el promotor U6, específico de la RNA polimerasa III y especializado en la 

transcripción de fragmentos cortos de RNA. La ligación se hizo tras previa digestión con ApaI y  

y EcoRI del plásmido. Se aprovechó la actividad exonucleasa 3’-5’ de la polimerasa Klenow 

para formar un extremo romo en el extremo digerido con ApaI y así facilitar la clonación del 

inserto (Fig. 12C). 

La transformación del constructo se hizo sobre la cepa JM109 de E.coli. Se seleccionaron los 

clones positivos mediante comprobación por digestión de la pérdida de la diana XhoI y posterior 

secuenciación (Figura 12D). 
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A 

 

     1073RI1 DYRK1A sense strand 

   5’−G GGCAGAGGATATACCAGTAT AAGCTT ATACTGGTATATCCTCTGCC CTTTTT G− 3’ 

 

     1073RI2 DYRK1A antisense strand 

   5’−AATTC AAAAAG GGCAGAGGATATACCAGTAT AAGCTT ATACTGGTATATCCTCTGCC C− 3’ 

 

     Oligonucleótidos apareados:  

   G   GGCAGAGGATATACCAGTAT  AAGCTT  ATACTGGTATATCCTCTGCC  CTTTTT  G 

   C   CCGTCTCCTATATGGTCATA  TTCGAA  TATGACCATATAGGAGACGG  GAAAAA  CTTAA 

 

 

B                                                              C                                            

 

 

               ApaI                                                           EcoRI 

 

D               

         

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 12: Esquema mostrando los distintos pasos de la generación del plásmido inhibidor pBSU6. A): Esquema 

mostrando el diseño del inserto compuesto por un oligonucleótido (sense) que contiene la secuencia 

oligonucleotídica de 21 pb 1073RI DYRK (subrayada) y su complementario (antisense). B): Esquema del clonaje 

del inserto en el plásmido pBSU6. C): Esquema del transcrito de RNA correspondiente a 1073RI DYRK en 

conformación hairpin. D): Secuencia del inserto una vez clonado en el plásmido pBSU6 

 

 

1.1. Validación de shDyrk1A como inhibidor del gen DYRK1A 

 

A continuación se procedió a evaluar la capacidad del plásmido pU6shDyrk1A de inhibir la 

expresión del gen DYRK1A en distintos experimentos de transfección celular. 
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1.1.1. Inhibición de la expresión ectópica de DYRK1A 

 

Se cotransfectaron células COS-7 con el plásmido de expresión que contenía la fusión GFP-

DYRK1A (humano) y el plásmido vacío pBSU6 o células COS-7 con el plásmido GFP-

DYRK1A y el plásmido inhibidor pU6shDyrk1A. Se testaron dos ratios distintas de GFP-

DYRK1A : pU6shDyrk1A ( 1:1 y 1:2). El análisis inmunocitoquímico de la expresión de GFP-

DYRK1A, 48 h después de la cotransfección, reveló una disminución en la señal de 

fluorescencia en las células cotransfectadas con el plásmido pU6shDyrk1A. La inhibición fue 

similar para las dos ratios utilizadas, indicativo de que shDyrk1A estaba inhibiendo la expresión 

del gen GFP/DYRK1A (Fig. 13).  

 

  

 

 

 

 

Fig. 13: Detección por inmunofluorescencia de la inhibición de Dyrk1A. Análisis por inmunocitoquímica de la 

inhibición de Dyrk1A  fusionado a GFP utilizando el anticuerpo anti-GFP en células COS-7 transfectadas con (A)    

pBSU6 + GFP-DYRK1A, (B) pU6shDyrk1A + GFP-DYRK1A. (Ratio 1:1, en las fotos). En todos los casos se 

sembraron 300.000 células por placa de 60 mm 24 h antes de la cotranfección. Las imágenes fueron tomadas 48 h 

después de  la cotransfección con una magnificación de 200x. 

 

Para determinar la especificidad de la inhibición se realizaron dos experimentos distintos. En uno 

se cotransfectaron células COS-7 con los plásmidos GFP-DYRK1A, el plásmido inhibidor 

pU6shDyrk1A y un tercer plásmido HA-DSCR1 que contenía un gen no relacionado, DSCR1, 

fusionado al epítopo hemaglutinina (HA). El análisis por WB demostró que el shDyrk1A inhibía 

la expresión de GFP-DYRK1A y no la del gen HA-DSCR1 (Fig. 14).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14: Inhibición específica de Dyrk1A ectópico 
(I). Western Blot de extractos proteicos procedentes 

de cotransfecciones de COS-7 (lisis y extracto 48h 

después de cotransfectar). Se plaquearon 300.000 

células por placa de 60 mm el día antes. La carga se 

realizó con 25 µg de proteína por muestra y se 

resolvió en un gel al 8 % de acrilamida. La membrana 

de nitrocelulosa se hibridó con el anticuerpo 

policlonal anti-GFP y el monoclonal anti-HA. Se 

utilizó la actina como control de carga usándose el 

anticuerpo policlonal anti-Actina. Se muestra una 

imagen representativa del WB. 1) pBSU6/GFP-

DYRK1A; 2) pBSU6/HA-DSCR1, 3) pBSU6/GFP-

DYRK1A/HA-DSCR1; 4) pU6shDyrk1A/GFP-

DYRK1A/HA-DSCR1. 
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En el segundo experimento, se cotransfectaron células COS-7 con los plásmidos GFP-DYRK1A, 

el plásmido inhibidor pU6shDyrk1A y un tercer plásmido que contenía la fusión GFP-

DYRKNH. Se testaron dos ratios distintas de pU6shDyrk1A : GFP-DYRKNH (1:1 y 2:1). Esta 

construcción codifica para una forma truncada del gen DYRK1A y carece de la secuencia diana 

para el hairpin (Fig. 15A). El análisis por WB reveló una disminución en la expresión de GFP-

DYRK1A y no en la expresión de GFP-DYRKNH, confirmando la especificidad del shDyrk1A 

para la secuencia escogida (Figura 15B).  

 

                                                                                    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 15: Inhibición específica de Dyrk1A ectópico (II). A): Esquema de las construcciones GFP-DYRK1A  y 

DYRKNH B): Western Blot a partir de extractos proteicos de cotransfecciones de células COS-7. La lisis celular y 

el extracto proteico se realizaron 48 horas después  de cotransfectar. Se plaquearon 300.000 células por placa de 

60mm el día anterior. La carga se realizó con 25 µg de proteína por muestra y se resolvió en un gel al 8 % de 

acrilamida. La membrana de nitrocelulosa se hibridó con el anticuerpo policlonal anti-GFP. Se utilizó la actina como 

control de carga usándose el anticuerpo policlonal anti-Actina. Se muestra una imagen representativa del WB. 1, 

pBSU6/GFP-DYRK1A; 2, pBSU6/DYRKNH; 3, pBSU6/GFPDYRK1A/GFPDYRKNH; 4, pU6shDyrk1A/GFP-

DYRK1A/GFP-DYRKNH; 5, pBSU6/GFP-DYRK1A/GFP-DYRKNH (2/1/1); 6, pU6shDyrk1A/GFP-

DYRK1A/GFP-DYRKNH (2/1/1). 

 

1.1.2. Inhibición de la expresión  de DYRK1A endógeno 

 

Para comprobar que el hairpin shDyrk1A inhibía la expresión del gen DYRK1A endógeno, se 

realizaron experimentos de transfección transitoria sobre células HEK293T. Se transfectaron 

células HEK293T con el plásmido vacío pBSU6 o con distintas cantidades (3µg y 6µg) del 

plásmido inhibidor pU6shDyrk1A. Mediante análisis por WB utilizando el anticuerpo primario 

anti-DYRK1A se pudo detectar una inhibición de alrededor de un 40% de  la proteína DYRK1A 

endógena en aquellas células transfectadas con pU6shDyrk1A. El efecto observado fue 

independiente de la cantidad de DNA transfectada (Fig. 16).  
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Fig 16: Inhibición de la expresión de DYRK1A endógeno. A): WB a partir de extractos 
proteicos de transfecciones de células 293T. La lisis celular y el extracto proteico se 
realizaron 48 horas después  de cotransfectar. Se plaquearon 1x106 células por placa de 
60mm el día anterior. La carga se realizó con 25 µg de proteína por muestra y se resolvió 
en un gel al 8 % de acrilamida. La membrana de nitrocelulosa se hibridó con el anticuerpo 
policlonal anti-Dyrk1A. Se utilizó la actina como control de carga usando el anticuerpo 
policlonal anti-Actina.  1) pBSU6, 2) pU6shDyrk1A (3µg), 3) pU6shDyrk1A (6µg). B): 
Cuantificación mediante densitometría de bandas de los resultados obtenidos en el WB. Los 
resultados se expresan como niveles relativos de proteína de Dyrk1A/Actina. 1) BSU6, 2) 
pU6shDyrk1A (3µg), 3) pU6shDyrk1A (6µg) 

 

1.2. Validación de AAV-shDyrk1A como inhibidor del gen DYRK1A in vitro  

 

1.2.1. Generación de dos vectores virales adenoasociados: AAV-shDyrk1A y AAV-

scDyrk1A 

 

A continuación se procedió a generar un vector viral adenoasociado que contuviera el constructo 

inhibidor y que permitiera un efecto a largo término de la inhibición de Dyrk1A y su aplicación in vivo. 

Se eligió el virus adenoasociado (AAV) debido principalmente a su probado tropismo neuronal, a su 

baja inmunogeneicidad y a la expresión duradera del transgén que se puede conseguir. El serotipo 

utilizado en este trabajo ha sido del tipo 2 (AAV-2) debido a que transduce eficientemente el núcleo 

estriado y dada la poca capacidad de transporte retrógrado que presenta dicho serotipo, lo que evita 

su difusión a otras áreas cerebrales (Burger et al., 2004). 

En colaboración con el Dr. M. Chillón y la Dra. M. Monfar, de la Unidad de Producción de Vectores 

virales del Centro de Biotecnología Animal y Terapia Génica (UPV-CBATEG) se generaron dos vectores 

virales. Un primer vector (AAV-shDyrk1A) diseñado para inhibir el gen Dyrk1A que contenía el 

constructo inhibidor shDyrk1A bajo el control del promotor U6; y un segundo vector (AAV-scDyrk1A) 

que contenía el mismo constructo pero con las bases reorganizadas al azar o “scrambled”, también 

bajo el control del promotor U6. El hecho de disponer de la secuencia 1073RI DYRK desorganizada no 

permitiría el apareamiento con el mRNA de Dyrk1A y en consecuencia no induciría su inhibición, por lo 

que podría utilizarse como secuencia control. Ambos vectores contenían además, el gen reportero de 

la luciferasa bajo el control de un promotor constitutivo como era el del citomegalovirus (CMV). Para 

evitar posibles interferencias, los promotores se clonaron en orientación inversa (Fig. 17). 
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AAV-shDyrk1A  

 

                              AAV-scDyrk1A 

 

Fig. 17: Esquema de los virus generados: AAV-shDyrk1A y AAV-scDyrk1A. Ambos 

virus contienen el gen reportero de la luciferasa bajo el control del promotor CMV. 

