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Introduccioén

1. Ciclo celular

El ciclo celular es un proceso esencial para el desarrollo, la diferenciacién y la
proliferacion de las células eucariotas, y se define como el conjunto de procesos por los
gue, a partir de una célula madre, se obtienen dos células hijas con la misma
informacién genética. A lo largo del ciclo celular debe existir una coordinacion entre el
crecimiento de las células y su division.

La condicion esencial para que ocurra la division celular es que la célula madre
transmita adecuadamente su informacion genética a las dos células hijas. Para ello, el
acido desoxirribonucleico (ADN) ha de ser replicado de forma exacta y Unica en cada
ciclo y las cromatidas hermanas obtenidas deben ser segregadas a cada una de las
nuevas células, hecho que requiere cambios drasticos en la condensacion del ADN y en
la organizacion del citoesqueleto celular [Murray, 2004].

1.1. Fases del ciclo celular

Clasicamente, el ciclo celular eucariotico se divide en 4 fases:

Fase M

La célula se divide y
origina dos células hijas
idénticas a si misma

G2-M

1
]
L]
Fase G2 !
La célula se prepara para 1
la division. 1

Los cromosomas comienzan
a condensarse

P

divisioén nuclear

5

>
-5

) ‘
R )
M i citoplasmatica, =
-

-
-

o Punto de

2
».t'// restriccién

GO0

Fase GO

Quiescencia

4
v »
Fase G1

La célula duplica su tamafio
y aumenta el nimero de
organulos, enzimas y otras
moléculas

Fase S

Duplicacion del ADN y
proteinas asociadas

G1-8

. Esquema general del ciclo celular. El ciclo celular consta de 4 fases: G1, S, G2 y
M. La fase S comienza al iniciarse la replicacion del ADN. La entrada en fase M se
caracteriza por la rotura de la envuelta nuclear y la condensacidon cromosémica, mientras
que la segregacion de cromatidas hermanas marca la transicion metafase/anafase.
Modificado de [Hochegger, 2008].

Fase S: Es la fase de replicacién del ADN.

Fase M: Periodo en el que se produce la segregacion cromosémica. Comprende:
mitosis que es la divisién nuclear y citoquinesis que es la divisién celular propiamente
dicha.
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Fase G1y fase G2: (gap o intervalo), G1 conecta la fase M con el inicio de la fase
S del ciclo siguiente, y G2 separa la fase S de la fase M posterior. Durante estos dos
periodos la célula crece y ademas comprueba que los procesos ocurridos durante la
fase anterior se han producido adecuadamente, en cuyo caso ocurre la transicion a la
siguiente fase del ciclo, de ahi la importancia de las transiciones G1/Sy G2/M.

Al conjunto de las fases G1, Sy G2 se le denomina interfase [Almeida, 2012].

La entrada de las células en un nuevo ciclo de division esta determinada no sélo
por la propia informacion interna de la célula sino por sefiales externas, aunque estas
solo afectan a la progresion del ciclo hasta un momento determinado de G1, conocido
como punto de restriccién o punto R, a partir del cual el control lo ejerce solamente la
maquinaria del ciclo celular. En el punto R, las células pueden abandonar el ciclo, ya
sea temporal o permanentemente, y entrar en una fase quiescente denominada fase GO
(ver ) [Schneider, 1988].

1.2. Regulacién del ciclo celular

Los puntos de control del ciclo celular o checkpoints, son mecanismos que
permiten asegurar la estabilidad, la correcta replicacion y la distribucion adecuada del
material genético en las células. Estos checkpoints funcionan principalmente durante las
transiciones G2/M y metafase/anafase. Su funcion consiste en verificar que se hayan
completado correctamente y con precision, procesos cruciales anteriores, como pueden
ser la replicacién y el anclaje de todos los cinetocoros al huso mitético, antes de que se
lleve a cabo la progresion a la siguiente fase del ciclo [Hartwell, 1989; Rieder, 1997; van
Vugh, 2010].

Los principales checkpoints descritos en células de mamiferos son:

1.2.1.a. Checkpoint de dafno al ADN

Los cambios en la secuencia de ADN en la linea germinal, son esenciales para
mantener la variabilidad genética y asi poder asegurar la aparicion de modificaciones
gue permiten una mejor adaptacion al medio. Sin embargo, en la linea somatica, los
cambios genéticos son perjudiciales, y las células han desarrollado mecanismos de
seguridad muy estrictos para detectar y corregir las posibles alteraciones que haya
podido sufrir el ADN. Por todo ello, este checkpoint se pone en funcionamiento cuando
se detectan alteraciones en la estructura normal de la cadena de ADN o roturas, con la
finalidad de detener el ciclo celular y proceder a su reparacién. De esta manera, se evita
la transmisién de mutaciones a las células hijas, contribuyendo al mantenimiento de su
estabilidad genémica [Cipressa, 2013; Furgason, 2013].

1) Transicion G1/S

Este checkpoint impide a la célula que se prepare para la replicacion del ADN,
hasta que se haya eliminado el dafio detectado [Shiloh, 2003; Shiloh, 2013].
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2) Intra S o de replicacion

En este caso, el checkpoint regula el programa temporal de los distintos origenes
de replicacién, asi como la tasa de elongacion de las horquillas de replicacion. Se activa
en respuesta a problemas que afectan a la replicacion o frente al dafio sufrido el ADN
durante la fase S. Normalmente este dafio es producido por radiacién ionizante o
radiacion ultravioleta [Abraham, 2001; Grallert, 2008].

3) Transicion G2/M

El checkpoint de G2/M evita que entren en mitosis células que han terminado la
replicacion de su ADN vy, posteriormente, han sido expuestas a agentes que lo han
dafado, o bien células que han traspasado el checkpoint Intra S con dafio en el ADN sin
reparar [Busby, 2000; Ciccia 2010].

1.2.1.b. Checkpoint de huso mitdtico

Este checkpoint asegura la correcta segregacién cromosémica en mitosis,
evitando asi la apariciéon de aneuploidias. Controla los acontecimientos que tienen
lugar desde la ruptura de la envuelta nuclear hasta la metafase tardia, asegurando que
todos los cromosomas estén correctamente anclados al huso mitético y alineados en la
placa metafasica. La activacion de este checkpoint provoca la parada del ciclo celular
como consecuencia de la inhibicion del Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma o
APC/C (Anaphase Promoting Complex/Cyclosome), del que hablaremos mas adelante en
profundidad [Musacchio, 2007; Silva, 2011].

1.2.1.c. Checkpoint de antefase

Este mecanismo se pone en marcha cuando se detectan problemas en el
ensamblaje del huso mitético, frente a cambios en la topologia de la cromatina, o
cuando existe un estrés térmico u osmatico. Este checkpoint promueve la parada de las
células en la denominada antefase, que se corresponde con un periodo al final de G2,
gue es anterior a los signos visibles de condensacion cromosémica [Chin, 2010;
Mikhailov, 2005].

Las kinasas dependientes de ciclinas o Cdks (cyclin dependent kinases) son
moléculas heterodiméricas reguladoras cuya funcion es fosforilar residuos de serina y
treonina de proteinas especificas. Segun el modelo clasico, son las Cdks las que
participan en la regulacién del ciclo celular [Malumbres, 2005; Malumbres, 2009].

Las Cdks mantienen sus niveles proteicos constantes durante el ciclo celular a
pesar de que su actividad fluctiia a lo largo del él. Estas proteinas estdn sometidas a
una estricta regulacion. Las Cdks por si solas no tienen actividad kinasa, necesitan
formar un complejo junto con una subunidad catalitica que es la ciclina, constituyendo
lo que se conoce como complejo Cdk-ciclina. La actividad de los complejos Cdk-
ciclina esta regulada por la ubiquitinacion y la posterior degradacion proteolitica de las
ciclinas, la presencia de inhibidores de Cdks o CKIs (cyclin dependent kinase inhibitor) y
procesos de fosforilacion y desfosforilacién de las Cdks [Hochegger, 2008].
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Hasta el momento hay descritas 12 Cdks: Cdkl a Cdkl12, que actdan en
diferentes momentos del ciclo celular [Chen, 2006; Kimura, 2001; Kong, 2000].

En células de mamiferos se ha caracterizado que:

a) Cdk4 y Cdk6 forman complejos con la ciclina D y funcionan durante la
transicion G0/G1, fosforilando por ejemplo, a la proteina del retinoblastoma y
activando asi la expresion de genes necesarios para la entrada en la fase S [Hirai, 2005].

b) Cdk2 puede unirse también a la ciclina D, pero mas comiUnmente se asocia
con la ciclina A y la ciclina E, interviniendo en la fase S mediante el control de la
sintesis de ADN [Nguyen, 2002].

c) Cdkl es necesaria para la entrada y la progresion por las primeras etapas de
la mitosis. Cdk1 se une a las ciclinas mitéticas A y B, siendo el complejo Cdk1-ciclina B
el mas importante. Dicho complejo se activa rapidamente durante la mitosis y se asocia
al huso mitético en la metafase. La ciclina B se degrada en la transicion de
metafase/anafase [Malumbres, 2005; Malumbres, 2009].

Sin embargo, no todas las ciclinas y Cdks funcionan como reguladoras del ciclo
celular. Entre otras funciones, se encuentran la regulacion de la transcripcion, la
reparacion del ADN, la diferenciacion y la apoptosis [Bouchoux, 2011; Enders, 2012;
Wang, 2011].

1.2.2.a. Requladores positivos de las Cdks

Los principales reguladores positivos de las Cdks son las ciclinas. Estas
moléculas son proteinas sintetizadas durante la interfase y destruidas al final de la
mitosis de cada ciclo [Haesslein, 2002; MacLachlan, 1995].

Se han descrito diversos tipos de ciclinas: A, B1, B2, B3, C, D1, D2, D3, E, F, G,
H, I, K, L1, L2, T1 y T2. Todas ellas contienen un dominio relativamente conservado
responsable de su unién a las Cdks [Malumbres, 2005].

Dependiendo de la fase del ciclo en la que aparecen y la Cdk a la que se unen,
se distinguen cuatro tipos de ciclinas (ver ):

Concentracion

v

Fase G1 Fase S Fase G2 Mitosis

. Expresion de las diferentes ciclinas a lo largo del ciclo celular. Modificado de [Bardin, 2001].
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a) Ciclinas de G1: Promueven el paso por el punto de restriccion, lo que
conlleva la entrada de la célula en un nuevo ciclo celular. Son las ciclinas D, que se
asocian a Cdk4 y Cdk6é durante G1.

b) Ciclinas G1-S: La ciclina E asociada a Cdk2, que es requerida para el inicio
de la replicacién del ADN.

c) Ciclinas de fase S: Permiten la progresién por la fase S. Ciclina A, que se
asocia a Cdk2 y Cdk1.

d) Ciclinas mitéticas: Son responsables de la mitosis. La ciclina Ay, sobre todo,
las ciclinas B cuando se asocian a Cdk1 [McCollum, 2001; Niehrs, 2012].

Las Cdks pueden ser también activadas por otras proteinas que no son las
ciclinas. Estos reguladores positivos son:

a) Las proteinas de la familia RINGO/Speedy, que pueden unirse y activar
directamente Cdkl y Cdk2 [Chauhan, 2012; Nebreda, 2006].

b) Las denominadas ciclinas virales. Los virus del herpes y otro tipo de virus,
contienen una proteina que comparte de manera modesta, una pequefia secuencia con
las ciclinas celulares, esta secuencia se encuentra en la regién cyclin box. Una de las
ciclinas virales mejor caracterizada es la ciclina K, presente en el sarcoma de Kaposi o
HSKYV (Kaposi's sarcoma herpes virus), que comparte una similitud del 30% con la ciclina
D2y forma complejos activos con Cdk4 y Cdk6 [Laman, 2000; Mittnacht, 2000].

c) Activadores especificos de Cdk5. Cdk5 es estructuralmente similar al resto
de Cdks, sin embargo, sus funciones y su regulacién es diferente con respecto a las
Cdks tradicionales. Aunque se expresa en varios tejidos, su actividad kinasa se detecta
principalmente en neuronas postmitéticas, coincidiendo con el patron de expresion de
sus activadores [Liebl, 2011; Maestre, 2008]. La actividad de Cdk5 requiere la
asociacion de sus activadores especificos p35 y p39 [Arif, 2012; Hisanaga, 2010].

1.2.2.b. Reqguladores negativos de las Cdks

Las proteinas CKls estan implicadas en la parada del ciclo celular producida en
respuesta a sefiales intrinsecas y/o extrinsecas al propio ciclo, como las relacionadas
con procesos de senescencia, inhibicién por contacto o activaciéon de un checkpoint, o
como respuesta a sefiales antiproliferativas, como puede ser el mantenimiento en fase
quiescente de los progenitores neurales, la privacion de factores de crecimiento o
citoquinas [Martin, 2005; Nixon, 2005].

En células de mamiferos se han descrito dos familias de CKIs (ver ):

a) La familia CIP/KIP (kinase inhibitor protein) incluye tres proteinas
estructuralmente relacionadas entre si, p21Cirl, p27Kipl y p57kipz, Estan proteinas
presentan una especificidad mas amplia, que los miembros de la otra familia de CKls,
porque interactiian con la actividad kinasa de los complejos Cdk2-ciclina E, Cdk2-
ciclina A, Cdkl-ciclina A, Cdkl-ciclina B y, posiblemente, Cdk4-ciclina D y Cdk6-
ciclina D inhibiéndolos [Besson, 2008; Ullah, 2009].

b) La familia INK4 (inhibitor of Cdk4) incluye a p15INKb pl6INKsa p18INKic y
pl9iNKk4d, | os miembros de la familia INK4 bloquean la progresion del ciclo celular ya
gue se unen especificamente a Cdk4 y Cdk6 cuando se encuentran en forma de
mondmeros y asi inhiben la accién de la ciclina D. Las proteinas de esta familia
comparten una estructura similar dominada por varias repeticiones de anquirina. Los
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miembros de la familia INK4 se expresan de manera diferencial durante el desarrollo
del ratén [Canepa, 2007].

.. INK4
Ciclina B — e
- - e . P
Calki Clcllna.D p1GMds
X » CAALAR p18iNKae
/\ Mitosis I.M pl1gMkad
CIP/KIP
Cipl
zz:m G2 CIP/KIP
p57kip2 p21€ipl
G‘ p27¥ie
\/ p57kin2
Ciclina | m— _
L s Ciclina E - Esquema del ciclo
= . celular. Complejos Cdk-ciclina

y sus inhibidores [Lim, 2013].

La progresion a través del ciclo celular esta controlada por la degradacion de las
proteinas del propio ciclo. Este control es ejecutado por el Sistema Ubiquitina
Proteasoma (UPS). ElI UPS regula la ubiquitinacion, y por lo tanto la degradacion de
muchos sustratos que son poliubiquitinados y reconocidos por el Proteasoma 26S.
Comprende una serie secuencial de procesos enzimaticos utilizando cuatro familias de
enzimas: a) Ubiquitinas E1 o Ubiquitinas activadoras que son dependientes de
energia, b) Ubiquitinas E2 o Ubiquitinas de conjugacion, c¢) Ubiquitinas E3 o
Ubiquitinas ligasas [Hershko, 1998] y d) Ubiquitinas E4 o factores de ensamblaje de la
cadena de Ubiquitina [Micel, 2013].