 

1.2.2. Evaluación de la eficiencia de transducción viral in vitro. 

 

Se evaluó la capacidad de transducción de los vectores AAV-shDyrk1A y AAV-scDyrk1A mediante 

análisis de la actividad luciferasa en dos modelos celulares, en células HEK293 y en cultivos primarios 

neuronales derivados de corteza cerebelar (CGN). Se utilizaron distintas dosis virales (MOI) para la 

infección: 50, 100 y 500 MOI. Se observó actividad luciferasa en ambos cultivos tanto si habían sido 

transducidos con el virus AAV-shDyrk1A como con el AAV-scDyrk1A. Esta actividad incrementaba a 

medida que se aumentaba la dosis de infección, observándose un claro efecto dosis dependiente. 

También se detectó que a las mismas dosis, ambos virus mostraban una actividad luciferasa similar 

tanto en células HEK293 (Fig. 17B) como en CGN (Fig. 17C) lo que daba a entender que no existían 

diferencias importantes en la infectividad. La eficiencia de infección resultó ser mayor en los cultivos 

de HEK293 con unos valores de 10000 RLUs a 500 MOI mientras que a la misma dosis, se observó 

unos valores de RLUs de 3000 en CGNs. 

A                                                                        B 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18: Eficiencia de transducción de los virus AAV-shDyrk1A y AAV-scDyrk1A in 
vitro: Cuantificación  de la actividad luciferasa en los extractos celulares correspondientes a 
HEK293 (B) y CGNs (C), respectivamente. Se sembraron 1x103 células por pocillo de 96 en 
el caso de las HEK293 y 1.25x105 células en el caso de las CGN. 24h después se 
trasndujeron a las MOI indicadas en la figura. La cuantificación se realizó 6 días post-
infección. Los valores se estandarizaron respecto a los niveles de proteína. Los resultados se 
expresan en unidades de luz/µg proteína (RLU o LU/µg proteína) y se representan como el 
promedio ± SEM de 3 experimentos independientes. 

 

1.2.3. Evaluación de la expresión de Dyrk1A tras infección con AAV-shDyrk1A y AAV-

scDyrk1A in vitro. 

 

A continuación, se analizaron los efectos de la transducción de AAV-shDyrk1A y AAV-

scDyrk1A sobre la expresión de Dyrk1A tanto en cultivos de HEK293 como en CGNs. Se 

ITR    CMV          Luciferase shDyrk1A U6ITR    CMV          Luciferase shDyrk1A U6

ITR    CMV          Luciferase scDyrk1A U6ITR    CMV          Luciferase scDyrk1A U6

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

Control 50 100 500

MOI

R
L

U
 

AAV-SC

AAV-SH

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

Control 50 100 500

MOI

R
L

U
 

AAV-SC

AAV-SH



Resultados 

 120 

infectaron las células HEK293 a distintas dosis virales (50, 100 y 500MOI) y a 500 MOI las 

CGNs. El análisis mediante WB mostró inhibición de Dyrk1A únicamente en las células 

infectadas con AAV-shDyrk1A y no en aquellas infectadas con AAV-scDyrk1A en ambos 

cultivos (Fig. 19A y B). La disminución en los niveles de Dyrk1A en células HEK293 infectadas 

con AAV-shDyrk1A fue dependiente de la dosis viral utilizada obteniéndose la mayor reducción 

a 500 MOI (Fig. 18A). Estos resultados demostraban que el virus AAV-shDyrk1A era capaz de 

reducir los niveles endógenos de Dyrk1A y no así el virus AAV-scDyrk1A.  

 

A                     B 

 

 

 

 

Fig. 19: Análisis de la expresión de Dyrk1A en cultivos infectados con AAV-
shDyrk1A y AAV-scDyrk1A. Se sembraron placas de 12 pocillos con 1x104  células/pocillo 
(HEK293) y 4.5x105 células/pocillo (CGN) el día antes. La infección se realizó utilizando 
distintas dosis virales (50, 100 y 500 MOI) de los virus AAV-shDyrk1A y AAV-scDyrk1A 
durante 6 h (HEK293) o 24 h (CGN). La lisis de los cultivos y los extractos proteicos se 
realizaron 6 días  post-infección. Inmunodetección mediante WB de la expresión de Dyrk1A 
tras infección de células HEK293 (A) o  de CGN (B). En ambos modelos celulares, se 
cargaron 30 µg de extracto proteico y se corrieron las muestras en un gel de acrilamida al 
7.5%. Se hibridó la parte superior de la membrana de nitrocelulosa con anti-Dyrk1A y la 
parte inferior con anti-Actina.  

 

1.3. Validación de AAV-shDyrk1A como inhibidor del gen DYRK1A in vivo 

 

A continuación se estudiaron los efectos de AAV-shDyrk1A y AAV-scDyrk1A in vivo tras la 

administración viral directamente en el núcleo estriado del cerebro del ratón, mediante un 

procedimiento de estereotaxia. Se escogieron las coordenadas óptimas para la inyección 

basándonos en la descripción recogida en el atlas del cerebro del ratón (Paxinos & Franklin, ver 

ap. 5.3.1 de Mat. y Met.). Las coordenadas que se eligieron fueron + 0.7 mm en el eje antero-

posterior, ± 2 mm en el eje lateral y + 3 mm en el eje dorso-ventral, tomando Bregma como 

punto anatómico de referencia. Las inyecciones se realizaron en uno o en los dos hemisferios 

cerebrales según el experimento. En todos los casos, el volumen inyectado por hemisferio fue de 

3 µl y la velocidad de inyección de 200 nl/min. La inyección por hemisferio se realizó en dos 

tiempos, la mitad del volumen (1.5 µl) se administró a 3 mm de profundidad y la mitad restante a 

2.5 mm (ver ap. 5.3.2. de Mat. y Mét.). La dosis viral total inyectada por hemisferio fue de 1 

x10
9 
gv para ambos virus. 

 

1.3.1. Evaluación de la eficiencia y la especificidad de la transducción viral in vivo tras 

inyección intraestriatal de AAVs mediante procedimiento de estereotaxia 
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En primer lugar se comprobó si como consecuencia del procedimiento de inyección y de la 

infección viral, se producían lesiones en el tejido. Para ello se inyectaron 3 µl del virus control 

AAV-scDyrk1A en el núcleo estriado de uno de los hemisferios mientras que el hemisferio 

contralateral fue inyectado con suero salino. Pasados 15 días, los animales fueron sacrificados y 

los cerebros procesados en parafina y cortados mediante microtomo (ap. 3.2.5.1. de Mat. y Mét.). 

Se seleccionaron varios cortes correspondientes al sitio de inyección y se realizó una tinción 

violeta de cresilo en todos ellos para analizar la citoarquitectura de la zona inyectada. El análisis 

microscópico reveló ausencia de daño celular o alteraciones morfológicas en los hemisferios 

inyectados, bien con suero salino o con el virus AAV-scDyrk1A (Fig. 20) 

 

A                                                    B 

 

Fig. 20: Análisis 
histológico del área de 
inyección mediante 
tinción con violeta de 
cresilo. En las imágenes 
se muestra un campo 
representativo del núcleo 
estriado del hemisferio 
inyectado con suero salino 
(A) y otro del hemisferio 

inyectado con AAV-scDyrk1A (B). Ampliación realizada a 200x. (n=3). 

 

Posteriormente, se realizaron un conjunto de experimentos dirigidos a valorar la eficiencia y 

especificidad de la transducción tras la administración de AAV-shDyrk1A y/o AAV-scDyrk1A 

en el núcleo estriado. Aprovechamos que ambos AAVs contenían el gen reportero de la 

luciferasa y utilizamos la expresión de ésta como indicador de transducción usando diferentes 

metodologías. Dos grupos de animales control fueron inyectados, uno de ellos con el virus AAV-

shDyrk1A y el otro con el virus AAV-scDyrk1A. Las inyecciones se realizaron de forma 

bilateral en el núcleo estriado utilizando las coordenadas y las condiciones mencionadas 

anteriormente. Pasados 14 días después de la infección, se analizó la presencia y en su caso, el 

origen de la fuente de luz emitida en los animales inyectados. La detección de bioluminiscencia 

en el animal vivo se realizó mediante el uso de un sistema de imagen molecular óptica in vivo 

IVIS50 (Xenogen). En todos los animales se observó presencia de luz procedente de ambos 

hemisferios y representada por halos de color tal y como muestran los imágenes de pseudocolor 

tomadas por la cámara (Fig.21A a). Dichas imágenes se hallaban superpuestas a las imágenes en 

blanco y negro de los animales, lo que nos permitía comprobar in situ la localización del área 

inyectada. Estos datos demostraban la capacidad de los virus generados de transducir in vivo y 

expresar luciferasa. El análisis de los resultados mostró que la luz detectada provenía 
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ecíficamente de la zona de inyección. Para obtener mayor indicación sobre el área concreta de 

transducción, dos animales de cada grupo fueron sacrificados 14 días postinfección y se extrajo 

su cerebro que se analizó mediante el mismo procedimiento. La bioluminiscencia detectada nos 

confirmó que la actividad luciferasa se hallaba bien focalizada en los puntos de inyección (Fig. 

21Ab). En cortes coronales y seriados de 1mm de grosor, se observó que el punto máximo de 

bioluminiscencia se hallaba localizado en la zona correspondiente al núcleo estriado y que se 

extendía unos 2 mm en el eje rostro-caudal (Fig.21Ac). A fin de poder confirmar que el área de 

expresión de luciferasa provenía del núcleo estriado, se realizó un análisis inmunohistoquímico 

de detección de luciferasa en secciones cerebrales en flotación. El análisis se realizó en animales 

qeu habían recibido AAV-scDyrk1A en uno de los hemisferios y suero salino en el hemisferio 

contralateral. Los resultados, a los 14 días postinfección revelaron la existencia de 

inmunorreactividad únicamente en el núcleo estriado correspondiente al hemisferio inyectado 

con AAV-scDyrk1A mientras que no se observó señal en el núcleo estriado del hemisferio 

contralateral inyectado con salino (Fig. 21 B).  
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Fig. 21: Evaluación de la especificidad y la eficiencia de transducción tras administración de AAVs en el 

núcleo estriado mediante análisis de la expresión de luciferasa. Los animales fueron inyectados mediante 

estereotaxia en el núcleo estriado de ambos hemisferios. A un grupo de animales les fue administrado 3 µl de AAV-

scDyrk1A o AAV-shDyrk1A en ambos hemisferios (A) mientras que a un segundo grupo se les administró 3 µl  de 

suero salino en el hemisferio izquierdo y 3 µl  de AAV-scDyrk1A en el derecho (B). A): Imágenes representativas 

de la emisión bioluminiscente. Análisis de la expresión de luciferasa in vivo usando la técnica del In Vivo Optical 

Imaging sobre el animal inyectado, (n=4) (a) o sobre un cerebro aislado (n=2) (b) y cortado en secciones de 1mm 

con el chopper (n=2) (c). Se determinó la bioluminiscencia en el animal anestesiado a día 14 post-inyección viral, 

después de administrar 16 mg/Kg de D-luciferina. Las imágenes se adquirieron manteniendo siempre los mismos 

parámetros de sensibilidad pero a distintos tiempos de exposición: 10 min (a y b) y 5 min (c). Se representan 

codificadas por colores donde el rojo indica la máxima emisión de luz y el azul la mínima emisión de luz. Unidades 

expresadas en fotones. B): Detección de la expresión de luciferasa mediante inmunohistoquímica usando un 

anticuerpo policlonal anti-Luciferasa. Imagen representativa de una sección cercana al punto de inyección. La flecha 

señala la inmunorreactividad presente en el núcleo estriado inyectado con AAV-scDyrk1A. Imagen tomada con 

ampliación de 100X. (n=2). 
 

Si bien los resultados obtenidos hasta el momento parecían indicar que la expresión de luciferasa 

se localizaba fundamentalmente en el núcleo estriado, no podíamos descartar que otras regiones 

del cerebro también se hubieran visto afectadas por la infección con los AAVs. Para contestar 

esta cuestión diseñamos unos experimentos en los que se inyectaron 3 µl del virus control AAV-

scDyrk1A en los dos hemisferios de los animales y a los 20 días post-infección se sacrificaron y 

se obtuvieron los extractos proteicos de córtex, cerebelo y las otras estructuras, además del 

núcleo estriado. La cuantificación de actividad luciferasa se realizó utilizando un luminómetro de 

tubo (ver ap. 3.3. de Mat. y Mét.). Los resultados mostraron niveles despreciables de actividad 

luciferasa en córtex, cerebelo y el resto del cerebro, mientras que en el núcleo estriado era de 

15000 RLUs. (Fig. 22). 
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Fig. 22: Evaluación de la especificidad tras administración de AAVs en el núcleo estriado mediante análisis de 

la expresión de luciferasa en distintas estructuras cerebrales. Los animales fueron inyectados mediante 

estereotaxia en el núcleo estriado con 3 µl  de suero salino en el hemisferio izquierdo y 3 µl  de AAV-scDyrk1A en 

el derecho. Cuantificación de la actividad luciferasa a partir de extractos proteicos de distintas estructuras cerebrales 

de animales sacrificados 20 días post-inyección (STR: núcleo estriado; CB: cerebelo; CO: córtex). Los resultados se 

expresan en unidades de luz/µg proteína (RLU o LU/µg proteína).  

 

 El conjunto de estos resultados indicaba que la administración de AAVshDyrk1A o de AAV-

scDyrk1A en el núcleo estriado mediante el procedimiento de estereotaxia se restringía al área de 

inyección  y ponía de manifiesto la casi nula existencia de transporte retrógrado del 

adenoasociado de serotipo 2 al hemisferio contralateral a través de la comisura, o a otras 

estructuras tal y como ya ha sido descrito (Burger et al., 2004). 

 

1.1.1. Evaluación de la persistencia de la expresión tras administración intrestriatal de 

AAV-shDyrk1A 

 

Otro aspecto fundamental a estudiar fue el análisis de la expresión de la luciferasa en los 

animales que habían recibido AAV-shDyrk1A a lo largo del tiempo. Un grupo de animales fue 

inyectado con 3 µl del virus control AAV-scDyrk1A en el núcleo estriado de los dos hemisferios 

y se monitorizó la expresión de luciferasa por bioluminiscencia en cada animal a lo largo del 

tiempo. Se observó un pico de expresión de luciferasa entre los días 11 y 15 post-infección (Fig. 

23A), y se detectó actividad hasta los 20 días después de la intervención. A partir de este punto, 

la sensibilidad de la técnica no permitía detectar actividad luciferasa. Para ello se realizó un 

experimento en paralelo y a distintos tiempos post-infección (Día 11, D20, D30, D40, D60, D90, 

D120) en los que se sacrificaban los ratones, se extraía el núcleo estriado y se cuantificaba la 

actividad luciferasa en los extractos proteicos. Se observó un pico de expresión de luciferasa 

entre los días 11 y 20 post-inyección (Fig. 21B), acorde con los resultados obtenidos con la 

técnica anterior. Entre los 30 y 60 días, se continuaba detectando importante actividad luciferasa 
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que decaía a tiempos más largos, si bien se detectó hasta pasados los 4 meses de la inyección 

viral, tiempo máximo al que llegó el estudio. 

 

A 

Fig. 23: Análisis del curso temporal 

de la actividad luciferasa tras 

administración de AAV-shDyrk1A. 

Se inyectó un grupo de animales con 3 

µl de AAV-scDyrk1A en cada 

hemisferio y se analizó la actividad de 

la luciferasa. Se utilizaron dos técnicas 

diferentes:  A): Detección de la 

bioluminiscencia en el animal vivo 

mediante Optical In Vivo Imaging a 

distintos días post-inyección (4, 11, 15 

y 20 días) después de administrar una 

dosis i.p. de 16 mg/Kg de D-

Luciferina. Imágenes representativas 

de uno de los ratones inyectados. B): 

Cuantificación de la actividad 

luciferasa a partir de extractos de 

núcleos estriados. Los animales se 

sacrificaron a distintos días post-

inyecció. Los resultados se expresan 

en RLU (LU/µg de proteína) y se 

representan como promedios ± SEM, 

n=4. 

 

 

1.1.2. Estudio del curso temporal de la inhibición de Dyrk1A tras administración 

intraestriatal  de AAV-shDyrk1A 

 

A continuación procedimos a estudiar los efectos de la administración intraestriatal de AAV-

shDyrk1A sobre la expresión de Dyrk1A a lo largo del tiempo. Este estudio se realizó en el 

modelo TgDyrk1A que sobreexpresa el gen Dyrk1A. 

 

Ratones TgDyrk1A fueron inyectados con 3 µl del virus control AAV-scDyrk1A en un 

hemisferio y 3 µl del virus inhibidor AAV-shDyrk1A en el hemisferio contralateral. Pasados 1, 

2, 3 o 4 meses post-inyección, se sacrificaron los animales, se extrajo el núcleo estriado 

correspondiente a cada uno de los hemisferios y se obtuvieron los extractos proteicos donde se 

determinaron los niveles proteicos de Dyrk1A mediante WB (Fig. 24 A). Los resultados 

mostraron que a todos los tiempos analizados existía una inhibición de la expresión de Dyrk1A 

en los hemisferios inyectados con el virus AAV-shDyrk1A con respecto a sus respectivos 

hemisferios contralaterales, inyectados con el virus control AAV-scDyrk1A. Esta inhibición se 

estimó entre un 20 y un 50% dependiendo del animal (Fig. 24B).  

 

L
U

/µ
g

0

1000

2000

3000

DAY 11 DAY 20 DAY 30 DAY 40 DAY 60 DAY 90 DAY 120

Time postinjection

RLU

3000

13000

DAY 11 DAY 20 DAY 30 DAY 40 DAY 60 DAY 90 DAY

0

1000

2000

3000

DAY 11 DAY 20 DAY 30 DAY 40 DAY 60 DAY 90 DAY 120

Time postinjection

RLU

3000

13000

DAY 11 DAY 20 DAY 30 DAY 40 DAY 60 DAY 90 DAY

D4 D11 D15 D20D4 D11 D15 D20

B 



Resultados 

 126 

A 

 

 

 

 

 

B 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 24: Estudio de la expresión de Dyrk1A in vivo a distintos tiempos tras administración viral en el núcleo 
estriado. Se inyectaron 8 animales con 3 µl de AAV-shDyrk1A en un hemisferio y con 3 µl de AAV-scDyrk1A en 
el hemisferio contralateral y fueron sacrificados a distintos tiempos post-inyección (1, 2, 3 y 4 meses) a razón de 2 

animales por punto estudiado. A): Análisis mediante WB de los niveles proteicos de Dyrk1A a los distintos tiempos. 
Se muestran los resultados correspondientes a 1 animal por punto. Se cargaron 80 µg de proteína por muestra y 

fueron resueltos en un gel al 7.5% de acrilamida. La membrana de nitrocelulosa fue hibridada con el anticuerpo 

policlonal anti-Dyrk1A. Se utilizó la actina como control de carga usando para su detección el anticuerpo policlonal 

anti-Actina. B): Cuantificación mediante densitometría de bandas de los resultados obtenidos en el WB 
correspondientes a todos los animales. Los resultados se expresan como niveles relativos de proteína de 

Dyrk1A/Actina. 
 
 

Para determinar la magnitud de la reducción de Dyrk1A en TgDyrk1A en relación con los 

valores basales de animales control, se diseñó un nuevo experimento. Ratones TgDyrk1A 

recibieron bien AAV-shDyrk1A (grupo 1), bien AAV-scDyrk1A (grupo 2) mediante inyección 

en el núcleo estriado. Un grupo de ratones control (grupo 3) recibió únicamente solución salina. 

Los animales se mantuvieron 8 meses al final de los cuales fueron sacrificados. El análisis 

mediante WB de la expresión de Dyrk1A de los extractos proteicos obtenidos a partir de los 

estriados inyectados mostró una reducción de la sobreexpresión de Dyrk1A en los ratones 

TgDyrk1A inyectados con AAV-shDyrk1A al comparar con aquellos inyectados con el virus 

control AAV-scDyrk1A. La reducción de los niveles proteicos de Dyrk1A obtenida era similar a 

la expresión endógena de Dyrk1A en los animales control inyectados con salino (Fig. 25). 
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Fig. 25: Estudio a largo plazo de la inhibición de Dyrk1A in vivo tras administración viral en el núcleo 
estriado. Se inyectaron varios grupos de animales con distintos tratamientos (grupo/tratamiento): TgDyrk1A/AAV-
shDyrk1A, TgDyrk1A /AAV-scDyrk1A, controles/salino. La inyección se realizó de forma bilateral en ambos 

hemisferios siendo el volumen inyectado de 3 µl/hemisferio. Los animales se sacrificaron 8 meses después de la 

inyección A): Análisis mediante WB de los niveles proteicos de Dyrk1A. Se muestra una imagen representativa con 
los resultados correspondientes a 1 animal de cada grupo. Se cargaron 80 µg de proteína por muestra y fueron 

resueltos en un gel al 7.5% de acrilamida. La membrana de nitrocelulosa fue hibridada con el anticuerpo policlonal 

anti-Dyrk1A. Se utilizó la actina como control de carga usando para su detección el anticuerpo policlonal anti-

Actina. B): Cuantificación mediante densitometría de bandas de los resultados obtenidos en el WB. Los resultados 
se representan como la media ± SEM, n=4. 

 

El conjunto de estos resultados demostró que la inyección de AAV-shDyrk1A en el núcleo 

estriado de TgDyrk1A provocaba una reducción en los niveles de Dyrk1A observando niveles 

similares a los de los animales control. Este efecto se detectó hasta al menos 8 meses post-

inyección. 

 
3.5. Estudio de los efectos en el fenotipo motor del modelo murino TgDyrk1A tras 

administración intraestriatal de AAV-shDyrk1A y su repercusión sobre la expresión de las 

subunidades del receptor NMDA. Validación de Dyrk1A como diana terapéutica. 

 

Como ya hemos descrito anteriormente, el modelo transgénico TgDyrk1A presenta claras 

alteraciones en varios procesos motores. El núcleo estriado participa en el control de procesos 

motores, en concreto en la iniciación y control del movimiento tanto voluntario como automático 

(Nakano et al., 2000; Groenewegen, 2003; Grillner et al., 2005) por lo que nos propusimos 

estudiar si la inhibición de Dyrk1A mediante la inyección estriatal de AAV-shDyrk1A sería 

capaz de corregir el fenotipo motor de TgDyrk1A.  