La via del UPS esta constituida por una serie de pasos, en los que intervienen
las familias de Ubiquitinas anteriormente explicadas. En primer lugar, la E1 Ubiquitina
activa a la Ubiquitina mediante la formacién de un enlace tio-éster de alta energia entre
un residuo de cisteina de su sitio activo y el residuo de glicina del extremo carboxilo-
terminal de la Ubiquitina, que conlleva el consumo de una molécula de adenosin tri-
fosfato (ATP). Esta reaccion permite que la Ubiquitina activada se transfiera a un
residuo de cisteina del sitio activo de la Ubiquitina E2, formandose un nuevo enlace tio-
éster. A continuacion, la Ubiquitina se acopla al grupo g-amino de un residuo de lisina
de la proteina a diana, a través de un enlace isopeptidico, gracias al proceso mediado
conjuntamente por la Ubiquitina E2 y la Ubiquitina E3, quien confiere especificidad de
sustrato. Las E3 ligasas, pueden ser monomeéricas o pueden estar formadas por varias
subunidades. En algunos casos, los dominios de unién a Ubiquitina residen en
polipéptidos que son atraidos por proteinas adaptadoras o cullins.

La elongacién de las cadenas de Ubiquitina se consigue gracias a las E4
Ubiquitinas mediante el establecimiento de un enlace isopeptidico entre el residuo de
glicina carboxilo-terminal de la Ubiquitina, con el grupo e-amino de un residuo de
lisina de la Ubiquitina anterior. Dado que cada molécula de ubiquitina contiene siete
residuos de lisina, se puede generar una gran variedad de cadenas de poliubiquitina
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desde el punto de vista morfoldgico, con distintas funciones celulares [Corn, 2007,
Hammond-Martel, 2012; Proctor, 2007].

Para que el Proteasoma pueda reconocer las cadenas de poliubiquitina, éstas
deben tener una longitud minima de cuatro moléculas, aunque algunos sustratos
presentan cadenas mucho mas largas [Hanna, 2007]. Esto implica que la E3 debe
permanecer unida al sustrato, el tiempo suficiente para procesarlo varias veces, o bien,
que necesita varios encuentros sucesivos con éste, antes de marcarlo para su
destruccién. Por ello, tanto la actividad de la E3 como su capacidad para reconocer
sustratos, resultan factores limitantes del proceso de poliubiquitinacion, aunque no son
los Unicos, pues también influye la actividad de las enzimas desubiquitinantes (DUBS),
las cuales revierten el efecto de las E3 [van Leuken, 2008].

El resultado final es que, la proteina que ha sido poliubiquitinada es degradada
por el Proteasoma 26S (ver ).

ATP  AMP < & !
: : L Ub
By —— EN ;A» E2 | Ub %—é»(}
. (==
29 €3 ~_)
Proteina
Susfrato
4 e Mu_ltipies
L) HEs
( = .
|'.{’ b ) Proteina
y ';'._- ) Sustrato : ueD
s DP ATP &= g
7007 N 8ee By
/ ’r S Lk * E 3

. Esquema general de los pasos de la via de funcionamiento del UPS.
Modificado de [http://www.cellsignal.com].

Las E3 Ubiquitina ligasas se clasifican en cuatro clases principales, en funcién
del motivo estructural que las caracteriza: a) HECT, b) cullin RING-finger, c¢) U-box y d)
PHD-finger [Teixeira, 2013]. Las cullin RING-finger poseen un dominio formado por
entre 40 y 100 aminoéacidos con 8 residuos de cisteina e histidina muy conservados que
coordinan dos atomos de zinc, formando una estructura en dedo de zinc [Sun, 2009].

La especificidad del UPS viene dada por la familia de E3 Ubiquitina ligasas
cullin RING-finger, que constituye una de las mayores clases de E3 Ubiquitina ligasas y
es esencial para el mantenimiento y la integridad gendmica y la homeostasis celular
[Chew, 2007; Lipkowitz, 2011].
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Dos de los miembros mas importantes de la familia cullin RING-finger son la
proteina Skpl-Cull-F-box o SCF y el Complejo Promotor de la Anafase/Ciclosoma
(Anaphase Promoting Complex/Cyclosome), también conocido como APC/C; ambos son
los responsables de marcar las proteinas del ciclo celular para su posterior
degradacion. SCF es capaz de ubiquitinar sustratos desde el final de la fase G1 hasta el
inicio de la fase M, mientras que APC/C es activo desde la mitosis hasta el final de la
fase G1 del ciclo celular [Moncada, 2012; Nakayama, 2005; Nakayama, 2006; Song,
2011].

2. APC/C

APC/C es un complejo mutiprotéico dotado con propiedades reguladoras,
cataliticas y de especificidad. Por medio de la ubiquitinacion de una amplia gama de
proteinas mit6ticas, APC/C es capaz de controlar los procesos del ciclo celular que son
responsables de la segregacion de las cromatidas en la anafase, la finalizacion de la
mitosis y el establecimiento y mantenimiento de la fase G1 [Barford, 2011; Eguren,
2011; Peters, 1999; Peters, 2006; Schreiber, 2011].

2.1. Estructuray composicion

APC/C es un miembro de la familia cullin RING-finger inusualmente grande
formado por 13 proteinas diferentes (ver ).

Scaffolding subunits

Catalytic and substrate-
binding module

. Esquema estructural de las 13 subunidades diferentes que
constituyen el complejo APC/C. Podemos observar que Apc2, Apcl0 y
Apcll son subunidades cataliticas y el resto son subunidades de sujecion
o ensamblaje. Modificado de [Acquaviva, 2006].
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De entre las 13 subunidades, las mejores caracterizadas son: Apc2 y Apcll que
son las principales responsables de la actividad catalitica. Apcll contiene un dominio
ring H2 finger e interactUa directamente con la enzima E2 Ubiquitina, mientras que la
subunidad Apc2 interactia con su dominio cullin, formando un ensamblaje para una
mejor conexién entre Apcll y la enzima [Chang, 2004; da Fonseca, 2011; Fry, 2006;
Leverson, 2000; Tang, 2001]. Algunos autores han descrito que Apcll, por si misma, es
capaz de poliubiquitinar in vitro, aunque con menor especificidad de sustrato
[Acquaviva, 2006].

Apc3 (Cdc27), Apcé (Cdcl6), Apc7 y Apc8 (Cdc23) poseen lo que se conoce
como dominio TetratricoPeptide Repeat o TPR, que consiste en la repeticion de una
secuencia de 34 aminoacidos, que se pliega en una estructura en hélice y es capaz de
mediar interacciones entre proteinas. Para que se produzca la activacién de APC/Cy
se lleve a cabo la progresion de la mitosis, se requiere la fosforilacion de estas cuatro
subunidades [Baker, 2007; Blatch, 1999; Das, 1998; Kraft, 2003; Wang, 2009].

Apcl0 (Docl) contiene un dominio Doc, este dominio esta también presente en
otras proteinas de la via del UPS. Apcl0 no es imprescindible para la interaccion con
otras subunidades de APC/C, a pesar de unir directamente Apc3 (Cdc27), Apc7 y
Apcll. Algunos autores han observado que mutaciones en esta subunidad previenen
el reconocimiento de sustratos por parte de APC/C-Cdh1l [Carroll, 2002; Carroll, 2005;
Passmore, 2003]. Tanto Apcl0 como Cdhl estan implicadas en el reconocimiento de
sustratos, y su proximidad a Apc2, Apclly a la E2 Ubiquitina es importante para que
se lleve a cabo la reaccién de ubiquitinacion [Acquaviva, 2006; Thornton, 2006].

Algunas subunidades podrian tener un papel meramente estructural. Apc4 y
Apc5 se unen a Apc2 y Apcll, y se piensa que median la interaccién de estas proteinas
con las subunidades que contienen el dominio TPR. [Vodermaier, 2003]. Apc9 (en
levaduras), Cdc26 y Apcl3 parecen ser necesarias para la estructura y estabilidad de
APC/C. Aunque Apcl3 se une a Apcs y Apc8 (Cdc23), es una subunidad inusual ya
que parece proporcionar una funcién esencial y especifica en meiosis, con lo cual, su
papel meramente estructural esti actualmente en controversia [Passmore, 2003; Peters,
2006].

front top

dominio “arc lamp™

dominio “arc lamp™

cavity “. central

dominio “platform” H umano

. Esquema de la estructura del modelo tridimensional de APC/C en humanos. Se
observan los dos dominios importantes, "platform” y "arc lamp" Modificado de [Dube, 2005].

Gieffers y colaboradores describieron en 2001 que APC/C puede presentar dos
o tres copias de cada subunidad, excepto de Apcl, que actuaria como un gran soporte
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de todas las demas [Gieffers, 2001]. El grupo de investigacion de Passmore, encontré
dos especies con diferentes coeficientes de sedimentacion (25S y 36S) que presentan
formas de APC/C monoméricas y diméricas respectivamente. La forma dimérica
permite la formacion de cadenas de poliubiquitina con una eficacia 7 veces mayor que
la forma monomérica [Passmore, 2005; Peters, 2006]. Mas adelante, en 2005, Dube y
colaboradores propusieron un modelo tridimensional de APC/C. En los vertebrados,
segun este modelo se distinguen dos grandes dominios, el dominio platform y el
dominio arc lamp, ambos dominios presentan una gran flexibilidad uno respecto al otro
(ver ). Estos autores observaron que, la asociacién de Cdhl, provoca un
cambio en las posiciones relativas de los dominios, lo que sugiere que la unién de los
cofactores induce cambios conformacionales en la estructura de APC/C [Dube, 2005].

Recientemente, se ha identificado la subunidad Apcl5. Es una APC/C humana,
gue es requerida para la liberacion de Cdc20. Este cofactor es secuestrado por tres
componentes Mad2, Mad3/BubR1, y Bub3 (MCC), estos componentes forman parte
del spindle assembly checkpoint (SAC) que es esencial durante la segregacion
cromosémica cuando los cinetocoros no estan unidos. Al secuestrar Cdc20, APC/C se
inactiva [Mansfeld, 2011]. Esta subunidad es equivalente a la subunidad Mnd2 de las
levaduras [Foster, 2012].

2.2.Cofactores

APC/C puede interactuar con varias E2 Ubiquitinas, sin embargo, la actividad
principal de este complejo en las células depende de su uniéon a cofactores o
coactivadores, los cuales se unen al complejo durante periodos especificos del ciclo
celular. Estos cofactores son Cdc20 (cell division cycle 20) y Cdhl (ver )
[Peters, 2006].

APC APC-Cdh1

. Esquema de la unién de APC/C con cada uno de
sus sustratos. Modificado de [Yang, 2010].
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Ambas protel’nas se caracterizan por presentar tres elementos en su secuencia:

a) El motivo IR (dipéptido isoleucina-arginina) situado en el extremo carboxilo-
terminal, que media la uniéon con APC/C.

b) La secuencia C-box situada en el extremo amino-terminal. Los humanos, a
diferencia de las levaduras, no necesitan la C-box para la asociacion de APC/C con sus
cofactores, sin embargo se piensa que interviene en el reconocimiento de sustratos.

c) El dominio WDA40 situado en el extremo carboxilo-terminal. Este dominio
estd compuesto por repeticiones de 40 aminoacidos que contienen residuos de
triptéfano y aspartico en posiciones conservadas. Generalmente, siete repeticiones
WDA40 se pliegan en una estructura con forma de hélice. Se piensa que este dominio es
el responsable de reconocer a los sustratos de APC/C, al interaccionar con unas
secuencias consenso presentes en ellos, denominadas D-box y KEN-box [Peters, 2006].

Los dos cofactores de APC/C estan estrictamente regulados por fosforilacion.
Cdc20 se transcribe y se sintetiza en la interfase, sin embargo, s6lo puede interactuar
con APC/C de forma eficaz en la fase M, cuando algunas subunidades de APC/C son
fosforiladas por kinasas mit6ticas, incluyendo Cdkl-ciclina B y PIkl [Eckerdt, 2006].
Por el contrario, Cdhl no puede unirse a APC/C en las fases S, G2 y M, debido a su
fosforilacién por los complejos Cdk-ciclina. S6lo cuando las células son capaces de salir
de la fase M, y la actividad de las Cdks permiten la desfosforilacién, Cdhl forma un
complejo activo con APC/C y facilita las reacciones de ubiquitinacion de los sustratos
durante la fase G1 [Kramer, 2000; McLean, 2011]. La oscilacion entre la actividad de
APC/C-Cdc20 y la actividad de APC/C-Cdhl, sirve como uno de los principales
mecanismos para la regulacion del ciclo celular [van Leuken, 2008].

A
APC/C-Cdc20 APC/C-Cdh1
ge]
[
=)
=
= SAC
<
G2 P PM M AT G1 s ]
Fases

. Activacion de APC/C por Cdc20 y Cdhl durante el ciclo celular. La uniéon de APC/C-
Cdc20 comienza en la profase. La degradacién de la ciclina A se da en la prometafase. La proteolisis
de la ciclina B también depende de APC/C-Cdc20 y se lleva a cabo en la metafase. Durante la
anafase y la telofase, APC/C-Cdh1 se activa y contribuye a la degradacion de la ciclina B y de Cdc20,
de tal manera que APC/C-Cdc20 se inactiva. En la fase G1, APC/C-Cdh1 media la destruccién de la
enzima UbcH10, permitiendo la acumulacién de ciclina A y la posterior inactivacion de APC/C-
Cdh1 en la transicion de G1 a la fase S. Modificado de [Peters, 2006].

La elevada actividad de Cdkl, promueve la union APC/C-Cdc20 durante la
fase M y lleva a la disminucion de los niveles de ciclina B. La activacion de las
fosfatasas, junto con la disminucion de la actividad kinasa, al final de la fase M,
permite la formacion del complejo APC/C-Cdhly, en consecuencia, se degrada Cdc20.
El rapido e irreversible interruptor entre Cdc20 y Cdhl en la salida de la fase M, no
solo se atribuye a la disminucion repentina de la actividad kinasa de Cdk1-ciclina B,
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sino también a la degradacion de Cdc20 por parte de APC/C-Cdhl al comienzo de la
fase G1 (ver ) [Peters, 2006].

Estudios recientes han revelado que estos cofactores también promueven la
actividad ligasa intrinseca de APC/C, probablemente mediante la activacion de un
cambio conformacional de la E3 ligasa [Dube, 2005].

UbcH5 y UbcH10, también conocidas como UbcX o E2-C en otras especies, son
dos E2 Ubiquitinas que colaboran con APC/C y de forma independiente apoyan a la
actividad ligasa del complejo in vitro. Se ha descrito que UbcH5 puede ser capaz de
ubiquitinar a varias E3, mientras, que por el contrario, UbcH10 ubiquitina
exclusivamente a APC/C. El extremo N-terminal de UbcH10 desempefia un papel
regulador en la restriccion de la APC/C, ademas de facilitar las reacciones de ligacion.
Cuando la proteina UbcH10 tiene mutado el extremo N-terminal, las reacciones de
ubiquitinacion son mas resistentes a los inhibidores de APC/C [Aristarkhou, 1996].

2.3. Reconocimiento de sustratos

Ciertas secuencias de aminoacidos o motivos de degradacion, estan presentes
en los sustratos de APC/C y desempefian un papel muy importante para su
reconocimiento.

El primer motivo que se describi6 fue la D-box (destruction box), compuesta por
la secuencia consenso RxxLxxxxN/D/E que inicialmente se identifico en la ciclina B1.
Se suele encontrar en regiones no plegadas de la proteina, en la mayoria de sustratos
de APC/C [Glotzer, 1991; Pfleger, 2001]. La ubiquitinacion multiple de residuos de
lisina en los sustratos de APC/C sucede al azar. Esta idea concuerda con el
planteamiento de que la secuencia D-box funciona como un motivo de reconocimiento
gue ubiquitina cualquier residuo de lisina que se quede expuesto al sitio activo de
APC/C. La flexibilidad en la region que rodea a la D-box facilita la adicion de cadenas
de poliubiquitina, y aunque por si misma no es suficiente, para inactivar a una proteina
ésta necesita ser degradada por el proteasoma [Yamano, 1998].

Otra secuencia de degradacién es la KEN-box, cuya secuencia consenso se
define como KENxxxD/E/S/G. Esta secuencia se caracterizé por primera vez en
Cdc20, sin embargo, también estd presente en muchos sustratos de APC/C,
incluyendo Aurora Ay PIk1 [Burton, 2001; Pfleger, 2000].