 

3.5.1. Estudio de las consecuencias en las alteraciones motoras presentes en el modelo 

TgDyrk1A tras administración viral de AAV-shDyrk1A en el núcleo estriado 

 

Se distribuyeron a los animales en 4 grupos. Un grupo de ratones control a los que se administró 

suero salino y tres grupos de ratones transgénicos: un primer grupo que recibió suero salino, un 
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segundo grupo tratado con el virus AAV-shDyrk1A, y un tercer grupo inyectado con el virus 

control AAV-scDyrk1A. Se utilizó el procedimiento de estereotaxia para la inyección 

intraestriatal que se realizó de forma bilateral (en ambos hemisferios) (ver ap. 5.3. de Mat. y 

Mét.). La cantidad de virus administrado por hemisferio fue de 1x10
9 
partículas virales (pv) en 

un volumen de 3 µl. En todos los experimentos los animales utlizados fueron machos que tenían 

entre 2 a 3 meses de edad en el momento de la intervención.  

 

3.5.1.1. Hiperactividad. Test de actimetría. 

 

Se randomizaron los animales en los 4 grupos de estudio (Wt/salino, TgDyrk1A/salino, 

TgDyrk1A/AAV-shDyrk1A y TgDyrk1A/AAV-scDyrk1A) y se realizó el test en todos ellos (ver 

esquema  Fig. 29A) 1 semana antes de la administración del tratamiento (IR PREOP). Tal y 

como habíamos visto anteriormente se observó la hiperactividad de los animales transgénicos 

TgDyrk1A (ANOVA, *p=0.031) (Fig. 29B). A los dos meses después de la intervención, se 

volvió a aplicar el test observándose que la hiperactividad se mantenía en los grupos de animales 

transgénicos inyectados con salino o con el virus control AAV-scDyrk1A mientras que el grupo 

que recibió el virus AAV-shDyrk1A presentaba reducida su actividad, observándose diferencias 

ignificativas al comparar los grupos de animales transgénicos inyectados con salino y AAV-

shDyrk1A (ANOVA, *p=0.05) (Fig. 29B). Se repitió el test a los 4 meses observando que el 

grupo de animales transgénicos inyectados con AAV-shDyrk1A presentaban niveles de actividad 

reducida respecto de los grupos transgénicos inyectados con salino (ANOVA, *p=0.032)  o 

AAV-scDyrk1A (ANOVA, **p=0.006). Esta reducción de la actividad resultó significativa al 

comparar con los niveles presentados por el mismo grupo transgénico 1 semana antes del 

tratamiento con AAV-shDyrk1A (ANOVA, *p=0.02) observándose unos valores similares a los 

de los animales control (Fig. 29B). 

 

Estos resultados mostraban pues que los animales TgDyrk1A inyectados con el virus AAV-

shDyrk1A en el núcleo estriado presentaban una reducción en la hiperactividad alcanzando 

niveles similares a los de los animales control y que dicho efecto se mantenía como mínimo 

hasta los 4 meses post-inyección. 
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Fig.29: Análisis de la actividad horizontal en animales adultos TgDyrk1A tras administración intraestriatal 
de AAV-shDyrk1A. A) Esquema temporal de la aplicación del test antes y después de la operación mediante 
estereotaxia. B) Gráfico mostrandolos datos relativos a distancia total en cm recorrida en 24h. El test (IR, infrared) 
se realizó 1 semana antes de la inyección (IR preop) y a dos momentos post-inyección: a 2 y a 4 meses (IR Mes 2, 

IR Mes 4). Los animales se randomizaron en 4 grupos (tratamiento): Wt (salino) (n=14), TgDyrk1A (salino, n=14), 

TgDyrk1A (AAV-shDyrk1A, n=14), TgDyrk1A (AAV-scDyrk1A, n=14). La inyección se realizó mediante 

procedimiento estereotáxico en el núcleo estriado de forma bilateral. El volumen inyectado fue de 3 µl/hemisferio y 

la cantidad de virus de 10
9 
pv/hemisferio. Los datos se expresan en promedios ± SEM. Diferencias entre 

tratamientos (ANOVA, *p< 0.05, **p<0.01). 

 

3.5.1.2. Alteraciones en coordinación motora. Test de la cinta giratoria sinfín. 

 

El test de la cinta giratoria sinfín se realizó con algunas variaciones en dos experimentos 

independientes. En el primero se aplicó el test en tres ocasiones: 2 semanas antes, 1 mes  y 3 

meses después de la operación.  En el segundo, únicamente se realizó el experimento a los 4 

meses de la intervención (ver esquema Fig.30A). 

 

En el primer experimento, una vez randomizados los animales en los 4 grupos de estudio 

(Wt/salino, TgDyrk1A/salino, TgDyrk1A/AAV-shDyrk1A y TgDyrk1A/AAV-scDyrk1A), se 

realizó la prueba antes de la intervención (TM PREOP) utilizando condiciones estándar (ap. 

2.5.1.2. Resultados). Los resultados volvieron a poner de manifiesto la existencia de alteraciones 

en coordinación motora de los animales TgDyrk1A observándose que los animales transgénicos 

recibían un mayor número de shocks comparado con los animales control, siendo las diferencias 

entre genotipos estadísticamente significativas (**p=0.002, ANOVA) (Fig. 30B). Al aplicar el 
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test 1 mes después de la operación utilizando las condiciones estándar, se observó cierto grado 

de habituación por parte de los animales, lo cual no permitió detectar diferencias entre genotipos. 

En vista de estos resultados, decidimos aumentar el nivel de dificultad del test (velocidad: 60 

cm/s; pendiente: 40º de inclinación). Aplicando estas condiciones, se observó que los animales 

transgénicos inyectados con AAV-shDyrk1A recibían un  menor número de shocks respecto a 

los otros grupos transgénicos inyectados bien con salino o con el virus control AAV-scDyrk1A. 

Estas diferencias resultaron ser significativas (*p=0.032; *p=0.016, ANOVA; comparando con 

el grupo TGSAL y TGSC respectivamente). Esta reducción en el número de shocks recibidos 

alcanzó unos valores similares a los detectados en los animales control (Fig. 30C). Cuando se 

volvió a someter a los animales al test 3 meses de la inyección, se utilizaron las condiciones 

estándar de nuevo y se observó un menor número de shocks recibidos por el grupo transgénico 

tratado con AAV-shDyrk1A con respecto a los otros grupos transgénicos inyectados bien con 

salino, o con AAV-scDyrk1A, alcanzando niveles similares a los del grupo control (Fig. 30 D). 

 

En el segundo experimento, se realizó el test una vez, a los 4 meses de la intervención y se 

aplicaron las condiciones forzadas (60 cm/s; 40º) utilizadas en el anterior experimento. Se 

observó que los ratones transgénicos inyectados bien con salino, bien con AAV-scDyrk1A, 

recibían un alto número de shocks mientras que los animales transgénicos a los que se les había 

administrado el virus AAV-shDyrk1A recibieron un menor número de shocks (*p=0.043; 

*p=0.033, ANOVA; comparando con el grupo TGSAL y TGSC respectivamente) y que era 

similar al recibido por los animales control (Fig. 30D). 

 

Todos estos resultados sugerían que la inhibición de la sobreexpresión de Dyrk1A en el núcleo 

estriado de los animales transgénicos llevaba consigo una mejoría en la coordinación motora de 

dichos animales. Este efecto de corrección motora se mantuvo hasta los 4 meses post-inyección 

que duró el estudio. 
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Fig. 30: Análisis de la coordinación motora en animales adultos TgDyrk1A tras administración intraestriatal 
de AAV-shDyrk1A. Test de la cinta giratoria sinfín. Se realizaron 2 experimentos independientes. Los animales se 
randomizaron en 4 grupos (tratamiento): Wt (salino), TgDyrk1A (salino, AAV-shDyrk1A, AAV-scDyrk1A). La 

inyección se realizó mediante procedimiento estereotáxico en el núcleo estriado de forma bilateral. El volumen 

inyectado fue de 3 µl/hemisferio y la cantidad de virus de 10
9 
pv/hemisferio.  A) Esquema temporal del primer 

experimento. B,C,D): Datos correspondientes al primer experimento: antes de la operación (Preop) (B), 1 mes (TM 
Mes 1) (C) y 3 meses post-inyección (TM Mes 3) (D). Protocolo consistente en:  2 sesiones de aprendizaje (5cm/s; 
0º) y 4 sesiones de dificultad creciente (10, 20, 30, 40 cm/s; 20º) (B y D); una sesión de aprendizaje (10cm/s; 40º) y 
una sesión en condiciones forzadas (60 cm/s; 40º) (C).  Se muestran los datos relativos al número de shocks 
recibidos por cada grupo. (n=6/grupo). Los datos se expresan en promedios ± SEM. Diferencias entre genotipos y/o 

tratamientos (**p<0.005, *p<0.05, ANOVA).E) Esquema temporal del segundo experimento. F) Datos 
correspondientes al segundo experimento y analizados 4 meses post-inyección (TM Mes 4). Protocolo consistente 

en una sesión de aprendizaje (10cm/s; 40º) y una sesión en condiciones forzadas (60 cm/s; 40º). Se muestran los 

datos relativos al número de shocks recibidos por cada grupo. (n=7/grupo). ). Los datos se expresan en promedios ± 

SEM. Diferencias entre tratamientos (*p<0.05, ANOVA). 
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3.5.1.3. Alteraciones en la integración sensorimotora. Test del reflejo del sobresalto. 

 

Los animales fueron randomizados en  4 grupos de estudio(Wt/salino, TgDyrk1A/salino, 

TgDyrk1A/AAV-shDyrk1A y TgDyrk1A/AAV-scDyrk1A) y sometidos al test en distintos 

momentos (ver esquema Fig. 31A): 1 semana antes de la administración del tratamiento (PPI 

PREOP) y pasados 2, 3 y 4 meses de la inyección (PPI 2M, PPI 3M, PPI 4M).  

El primer test reveló la tendencia ya vista con anterioridad de los animales control a presentar un 

mayor porcentaje de inhibición mediado por prepulso respecto a los animales TgDyrk1A. Este 

efecto se observó a todas las intensidades de prepulso utilizadas, si bien las diferencias no 

llegaron a ser significativas en ninguno de los puntos (Fig. 31B, PREOP). Al repetir la prueba 2 

meses después de la inyección, se observó una mejoría en la respuesta por parte del grupo 

transgénico inyectado con AAV-shDyrk1A llegando a presentar los valores más altos de 

inhibición. A intensidades bajas de prepulso, las diferencias eran estadísticamente significativas 

a 74 db (TG SH vs TG SC; *`p=0.03, ANOVA), a 78 db (TG SH vs TG SC; **p=0.008, 

ANOVA) y a 82 db (TG SH vs TG SC; *p=0.044, ANOVA) (Fig. 31B, 2M POSTOP). Las 

diferencias entre el resto de grupos no fueron significativas en ninguna de las intensidades 

analizadas (Fig. 31B, 2M POSTOP). Esta mejoría en la respuesta inhibitoria mediada por 

prepulso por parte del grupo transgénico tratado con el virus AAV-shDyrk1A se mantuvo, como 

mínimo, hasta los 4 meses de la intervención. En este punto, se observaron diferencias 

significativas con respecto al grupo transgénico que había recibido AAV-scDyrk1A a las 

intensidades de 74 y 86 db (*p=0.035, *p=0.04, ANOVA) (Fig. 31B, 4M POSTOP). 

 

El estudio de la respuesta de cada uno de los grupos a lo largo del tiempo reveló que el único 

grupo que presentó algún cambio significativo en la realización de la prueba fue el grupo de 

animales transgénicos tratados con el virus AAV-shDyrk1A. Esta mejoría resultó significativa 

pasados 2 y 4 meses post-inyección cuando se aplicaba la intensidad de 78 db. (*p=0.018, 

*p=0.042, ANOVA) (Fig. 31C). 

 

Estos resultados indicaban que la reducción de la expresión de Dyrk1A en el núcleo estriado del 

ratón TgDyrk1A conducía a una mayor respuesta inhibitoria mediada por un prepulso, indicativo 

de una mejoría en las vías de integración sensoriomotora. 
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Fig.31: Análisis de la inhibición mediada por prepulso (PPI) en animales adultos TgDyrk1A tras 
administración intraestriatal de AAV-shDyrk1A. Test del reflejo del sobresalto. A) Esquema temporal de la 
aplicación del test. Los animales se randomizaron en 4 grupos (tratamiento): Wt (salino), TgDyrk1A (salino, AAV-

shDyrk1A, AAV-scDyrk1A). La inyección se realizó mediante procedimiento estereotáxico en el núcleo estriado de 

forma bilateral. El volumen inyectado fue de 3 µl/hemisferio y la cantidad de virus de 10
9 
pv/hemisferio. Se 

muestran los datos relativos a la respuesta de sobresalto de los animales a un pulso mediada por la acción de un 

prepuslo. Tanto el pulso como el prepulso son estímulos acústicos cuyas unidades vienen referidas en decibelios 

según su intensidad (db) (intensidad del pulso: 120 db; intensidades de prepulso: 74, 78, 82, 86, 90 db). A):  
Representación de los resultados comparando los distintos grupos tratados en cada uno de los tiempos de realización 

del test (PREOP: preoperatorio; 2M, 3M, 4M POSTOP: 2 meses, 3 meses, 4 meses post-operación). B): 
Representación de los resultados comparando cada uno de los grupos a lo largo del tiempo (WT: controles 

inyectados con salino; TG-SAL: TgDyrk1A inyectados con salino; TG-SH: TgDyrk1A inyectados con AAV-

shDyrk1A; TG-SC: TgDyrk1A inyectados con AAV-scDyrk1A. Datos expresados como porcentajes de inhibición y 

se representan como promedios ± SEM (PREOP: Wt: n=8, Tg: n=24; POSTOP: n=8/grupo). (*p<0.05, ANOVA). 
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3.5.2. Estudio de la expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato tras 

administración intraestriatal de AAV-shDyrk1A 

 

En este trabajo hemos observado que los ratones TgDyrk1A presentan una desregulación en la 

expresión de las subunidades del receptor NMDA de glutamato en ciertas áreas responsables de 

procesos motores como son el cerebelo y el núcleo estriado. En base a ello decidimos estudiar si 

la inyección en el núcleo estriado del virus AAV-shDyrk1A podría afectar a la expresión de 

dichas subunidades. Se inyectaron animales con el virus AAV-shDyrk1A en el estriado de uno 

de los hemisferios y con el virus control AAV-scDyrk1A en el contralateral. Se analizó mediante 

WB la expresión de las subunidades NR2A y NR1 así como la expresión de Dyrk1A a distintos 

tiempos post-inyección: 3, 4 y 6 meses. Se observó de nuevo una reducción de la expresión de 

Dyrk1A en los hemisferios inyectados con el virus AAV-shDyrk1A y a todos los tiempos 

analizados (Fig. 32A). Se detectó también una reducción en los niveles proteicos de NR2A en 

dichos hemisferios en todos los tiempos (Fig. 32A). La expresión de la subunidad NR1 sólo fue 

analizada a los 6 meses post-inyección, observándose también una reducción en los hemisferios 

inyectados con AAV-shDyrk1A (Fig. 32A). Para descartar posibles efectos inespecíficos, se 

utilizó un marcador neuronal  como era la sinaptofisina no observándose cambios en sus niveles 

proteicos en ninguno de los grupos de estudio. 

 

A              B 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 32: Estudio de la expresión de las subunidades NR2A y NR1 del receptor NMDA de glutamato a distintos 
tiempos tras administración viral en el núcleo estriado. Se inyectaron 6 animales con 3 µl de AAV-shDyrk1A en 
un hemisferio y con 3 µl de AAV-scDyrk1A en el hemisferio contralateral y fueron sacrificados a distintos tiempos 

post-inyección (3, 4 y 6 meses) a razón de 2 animales por punto estudiado. A): Análisis mediante WB de los niveles 
proteicos de Dyrk1A y NR2A a los distintos tiempos post-inyección analizados. B): Análisis mediante WB de los 
niveles proteicos de NR2A y NR1 6 meses post-inyección. A y B: Se muestran los resultados correspondientes a 1 
animal por punto. Se cargaron 80 µg de proteína por muestra y fueron resueltos en un gel al 7.5% de acrilamida. Las 

membrana de nitrocelulosa fueron hibridadas con los anticuerpos policlonales anti-Dyrk1A, anti-NR1 y anti-NR2A. 

Se utilizó la actina como control de carga usando para su detección el anticuerpo policlonal anti-Actina. 
 

Estos resultados indicaban que la expresión de las subunidades NR2A y NR1 del receptor 

NMDA de glutamato estaba modulada, de manera directa o indirecta, por Dyrk1A.
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DISCUSION 

 

 

 

 

 

El síndrome de Down cursa con gran variedad de manifestaciones y presenta como alteración 

principal el retraso mental. Entender las alteraciones neurobiológicas subyacentes es una tarea 

complicada debido en parte, a la heterogeneidad fenotípica existente en los individuos con SD. El 

posible tratamiento de dichas alteraciones supone un reto para clínicos y científicos, aunque hay 

cada vez más evidencias para considerar el potencial del cerebro con SD para la intervención 

terapéutica en el futuro. Para ello es necesario profundizar en el estudio de la patogénesis del SD y 

determinar dianas a la hora de desarrollar estrategias terapéuticas. 

 

El presente trabajo se ha centrado en validar al gen DYRK1A como diana terapéutica en un 

paradigma de sobreexpresión como es el modelo murino transgénico TgDyrk1A. Para ello se ha 

puesto a punto una estrategia para reducir in vivo la expresión de Dyrk1A de los ratones 

transgénicos TgDyrk1A y se han estudiado los efectos derivados de dicha reducción sobre el 

fenotipo motor en el animal adulto. 

 

Desarrollo de una estrategia de terapia génica para reducir la expresión de Dyrk1A en el 

modelo TgDyrk1A  

 

La estrategia utilizada para reducir de forma específica la expresión del gen se ha basado en un 

mecanismo conocido como RNA de interferencia (RNAi). Al inicio de este trabajo, éste se presentó 

como la herramienta más eficaz de silenciamiento génico frente a otras alternativas existentes como 

eran los ribozimas o los oligonucleótidos antisentido. Uno de los puntos importantes para el uso del 

RNAi es el diseño de la secuencia que ha de hibridarse con su mRNA diana evitando causar efectos 

inespecíficos, tales como unirse a otros mRNAs. Recientemente se ha descrito que el 

reconocimiento parcial de secuencias en las regiones 3’UTR de los mRNAs es suficiente para la 

unión de la secuencia inhibidora y la posterior activación de la vía de silenciamiento (Birmingham 

et al., 2006; Jackson et al., 2006). En el momento de empezar este trabajo, aún no se había descrito 

ningún efecto inespecífico asociado al RNAi así que se eligieron las secuencias diana y se 

generaron los distintos constructos siguiendo las directrices imperantes en aquel momento (Elbashir 

et al., 2001). Desde un principio, se decidió utilizar RNAs en conformación hairpin (shRNAs) lo 

que permitiría la aplicación de la técnica in vivo mediante el uso de un vector viral y conseguir así 

un silenciamiento estable y a largo plazo. El uso de AAVs permite conseguir una expresión del 
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transgén estable y a largo plazo. Además, presentan un tropismo neuronal y son poco 

inmunogénicos, lo cual los hace muy atractivos para su uso in vivo. El serotipo elegido fue el de 

tipo 2 (AAV-2) ya que era el mejor caracterizado y el más utilizado en ensayos en terapia génica 

con AAVs en aquel momento (Xu et al., 2001). Además, en varios estudios se había demostrado su 

eficiencia en la transducción del núcleo estriado (Tenenbaum et al., 2000; Hadaczek et al., 2004) 

con muy poca o nula capacidad de transporte retrógrado a otras áreas (Chamberlin et al., 1998; 

Wang et al., 2005) y con una persistencia de la expresión del transgén que podía llegar hasta los 18 

meses post-inyección (Sondhi et al., 2005). Características todas ellas de gran importancia para la 

estrategia desarrollada en el presente trabajo. La vía de administración para el estudio in vivo 

utilizada en este trabajo ha sido la inyección local en el núcleo estriado mediante un procedimiento 

estereotáxico. Este método aunque invasivo, permite una gran especificidad en aquellos casos en los 

que interese limitar el radio de acción a un punto o una estructura concreta, además de mostrar una 

gran reproducibilidad en los resultados (Cetin et al., 2006). Mediante este procedimiento se ha 

conseguido un área máxima de transducción viral focalizada en el núcleo estriado y que abarca unos 

2 mm en el eje rostrocaudal, similar a lo descrito en otros estudios en donde se estiman unos 

volúmenes de transducción de entre 1.2 - 2 mm
3  
(Burger et al., 2004; Taymans et al., 2007). La 

ausencia de transporte retrógrado ha quedado de manifiesto tras observar unos niveles despreciables 

de actividad luciferasa en otras áreas cerebrales, tal y como se descrito en otros trabajos en los que 

se utiliza el AAV-2 (Burger et al., 2004; Taymans et al., 2007), indicando que el efecto mediado por 

AAV-shDyrk1A quedaba limitado al núcleo estriado. El análisis de la expresión de Dyrk1A tras la 

administración intraestriatal de AAV-shDyrk1A en animales TgDyrk1A ha evidenciado la 

funcionalidad del virus generado, observándose una reducción persistente de la expresión de la 

proteína hasta los 8 meses post-inyección. Estos resultados ayudaron a definir el marco temporal 

para  el estudio de corrección fenotípica llevado a cabo en el modelo TgDyrk1A.  