Asi, ambas secuencias de degradacion (D-box y KEN-box) son reconocidas por el
dominio WD40 de los cofactores Cdc20 y Cdhl. De hecho, en un principio se propuso
gue la secuencia D-box era reconacida por APC/C-Cdc20 y que la secuencia KEN-box
era reconocida por APC/C-Cdhl, sin embargo estudios recientes han demostrado que
ambos motivos pueden ser utilizados eficientemente por los dos cofactores para llevar
a cabo la ubiquitinacién de los sustratos [Castro, 2003].

A medida que se caracterizan mas sustratos de APC/C, se encuentran nuevos
motivos de destruccion, normalmente localizados en los extremos amino o carboxilo de
las proteinas. Ademas de las dos secuencias anteriormente mencionadas, se han
descrito otros motivos: A-box, CRY-box, GXEn-box, TEK-box y U-box, pero la mayoria
son relativamente poco conocidos en la actualidad [Hatakeyama, 2001; Littlepage,
2002]. Por ejemplo, podemos citar que, la destruccion de Cdc20 por parte de Cdhl,
ademas de la KEN-box, depende de la CRY-bhox (CRYxPS) [Castro, 2003] o que la
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proteina Aurora A posee ademés de D-box y KEN-box, un nuevo motivo al que da
nombre, la A-box (RXLXPSN) [Littlepage, 2002].

2.4. APC/C y su relevancia en el ciclo celular

La actividad de APC/C esta estrictamente regulada a lo largo del ciclo celular y
ocurre, a través de la combinacion de la actividad de los cofactores, proteinas y
complejos inhibidores y la fosforilacion reversible [Eguren, 2011; Peters, 2006;
Thornton, 2006]. APC/C requiere, para ser activo, de la unién de al menos, uno de los
dos dominios WD40 de los cofactores Cdc20 o Cdhl, que participan en el
reconocimiento de sustratos. Ademas, los cofactores interactian de manera muy
dinamica con el dominio TPR de Apc3 y puede facilitar la unién con los sustratos a
través de los dominios WD40 o mejorar la actividad especifica de APC/C [Barford,
2011; da Fonseca, 2011]. La activacion de APC/C, mediante su union al cofactor Cdc20
o al cofactor Cdhl, se regula por mecanismos de fosforilacibn de manera opuesta
[Almeida, 2012].

Al comienzo de la mitosis, los complejos de Cdk-ciclinas fosforilan algunas
subunidades del complejo APC/C y ello promueve la unién del cofactor Cdc20 con el
complejo. De esta manera, APC/C-Cdc20 inicia una secuencia de degradacion de las
ciclinas mitéticas que provoca una disminucién de la actividad Cdk, lo que conlleva la
iniciaciéon de la anafase. Por el contrario, la fosforilacion de Cdhl por parte de las Cdks
durante la fase S, la fase G2 y la mitosis, inhibe su unién a APC/C. Durante la salida de
la mitosis se produce una inactivacion de las Cdks y una posterior activacion de las
fosfatasas, permitiendo que Cdhl se desfosforile y asi se active el complejo APC/C-
Cdhl. A su vez, APC/C-Cdhl ubiquitina a Cdc20, evitando la activacion simultanea de
APC/C con sus dos cofactores. APC/C-Cdhl también se encarga de destruir las
ciclinas mitoticas A y B, completando la inactivacion de Cdk1. Hay que tener en cuenta
gue la ciclina B1 se degrada en dos fases que estan reguladas de forma secuencial por
APC/C-Cdc20 y APC/C-Cdhl. Durante la mitosis temprana Cdc20 activa a APC/C,
mientras que a finales de la mitosis APC/C-Cdhl est4 activo y controla la salida de la
mitosis y el mantenimiento de la fase G1, regulando asi el inicio de la replicacion de
ADN [Almeida, 2012; Li, 2009].

En resumen, la actividad de APC/C oscila a lo largo del ciclo celular, siendo
baja durante las fases Sy G2 y alta durante la fase G1 y la mitosis. Estas oscilaciones
van a ser en gran parte responsables de la progresion del ciclo celular.

La actividad Cdk es la que se encarga de dirigir el ciclo celular hasta la
metafase, sin embargo, a partir de ese momento el control del ciclo celular esta a cargo
del complejo APC/C, que promueve la transiciéon a la anafase y favorece la salida de
mitosis. La funcion de APC/C es esencial en mitosis y se ha demostrado que la
inactivacion genética del complejo es letal en todas las especies estudiadas desde
levaduras a ratones [Garcia-Higuera, 2008].

Las principales dianas de APC/C durante la mitosis son las ciclinas mitoticas
(ciclinas A 'y B) y la Securina. La Securina es un inhibidor de la Separasa que es una
proteasa. Cuando el Proteasoma degrada a la Securina, se activa la Separasa (ver

). Debemos tener en cuenta, que la Separasa también permanece inhibida
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por fosforilacion mediada por las Cdks y por la unién al complejo Cdkl1-ciclina B, de
tal forma que la degradacién de las ciclinas mitéticas también contribuye a su
activacion. Una vez que esta activa, la Separasa rompe la Cohesina, que es la encargada
de mantener unidas las croméatidas hermanas y al romperla se inicia la segregacién
cromosémica en la anafase [Gorr, 2006; Stemmann, 2006].

\ . Durante la mitosis
temprana se activa el complejo
W Cdk1-ciclina B que fosforila a
Cdhl, previniendo su unién
con APC/C. Al mismo tiempo
APC/C-Cdc20 ubiquitina y
degrada varios complejos,
APCIC entre ellos, la Securina, un
inhibidor de la Separasa.
Durante la mitosis tardia se
reduce la actividad del
i complejo  Cdkl-ciclina B,
favoreciendo la unién de
APC/C-Cdhl. Modificado de

\ Mitosis temprana k Mitosis tardia / [http://www.bioscirep.org).

La degradacion de las ciclinas mitoticas provoca la inactivacion de las Cdks y
esto permite que las fosfatasas desfosforilen a los sustratos de las Cdks, que es esencial
para que se produzca el correcto movimiento del huso mitético y de los cromosomas
en la anafase, asi como para que se lleven a cabo el desemsamblaje del huso mitético, la
descondensacion de la cromatina y el ensamblaje de la envuelta nuclear durante la
telofase posterior [Li, 2009].

Principalmente existen dos mecanismos que gobiernan las Gltimas etapas de la
mitosis (ver ):

Actividad Cdk Sustrato de APC
O —

Sustrato de Cdk

—
Actividad APC

G2 Matafase Anafase G1

/?& =
N

Unidades arbitrarias

.

==
E— — 1 —
Mitosis
temprana

Salida de
mitosis

o

. Regulacion por APC/C de la salida de la mitosis. Durante la
transicion metafase/anafase se produce un aumento de la actividad de
APC/C, que marca a las ciclinas mitéticas para su posterior degradacién,
originando un descenso de la actividad Cdk, lo que permite la
desfosforilacion de los sustratos. Modificado de [Sullivan, 2007].
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a) La ubiquitinacién de proteinas por el complejo APC/C.

b) La desfosforilacién ordenada de sustratos fundamentalmente por parte de
Cdkl, aunque también por parte de otras kinasas mitéticas. Este proceso de
desfosforilacion depende indirectamente de la actividad de APC/C, ya que esta
marcada por la degradacion de las ciclinas [Sullivan, 2007].

Durante la mitosis APC/C forma parte de tres complejos diferentes
dependiendo de su asociacidon con otros cofactores, y cada unos de estos complejos
promueve la degradacién de un determinado grupo de sustratos en un momento
concreto del ciclo celular (ver ).

NEBD

Union al Separacion de || Actividad ||Citoguinesis |Desensamblaie|
cromosoma las cromatidas | [APC/C-Cdh1 del huso
SAC ‘
i
|

Ciclina B Cdc20 Plk1
Securina

Ciclina A
Nek2A
HOXC10

Nivel de proteina

Aurora A

Profase

O |

Prometafase 1‘ Metafase 1‘ Anafase " Telofase t G1

. En el esquema podemos observar los tres complejos en los que participa
APC/C, que promueven la destruccion ordenada de distintas proteinas durante los
diferentes estadios de la mitosis. En prometafase, Cdc20 activa a APC/C, permaneciendo
parcialmente inhibido por SAC. Mientras que, en metafase SAC, deja de inhibir a APC/C-
Cdc20, y asi podra degradar a un nuevo grupo de proteinas. Finalmente, en la anafase es
Cdhl, el responsable de la activacion de APC/C. Modificado de [Pines, 2011].

Durante la prometafase, el complejo APC/C esta unido al cofactor Cdc20, pero
se encuentra bajo la inhibicién de las proteinas del checkpoint del huso mitético, al
bloquear su capacidad de reclutamiento de sustratos. Sin embargo, esta forma de
APC/C-Cdc20, va a mantener la capacidad de ubiquitinar alguna de sus dianas como
son la ciclina A o la kinasa Nek2A [Hayes, 2006; van Zon, 2010]. Ademas, cuando la
ultima pareja de crométidas hermanas se ancla al huso mitético y se inactiva este
checkpoint, APC/C-Cdc20 se activa por completo, siendo capaz de ubiquitinar otro
grupo de proteinas durante la metafase, dentro de este grupo se incluyen la ciclina B y
la Securina [Musacchio, 2007]. Asi, la destruccion de la ciclina B conlleva una
inactivacion progresiva de la actividad Cdk, lo que lleva a la desfosforilacién del otro
cofactor de APC/C la proteina Cdhl, que permanecia activa en su forma fosforilada.
Cuando Cdhl se desfosforila, activa a APC/C y le proporciona una mayor
especificidad de sustrato, lo que promueve la destruccion de un nuevo grupo de
proteinas diana. En este nuevo grupo de sustratos esta incluido Cdc20, ademas de PIk1
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y las kinasa Aurora A y Aurora B, que se destruyen en este orden en anafase y telofase
[van Leuken, 2009].

El cofactor Cdhl estd implicado en el mantenimiento de una baja actividad por
parte de las Cdks, y esta baja actividad Cdk caracteriza el estado G0/G1. APC/C-Cdhl
realiza una degradacion completa de las ciclinas mitoticas, asi como de otros
reguladores positivos de la proliferacién celular, como pueden ser Plk1, Aurora A o
Cdc25A. El complejo APC/C-Cdhl también es responsable de la destruccion del
componente SCF de Skp2, teniendo como resultado la acumulacion de sus sustratos
p27 y p21, quienes bloquean cualquier actividad Cdk residual [Bashir, 2004a; Bashir,
2004b].

Existen muchas evidencias que nos permiten confirmar que Cdh1l es uno de los
reguladores mas importantes de las fases G1 y G0. Su importancia en el mantenimiento
de estas fases se deduce del hecho de que las células entran en fase S mas facilmente
tras su inhibicién. Ademas, Cdhl no se expresa durante los primeros ciclos de division
embrionarios, los cuales carecen de fases G1 y G2, coincidiendo asi, el comienzo de su
expresion con la adquisicién de la fase G1 [Peters, 2006].

Resultados recientes han demostrado que la inactivacion en ratones del gen Fzr,
gue codifica para Cdhl, resulta letal en los embriones, debido a la endorreduplicacién
gue sufren los trofoblastos, lo que provoca insuficiencia placentaria. Sin embargo, esta
letalidad embrionaria se previene cuando se realiza la delecion especifica de Fzr en el
embrion, lo que posibilita el desarrollo hasta el nacimiento, aunque los animales so6lo
sobreviven 2 ¢ 3 dias después del parto [Garcia-Higuera, 2008].

Ademas, a nivel celular, se ha observado que los fibroblastos embrionarios de
raton (MEFs) deficientes en Cdhl acumulan aberraciones cromosOmicas y presentan
defectos en la proliferacion, por la acumulacion de las proteinas diana o sustratos de
Cdhl. Estas células también presentan una transicion de G1 a S mas rapida, a pesar de
que la proliferacién es mas lenta, del mismo modo que se ha observado que la salida de
mitosis es mas lenta y va acompafiada de fallos en la citoquinesis. Estudios realizados
en ratones heterozigoéticos para Fzr, revelaron que estos animales presentan mayor
susceptibilidad a tumores espontaneos, indicando que Cdhl es una proteina necesaria
para proteger las células de mamiferos frente a la inestabilidad genomica y que
funciona como un supresor tumoral. Estos ratones heterozig6ticos, a pesar de que no se
detect6 un aumento en el namero de células madre, también presentan mayor tasa de
proliferacion celular en la zona subventricular del cerebro, que es una region rica en
células madre que mantienen la neurogénesis [Garcia-Higuera, 2008].

APC/C-Cdhl también controla la entrada en fase S a través de un nuevo
mecanismo que implica al factor de transcripcion FoxM1 (Forkhead box M1 transcription
factor). FoxM1 activa la expresion de de genes que son necesarios para la progresion de
las fases S y M, tales como PIk1, ciclina B, Aurora B o Cdc25B (ver ).
APC/C-Cdh1l ubiquitina a este factor para que sea degradado al final de la fase M y al
inicio de la Fase G1. La ausencia de FoxM1 previene la entrada precoz en la fase S, que
se observa en las células que no expresan Cdhl, indicando que FoxM1 es una de las
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dianas de Cdhl al final de la fase S y al comienzo de G1, y su proteolisis es muy
importante para la entrada en la fase S. Por lo tanto, es l6gico pensar que FoxM1 es una
diana de Cdhl, ya que estructuralmente hablando, posee una secuencia KEN-box en su
extremo amino-terminal [Laoukili, 2008; Sadasivam, 2013].

2y,

Mitotic entry Mitotic exit . Genes diana de FoxM1. En esta memoria
Aurora A Cytokinesis hacemos referencia, por un lado a las que estan
Cdc25B Aurora B involucradas en la entrada de mitosis, y por otro a las
Cyein® oot que estan implicadas en la citoquinesis y en la salida de

PIk1 la mitosis como se observa en el esquema. Modificado de
Skp2 Other targets? [Laoukili, 2007].

Other targets?

Durante las fases Sy G2, APC/C permanece inactivo para mantener elevada la
actividad Cdk e impedir que se formen los complejos prerreplicativos. Sin embargo,
cuando se produce una replicacion aberrante o un dafio en el ADN, el ciclo celular se
detiene para poder repararlo y ello conlleva a la activaciéon de APC/C-Cdhl. Durante
la fase G1, el dafio en el ADN provoca la activacion tanto de p53 como de p21; (ver

) al activarse p53 se provoca la degradacion de la ciclina D1, mientras que
cuando se activa p21, inhibidor de Cdk2, se produce la desfosforilacion de Cdcé y su
subsecuente degradacion via APC/C-Cdh1 [Bartek, 2001; Mailand, 2005].

Replication stress
lonizing radiation Chemotherapeutics
Esquema  del Chemotherapeutics DNA damage Single strand breaks

Checkpoint de G1 modulado Dotile stmd breaiy

principalmente por la via ATM-
Chk2-p53. Efectos opuestos de
APC/C-Cdhl y el complejo
Cdk2-ciclina A/E sobre Cdcé.
Modificado de [Ayad, 2005; CCR
Molecular Pathways].
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Degradaci6n de Cdc6 Formacién de complejos
prereplicativos CCR Molecular Pai y.i &

Durante la fase G2, la fosfatasa Cdcl4 es la responsable de la activacion de
APC/C-Cdhl, que de forma indirecta permite la acumulacion de Claspina. A su vez, la
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Claspina promueve la activacion de p53, que lleva finalmente a la inactivacion de Cdk1l
y la parada del ciclo celular en la fase G2 (ver ) [Bassermann, 2008].