 

El uso de la terapia génica con vectores virales basada en el RNAi ha demostrado previamente su 

efectividad en el contexto de las enfermedades del SNC con fenotipo motor. Se han descrito varios 

estudios realizados sobre modelos preclínicos en los que se demuestra la reducción o el 

silenciamiento de alelos mutantes con la posterior corrección de alteraciones motoras en modelos 

preclínicos de enfermedades como la ataxia espinocerebelar de tipo I (Xia et al., 2004), la esclerosis 

lateral amiotrófica (Ralph et al., 2005; Raoul et al., 2005), Huntington (Harper et al., 2005), 

Alzheimer (Singer et al., 2005) o Parkinson (Sapru et al., 2006). En la mayor parte de estos trabajos, 

la estrategia desarrollada está dirigida al silenciamiento de alelos mutantes por lo que interesa la 

inhibición total del transcrito diana. Sin embargo, la estrategia desarrollada en este trabajo se ha 

encaminado a reducir la sobreexpresión proteica de Dyrk1A y alcanzar los valores propios de 

animales control, es decir sin silenciar totalmente la expresión del gen ya que esto podría ser 
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deletéreo para las células y tener un efecto nocivo para los animales tratados. Esto supone un reto 

debido a la existencia de un umbral terapéutico en cuyos límites es efectiva la estrategia planteada y 

fuera de los cuales, ésta se muestra ineficaz o tóxica. En este trabajo, no se ha analizado el grado de 

inhibición de la expresión de Dyrk1A por célula en el núcleo estriado de los animales tratados 

debido a la falta de una técnica adecuada para ello. El hecho de que el análisis histológico de 

secciones correspondientes al área inyectada no revelara alteraciones celulares junto con los 

resultados obtenidos en las pruebas conductuales postoperatorias sugieren la ausencia de efectos 

negativos debidos a una depleción de Dyrk1A. Sin embargo no se descarta que aquellas neuronas 

más próximas al lugar de la inyección contengan unos niveles por debajo del umbral terapéutico de 

Dyrk1A debido a una mayor transducción viral. Sin embargo, este efecto no deseado de 

silenciamiento se diluiría conforme nos alejamos del punto de inyección, estableciéndose un 

gradiente decreciente de inhibición de Dyrk1A. Así, la ausencia de Dyrk1A en un pequeño número 

de neuronas se vería compensada por una expresión normalizada en un gran número de ellas, lo 

cual no tendría ninguna repercusión funcional negativa. Hay que tener en cuenta que el núcleo 

estriado es una estructura que presenta gran homogeneidad estructural si bien se ha sugerido la 

existencia de cierta compartimentalización en el eje dorsoventral asociada a un gradiente de 

densidad de terminales dopaminérgicos (Wickens et al., 2007). Esta distinción entre estriado dorsal 

y ventral se ha asociado con diferente funciones. Así, se ha descrito que la parte dorsal estaría 

implicada más bien en la ejecución motora mientras que la parte ventral iría asociada al aprendizaje 

(Atallah et al., 2007). En nuestro trabajo, la inyección viral se realizaba de tal modo que se repartía 

el volumen en dos puntos separados de 0.5 mm en el mismo eje dorsoventral, abarcando tanto la 

parte ventral como la dorsal del núcleo estriado. Esto nos aseguraba un efecto en los distintos 

procesos motores que se hallaban estructuralmente compartimentalizados. 

 

La respuesta terapéutica también puede modularse mediante otros parámetros como la dosis viral 

inyectada, el promotor o el serotipo utilizados y la eficacia de la secuencia inhibidora diseñada. En 

este trabajo, el uso de un AAV de serotipo 2, el cual presenta un grado de difusión limitado, la dosis 

viral de 10
9
 partículas virales por inyección, el uso del promotor U6 y una secuencia inhibidora 

eficiente han resultado ser condiciones adecuadas para obtener un efecto dentro del umbral 

terapéutico. Peviamente, únicamente un estudio ha descrito efectos terapéuticos tras la 

normalización (y no silenciamiento) de los niveles de una determinada proteína mediante la técnica 

del RNA de interferencia en el SNC. En este estudio el objetivo consistía en reducir la expresión 

endógena de la ß-secretasa BACE1 en un modelo transgénico de sobreexpresión de APP mediante 

inyección en el hipocampo de lentivirus portadores de shRNAs contra BACE1. Los resultados 

mostraron una reducción de la deposición amiloide y una mejoría significativa en procesos como la 
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memoria y el aprendizaje, indicando un grado de reducción de la expresión de BACE1 dentro del 

umbral terapéutico (Singer et al., 2005).  

 

Cambios en la expresión de Dyrk1A influyen en el fenotipo motor 

 

1. El incremento en la expresión de Dyrk1A produce alteraciones motoras 

 

Hay muchas evidencias que implican a Dyrk1A en las alteraciones motoras. Por un lado, la 

caracterización conductual de los ratones TgDyrk1A realizada en nuestro laboratorio reveló ciertas 

alteraciones motoras en los animales como son una hiperactividad moderada bajo condiciones 

aversivas, déficits en coordinación motora, alteraciones en el aprendizaje motor y en la 

organización del comportamiento locomotor (Altafaj et al., 2001; Martinez de Lagran et al., 2004). 

En el presente trabajo, se ha observado un fenotipo hiperactivo de los animales TgDyrk1A bajo 

condiciones no aversivas y por primera vez se ha detectado la existencia de alteraciones en el 

mecanismo de inhibición mediada por prepulso en dicho modelo, lo que pone de manifiesto déficits 

en las vías de integración sensoriomotora (Campbell et al., 2007). Se ha descrito la presencia de 

estos déficits en pacientes con esquizofrenia (Van den Buuse et al., 2003) y han demostrado ser de 

gran importancia en la patofisiología de las alteraciones motoras presentes en enfermedades como 

Parkinson o Huntington (Abbruzzese and Berardelli, 2003). Todos estos resultados conductuales se 

correlacionan con el patrón de expresión de Dyrk1A en el cerebro de ratones transgénicos adultos, 

en donde la mayor inmunorreactividad detectada procede de áreas motoras específicas como el 

cerebelo o diversos núcleos motores (Altafaj et al., 2001). Por otro lado, también se ha detectado la 

presencia de alteraciones motoras en otros modelos de sobreexpresión de Dyrk1A como 

hiperactividad durante el desarrollo del ratón YAC152F7tel (Branchi et al., 2004) o hiperactividad y 

problemas de coordinación motoras en el modelo trisómico Ts65Dn  (Escorihuela et al., 1995; 

Coussons-Read and Crnic, 1996; Costa et al., 1999). Mientras, en el modelo murino 

haploinsuficeinte para Dyrk1A se detectó una marcada hipoactividad y ciertas alteraciones en el 

control motor (Fotaki et al., 2002; Fotaki et al., 2004). En individuos con SD, la disfunción motora 

es una de las alteraciones más frecuentes. Desde etapas tempranas, los niños con SD presentan un 

retraso en el desarrollo locomotor y déficits en el control postural (Vicari, 2006). También se han 

descrito problemas de coordinación motora posiblemente debidos a una incapacidad de modular la 

intensidad de activación de las motoneuronas (Latash and Corcos, 1991; Latash and Anson, 2006). 

Además, en algunos casos se ha detectado hiperactividad (Pueschel et al., 1991; Stores et al., 1998). 

 

Uno de los sustratos anatómicos responsables del control motor que podría estar afectado en el 

modelo TgDyrk1A es el núcleo estriado. Dicha estructura, incluida dentro de los denominados 
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ganglios basales,  desempeña un papel crucial en el control de la actividad motora a través del eje 

cortico-striato-palidal (córtex motor-núcleo estriado-globo pálido) y se le considera clave para que 

pueda darse una correcta ejecución motora (Chan et al., 2005; Tachibana et al., 2008). Además se le 

atribuye un importante papel en la adquisición del aprendizaje motor (Hallett et al., 2006; Popescu 

et al., 2007). Se ha visto que alteraciones en las aferencias dopaminérgicas del núcleo estriado 

causadas por la degeneración de las neuronas de las substantia nigra es la causa principal de los 

síntomas de la enfermedad del Parkinson entre los que se incluyen el temblor, la rigidez, la 

bradiquinesia o alteraciones del equilibro y la coordinación (Hammond et al., 2007). Estos datos 

llevaron a pensar que la sobreexpresión de Dyrk1A en el núcleo estriado podría ser contribuyendo a 

la  aparición de las alteraciones motoras presentes en el modelo. Así pues, en este trabajo se ha 

elegido dicha estructura como diana para estudiar los efectos derivados de reducir la expresión de 

Dyrk1A en el fenotipo motor de los animales transgénicos. 

 

 

2. La reducción de la expresión de Dyrk1A corrige las alteraciones motoras de TgDyrk1A  

 

La administración intraestriatal del virus AAV-shDyrk1A en los ratones TgDyrk1A adultos ha dado 

lugar a la corrección de ciertas alteraciones motoras. En concreto, se ha observado una reducción de 

la hiperactividad llegando a detectarse valores similares a los de los ratones control, una notable 

mejoría en los déficits de coordinación motora, y por último, un aumento de la respuesta inhibitoria 

mediada por un prepulso, indicativo de una mejoría en las vías de integración sensoriomotora. Estos 

efectos de corrección fenotípica se detectaron al menos hasta los 4 meses post-inyección que duró el 

estudio. La persistencia de la corrección de los déficits en coordinación motora al menos hasta los 4 

meses ha sido descrito también en otro estudio en el que se administran AAV-1 en el núcleo 

estriado y en el cerebelo de un modelo murino de la enfermedad de Huntington (Harper et al., 

2005). Teniendo en cuenta que se ha observado una reducción de Dyrk1A se mantenía al menos 

hasta los 8 meses después de la administración de AAV-shDyrk1A, sería posible que los efectos de 

corrección fenotípica pudieran mantenerse un periodo más largo. Otro aspecto de gran interés en el 

presente trabajo deriva del hecho de corregir alteraciones presentes desde el neurodesarrollo 

mediante una dosis aguda de AAV-shDyrk1A realizada en el animal adulto. Existen muchas 

evidencias del papel de Dyrk1A en el neurodesarrollo, concretamente en procesos de proliferación y 

diferenciación neuronal (Dierssen and de Lagran, 2006) pero poco se sabe de sus funciones en el 

adulto. Los resultados de este trabajo apuntan a un papel relevante de Dyrk1A en la fisiología del 

SNC adulto, sugerido anteriormente a raiz de los análisis de expresión realizados sobre el cerebro 

adulto tanto murino (Okui et al., 1999; Marti et al., 2003) como humano (Wegiel et al., 2004). 

Recientemente se ha sugerido un papel de compensación neuronal de ciertos genes del cromosoma 
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21, entre ellos Dyrk1A en el proceso de envejecimiento del cerebro adulto de individuos con SD 

tras la observación de discordancias entre la aparición de los síntomas neuropatológicos 

relacionados con la enfermedad de Alzheimer y la aparición de la demencia (Head et al., 2007). 

Varios estudios han asociado también la sobreexpresión de Dyrk1A con dichos síntomas 

neuropatológicos por medio de la hiperfosforilación de Tau, lo que inhibiría el ensamblaje de los 

microtúbulos (Kimura et al., 2007; Ryoo et al., 2007). Todos estos datos junto con el efecto 

pleiotrópico que sugiere el papel de los sustratos de Dyrk1A, muchos de los cuales tiene una 

función reconocida en tejidos adultos (ap. 3.5. Intro.) ponen de manifiesto la importancia de una 

correcta expresión de Dyrk1A en el cerebro adulto. Estos resultados de corrección fenotípica 

también confirman el papel del núcleo estriado en los distintos paradigmas motores estudiados en 

este trabajo y señalan su importancia como diana terapéutica en aquellas patologías que cursen con 

alteraciones análogas a las descritas en el modelo TgDyrk1A. 

 

Implicación del receptor NMDA de glutamato en el fenotipo motor  

  

Los mecanismos moleculares a través de los cuales los cambios en la expresión de Dyrk1A 

conducen a las alteraciones motoras observadas en el modelo TgDyrk1A o a la corrección de las 

mismas se desconocen.  