\/quﬁu\

/ N\
<>
Plk1

J_+ BTrep

Claspina

Esquema del Checkpoint de G2 en
respuesta al dafio del ADN modulado principalmente
por la via Cdcl14B-APC/C-Cdh1-Plkl. Después de la

!
induccién de roturas de las dobles cadenas durante la

+ BTrep

fase G2, también se activa la via ATM-Chk2-p53-p21. El
resultado de ambas vias es la inhibicion de Cdkl.
Modificado de [Bassermann, 2008].

Weel — -I—

2.5. Regulacion de APC/C-Cdhl

La actividad de APC/C-Cdhl esta regulada por la cantidad de proteina, el
estado de fosforilacion de Cdhl y por la unién de proteinas inhibidoras o activadoras
(ver ) [Pesin, 2008].

G2 ‘ ‘ Pro Meta Ana Telo ‘ ‘ Gl ‘
®) .
<cdht >
o (et Nupos
Inhibido C;plerameme activo

. La fosforilacién de Cdhl por Cdks impide su asociacion con APC/C
en las fases S, G2 y M. La desfosforilacion de Cdhl por accion de las fosfatasas
Cdcl4 conduce a la completa activaciéon de APC/C-Cdhl en la mitosis tardia y
durante la fase G1. Cdhl es degradada por su propia actividad al final de G1, y en
la fase S, gracias a la actividad de SCF. Modificado de [Pesin, 2008].

La concentracién del &cido ribonucleico mensajero (ARNm) de Cdh1 permanece
constante a lo largo del ciclo celular, sin embargo no ocurre lo mismo con la cantidad
de la proteina, que es mas elevada durante la mitosis. No obstante al final de la fase G1
y de la fase S disminuye su expresion, al ser degradada por SCF y por su propia
actividad APC/C-Cdhl [Fang, 1999; Kramer, 2000].
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. La actividad de APC/C-Cdhl

Emid . Cdk —— o estd estrechamente regulada por la

- = nuz:::;m" fosforilacion de tipo reversible de Cdhl, las

\/ ™N . proteinas inhibidoras y la propia

. _LAPCIC - ‘ degradacion de Cdhl. La fosforilacion de

‘q Cdhl la llevan a cabo los complejos Cdks-

bl Ubiquitinacion ciclinas y la desfosforilacion es llevada a

/ d APCIC SCF cabo por las fosfatasas. Modificado de
Fosfatasas [Almeida, 2012].

La actividad de APC/C-Cdhl aumenta notablemente durante la anafase tardia,
y se mantiene elevada durante la fase G1. Esta actividad esta muy regulada por la
fosforilacion reversible de Cdhl y de sus sustratos, por proteinas inhibidoras y por la
degradacion de Cdh1, tal y como se puede observar en el [Almeida, 2012].

La fosforilacion de Cdhl inhibe su unién con APC/C. Cdhl es fosforilado por
Cdks durante las fases S, G2 y M, y sélo su desfosforilacién en la mitosis tardia y
durante la fase G1 le permite activar a APC/C. La desfosforilacion de Cdh1 se produce
cuando comienza a disminuir la actividad de las Cdks, como consecuencia de la
degradacion por APC/C-Cdc20 de las ciclinas mitéticas, entre otras dianas. Algunos
grupos han descrito que la fosfatasa encargada de activar a Cdhl es Cdcl4, la cual se
activa y sale del nucleo al citosol durante la anafase. Cdcl14 se encarga de la activacion
del propio cofactor Cdhl y de la proteina Sicl que es el inhibidor de la Cdkl. Cuando
Cdh1 se encuentra fosforilado se localiza en el citosol, pero se transloca al nucleo al ser
desfosforilado, por lo que su activacién depende de la salida de Cdcl14 del nucleo (ver

) [Toda, 2012; Visitin, 1997].

. APC/C y Cdh1 estan unidos y activos en el nlcleo; para que esto ocurra,
Cdhl tiene que mantenerse desfosforilado. Por contra, durante las fases S, G2 y M, Cdhl
se fosforila por la accion de varias Cdks. Asi, cuando Cdhl se encuentra fosforilado,
pierde su union a APC/C y se transloca al citoplasma donde se une a la fosfatasa Cdc14,
que es la encargada de desfosforilarlo durante la anafase.
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Todo el mecanismo de Cdcl4 y Cdhl, estd muy caracterizado en levaduras, sin
embargo, a pesar de que se han encontrado tres homologos de la proteina en
vertebrados (Cdcl4A, Cdcl4B y Cdcl4C), su relevancia aun no esta identificada. En
parte debido a que no se ha visto un efecto claro de la proteina sobre la salida de
mitosis, ya que el estudio esta basado en las familias de fosfatasas PP1 y PP2A. De
hecho, hay numerosos estudios que sugieren que las funciones de Cdcl4 en
vertebrados no estan relacionadas con la salida de la mitosis, incluyendo funciones en
el checkpoint de dafio de ADN y su reparacion y en la duplicacién y funcionamiento del
centrosoma. De manera particular, en respuesta al estrés genotdxico durante la fase G2,
Cdcl14B se transloca desde el nucleo al citoplasma, donde la fosfatasa desfosforila a
Cdhl, y por lo tanto promueve la actividad de APC/C-Cdh1 [Almeida, 2012; Maestre,
2008].

La fosforilacién de los sustratos de Cdhl, también contribuye a la regulacion de
la actividad de APC/C-Cdhl. Por ejemplo, la fosforilacion de Cdk2, mediada por SCF,
interrumpe su unién con APC/C-Cdhl y hace que se acumule Skp2 al final de la fase
G1l. Por otro lado, la desfosforilacibn de Cdcl4B, que es dependiente de Cdhl,
promueve la degradacion de Skp2 durante la transicion M/G1 [Almeida, 2012].

1) Emil

En la transicion de la fase G1 a la fase S, el factor E2F activa la transcripcion de
Emil. De esta manera, a partir de ese momento del ciclo celular, Emil inhibe a APC/C-
Cdh1l permitiendo la acumulacion de sus sustratos [Miller, 2006]. Otros estudios han
demostrado que en el caso de los humanos, Emil es esencial para la coordinacion
precisa de la sintesis de ADN y la mitosis. Asi, se ha demostrado que un fragmento de
143 residuos del dominio C-terminal de Emil inhibe multiples funciones de APC/C-
Cdhl. La D-hox, el linker y los elementos de la cola, junto con el dominio zinc-binding de
Emil, se unen de manera sinérgica a distintas regiones de APC/C-Cdh1, bloqueando el
sitio de union del complejo a sus sustratos e inhibiendo la elongacion de la cadena de
Ubiquitina [Frye, 2013; Skaar, 2008].

2) RASSF1A

Este factor inhibe de manera indirecta a APC/C-Cdhl durante la transicion
G1/S, al inhibir SCF-BTrCP, activador de Emil, lo que produce de nuevo la inhibicion

de APC/C-Cdh1 (ver ) [Whitehurst, 2008].
‘ Azul: RASSF1A
Sustratos SCF1
.‘//‘ “scF N J.

E2F  Cdki \_BTCP ! PP
l l el En el esquema
l 'l' podemos ver la activacion de Emil
Emil ————~ @mil® por E2F. Por otra parte vemos
Emil como RASSF1A inhibe a SCF-
APC/C APC/C l BTrCP, se activa Emil, volviendo a
inhibir a APC/C. Modificado de

Apc/c [Vodermaier, 2004].
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3) Rael-Nup98

En el caso de los mamiferos durante la profase, APC/C-Cdhl esta inhibido por
fosforilacion y por el complejo Rael-Nup98. Rael es un factor transportador de
ARNmM, que actlia anclando a Nup98, que es una nucleoporina, al complejo del poro
nuclear. El complejo Rael-Nup98 se encarga de inhibir la ubiquitinacion de la Securina
por parte de APC/C-Cdhl (ver ). Rael-Nup98 se disocia de APC/C-Cdhl
al mismo tiempo que las proteinas del checkpoint del huso mitético lo hacen de
APC/C-Cdc20, y asi se produce la transicion metafase/anafase [Cuende, 2008;
Jeganathan, 2005].

TRANSICION METAFASE/ANAFASE

En prometafase, APC/C-Cdc20 es
inhibido por el complejo Mad2, Bub3, BubR1. Sin
embargo, los bajos niveles de BubR1 como resultado
de la degradacion prematura de la ciclina B, durante
la transicion metafase/anafase, sugieren que el
complejo APC/C-Cdc20 realiza una ubiquitinacion de
la ciclina B, después de la liberacion de Mad2, Bub3 y
BubR1. En prometafase, APC/C-Cdhl se encuentra
inhibido por el complejo Rael-Nup98, pero en la
transicion de metafase/anafase se produce la
activacion de APC/C-Cdhl que ubiquitina la

Securina, tal y como se describe en el texto.
M Modificado de [http://www.biochemsoctrans.org].

Securin

3. Sistema nervioso

El sistema nervioso (SN) obtiene informacién de tipo sensitivo del ambiente que
rodea al organismo, evalUa la importancia de la informacién y genera las respuestas
conductuales apropiadas. La consecucion de estas tareas requiere un plan anatémico
de complejidad considerable. ElI SN se divide en dos componentes fundamentales, que
se diferencian anatdmicamente: a) sistema nervioso central (SNC): constituido por la
médula espinal y por el encéfalo; b) sistema nervioso periférico (SNP): compuesto por
diferentes grupos especializados de neuronas, que constituyen los ganglios periféricos,
y por los nervios periféricos. EI SNP transmite la informacion al SNC y ejecuta las
ordenes motoras generadas en el encéfalo y la médula espinal [Bear, 1998; Crelin, 1974;
Kandel, 2001].

3.1. Sistema nervioso central en raton

El SNC esta constituido por un tejido muy especializado y muy sensible que
realiza funciones muy complejas. Este sistema estad jerarquizado, y la jerarquia se
establece por el dominio regulador de una estructura sobre otra, generalmente, un
centro nervioso. Cuanto méas alta es la jerarquia, mas compleja es la organizacién y las
conexiones del centro nervioso del que se trate [Watson, 2011].

23



Introduccioén

La médula espinal del ratdon es una estructura blanca, delgada, casi cilindrica,
gue esta ligeramente aplanada dorsoventralmente. Se extiende desde el extremo
caudal, en la parte posterior del cerebro hasta el agujero occipital, en la parte inferior
de la columna vertebral. La médula espinal al igual que el cerebro no es compacta
[Biscoe, 1982; Weihe, 1992].

La médula espinal es la parte del SNC del ratén, que se encarga de transmitir la
informacién sensorial desde el SNP al cerebro y la informacién motora desde el cerebro
a los tejidos musculares y/o glandulares. La informacion que se posee sobre su
organizacion es relativa, ya que las técnicas experimentales para su estudio en un
animal tan pequefio, conllevan bastantes dificultades. Por otro lado, tenemos que
afadir, que gran parte de la informacién que tenemos de la médula espinal de raton, se
ha extrapolado de los datos obtenidos en los estudios de ratas. [Bican, 2013; Bjugn,
1988]. Esta estructura no es una simple via de transmisién de mensajes, realmente es un
centro coordinador de la actividad refleja que es fundamental cuando se precisa una
respuesta inmediata. El tiempo que tarda en llegar la informacion al cerebro y el
tiempo que el cerebro tarda en dar una respuesta y en enviarla de regreso es muy
rapido, pero no inmediato. De estas respuestas inmediatas, que son imprescindibles
para la supervivencia, se encarga la médula espinal [Bican, 2013].

El encéfalo es el centro que coordina el SN. No es un drgano compacto, sino
gue presenta una serie de oquedades en su interior. Estas cavidades se denominan
ventriculos cerebrales y son 4. En los mamiferos, el crecimiento del cerebro es tan
importante que ha sufrido una serie de plegamientos que le dan un aspecto rugoso, y
se denominan circunvoluciones. Las circunvoluciones permiten que la corteza cerebral
crezca mucho, sin que se ocupe tanto volumen. En el encéfalo se registran y se integran
todas las informaciones aferentes. A partir de estas informaciones el encéfalo toma
decisiones, y envia nueva informacién a los efectores. El encéfalo tiene como funciones:
la percepcion, las funciones motoras y la cognicion, donde englobamos el pensamiento,
la memoriay las emaciones [Bear, 1998; Kandel, 2001].

Encéfalo de ratéon

Wi ¢ "3

. Encéfalo de raton.
Bulbo ¢ 4 " : En la imagen, podemos
offatorio ~ ~ & ¥ observar una serie de
fotografias con diferentes
vistas de un cerebro de
Tracto olfatorio iy dula ratbn. Se puede ver al

lateral pina completo el encéfalo y parte
de lamédula espinal.
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El encéfalo esta constituido por una serie de estructuras: a) tronco del encéfalo:
formado por el bulbo raguideo o médula oblongata, la protuberancia o puente y el
mesencéfalo o cerebro medio; b) cerebelo: compuesto a su vez por la corteza cerebelosa
y los nucleos cerebelosos; ¢) diencéfalo: constituido por epitalamo, talamo, subtalamo e
hipotdlamo y d) telencéfalo: formado por el rinencéfalo, los ganglios basales, la
amigdala, el hipocampo y la corteza cerebral (ver ) [Crelin, 1974].

De todas las zonas del encéfalo que antes hemos mencionado, en el presente
trabajo de Tesis Doctoral, nos hemos centrado en la corteza cerebral (Cx), en el

hipocampo (Hy) y en el cerebelo (Cb) (ver ).
Corteza Corteza
Estriado Parietal occipital
Hipocampo Cerebelo
Corteza
frontal
Pedunculo ks i Protub .
Tuberculo , ; Nucleo Protuberancia
i Sustancia
olfatorio sitatorio Talamo IE Eacial

Capsulainterna

. Vista lateral parasagital de un encéfalo de raton adulto. En la fotografia se pueden
observar varias estructuras, nosotros hemos destacado la corteza cerebral, el hipocampo vy el
cerebelo para que se distinga su localizacion.

3.2.Cerebelo

La palabra cerebelo deriva del latin cerebellum que significa cerebro pequefio. Se
encuentra situado sobre la protuberancia, y contiene el mayor niamero de neuronas si
lo comparamos con cualquier otra subdivisién del encéfalo, incluidos los hemisferios
cerebrales. EI Cb es un érgano impar y medial, que se encuentra situado en la fosa
craneal posterior, dorsal al tronco del encéfalo e inferior al 16bulo occipital (ver

) [Kandel, 2001].
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El Cb del ratén constituye aproximadamente el 11% del peso total del cerebro y
su anatomia externa es similar a la del resto de mamiferos. Esta estructura se encuentra
unida al tronco del encéfalo por tres pares de grandes haces de fibras que se originan a
partir de la protuberancia y se denominan pedunculos cerebelosos. Estas fibras llevan
las vias aferentes y eferentes del Cb. La parte visible de la estructura, es en realidad
una fina capa de corteza plegada repetidas veces. La superficie dorsal presenta unas
eminencias huecas con un recorrido transversal que se denomina folia u hojas. Ademas,
presenta unas profundas cisuras transversas [Marani, 1979].

El Cb no estd dividido de manera clara por la mitad, como ocurre con los
hemisferios cerebrales, ya que en la linea media, las folia, se extienden
ininterrumpidamente. La linea media del Cb se caracteriza porque es una
protuberancia que se extiende a lo largo de la estructura. Esta regién de la linea media
recibe el nombre de vermis, y separa los dos hemisferios cerebelosos laterales entre si
(ver ) [Wahlsten, 1991].

Cerebelo de un ratén.
Podemos observar perfectamente los dos
hemisferios cerebelosos en los extremos
de la estructura y el vermis en la parte
central.

i
-~
|

Hemisferios Vermis
cerebelosos

Aunque el Cb constituye soélo el 11% del peso total del encéfalo, como hemos
mencionado anteriormente, contiene mas de la mitad de todas sus neuronas. Estas
neuronas estan dispuestas de manera regular, en forma de unidades repetidas, cada
una de las cuales forma un modulo de circuito béasico. Pese a su regularidad
estructural, el Cb esta dividido en varias regiones bien distintas, de las cuales cada una
recibe proyecciones de diferentes partes del encéfalo y de la médula espinal, y envia
proyecciones a diferentes sistemas motores [Sotelo, 2010].

El Cb se compone de una capa externa de sustancia gris denominada corteza
cerebelosa, una sustancia blanca interna y tres pares de nucleos profundos: el nucleo
fastigial, el nucleo dentado y el interpuesto, que a su vez esta compuesto de dos
nucleos, el globoso y el emboliforme. El Cb esta conectado a la cara dorsal del tronco
cerebral por tres pares de tractos simétricos: el pedanculo cerebeloso inferior o cuerpo
restiforme, el peddnculo cerebeloso medio o pontino y el pedunculo cerebeloso
superior o braguium conjunctivum. El pedunculo cerebeloso superior contiene la
mayoria de las proyecciones eferentes. Con una sola excepcién, las eferencias
cerebelosas se originan en los cuerpos celulares de los nucleos profundos [Herrup,
1987].
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3.2.2.a. Organizacioén estructural de la corteza cerebelosa

La corteza cerebelosa es una estructura sencilla de tres capas que consta de tan
s6lo cinco tipos diferentes de neuronas (ver ) [Sotelo, 2010].

1) Capa molecular

Es la capa mas externa y también la més extensa de la corteza cerebelosa. Esta
formada por los axones de los granos, ademéas de las dendritas de las células de
Purkinje, que se orientan perpendicularmente a la superficie del Cb. El contenido de
esta capa se completa con la presencia de dos tipos de interneuronas que estan
dispersas entre los axones de los granos y las dendritas de las células de Purkinje:

Las células estrelladas que se disponen por todo el espesor de la capa, aunque
predominan en las zonas superficiales. Son multipolares, emitiendo numerosas
dendritas de forma radial. Tenemos que tener en cuenta que algunos autores las
dividen en dos grupos: de axén corto y de axén largo.

Las células en cesta que se sitian fundamentalmente en la parte inferior y media
de la capa. Sus dendritas tienden a dirigirse hacia la parte mas superficial de la corteza.
El axén se sitda por encima del soma de las células de Purkinje y emiten colaterales
hacia éstas, envolviéndolas hasta la salida de su axon [Apps, 2005; Heck, 2002;
Ramnani, 2006].

CAPA MOLECULAR

4 117 CAPA DE LAS
I } CELULAS DE PURKINJE
FIBRAS f
PARALELAS s 0
N7 célutadal,

M CAPA DE
Nk Purkinje
¥

LOS GRANOS

., celufgel
\Goigy,, @ 1
N 07

SUSTANCIA BLANCA

Al
FIBRAS ||

MUSGOSAS — : =" Nucleos Profundos
del Cerebelo

. Esquema de la organizacion estructural de la corteza
cerebelosa. Se pueden observar las 3 capas que la constituyen: la capa
molecular, la capa de las células de Purkinje y la capa de los granos.
También se pueden ver los diferentes tipos de neuronas Modificado
de [Apps, 2005].

2) Capa de las células de Purkinje

Es una capa muy fina que contiene los somas de las células de Purkinje. Estas
células poseen somas grandes (20-70 um) de forma triangular, ovoide, piriforme o
semilunar. Sus dendritas forman una arborizacion caracteristica: emerge de la porcién
superior del soma y se divide solo en un plano, que es perpendicular al de las laminas
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cerebelosas. Dichas divisiones suelen ser dicotémicas, pero no forman angulos rectos.
Su axoén surge del polo inferior del soma celular por norma general y atraviesa
oblicuamente la capa de los granos, penetrando en la sustancia blanca [Hashimoto,
2012].

3) Capa de los granos

Es la capa mas interna. Se calcula que posee 10! granos, que son células
denominadas asi por poseer unos somas pequefios (7-10 um) de morfologia ovoide que
se agrupan densamente. Del soma parten las dendritas, generalmente entre 3 y 6, las
cuales se disponen de forma radial y siguen un trayecto relativamente corto. El axén
parte o bien del soma o bien de alguna de las ramificaciones dendriticas y sigue un
curso ascendente atravesando la capa granular e introduciéndose en la capa molecular.
En esta capa se bifurca en forma de T, siguiendo una direccion perpendicular a las
ramificaciones del arbol dendritico de las células de Purkinje, y constituyendo las fibras
paralelas [Apps, 2005].

Las células de Golgi tipo Il se disponen a diferentes alturas dentro de la capa de
los granos, muestran un tamafio voluminoso y aparecen dispersas entre grupos de
granos, aunque predominan en el tercio superior de esta capa. Las dendritas se dirigen
principalmente hacia la superficie de la corteza cerebelosa, mientras que el axén lo hace
hacia el interior de la capa [D'Angelo, 2011].

3.2.2.b. Interacciones sinapticas de la corteza cerebelosa

Las fibras musgosas, junto con las fibras trepadoras, son las fibras aferentes, que
conducen la informacion hacia la corteza cerebelosa. EI soma de las fibras musgosas se
encuentra en el tronco del encéfalo. Estas fibras excitan tanto a las dendritas de los
granos, como a las células de Golgi. Aqui se forma el complejo sinaptico denominado
glomérulo cerebeloso. A su vez la célula de Golgi, hace sinapsis con los granos y los
inhibe.

Las fibras trepadoras son los axones de las neuronas del nudcleo olivar inferior
contralateral, que llegan hasta el arbol dendritico de las células de Purkinje para
transmitir informacion excitadora (ver ) [de Schutter, 2002; Kim, 1997].

FIBRAS PARALELAS
célula estrellada

axén ji‘*' <

Glomérulo g | | célula de

A . Esquema de las interacciones
Purkinje

sinapticas de la corteza cerebelosa. Se
—Niicleos cerebelosos observan los tres tipos principales de
fibras: las fibras paralelas, las fibras
musgosas 'y las fibras trepadoras.

i gipd Modificado de [Kim, 1997].

CEREBELOSAS
EFERENTES

28



Introduccioén

Las fibras paralelas estdn constituidas por los axones de los granos que se
extienden a lo largo del eje mayor de la lamina cerebelosa atravesando el arbol
dendritico de las células de Purkinje [de Schutter, 2002; Kim, 1997].

David Marr y James Albus a principios de los afios 70 sugirieron que los
circuitos corticales del Cb podian utilizarse en tareas de aprendizaje motor. De forma
especifica, sefialaron que la informacién transmitida por una fibra trepadora a las
neuronas de Purkinje, modifica la respuesta de éstas a la informacion transmitida por
las fibras musgosas y ademas durante un periodo prolongado [Steuber, 2013].

El Cb influye en los sistemas motores evaluando las disparidades existentes
entre intencion y accién, y ajustando las operaciones de los centros motores de la Cx y
el tronco encefalico durante el desarrollo de un movimiento, asi como durante las
repeticiones de dicho movimiento. ElI Cb recibe una extensa informacion sobre fines,
ordenes y sefales de retroalimentacion asociados con la programacién y la ejecucion
del movimiento. La importancia de estas aferencias es evidente por el hecho de que el
numero de axones que penetran en el Cb supera en mas de 40 veces al de los que salen
de él. Las proyecciones eferentes del Cb estan enfocadas principalmente hacia los
sistemas premotores y motores de la Cx y el tronco encefélico, que son sistemas que
controlan directamente interneuronas medulares y neuronas motoras. La transmision
singptica en los moédulos de circuito es modificable, aspecto crucial para la adaptacion
y el aprendizaje motores [Llinas, 1993; Thach, 2013].

La extirpacion del Cb no altera los umbrales sensitivos ni la intensidad de la
contraccion muscular. Por lo tanto, se afirma que el Cb no es necesario para los
elementos basicos de la percepcion o el movimiento. Sin embargo, la lesion del Cb
destruye la precision espacial y la coordinacion temporal del movimiento, también
altera el equilibrio y reduce el tono muscular, asi como trastorna notablemente el
aprendizaje motor y determinadas funciones cognitivas [Allen, 1997; Fine, 2002].

3.3. Hipocampo

La palabra hipocampo deriva del griego hippos que significa caballo y kampos
gue significa monstruo marino. Esta zona del cerebro recibié su nombre en el siglo XVI
gracias al anatomista Giulio Cesare Aranzio, que observo una gran semejanza entre un
caballito de mar y la forma del area.

Es una estructura marginal del I6bulo temporal, por ello pertenece, por una
parte al sistema limbico y por otra parte a la arquicorteza. El hipocampo (Hy), origina
la denominada formacion hipocampal junto con el giro dentado (GD) y el subiculo
(Sub). Es una estructura pareada, con dos mitades que son imagenes especulares en

ambos hemisferios (ver ). En roedores, al igual que en otros mamiferos, se
localiza en el interior de la parte medial del 16bulo temporal, bajo la superficie de la Cx
(ver ). En la actualidad se conoce que desempefia funciones importantes en la

memoria y en el manejo del espacio, y aunque los estudios sobre su funcion en
humanos son escasos, se ha investigado ampliamente en roedores como parte del
sistema responsable de la memoria espacial y la navegacion [Kandel, 2001].
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Esguema 22. Esquema de la localizacion de hipocampo, y de todas las
estructuras que se encuentran en sus proximidades. Modificado de
[Netter, 2007].

3.3.1. Anatomia externa

La formacion hipocampal del raton, al igual que en otros mamiferos, esta
constituida por el hipocampo, el giro dentado y el subiculo, y aparece como una
estructura alargada que se extiende de manera rostro-dorsal desde el tabique de los
nucleos basales del cerebro anterior, por encima y por detras del diencéfalo, hasta las
porciones temporales, de manera caudo-ventral (ver imagen 4) [Witter, 1989].

Cugrpo Fornix Hipocampo
Calloso Habénula

Giro
Cingulado
Imagen 4. Fotografia en detalle de Ia
localizacion del Hy, y de todas las estructuras
que lo rodean, en un corte sagital de cerebro
de ratdn adulto.
___Nucleo
Septum #7 Interpeduncular
Comisura Talamo Hipotalamo Cuerpos
Anterior Mamilares

Tenemos que tener en cuenta, que con diferencia de la rata, la formacion
hipocampal del ratén tiene una expansién en el extremo rostral-ventral que estd menos
pronunciada. EI Hy constituye la porcion mas caudal-ventral, dentro de la formacién

[Watson, 2011].
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La formacién hipocampal comprende tres divisiones que son
citoarquitectonicamente diferentes, el giro dentado, el subiculo y el hipocampo
propiamente dicho, que se subdivide en tres zonas o capas: CAl, CA2 y CA3 (CA,
cornu Ammonis o0 cuerno de Amon). Estas tres capas del Hy comparten una
caracteristica comun, y es que poseen alocortex, por otra parte, la conectividad en estas
tres zonas es unidireccional [Witter, 1989], a pesar de que existen estudios mas
recientes en ratas que indican que esto puede ser una simplificacion excesiva [Watson,
2011].

3.3.2.a. Girodentado

El GD es una circunvolucion del encéfalo que se corresponde con una banda de
sustancia gris, que esta localizada debajo del borde medial del Hy. Es una arquicorteza
o corteza primordial que se desarrolla siguiendo el borde del surco del Hy. La
prolongacion posterior y superior de esta circunvolucion recibe el nombre de giro
fasciolar, el cual forma un area de transicion entre el GD y el inducio gris o indusium
griseum [Stanfield, 1984].

El GD estéa constituido por tres capas, bien diferenciadas de manera morfologica
(ver e ):

Hilus S ¢

EE’_F%” 02w ‘\: a\

. Representacion de las tres . Inmunohistoquimica de la
capas diferentes del giro dentado. 1) CM: formacién hipocampal. Se pueden
capa molecular o externa, 2) hilus y 3) observar el giro dentado, el subiculo y
CGr: capa de las células granulares. el hipocampo, asi como las diferentes
Modificado de [Rosenzweig, 2011]. capas los componen. Modificado de

[Jinno, 2002].

1) La capa externa o capa molecular que estd formada principalmente por
dendritas de células granulares, células en cesta y células polimoérficas, asi como
terminales axénicas de varias neuronas. Sin embargo, podemos afirmar que se pueden
observar algunas células aisladas de diferentes tipos [Jinno, 2006].

2) La capa polimdrfica o hilio (hilus) alberga una gran variedad de tipo
neuronas polimérficas, incluyendo una considerable proporcion de células GABAérgicas.
Las células mas comunes de esta capa son las denominadas células musgosas, que es un
tipo de célula glutamatérgica [Jinno, 2006]. Poseen un cuerpo celular grande y ovalado
(21-25 um) y de 2-6 dendritas gruesas que se originan en el soma y después se
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extienden grandes distancias por el interior de la capa. En ocasiones estas dendritas
pueden llegar a extenderse hasta la capa granular o incluso a la capa molecular [Fujise,
1999].

3) La capa de las células granulares que se encuentra justo por debajo de la
capa molecular y se componen de una alta densidad de células granulares. Estas células
constituyen una capa que puede tener forma de "V" o forma de "U" seglin estemos en
una posicion mas dorsal o mas ventral [van Pelt, 1997].

Las células granulares es el principal tipo celular de la regién. Se estima que el
numero total de estas células en los ratones es de 390000 células en cada hemisferio. En
roedores, las células granulares estan estrechamente relacionadas entre si, carecen de
dendritas basales y su arbol dendritico emerge desde la superficie del soma en forma
coénico-apical. Con mas o menos frecuencia, se suelen originar algunas dendritas a sus
lados. Estas dendritas ascienden y se ramifican en varias ocasiones dentro de la capa
molecular [Stanfield, 1984].

Mas profundamente encontramos células con un Unico proceso apical que
asciende, sin ramificacion alguna, entre los granulos mas superficiales, hasta la capa
molecular donde comienza a ramificarse de manera similar a las células granulares que
son mas superficiales. Las dendritas de las células granulares que se encuentran en la
capa molecular poseen numerosas espinas dendriticas, que aumentan su longitud en
las posiciones mas distales [van Pelt, 1997].

Al igual que en la capa polimorfica, en esta capa encontramos un elevado
numero de interneuronas GABAérgicas [Jinno, 2006].

Ademas de células granulares, en esta capa se encuentran las denominadas
células en cesta, que poseen cuerpos celulares en forma piramidal, que encajan entre las
celulas granulares. El axon de estas células forma plexos pericelulares que rodean al
soma de las células granulares [van Pelt, 1997].

3.3.2.b. Subiculo

El subiculo fue descrito originalmente por Ramoén y Cajal en 1911, aunque sus
caracteristicas no permitian diferenciarlo con claridad, de la zona de transicion con la
capa CAL del Hy. Posteriormente, las extensas descripciones de Rose y colaboradores
en el cerebro del raton [Rose, 1929] han permitido identificar y diferenciar a la
perfeccion este area. EI Sub comparte la estructura citoarquitecténica del Hy, con
caracteristicas de alocortex, es decir, se divide en tres capas claramente diferenciadas,
aunque en el caso del ratén sus caracteristicas citoarquitecténicas no han sido muy
estudiadas. En la actualidad se delimita su frontera con la capa CA1 del Hy, gracias al
ensanchamiento de la capa de las células piramidales y a la pérdida abrupta de la
tincién para el anticuerpo Calbindina, que esta presente en la células piramidales de la
capa CALl [Slomianka, 1991].

3.3.2.c. Hipocampo

Anatémicamente, el Hy es una prolongacion del extremo de la corteza cerebral.
Se puede distinguir como una zona, donde el cortex se estrecha en una capa Unica de
neuronas densamente empaguetadas, que se recurvan de forma muy apretada.
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Comprende porciones ventrales y dorsales, compartiendo ambas una composicion
similar, pero siendo partes de diferentes circuitos neurales [Watson, 2011].