 

Unas primeras indicaciones proceden de los estudios realizados en el presente trabajo en el que 

hemos podido determinar cómo la variación de la expresión de Dyrk1A modula la expresión de las 

subunidades NR2A, NR2B, NR2C y NR1 del receptor NMDA de glutamato en el cerebelo y el 

núcleo estriado de los ratones TgDyrk1A. Concretamente los resultados mostraron un incremento 

en los niveles proteicos de las subunidades NR2A, NR2C y NR1, y de NR2A, NR2C y NR1 en el 

cerebelo y núcleo estriado respectivamente, del ratón adulto TgDyrk1A con respecto al control. El 

análisis inmunohistoquímico realizado en ambas estructuras no reveló cambios en el patrón de 

distribución celular, indicando que era la variación en el contenido proteico y no su distribución lo 

que podría estar provocando las distintas alteraciones. Otros datos proceden de los resultados 

obtenidos tras la reducción de Dyrk1A en el núcleo estriado de los ratones adultos TgDyrk1A. Se 

observó que las subunidades NR2A y NR1 del receptor NMDA veían disminuida su expresión 

como consecuencia de la reducción de los niveles proteicos de Dyrk1A. 

Todos estos datos sugieren la implicación del receptor NMDA en las alteraciones motoras presentes 

en el modelo TgDyrk1A .Existen múltiples evidencias en las que variaciones en la expresión de 

subunidades del receptor NMDA se han asociado a alteraciones motoras. Así, la expresión 

sostenida a lo largo de toda la vida del ratón de la subunidad NR2B, que en situación fisiológica se 

expresa sólo en etapas postnatales y no en adulto, provoca una reducción en el contenido proteico 
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de  la subunidad  NR2A y en consecuencia los ratones presentan déficits motores (Schlett et al., 

2004). Sin embargo, también se ha descrito que la sobreexpresión de NR2B únicamente en las 

células granulares de la corteza cerebelar y a partir del día 14 postnatal, provoca un efecto positivo 

sobre el aprendizaje motor inducido por un entrenamiento previo (Jiao et al., 2008). Por otro lado, 

ratones deficientes para las subunidades NR2A y NR2C en el cerebelo presentan alteraciones en 

coordinación motora (Kadotani et al., 1996). La relación entre los receptores de NMDA en el 

estriado y las alteraciones motoras también han sido descritas en distintos estudios. En uno, la 

depleción in vivo de la subunidad NR1 en el núcleo estriado provoca alteraciones en los procesos de 

LTD y LTP además de déficits en el aprendizaje motor (Dang et al., 2006) mientras que en otro, la 

administración de NMDA en el estriado a dosis excitotóxicas causa cierta disrupción en el 

comportamiento motor (Haelewyn et al., 2007). También se ha implicado al receptor de NMDA en 

el núcleo estriado en las disfunciones motoras asociadas a la enfermedad del Parkinson. Así, varios 

estudios apuntan a cambios en su distribución subcelular mediados por la fosforilación de las 

distintas subunidades en residuos de serina y tirosina como uno de los mecanismos subyacentes en 

dicha enfermedad (Chase, 2004; Dunah et al., 2004). Todos estos datos muestran la importancia de 

una expresión correcta de las distintas subunidades y de su regulación espacio-temporal en el 

control de procesos motores. Así, también ponen de manifiesto cambios en el fenotipo motor como 

consecuencia de alteraciones NMDA-dependientes, tanto en la aparición de disfunciones como en 

la mejoría de la capacidad motora.  

 

Consecuencias funcionales de la desregulación del receptor NMDA a nivel celular 

 

La desregulación de la subunidad NR2A en el TgDyrk1A se ha observado también en sinaptosomas 

procedentes de cerebelo adulto y en cultivos primarios de CGNs. En ambos casos, se detectó una 

sobreexpresión de NR2A, además de la de Dyrk1A en el animal TgDyrk1A con respecto al control. 

Este aumento en los niveles proteicos de NR2A iba asociado a una mayor presencia de la proteína 

en la membrana sináptica. Se ha descrito que la presencia de NR2A en membrana sólo es posible 

tras el ensamblaje previo con otras subunidades, entre ellas las constitutivas NR1, en el retículo 

endoplasmático (McIlhinney et al., 1998), por lo que los resultados sugieren la presencia de un 

mayor número de receptores de NMDA con localización sináptica. Estas alteraciones en el 

contenido de NR2A en el animal TgDyrk1A han podido asociarse a cambios en la funcionalidad de 

los receptores. Así, en los sinaptosomas procedentes de cerebelos transgénicos, se detectó un 

incremento en los niveles de Ca
2+
 intracelular tras la activación de los receptores, previa 

administración de NMDA. En colaboración con el grupo del Dr. V.Ceña, se estudiaron las posibles 

consecuencias funcionales derivadas de la sobreexpresión de NR2A en cultivos de CGNs 

procedentes de animales TgDyrk1A. Para ello, se midieron distintos parámetros relacionados con la 
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cinética del Ca
2+
 intracelular tras administración de NMDA. Los resultados mostraron que no 

existían diferencias en el pico máximo ni tampoco en la amplitud de la corriente del Ca
2+ 
entrante 

tras la activación de los canales de NMDA comparando entre genotipos. Esto estaría de acuerdo con 

resultados existentes en los que la sobreexpresión de NR2A incrementa la cantidad de receptores en 

la membrana pero no se ven alterados ni la amplitud de las corrientes excitatorias postsinápticas 

(miniatura; mEPSC), ni la conductancia de un sólo canal (Prybylowski et al., 2002). Sin embargo, 

se detectó un aumento en la constante τ (Tau) de recuperación de los niveles basales de Ca
2+
 

intracelular indicando un transiente más prolongado de calcio mediado por el NMDA en el modelo 

TgDyrk1A.  

 

El paradigma neuropatológico de excitotoxicidad es el resultado de la sobreactivación de los 

receptores de NMDA mediada por el glutamato. Esto provoca una entrada masiva de Ca
2+
 al 

interior de la célula que llevará a la muerte celular por apoptosis. El estudio de la respuesta 

excitotóxica en CGNs procedentes de ratones control y ratones TgDyrk1A reveló que la adición de 

glutamato provocaba un efecto de muerte neuronal que era dosis dependiente y que  la acción de un 

antagonista no competitivo de los receptores de NMDA, MK-801, bloqueaba su efecto. Sin 

embargo la respuesta observada fue similar para ambos genotipos, indicando que la sobreexpresión 

de NR2A presente en las CGNs TgDyrk1A no modificaba la susceptibilidad mediada por un insulto 

excitotóxico. Recientemente, se ha descrito en un estudio realizado sobre neuronas de hipocampo 

que la mayor susceptibilidad a dosis excitotóxicas de glutamato asociada a la edad de cultivo era 

debida a un incremento en la expresión de las subunidades NR2A y NR1 y al consiguiente 

incremento de las corrientes mediadas por los receptores de NMDA (Brewer et al., 2007). Esta 

aparente discordancia entre el estudio de Brewer y el nuestro podría deberse a que en las CGNs 

procedentes de TgDyrk1A, la sobreexpresión de NR2A no provoca cambios en las corrientes 

mediadas por el receptor de NMDA, sino que conduce a una recuperación más lenta de los niveles 

basales de Ca
2+ 
intracelular. Este hecho podría no estar influyendo en un paradigma de 

sobreactivación de los receptores de NMDA como son las condiciones excitotóxicas, en los que los 

sistemas intracelulares de tamponamiento resultan ineficaces y por lo tanto los niveles basales de 

Ca
2+ 
intracelular no llegan a recuperarse.  

 

Así, se podría pensar que si bien la sobreexpresión de Dyrk1A estaría afectando la entrada mediada 

por los canales NMDA, esta mayor entrada podría verse compensada por los sistemas de 

tamponamiento de Ca
2+  
intracelular (retículo endoplasmático, bombas de Ca

2+
 dependientes de 

ATP), los cuales podrían a su vez estar afectados por la sobreexpresión de Dyrk1A y dar lugar a una 

recuperación más lenta de los niveles de Ca
2+ 
intracelular. Resultados similares se han descrito en el 

modelo trisómico para el cromosoma 16 murino (MMU16), el Ts16, sobre cultivos de células de 
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hipocampo, en los que la sobreexpresión de NR2A no produce cambios en las corrientes mediadas 

por NMDA (Klein et al., 2001), pero sí en la cinética de recuperación de los niveles basales del 

Ca
2+
 intracelular (Cardenas et al., 2002). Esta alteración en la constante de recuperación produciría 

un incremento transitorio del calcio intracelular siempre que hubiera una activación de los canales 

de NMDA. Este hecho podría alterar aquellas vías de señalización mediadas por proteínas reguladas 

por Ca
2+
 como la familia de las calmodulina quinasas (CamK), la calcineurina o la protein quinasa 

C (PK-C) entre otras. 

 

El mecanismo responsable de la desregulación de las subunidades del receptor NMDA está por 

dilucidar aunque los datos de microarrays de cerebelo adulto en los que se detectó una 

sobreexpresión a nivel de RNAm de la subunidad NR2A apuntarían a una regulación a nivel 

transcripcional (ver Altafaj et al., ANEXO). DYRK1A es una quinasa que fosforila a múltiples 

sustratos citosólicos y nucleares entre los cuales hay diversos factores de transcripción como CREB, 

STAT-3, FKHD o GLI-1. Una posible hipótesis apunta a que la sobreexpresión de DYRK1A podría 

dar  lugar a una mayor activación de alguno/s de estos factores de transcripción que a su vez 

actuarían sobre el promotor de NR2A y quizá, de el resto de subunidades. Un potencial candidato 

sería CREB (cAMP response element binding protein) (Yang et al., 2001). Se ha demostrado que en 

el núcleo celular  DYRK1A fosforila a CREB dando lugar a su forma activa capaz de unirse a los 

elementos CRE de regiones promotoras y activar la transcripción. Se ha descrito la presencia de 

elementos CRE en los promotores de NR2A, NR1 y NR2B (Klein et al., 1998; Desai et al., 2002), y 

en un estudio reciente se ha demostrado que la actividad transcripcional del promotor de NR2B 

aumentaba como consecuencia de la unión de la forma fosforilada de CREB en respuesta al etanol 

(Rani et al., 2005). Además de CREB, otros muchos factores podrían verse implicados en la 

regulación transcripcional de las subunidades de NMDA.  