. Hematoxilina-Eosina de un corte sagital
de cerebro de raton adulto. Observamos el giro
dentado y el hipocampo con las tres zonas de la
capa de las células piramidales CAl, CA2 y CA3.

Al principio, Ramoén y Cajal dividié esta zona en dos areas, una pequefia regiéon
mas distal que llamo regio superior y una regién proximal méas grande que denomind
regio inferior. Posteriormente, Rose dividio al Hy en 5 regiones diferentes a las que
denomind hl - h5 [Rose, 1929]. Sin embargo, en la actualidad, se sigue la nomenclatura
de Lorente de NG, que dividié al Hy en tres capas, CAl, CA2 y CA3 (ver )
[Lorente de NO, 1933; Lorente de NO, 1934]. Las tres capas muestran diferencias
intrinsecas y extrinsecas en cuanto a su conectividad, ademas, gracias a la informacion
citoarquitecténica y quimica adicional, se establecen con gran fiabilidad las fronteras
entre las tres capas [Bartesaghi, 2004; Lein, 2007].

La organizacion laminar es, en general, similar en las diferentes capas que
constituyen el Hy (ver ).

Corteza
entorrinal

. Esquema del hipocampo y del giro dentado. Observamos
todas las capas que componen ambas estructuras. Se puede ver como el Hy
esta formado por 1) la capa de las células piramidales, 2) el estrato oriens,
3) el estrato alveus, 4) el estrato Itcido, 5) el estrato radiado y por ultimo 6)
el estrato lacunosum. Modificado de [http://anatomie.vetmed.uni-
leipzig.de].

1) La capa de las células piramidales es la capa principal. Esta capa contiene el
soma de las células piramidales del Hy, que son las neuronas mas importantes de todo el
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area. La mayoria de las células piramidales extienden un arbol dendritico basal hacia el
estrato oriens y un arbol dendritico apical hacia estrato molecular y la fisura del Hy.
Ademas, las células piramidales tienen en sus proximidades, una poblacion
heterogénea de células en cesta de varios tipos y tamafos, que tienen sus somas
situados en la capas de las células piramidales. En los ratones, al igual que en otros
mamiferos, el axon de las células piramidales se extienden transversalmente desde el
soma celular, hasta llegar al estrato alveus que es por donde se extienden (ver
) inno, 2006].

2) El estrato oriens es la capa que esta por encima de la capa de las células
piramidales (ver ). Contiene dendritas de varios tipos celulares incluyendo
el arbol dendritico basal de las neuronas piramidales. También se caracteriza por tener
algunas interneuronas intrinsecas cuyos axones no salen del Hy. La mayor parte de
estas interneuronas son las denominadas células en cesta, que se relacionan con 200 - 500
neuronas piramidales y son GABAérgicas. Los primeros estudios de Ramén y Cajal
realizando técnicas de Golgi, demostraron que hay una gran variedad de tipo de
células no piramidales en los estratos oriens, radiatum y lacunosum. La mayoria de estas
células son interneuronas y ademas son GABA positivas, como es el caso de las células
en cesta. En Hy del ratdn, el nimero de células GABAérgicas es similar al existente en
el GD y aumenta de manera dorso-ventral [Jinno, 2006].

3) El estrato alveus (o también llamado sustancia blanca) es la capa mas
superficial y el estrato mas rico en fibras. Por este estrato salen los axones de las células
piramidales para realizar las conexiones (ver ) [Jinno, 2006].

4) En la capa CA3 existe una zona acelular estrecha que se llama estrato lucido,
gue se encuentra justo por debajo de la capa de las células piramidales (ver
), este estrato acelular es estrecho y contiene los axones de las células musgosas del
GD. En el extremo distal del estrato licido hay un ligero engrosamiento de la capa, este
engrosamiento final delimita la frontera entre las capas CA3y CA2 [Jinno, 2006].

5) Por debajo de la capa de las células piramidales, en las zonas CAly CA2, se
encuentra el estrato radiado o radiatum, que es un estrato acelular y esta formado por
las dendritas apicales de las neuronas piramidales. Se sabe que este estrato contiene la
mayoria de las conexiones de asociacién. (ver ) [Jinno, 2006].

6) El estrato mas profundo se conoce como molecular o lacunosum y es el
estrato que estad mas proximo a la fisura del Hy. Este estrato esta compuesto por las
ramificaciones mas distales de las dendritas apicales de las neuronas piramidales y
contiene las fibras de la via de la corteza entorrinal (CE) (ver ) [Jinno, 2006].

Las conexiones de las células piramidales de la capa CA3 llegan hasta los
axones colaterales que ayudan a distribuir las fibras dentro del Hy (en las capas CA1-
CA3)y en el Hy contralateral (gracias a la comisura hipocampal) (ver ). Un
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pequefio nimero células de la capa CA3 y células con disposicion proximal de la capa
CAZ2, inervan hacia el hilio del GD. Las proyecciones de las capas CA3 y CA2 son
normalmente llamadas conexiones de asociacion, mientras que las de la capa CAL se
denominan como colaterales de Schaffer. Todas estas conexiones muestran un patrén
altamente ordenado [Martinez, 2005; Otal, 2006].
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. Esquema de todo el sistema de conexiones de la formacién hipocampal
(hipocampo, giro dentado y subiculo) con la corteza entorrinal. Tomado de
http://asus.usal.es y modificado de Santiago Ramon y Cajal.

La densidad y la extension de la conectividad en la zona CA3, esta
inversamente relacionada con la posicion de los somas de las neuronas piramidales en
el eje distal, de manera independiente a la posicion dorso-ventral. Las fibras asociativas
de la capa CA3 estan restringidas tanto en el eje distal, como en el dorso-ventral [Tang,
2006].

La capa CA2 es una zona estrecha que se encuentra en la posicion distal, al final
de donde se localizan las proyecciones de las fibras musgosas. Aunque las células
piramidales de la capa CA2 parecen similares a las de la capa CAS3, carecen de thorny
excrescences que son exclusivas de las células piramidales de la capa CA3. La
conexiones de la capa CA2 se asemejan a la de las porciones mas distales de la capa
CA3 (ver ). No se conocen muchos datos de las conexiones en la capa CA2
de roedores, aunque se ha podido describir que la capa CA2 recibe una inervacion muy
prominente del hipotdlamo posterior, en particular del nacleo tuberomamilar y de la
zona supramamilar [Sakurai, 2007].

La proyeccion principal que surge de las neuronas piramidales de la capa CAl
tiene una disposicién topografica similar a la del Sub adyacente. Los axones
descienden hasta el estrato oriens o al estrato alveus, a continuacién, se curvan
bruscamente hacia el Sub donde vuelven a entran y se ramifican en la capa de las
células piramidales y en la parte méas profunda del estrato molecular (ver ).
Varios estudios han mostrado que esta proyeccion muestra una marcada columna
topoldgica a lo largo del eje transversal, asi una célula o un grupo de células del tercio
proximal de la capa CAL, proyectan al tercio distal del Sub, y de manera inversa, las
células de del tercio distal de la capa CAL proyectaran hacia el extremo proximal del
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Sub. Las células de la porcion medial de la capa CAL1 se centraran en la correspondiente
porcion del Sub. Hay que tener en cuenta que una sola célula proporcionara un
conjunto de axones colaterales que abarcan alrededor de un tercio de la extension
transversal del Sub. Todo ello, en conjunto, indica que la proyeccion entre la capa CAl
y el Sub, se realiza en segmentos de tercios. La organizacién de la conectividad entra la
capa CAl y el Sub aparece con el origen y la distribucion terminal de las conexiones
reciprocas de la CE. La proyeccion de la capa CA1 al Sub, asi como la de la capa CA3 a
la capa CAL, parece divergir a lo largo del eje longitudinal [Witter, 2006].

La capa CAl recibe una gran variedad de entradas corticales y subcorticales,
gue con algunas excepciones no se han analizado en profundidad en los ratones. La
principal entrada cortical surge de la CE. Estas proyecciones terminan de forma masiva
en el estrato lacunosum e inervan principalmente al nivel dorso-ventral, con preferencia
por el nivel intermedio. Dos tercios de la parte ventral de la capa CAl, y mas en
particular la mitad distal adyacente al Sub, recibe una entrada importante del complejo
amigdalino [Tang, 2006].

La capa CAL tiene mas proyecciones extrinsecas que las capas CA2 y CA3. La
capa CAL no recibe sélo entradas del area septal lateral, sino también recibe entradas
desde la capa CA3 y desde areas subcorticales y corticales. La capa CAL es similar al
Sub, con el que comparte la mayor parte de sus proyecciones. Sin embargo, la capa
CA3 posee proyecciones con una organizacion similar al area septal lateral [Witter,
2007].

La CE es la mayor fuente de aferencias del Hy y también el objetivo de sus
eferencias, y estd conectada de forma fuerte y reciproca con otras areas de la Cx, por
ello actia como la mayor interfaz entre el Hy y otras partes del cerebro. Las capas
superficiales de la CE proporcionan el input mas importante al Hy, y las capas
profundas de esta estructura el output mas prominente. En el interior del Hy el flujo de
informacién es en gran medida unidireccional, como hemos visto anteriormente, con
sefiales que se propagan a través de las capas de células, primero en direccién al GD,
después a la capa C3 y posteriormente a la C1, siguiendo por el Sub y finalmente
saliendo del Hy hacia la CE (ver ) [Tang, 2006].

Otras conexiones menos destacadas, también desempefian papeles importantes
en las funciones del hipocampo. Mas alla de las eferencias hacia la CE, existen otras
rutas eferentes hacia diferentes areas corticales, como puede ser el cortex prefrontal y
zonas eferentes hacia el area septal lateral. EI Hy recibe entradas de informacion
moduladoras de los sistemas serotoninérgico, dopaminérgico y de la norepinefrina, asi
como del nucleus reuniens del tdlamo. Una proyeccion muy importante procede del
area medial septal, que envia fibras colinérgicas y GABAérgicas hacia todas las partes
del Hy. La region cortical adyacente al Hy se conoce como la circunvolucion
parahipocampal. Incluye la CE y también la corteza perirrinal, que tiene un importante
papel en el reconocimiento visual de objetos [Eichenbaum, 2007].

Aunque la teoria inicial radicaba en que el Hy estaba implicado en funciones
olfativas, estudios posteriores demostraron que esto era falso. En la actualidad se
identifica que el Hy esta relacionado con funciones implicadas en tres teorias: la
inhibicién de la conducta, la memoriay la percepcion espacial.
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1) Inhibicién de la conducta

Esta teoria tuvo una gran popularidad en los afios 60. Se basa principalmente en
la observacion de que a los animales que se les provoca algun tipo de lesion en el Hy,
tienen problemas para inhibir respuestas que previamente se les habia ensefiado.
Jeffrey Gray desarrollo esta teoria con un ensayo muy amplio sobre el papel del Hy en
la ansiedad. Hoy en dia esta teoria, es la menos aceptada de las tres propuestas [Best,
1999].

2) Memoria

Esta teoria esta basada en el famoso articulo de Scoville y Milner, en el que se
describe la intervencién quirurgica para la eliminacion del Hy, con el fin de aliviar los
ataques epilépticos de un paciente, siendo el resultado de la operacién una grave
amnesia anterégrada y una amnesia retrograda parcial. El paciente tras la operacion
era incapaz de recordar nuevos episodios, del mismo modo que era incapaz de
recordar justo lo sucedido antes de la misma. Sin embargo era capaz de retener
recuerdos de su infancia [Scoville, 1957]. Posterior a este trabajo, se realizaron muchos
estudios a otros pacientes con niveles similares de dafio en el Hy o con amnesia
producida por accidente o por enfermedad [Best, 1999].

Actualmente se afirma que el Hy tiene un papel importante en la formacién de
nuevos recuerdos de los acontecimientos experimentados. También se conoce que las
lesiones severas en el Hy producen dificultades en la formacion de nuevos recuerdos
(amnesia anterograda) asi como problemas en los recuerdos formados antes de las
lesiones (amnesia retrograda). Por ello se concluye que existe una transferencia de
recuerdos desde el Hy a otras partes del cerebro [VanElzakker, 2008].

Hay que tener en cuenta que dafios en el Hy no afectan a determinados tipos de
memorias, como es la capacidad de adquirir nuevas competencias motoras [Diana,
2007].

3) Percepcidn espacial

O'Keefe y colaboradores descubrieron en 1971, que ciertas neuronas de Hy de
rata mostraban una actividad relacionada con la localizacion de la rata en su entorno
[O'Keefe, 1971]. A pesar de que en aquella época crearon mucho escepticismo por parte
de la comunidad cientifica, este grupo siguié trabajando en el proyecto y en 1978
escribieron un libro muy conocido en la actualidad "The Hippocampus as a Cognitive
Map". En la actualidad se admite de manera casi universal, que el Hy desempefia un
papel fundamental en la codificacion espacial.

Estudio llevados a cabo en ratas y en ratones que se mueven libremente, han
demostrado que algunos tipos de neuronas del Hy, desencadenan potenciales de
acciéon cuando el animal pasa por un lugar concreto de su entorno. Estas evidencias en
primates son més limitadas, debido a la dificultad de registrar la actividad cerebral,
cuando los monos se mueven libremente, sin embargo, se ha registrado actividad
neuronal a nivel del hipocampo, relacionada con el lugar donde los monos de
experimentacion transitaban dentro de la habitacion cuando se les limitaba el
movimiento [Matsumura, 1999].

Los estudios, que han observado los resultados en los entornos concretos de
roedores, se han realizado con las respuestas de las células piramidales del Hy y con
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las células granulares del GD. Las interneuronas inhibidoras muestran variaciones
significativas dependientes del lugar, pero mucho mas débiles de lo que mostraron
previamente las neuronas piramidales o las células granulares. Las células implicadas
en estos estudios, permanecen silentes cuando el animal se mueve en un entorno
desconocido, pero alcanzan niveles de actividad elevados cuando el raton se mueve
dentro de un entorno que reconoce [Moser, 2008]. En algunos casos se ha comprobado
gue la tasa de disparo de las células del Hy dependen no sélo del lugar, sino también
de la direccién en la que se mueve el animal, el destino u otras variables relacionadas
con la tarea que realiza [Smith, 2006].

Todos los experimentos anteriores condujeron a la teoria de que el Hy puede
actuar como un mapa cognitivo, es decir, una representacion neural del esquema
espacial del entorno. Hay que tener en cuenta, que un ser humano sin un Hy
plenamente funcional, no recordaria donde ha estado ni como llegar al lugar donde se
dirige. La sensacién de extravio es uno de los sintomas mas comunes tras una lesion en
el Hy [Chiu, 2004]. Estudios con animales han mostrado que se requiere un Hy intacto
para algunas tareas de memoria espacial, en particular aguellas que precisan encontrar
un camino con un objeto oculto [Morris, 1982].

3.4. Corteza cerebral

Aunque muchas de las funciones que mantienen la vida estan controladas por
regiones de la médula espinal, el tronco del encéfalo y el diencéfalo, es la corteza
cerebral la responsable de gran parte del planteamiento y de la ejecucion de las
acciones de la vida cotidiana [Kandel, 2001].

La Cx del raton estd bordeada por arquicorteza medialmente y por alocorteza
de manera lateral. Estd dominada por una gran extension de neocortex,
aproximadamente entre 120 a 130 mm?2 de superficie en un promedio de 112 mm?3 de
volumen, que deriva del palio dorsal del telencéfalo [Gaglani, 2009].

La Cx tiene una forma muy plegada constituida por cisuras y surcos, que se
encuentran separados por circunvoluciones. Se desconoce la razén exacta de este
plegamiento, aunque se sugiere que se ha producido para acomodar al gran nimero de
células que posee. El espesor de la corteza varia sustancialmente entre las diferentes
especies, aunque suele estar en torno de 1 a 5 mm. Sin embargo, como es logico, el area
de superficie es mucho mayor en primates superiores, en especial en el cerebro
humano [Kandel, 2001].

La Cx de todos los mamiferos, incluidos los roedores, se divide en cuatro
I6bulos principales denominados por los huesos que los cubren: frontal, parietal,
temporal y occipital (ver ).

a) El 16bulo temporal se sitia en la parte lateral e inferior de la corteza.
Interviene en el habla y el sentido del olfato. Se relaciona mucho con episodios
epilépticos.

b) El I16bulo frontal es la porcion mas voluminosa de la Cx, se sitUa en la parte
delantera de los hemisferios cerebrales.

c) El 16bulo parietal esta situado en zona lateral, superior y media de la corteza.
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d) El 16bulo occipital es la parte posterior de la Cx, por detras de los surcos
perpendiculares externo e interno y de la incisura preoccipital.

Ademas, existen el denominado I6bulo de la insula, pero esta menos estudiado
gue los cuatro Iébulos principales [Rakic, 1988].

En el caso de los humanos, los I6bulos estan definidos de forma marcada por
surcos llamativos de la Cx, cuya posicion es relativamente constante en los diferentes
cerebros. Las muescas mas conocidas son: a) la cisura de Silvio o surco lateral que separa
el 16bulo temporal de los I6bulos frontal y parietal, b) la corteza de la insula, que forma el
limite medial del surco lateral y c) la cisura central o de Rolando, que discurre por la
parte medial y lateral sobre la superficie dorsal del hemisferio y separa los I6bulos
frontal y parietal [Bear, 1998].
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3.4.2.a. Organizacién estructural de la corteza cerebral

La Cx, por encima de todo, estad organizada en capas celulares; este principio
organizador proporciona un ensamblaje especifico que limita la forma en la que
conectan las neuronas, maximizando el potencial conectivo de los circuitos neuronales.
Todo ello, apoya la idea de que la Cx posee una extraordinaria capacidad de
adaptacion. La estructura en capas es fundamental para la anatomia y la funcién de la
Cx [Watakabe, 2007].

La posterior formacion de conexiones, asi como de circuitos, depende de la
experiencia y de la actividad de cada individuo, sin embargo, la organizacion laminar
de la Cx se conserva. Se ha comprobado que cuando la organizacién laminar se rompe
o las capas se invierten, aunque las neuronas puedan realizar conexiones, la
funcionalidad resultante estd gravemente comprometida y el resultado no es mucho
mejor gue cuando se carece de Cx al completo [Zhou, 2010].

Hay muy pocas publicaciones que caractericen poblaciones de células gliales
especificas para cada uno de los estratos de la Cx, por lo tanto, las descripciones
particulares de cada capa se llevan a cabo teniendo en cuenta, los tipos y las
caracteristicas de las neuronas que se encuentran en cada una de ellas. Se considera que
una neurona se encuentra en una capa, cuando en ese estrato esta situado su soma o
sus dendritas proximales, ya que su axon y sus dendritas distales, normalmente se
extienden a través de varias capas [Takasaki, 2010].
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A modo de resumen, podemos indicar que la Cx estd dominada por las neuronas
piramidales, que son excitatorias y tienen un gran namero de espinas dendriticas para
recibir todas las entradas, llevando a cabo la difusién de la informacion a través de los
axones de manera lateral y radial. Ademas de estas neuronas excitatorias existe una
gran variedad de interneuronas inhibitorias que coordinan la actividad cortical en
complejos patrones. La forma mas tipica de la Cx de un ratén adulto, est4 organizada
en 7 capas (ver ):

. Capas de la corteza cerebral de
raton adulto. Seccién sagital en la que se ha
realizado la Tincién de Nissl para distinguir
las diferentes poblaciones celulares, vy
consecuentemente las capas.

1) Estrato plexiforme externo o estrato molecular

Es una capa fina situada en el borde mas exterior de la corteza. Se encuentra
justo debajo de la piamadre y de la glia limitante. Esta casi desprovista de neuronas. Se
compone en gran parte de los somas de las células Cajal-Retzius y de sus axones, asi
como de las dendritas apicales de las neuronas piramidales, cuyos somas se encuentran
en una capa mas profunday glia.

La capa 1 es principalmente un punto de encuentro para modular las
influencias sobre las neuronas de las capas mas profundas. Muchas neuronas
inhibitorias, de capas mas profundas (de las capas 2/3, 5y 7) envian axones a la capa 1
para hacer sinapsis con las dendritas apicales de las neuronas piramidales. Amplias
proyecciones talamicas también penetran en el estrato molecular para modular la
excitacion de gran parte de la corteza [Douglas, 2007].

2/3) Estrato supragranular piramidal

La capa 2/3 tiene una poblacién variada de neuronas, en su mayoria pequefias
células piramidales, que estan involucradas en la actividad local y corticocortical, y
algunas células esféricas de pequefio tamafio denominadas granos. En comparacién con
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los primates la capa supragranular de la corteza de ratén, es mas delgada y estd menos
diferenciada. En consecuencia, la capa 2/3 se trata como una sola capa en la corteza de
ratén, aunque hay signos de segregacion funcional dentro de la capa [Bureau, 2006].

Las células piramidales de la capa 2/3 proyectan a las partes adyacentes de la
Cx, asi como al cuerpo calloso. En la corteza motora, estas células también conducen la
proyeccién subcortical de las neuronas de la capa 5 [Fame, 2011].

Entre las interneuronas de la capa 2/3 encontramos las células en candelabro que
regulan el disparo de la sefial en los axones de las neuronas piramidales y las células en
cesta que modulan la excitabilidad de las células piramidales. Estos dos tipos de
neuronas pueden ser neurogliaformes, bipolares 0 empenachadas y forman extensas
redes acopladas por gap junctions para mejorar la sincronia y la coordinacién entre
grandes zonas de la capa 2/3 [Miyoshi, 2010].

En las neuronas de la capa 2/3 destaca su expresion de Cux2 [Ferrere, 2006] que
es un factor que controla la ramificacion dendritica y la formacion de sinapsis [Cubelos,
2010].

4) Estrato granular

Aunque al principio se pensaba que los ratones carecian de este estrato,
posteriormente se demostré que esa teoria era erronea. En las regiones sensoriales, la
capa 4 es prominente, y es el principal destino de las fibras tdlamocorticales. El estrato
granular contiene mayoritariamente las denominadas células estrelladas espinosas, que
fueron identificadas por Lorente de N6 [Lorente de NO, 1933; Lorente de No, 1934]. Las
aferencias talamicas es la entrada extracortical mas potente de la capa 4 y pueden ser
tan numerosas como para llegar a distorsionar la estructura de barrel field tipica de la
corteza somatosensorial [Sehara, 2010]. En el caso de los ratones, en la capa 4, las
proyecciones de las neuronas piramidales al cuerpo calloso se intercalan con las
proyecciones que reciben las células estrelladas espinosas del tdlamo. Este estrato
también contiene las dendritas apicales de las neuronas piramidales de la capa 6
[Ledergerber, 2010].

5) Estrato piramidal profundo

La capa 5 se caracteriza por contener las neuronas piramidales méas grandes de la
Cx, que proyectan sus axones a una gran variedad de objetivos corticales y
subcorticales. También existe una menor poblacion de neuronas con proyecciones
callosas-corticocorticales que se distribuyen a través de toda la capa. [Larsen, 2008].

Los axones de este estrato tienen como destino diferentes estructuras
subcorticales, de las cuales destacamos cuerpo estriado, mesencéfalo, tronco cerebral,
nucleos del puente y médula espinal. Sobre la base de las proyecciones del estrato, la
capa a menudo se divide como 5A corticoestriatal y 5B corticoespinal [Anderson,
2010].

6) Estrato polimoérfico

La capa 6 es principalmente una capa de salida, donde se originan el mayor
numero de fibras corticotaldmicas y donde se recibe a cambio una importante
proyeccién talamica. Las proyecciones talamicas especificas de la capa 6 también se
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dirigen a los nucleos eferentes de esa region, al contrario que la capa 5, ya que envia
proyecciones talamicas no reciprocas. En este estrato también se ha encontrado
proyecciones que se dirigen a regiones adyacentes ipsilaterales y distantes, asi como a
las células locales de otras capas que pueden modular la actividad talamica entrante
[Lam, 2010].

La capa 6 suele ser bastante gruesa en el ratén adulto, a menudo ocupa una
gran fraccién de la profundidad cortical gracias a su amplia gama morfolégica en las
neuronas, ya que las células pueden ser horizontales, invertidas o fusiformes. Tenemos
gue tener en cuenta, que en este estrato, entre las neuronas piramidales encontramos una
poblacién de interneuronas que son principalmente células en cesta (ver )
[Zhang, 1997].

Piamadre
Neuroglia

Estrato molecular

Neuronas piramidales
muy pequefas

Neuronas piramidales
pequefias

Neuronas piramidales

B medianas
—! Linea de Bailarger

l Pequefias neuronas
\—, pelimérficas

Neuronas piramidales
invertidas

Neuronas piramidales
grandes

( 1— Neuronas polimérficas
y neuronas del eje

—— Sustancia blanca

. Esquema donde se pueden ver las 6 capas de la corteza cerebral que se han
identificado en el encéfalo humano: capa 1 o estrato molecular, capa 2 o estrato granuloso
externo, capa 3 o estrato piramidal externo, capa 4 o estrato granuloso interno, capa 5 o estrato
piramidal interno y capa 6 o estrato polimorfo. Destacamos la presencia de las células
piramidales grandes en la capa 5. Podemos observar el detalle de que no existe la capa 7,
a diferencia del raton. Modificado de [http://chronopause.com].

7) Estrato subgriseo

Sélo en el caso de los roedores, a continuacion de la capa 6, hay un delgado
estrato de células que persiste en muchas regiones corticales. En ratones, estas células
han sido identificadas como una capa diferente, la capa 7 (ver ). Estas
células poseen unas proyecciones que tienen objetivos especificos, incluyendo la capa 1
y el cuerpo calloso y sus propiedades son muy diferentes a las existentes en las otras
capas.

En ratones, el borde lateral rostral del estrato subgriseo se fusiona con el
claustrum, sin embargo, en otras especies, inclusive de roedores, estas dos estructuras
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son totalmente diferentes. En los ratones, el factor de crecimiento de tejido conectivo se
expresa selectivamente en un conjunto de neuronas exclusivo de la capa 7 y del nacleo
endopiriforme dorsal, pero no en el claustro [Heuer, 2003].
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componentes celulares y a sus objetivos de proyeccion, son
muy diferentes cuando nos centramos en el espesor
individual de cada una de ellas, del mismo modo que es

b muy diferente, el espesor total de la corteza. Tenemos que

& e tener en cuenta que también difieren en el sentido de que

- AL en el ratén las capas 2 y 3 se consideran una Unica capa

<b (capa 2/3) y ademas la capa 7 o sustrato subgriseo s6lo esta

Raton Humano presente en el ratén. Modificado de [Fame, 2011].

sk

Como explicamos al principio de este apartado, la Cx de todos los mamiferos,
se divide en cuatro I6bulos principales, y en términos generales, cada uno de ellos tiene
una funcién diferente: a) El 16bulo temporal contiene neuronas que captan cualidades
sonoras en la corteza auditiva primaria y se relaciona mucho con episodios epilépticos.
b) El 16bulo frontal interviene en las caracteristicas de la personalidad y en el
movimiento, contiene principalmente a la corteza motora primaria en la cual se
encuentran las neuronas que controlan los diferentes musculos del cuerpo. c) El 16bulo
parietal ayuda a identificar objetos y a comprender las relaciones espaciales (dénde
esta situado el cuerpo en comparacion con los objetos que lo rodean). Este I6bulo
también interviene en la interpretacién del dolor y del tacto en el cuerpo porque aloja a
la corteza somatosensorial primaria, compuesta por neuronas relacionadas con el tacto
y neuronas relacionadas con la comprensién del lenguaje y la integracion de la
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informacién relacionada con la memoria y el aprendizaje. d) El I6bulo occipital
contiene la corteza visual primaria que esta localizada en la parte posterior y procesa la
informacién visual que llega de la retina [Rakic, 1988].

La corteza cerebral sensitiva recibe aferencias desde el tdlamo. Hay tres tipos
de areas corticales sensitivas: a) receptoras a la que llegan los estimulos desde el
talamo, b) perceptoras en las que se relacionan los estimulos recibidos y ¢) gnoésticas en
las que se comparan los estimulos recibidos con los conocidos previamente.
La corteza sensitiva somatosensorial se localiza en el Iébulo parietal. La corteza
sensitiva visual se localiza en el I6bulo occipital. La corteza sensitiva acustica se
localiza en el l16bulo temporal. La corteza sensitiva estatico-postural y vestibular se
localiza en el 16bulo temporal. La corteza sensitiva gustativa se localiza en el 16bulo de
la insula. La corteza olfativa afecta al rinencéfalo, directamente al bulbo olfativo, areas
septales, corteza piriforme, hipocampo y complejo amigdalino e, indirectamente, a la
circunvolucion pericallosa [Kandel, 2001].

Muchas areas de la Cx se ocupan fundamentalmente del procesamiento de la
informacioén sensitiva o de la emision de érdenes motoras. Ademas, un area dedicada a
una modalidad sensitiva concreta o a la funcibn motora comprende varias areas
especializadas con diferentes funciones en el procesamiento de la informacion. Estas
areas se conocen como areas sensitivas o motoras primarias, secundarias o terciarias,
dependiendo de su proximidad a las vias sensitivas 0 motoras periféricas. La corteza
motora primaria es la mediadora de los movimientos voluntarios y se denomina
primaria porque contiene neuronas que proyectan directamente hacia la médula
espinal para activar las neuronas motoras somaticas. Las areas sensitivas primarias
reciben gran parte de su informacion directamente desde el tdlamo, s6lo hay unas
escasas escalas sinapticas interpuestas entre el tdlamo y los receptores primarios. Cada
area sensitiva primaria transmite informacion a un &area vecina de orden superior o
area de asociacién unimodal que depura la informacion [Matyas, 2010; Mitchell, 2005].

El almacenamiento de la memoria explicita relaciona la Cx con el Hy. Primero
se adquiere la informacién por procesamiento de alguna de las 3 areas de asociacion
polimodal: a) corteza parieto-occipito-temporal, b) corteza prefrontal y c¢) corteza
limbica. Después, las areas de asociacion polimodal o multimodal integran la
informacién de 2 o mas areas sensitivas unimodales, y la coordinan con los planes de
accion llevados a cabo por el encéfalo [DeFelipe, 2002; Theyel, 2010].

4. Funciones de APC/C en el sistema nervioso

4.1. Diferenciacion neuronal

En el afio 1999, Gieffers y colaboradores [Gieffers, 1999] demostraron la
expresion de diferentes subunidades de APC/C, asi como de Cdh1, en el cerebro de los
mamiferos, concretamente en las neuronas. Posteriormente, trabajos de nuestro grupo
mostraron que APC/C-Cdhl media la diferenciacion neuronal inducida por é&cido
retinoico en células de neuroblastoma humano SHSY5Y. En dichos trabajos se
comprob6é que el acido retinoico induce la acumulacién nuclear de Cdhl v,
paralelamente, produce la desestabilizacién de Skp2 y la acumulacién de p27. Ademas,
el &cido retinoico es capaz de disminuir los niveles del ARNm de la proteina Rae-1, que
es un factor de exportacion nuclear que limita la actividad de APC/C-Cdh1 en mitosis.
Por ello, se facilita la degradacion de Skp2, la parada del ciclo celular y la
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diferenciacion de las células de neuroblastoma hacia células de fenotipo neuronal
[Cuende, 2008].