 

Alternativamente, la sobreexpresión de Dyrk1A podría estar actuando únicamente sobre la 

transcripción de la subunidad NR2A y como consecuencia, estabilizar la formación de 

heterodímeros mediante mecanismos postranscripcionales, observándose así un mayor contenido en 

el resto de subunidades. Sin embargo, si bien hay estudios in vitro que apoyarían esta hipótesis 

(Saito et al., 2003) también hay datos que apuntan a que la sobreexpresión de una de ellas provoca 

un desbalance y en consecuencia la disminución en las otras subunidades (Okabe et al., 1998; 

Schlett et al., 2004). La estabilización de receptores de NMDA en la membrana sináptica es un 

proceso clave en fenómenos como la plasticidad sináptica y está altamente regulado. La 

sobreexpresión de Dyrk1A podría conducir a una mayor estabilización de receptores en membrana 

mediante un mecanismo de regulación basado en la endocitosis de los receptores de NMDA 

mediada por vesículas de clatrina en el cual estarían interviniendo la dinamina y la amfifisina-1 
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(Nong et al., 2003; Montgomery et al., 2005; Chen et al., 2007), las cuales son sustratos conocidos 

de Dyrk1A (Chen-Hwang et al., 2002; Murakami et al., 2006). Otros sustratos de Dyrk1A, la 

sinaptojanina1 (Adayev et al., 2006) e Hip-1 (Kang et al., 2005) también tienen un papel en el 

aparato endocítico y recientemente se le ha descrito a Hip-1 su implicación en la respuesta del 

receptor NMDA a un estímulo excitotóxico (Metzler et al., 2007). De alguna manera, Dyrk1A 

podría estar interviniendo en la regulación la maquinaria endocítica de los receptores NMDA por 

medio de una fosforilación de algunos de los componentes de dicha maquinaria tal y como se ha 

descrito en un estudio realizado sobre neuronas de hipocampo en el que la cofosforilación de 

dinamina y amfifisina mediada por la serin-treonin quinasa Cdk5 conducía a la inhibición de la vía 

endocítica (Tomizawa et al., 2003). Así, una sobreexpresión de Dyrk1A podría estar interfiriendo 

en la maquinaria endocítica a través de una fosforilación aumentada o sostenida de distintos 

sustratos como dinamina, anfifisina, sinaptojanina1 o HIP-1, y tener como consecuencia la 

presencia de una mayor cantidad de receptores de NMDA en membrana sináptica, acorde con lo 

observado en este trabajo. Otra posibilidad consistiría en una acción directa sobre el receptor 

NMDA por medio de la fosforilación de NR2A ya que se ha descrito la existencia de un sitio 

consenso de fosforilación para Dyrk1A en su región promotora. Esta hipótesis está siendo 

investigada actualmente en el laboratorio. 

 

Implicaciones terapéuticas para el SD 

 

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, la estrategia de terapia génica basada en el RNAi 

desarrollada en el presente trabajo demuestra su validez para la reducción de la expresión de 

Dyrk1A en aquellos contextos en los que se produzca una sobreexpresión proteica con la 

consiguiente aparición de alteraciones fenotípicas, tales como las disfunciones motoras presentes en 

el modelo TgDyrk1A. El SD es uno de estos contextos en los que se ha demostrado la 

sobreexpresión de Dyrk1A, tanto en muestras de cerebro fetal como adulto (Dowjat et al., 2007) y 

recientemente también se ha descrito la presencia de una mayor expresión de Dyrk1A en los 

núcleos de ciertas neuronas en hipocampo y córtex en muestras de pacientes con Alzheimer o 

enfermedad de Pick (Ferrer et al., 2005). Hay evidencias suficientes que permiten considerar a 

Dyrk1A un gen candidato responsable de ciertos fenotipos neurológicos. Quizá la asociación más 

clara provenga de estudios recientes en los que se demuestra la participación del gen en los 

síntomas neuropatológicos asociados a la enfermedad de Alzheimer, a través de la 

hiperfosforilación de Tau (Ferrer et al., 2005; Kimura et al., 2007; Ryoo et al., 2007). Una 

aproximación que permita elucidar la contribución de Dyrk1A en los fenotipos presentes en el SD 

consistiría en aplicar la estrategia desarrollada en este trabajo sobre el modelo murino trisómico 

Ts65Dn. Así, la administración de AAV-shDyrk1A mediante inyección estereotáxica en el núcleo 
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estriado de dichos animales ayudaría a confirmar la contribución de Dyrk1A en las alteraciones 

motoras presentes en un contexto trisómico. De igual modo, la inyección del virus en otras áreas 

cerebrales como el hipocampo nos permitiría dilucidar la contribución de Dyrk1A en los déficits 

cognitivos asociados a memoria y aprendizaje presentes en los ratones Ts65Dn, estrategia que está 

siendo estudiada en el laboratorio.  

 

Si bien la aproximación desarrollada en este trabajo permitiría valorar la capacidad correctiva de 

alteraciones fenotípicas en modelos con SD, esta estrategia tendría una poca o nula aplicabilidad 

dado el carácter invasivo del procedimiento estereotáxico. Si bien la neurocirugía estereotáxica es 

comúnmente utilizada para la obtención de biopsias, la resección de tumores cerebrales e incluso en 

el tratamiento para el Parkinson, presenta ciertos riesgos debidos al procedimiento en sí mismo a los 

que se suman los derivados de la aplicación de anestesia general utilizada en el caso de los niños. 

Alternativamente, habría que pensar en estrategias que pudieran ser administradas por vía oral o 

endovenosa. Sin embargo, una de las principales limitaciones sería la presencia de la barrera 

hematoencefálica que dificulta el paso de las moléculas terapéuticas al cerebro. Sin embargo, 

recientemente, han surgido los primeros resultados relativos a estrategias de terapia génica no 

invasiva encaminadas a atravesar la barrera y hacer llegar siRNAs al SNC  tras una administración 

intravenosa. En estos estudios, se ha aplicado un péptido derivado de una glicoproteína del virus de 

la rabia, el cual se une específicamente al receptor de acetilcolina, como vehículo de paso a través 

de la barrera hematoencefálica. Dicho péptido se mantenía unido a los siRNAs por medio de 

nonámeros de argininas. Los resultados confirmaron no sólo la presencia de los siRNAs en el 

cerebro de los animales tras una administración intravenosa, sino también su efectividad en la 

protección contra el virus de la encefalitis (Kumar et al., 2007). La combinación de este tipo de 

estrategias junto con otras dirigidas a obtener una mayor estabilidad de los siRNAs en suero 

permitiría el desarrollo de terapias no invasivas. Sin embargo la principal limitación radica en la 

transitoriedad del efecto ya que los siRNAs son degradados con relativa facilidad. 

 

La posibilidad de la intervención terapéutica en el SD ha dado nuevos pasos. En este último año, 

varios estudios han mostrado el potencial terapéutico de ciertos compuestos tanto sobre los déficits 

cognitivos relacionados con la memoria y el aprendizaje como en la hiperactividad presentes en el 

modelo trisómico Ts65Dn. Son el caso de un inhibidor gabaérgico (picrotoxina) (Fernandez et al., 

2007), de un análogo del piracetam que previene el estrés oxidativo (SGS-111) (Rueda et al., 2008) 

y de un antagonista no competitivo de los receptores de NMDA (memantina) (Costa et al., 2007). 

Los resultados obtenidos en este último trabajo apoyan la hipótesis de una potencial implicación de 

los receptores de NMDA en la patogénesis del SD, en la línea de lo planteado en el presente trabajo 

para las alteraciones motoras presentes en el modelo TgDyrk1A. Por lo que se podría pensar que la 
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normalización de la actividad fisiológica de los receptores de NMDA podría corregir las 

alteraciones NMDA-dependientes en el modelo TgDyrk1A. En el caso de inhibidores 

farmacológicos para Dyrk1A, recientemente se ha descrito la función inhibitoria de un compuesto, 

la harmina, sobre su actividad quinasa (Bain et al., 2007). Sin embargo, también presenta un efecto 

inhibidor sobre  las monoamino-oxidasas (MAO), enzimas que metabolizan neurotransmisores 

como la serotonina o norepinefrina. Esto limita su potencial uso terapéutico. 

 

En un paso más en la implicación terapéutica de los resultados obtenidos en esta tesis, se puede 

hipotetizar sobre una aplicación similar a la desarrollada en este trabajo contra otros genes hallados 

sobreexpresados en el SD. Así, otro gen que ha demostrado ser un potencial candidato en el 

fenotipo SD es DSCR1. Recientemente se ha descrito el papel sinérgico de Dyrk1A y Dscr1 en la 

desregulación de las vías controladas por el factor de transcripción NFAT (Arron et al., 2006). La 

fosforilación de éste por parte del primero y la inhibición de la fosfatasa calcineurina por parte del 

segundo, conducen a un secuestro citoplasmático de NFAT, evitando así que pueda desempeñar su 

función. El modelo doble transgénico para ambos genes presenta alteraciones cardiacas similares a 

las presentes en el SD. No hay que olvidar la condición trisómica de este síndrome, así este estudio 

subraya la importancia del efecto combinado de dos o más genes sensibles a dosis presentes en el 

cromosoma 21 que potencian el efecto mediado por cada uno de ellos de forma individualizada. La 

estrategia planteada en este trabajo abre la posibilidad al desarrollo de terapias combinadas contra la 

sobreexpresión de varios de esos genes. Así, el uso de vectores virales policistrónicos que 

codifiquen para varios shRNAs dirigidos contra los principales genes candidatos implicados en el 

SD podría convertirse en el futuro en una buena estrategia terapéutica. 
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CONCLUSIONES 

 
 
 
 
 

1. La sobreexpresión de Dyrk1A produce una modulación en la expresión de las subunidades del 

receptor NMDA de glutamato en ciertas estructuras motoras como son el cerebelo y el núcleo 

estriado. En el cerebelo de ratones TgDyrk1A adultos y en la etapa del desarrollo P14 se observa un 

incremento en los niveles proteicos de las subunidades NR2A, NR2C, NR1, y de NR2A, NR2B, 

NR2C y NR1, respectivamente. Sin embargo en el cerebelo de ratones TgDyrk1A P7, se detecta 

una reducción de la expresión de NR2A, NR2B y NR1. En el núcleo estriado  de ratones 

TgDyrk1A.adultos, la expresión de las subunidades NR2A, NR2B y NR1 se halla incrementada 

respecto a los ratones control. Los cambios de expresión de las subunidades no se asocian a 

cambios en la localización celular en ninguna de las estructuras.  

 

2. La desregulación del receptor NMDA en CGNs de TgDyrk1A da lugar a un enlentecimiento 

en la cinética de recuperación de los niveles de Ca
2+
 intracelular tras activación por NMDA. Sin 

embargo no se observan cambios en la susceptibilidad de las neuronas TgDyrk1A frente a un 

estímulo excitotóxico. 

 

3. La caracterización del fenotipo motor de los ratones TgDyrk1A muestra que la sobreexpresión 

de Dyrk1A causa hiperactividad en condiciones no aversivas, déficits en coordinación motora y 

alteraciones en las vías de integración sensoriomotora. 

 

4. Se ha desarrollado una estrategia de terapia génica basada en un vector adenoasociado 

recombinante (AAV-shDyrk1A) portador de un shRNA que inhibe específicamente el gen 

DYRK1A. La inyección de AAV-shDyrk1A en el núcleo estriado de los ratones TgDyrk1A 

provoca una reducción en la expresión de Dyrk1A que se puede dectectar hasta los 8 meses 

postinyección. 

 

5. La reducción de la expresión de Dyrk1A en el núcleo estriado de ratones adultos TgDyrk1A 

corrige la hiperactividad y los déficits en coordinación motora características de este modelo. 

 

6. La reducción de la expresión de Dyrk1A en el núcleo estriado produce una mejoría en las vías 

de integración sensoriomotora de los ratones adultos TgDyrk1A. 
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7. La reducción de la expresión de Dyrk1A tras inyección de AAV-shDyrk1A en el núcleo 

estriado se asocia a una disminución en la expresión de las subunidades NR2A y NR1 del receptor 

NMDA de glutamato.  
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