Recientemente, hemos demostrado que APC/C-Cdhl coordina la neurogénesis
y el tamafio de la Cx. En este sentido, se sabe que la morfologia del cerebro adulto es el
resultado de un delicado equilibrio entre la proliferacion de los progenitores neurales y
la iniciacion de la neurogénesis en el periodo embrionario. En estadios tempranos del
desarrollo de la Cx, las células progenitoras se dividen simétricamente con objeto de
mantener la poblacion de células progenitoras y esto ocurre en las dos zonas
neurogénicas de la Cx denominadas como zona ventricular y zona subventricular, sin
embargo, en estadios mas tardios del desarrollo estos progenitores neurales se dividen
asimétricamente, generandose neuronas diferenciadas. No obstante, la neurogénesis es
un proceso complejo en el cual se desconocen los mecanismos moleculares que regulan
la salida de ciclo celular con el comienzo de los procesos de diferenciacion [Delgado-
Esteban, 2013]. En este trabajo, hemos podido demostrar que la duracién del ciclo
celular es un factor clave en el control del equilibrio entre el mantenimiento de los
progenitores y la diferenciacion neuronal. De hecho, se ha confirmado que la actividad
del complejo ubiquitina ligasa APC/C-Cdh1 es esencial no sélo para la diferenciacion
de las neuronas corticales in vitro sino también para la neurogénesis in vivo. En estos
estudios, se utiliza un modelo de ratén knockout (KO) para Cdhl especifico de embrion
(Sox2-Cre condicional) y se muestra la importancia del estado fosforilado de Cdhl en
la diferenciacion neuronal y la supervivencia in vitro. Asi mismo, se demuestra que la
eliminacion genética de Cdhl impide la capacidad de APC/C para promover
neurogénesis ya que se interrumpe la coordinacion entre la salida de ciclo de las células
progenitoras con la diferenciacion neuronal, tanto in vitro como in vivo. La pérdida de
Cdhl disminuye la duracién de la fase G1 y aumenta la fase S del ciclo celular,
produciendo estrés replicativo y muerte por apoptosis dependiente de p53, es mas, la
ausencia de p53 aumenta el estrés replicativo en las células progenitoras neurales del
cerebro del raton KO. Como consecuencia de la pérdida de la proteina, se produce una
disminucion del nUmero de neuronas corticales y del tamafio de la corteza cerebral,
indicando que el silenciamiento de Cdhl produce la progresion aberrante del ciclo
celular en las células progenitoras neurales y evita su salida del ciclo celular,
impidiéndose asi, su transformacion en neuronas postmitéticas. Estos experimentos
demuestran la implicacion de Cdhl en el control del tamafio cerebral, asi como en el
desarrollo de enfermedades congénitas del desarrollo cerebral tales como la
microcefalia [Delgado-Esteban, 2013].

4.2. Supervivencia neuronal

En el afo 2005, Almeida y colaboradores demostraron que Cdhl desempefia
una funcion esencial en la supervivencia de las neuronas, ya que previene su re-
entrada en el ciclo celular al mantener bajos los niveles de ciclina B1. Por otro lado, la
ausencia de Cdhl en neuronas in vitro, inducida mediante ARN de interferencia
(ARNi), provoca rapidamente la muerte neuronal por apoptosis. Estos autores
comprobaron que los niveles de Cdc20 disminuyeron drasticamente a lo largo del
proceso de diferenciacion de estas células, y demostraron que Cdhl es el cofactor de
APC/C que esta presente en neuronas. La actividad de APC/C-Cdhl es esencial para
mantener bajos los niveles de ciclina B1, impidiendo asi una entrada aberrante de las
neuronas en el ciclo celular y la subsecuente neurodegeneracién [Almeida, 2005].
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Otros estudios han relacionado un aumento en la expresién de ciclina B1 con los
procesos de excitotoxicidad en neuronas corticales [Almeida, 2001; Maestre, 2008]. En
condiciones fisiologicas, la neurotransmisién excitadora que ocurre a traves de
receptores de glutamato, desempefia un papel crucial en el desarrollo neuronal, la
diferenciacion y la plasticidad sinaptica. Sin embargo, la excesiva y/o prolongada
activacion de los receptores de glutamato induce neurotoxicidad, proceso que se ha
definido como excitotoxicidad [Olney, 1969]. Se ha descrito que durante estos procesos
de excitotoxicidad las neuronas mueren de forma dependiente de los receptores
NMDA [Almeida, 2001]. Mas recientemente nuestro laboratorio ha demostrado que,
tanto el aumento en las concentraciones de glutamato como la estimulacién de los
receptores NMDA promueven una acumulacion de ciclina B1 en el nucleo neuronal, lo
gue culmina en la muerte por apoptosis [Maestre, 2008].

Excitotoxicidad

l

P25
Cdk5 )

: AP
APCIC nd
Cdh1 @_D®

cy
> @ Muerte
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. APC/C-Cdhl regula la apoptosis neuronal. La
excitotoxicidad activa a Cdk5 y a p25, que fosforilan a Cdhl. La
inactivacion de APC/C-Cdhl provoca la estabilizacion de la ciclina
Bl y de la Pfkfb3. La estabilizacién de estas proteinas, induce a las
neuronas postmitéticas, a llevar a cabo una entrada aberrante en el
ciclo celular que conlleva al estrés oxidativo y a la muerte de las
neuronas por apoptosis. Modificado de [Almeida, 2012].

Se han descrito incrementos en las concentraciones de ciclina Bl tanto en el
cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer como en casos de accidentes
cerebrovasculares y en otros procesos degenerativos, y estos incrementos se han
asociado a la muerte neuronal inducida por excitotoxicidad [Almeida, 2012; Aulia,
2006]. El mecanismo que produce dicha acumulacion implica directamente al estado de
fosforilacion de Cdhl, el cual depende de la actividad kinasa de Cdk5. Asi, la
estimulacion de los receptores de NMDA provoca la activacion de Cdk5, que a su vez
fosforila Cdhl, translocandolo del nucleo al citoplasma. En consecuencia, se inhibe la
actividad de APC/C, lo que induce la acumulacion de ciclina B1 y la muerte de las
neuronas por apoptosis (ver ) [Maestre, 2008]. Es interesante observar que
CdKk5 fosforila a la Ser-1232 de la subunidad NR2A, del receptor NMDA, facilitando la
transmision sindptica mediada por el receptor NMDA. La liberacion de glutamato de
manera prolongada, produce la sobreactivacion del receptor NMDA, como la que se
observa en las enfermedades neurodegenerativas y en los accidentes cerebrovasculares.
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Todo ello, podria conducir a un ciclo continuo de activacion Cdk5 - NMDA, que
contribuye a la neurodegeneraciéon [Li, 2001]. Cabe destacar que Cdk5 es muy activa
cuando se encuentra unida a p25, que es el producto proteolitico de p35 el cual, a su
vez, se acumula en neuronas de pacientes con la enfermedad de Alzheimer [Almeida,
2012]. Asi, Cdh1 podria tener una importante funcién en esta neuropatologia.

4.3. Glucolisis

Las neuronas poseen una actividad glucolitica menor que los astrocitos y en la
actualidad, se sabe que la proliferacién celular va acompafada de la activacion de la
glucolisis. Ademas, las neuronas son incapaces de aumentar dicha actividad en
determinadas condiciones fisiopatolégicas tal y como se ha demostrado en nuestro
laboratorio [Almeida, 2004; Bolafios, 2008; Bolafios, 2010]. Todo ello, es consecuencia de
que la enzima 6-fosfofructo-2-kinasa/fructosa-2,6-bisfosfatasa(Pfkfb3) es practicamente
inexistente en estas células, al contrario de lo que sucede en las células gliales,
principalmente en los astrocitos [Almeida, 2004]. La enzima Pfkfb3 genera fructosa-2,6-
bisfosfato, que es un potente activador alostérico de la 6-fosfofructo-1-kinasa (PFK1),
gue es la principal enzima reguladora de la glucolisis [Herrero-Mendez, 2009].

Se ha observado que el silenciamiento de Cdhl incrementa tanto el proceso
glucolitico como la proliferacién celular, mientras que la expresién de la proteina,
impide que ambos procesos puedan llevarse a cabo [Almeida, 2010]. Asimismo, se ha
descrito que APC/C-Cdhl es el complejo responsable de regular los niveles proteicos
de Pfkfb3 y, por tanto, la actividad glucolitica de las neuronas. Asi, APC/C mantiene
baja la actividad glucolitica neuronal, posibilitando la utilizaciéon de la glucosa para
otras funciones, como es el mantenimiento de los sistemas antioxidantes de las células
[Herrero-Mendez, 2009]. La enzima Pfkfb3 posee una secuencia KEN-box, con lo cual es
un sustrato del complejo APC/C-Cdhl [Herrero-Mendez, 2009]. La inhibicién de la
actividad de APC/C-Cdhl produce la estabilizacion y acumulacion de la enzima
Pfkfb3, lo que estimula la glucolisis originandose una reduccion de la disponibilidad
de glucosa para la via de las pentosas fosfato y afectando la produccion de NADPH
(H*) con el consiguiente deterioro de los sistermas antioxidantes que dependen del
glutation celular [Rodriguez-Rodriguez, 2012].

4.4. Sinapsis, memaoriay aprendizaje

En el afio 2004 se puso en manifiesto que el complejo APC/C-Cdh1l controla el
desarrollo y la transmision de sinapsis al regular la localizacion de los receptores de
glutamato de tipo AMPA. En estos trabajos se ha visto como mutaciones producidas en
distintas subunidades del complejo APC/C, de Caenorhabditis elegans, provocan el
incremento de GLR-1 en las sinapsis, sin alterar la localizacion de otras proteinas
sinapticas [Fu, 2011; Juo, 2004].

En el mismo afio, van Roessel y sus colaboradores, estudiaron los efectos
sinapticos de APC/C en Drosophila, definiendo distintas funciones tanto presinapticas
como postsingpticas para APC/C-Cdhl. Estos autores demostraron que individuos
carentes de la subunidad Apc2 del complejo APC/C, presentan un mayor tamafo
singptico en la unién neuro-muscular; este fenotipo es atribuible al incremento en el
numero de botones sindpticos. EI complejo APC/C-Cdhl ejerce su accion mediante la
ubiquitinacion de la Liprina-a, la cual controla la cantidad de botones sindpticos. Estos
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estudios explican por un lado, que APC/C-Cdhl posee funcion presinaptica ya que
interviene en la restriccion del nimero de botones sinapticos, y por otro lado se le
atribuye una funcion postsinéptica en la restriccién de la abundancia de receptores de
glutamato, siendo clave su papel en el desarrollo y funcionamiento de las sinapsis [van
Roessel, 2004].

Por otra parte, se ha podido comprobar que APC/C-Cdhl tiene una gran
implicacion en la plasticidad sinaptica, asi como en los procesos de memoria y
aprendizaje. Se han encontrado defectos en la potenciacién a largo plazo en cortes de
hipocampo de ratones heterozigéticos para Cdhl, asi como en procesos de aprendizaje
y memoria de estos ratones in vivo [Li, 2008]. Igualmente, Kuczera y colaboradores
[Kuczera, 2011] han estudiado la implicacion directa del complejo APC/C-Cdhl en
procesos de memoria y aprendizaje. Para ello han generado ratones KO que carecen de
la subunidad Apc2. Estos animales se desarrollan normalmente, sin presentar
alteraciones en la ansiedad basal, trastornos exploratorios o depresivos o deficiencias
de coordinacién motora. Sin embargo, estos animales carecen de recuerdos de miedo y
presentan alteraciones en la memoria espacial. Asimismo, Garcia-Higuera y
colaboradores han descrito [Garcia-Higuera, 2008] que la ausencia de Cdhl provoca
defectos de coordinacion neuromuscular y memoria. Estudios mas recientes realizados
en cortes de amigdala de ratones KO condicionales para Cdhl han puesto de
manifiesto que tienen deteriorada la memoria asociativa al miedo y la potenciacién a
largo plazo [Pick, 2012]. Todo ello pone de manifiesto la importancia de Cdhl en los
procesos de memoria y aprendizaje.
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Hip6tesis y Objetivos

1. Hipdétesis

Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado que la actividad de
APC/C-Cdhl es esencial para la supervivencia de las neuronas corticales de rata en
cultivo primario [Almeida, 2001; Almeida, 2005; Maestre, 2008; Herrero-Mendez, 2009],
asi como de los precursores neurales durante el desarrollo de la corteza cerebral in vivo
[Delgado-Esteban, 2013]. Ademés, estudios in vivo evidencian la importancia de
APC/C en los procesos de memoria y aprendizaje [Kuczera, 2011; Li, 2008]. Por tanto,
creemos que la deficiencia de Cdhl en areas del encéfalo de ratén adulto implicadas en
los procesos de memoria y aprendizaje, como son corteza cerebral e hipocampo,
permitird establecer un modelo murino adulto de neurodegeneracion, asi como
investigar la relevancia de Cdhl en la supervivencia neuronal in vivo.

2. Objetivos

A la luz de la hip6tesis mencionada, los objetivos para el desarrollo de la
presente Tesis Doctoral son:

1. Generar un ratdon adulto deficiente de Cdhl en areas del encéfalo de ratdon
implicadas en los procesos de memoria y aprendizaje, como son corteza cerebral e
hipocampo, utilizando el sistema de la recombinasa Cre.

2. Investigar la funcién de Cdh1 sobre la supervivencia neuronal in vivo.

3. Estudiar el efecto de la ausencia de Cdhl sobre los procesos de memoria y
aprendizaje.

Con los resultados esperados pretendemos establecer un modelo murino de
neurodegeneracion in vivo, asi como la posible relevancia de Cdhl en la etiopatologia
de las enfermedades neurodegenerativas, lo que podria ser potencialmente util para la
identificacion de nuevas estrategias terapéuticas en estas neuropatologias.
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Materiales y Métodos

1. Animales de experimentacion

En nuestro estudio hemos utilizado ratones Mus musculus, L. 1758 (Muridae,
Rodentia, Mammalia) modificados genéticamente [Garcia-Higuera, 2008]. El animal se
generd originalmente en un fondo mixto con contribucién variable de tres cepas
diferentes: C57BL/6J, 129/5V y CDL1. Con objeto de homogeneizar el fondo genético, se
realizaron sucesivos retrocruzamientos con animales C57BL/6J. Todos los animales se
criaron, manipularon y sacrificaron segun las normas establecidas en la directiva del
Consejo de Comunidades Europeas (86/609/EEC) y la Legislacion Espafiola (RD
1201/2005), vigente para el uso y cuidado de animales de laboratorio. Los protocolos
fueron aprobados por el comité ético para la experimentacion animal y humana, del
Servicio de Experimentaciéon Animal de la Universidad de Salamanca. Los animales se
mantuvieron a temperatura y humedad relativa constantes, con un fotoperiodo
artificial de 12 horas y fueron alimentados ad libitum con agua y pienso compuesto
para roedores (T2014 Teklad Global 14% Protein Rodent Diet, Oxon, Reino Unido).

Para este trabajo hemos utilizado un ratdén transgénico deficiente de Cdhl,
obtenido mediante el cruce de un ratén KO que contiene los exones 2 y 3 del gen Fzr
flanqueados por secuencias Locus of X-over P1 (LoxP), cedido por los doctores Irene
Garcia Higuera, Marcos Malumbres y Sergio Moreno y generado en el Centro Nacional
de Investigaciones Oncoldgicas, con una estirpe transgénica, en la cual la expresion de
la enzima recombinasa Cre (Cre) esta dirigida por el promotor de la Calcio
Calmodulina kinasa Il alfa (CaMKIlla) [Mayford, 1996; Tsien, 1996]. La estirpe (B6.Cg-
Tg(Camk?2a-cre)T29-1Stl/J) cuyo transgén contiene una secuencia de 8,5 kilobases (Kb)
se adquirié en los laboratorios Jackson (The Jackson laboratory; Bar Harbor, EEUU).
Estos animales son viables, fértiles, de tamafio normal y no muestran anormalidades
fisicas o0 de comportamiento [http://www.jax.org].

En estos animales, la proteina Cre se expresa a partir de 20-22 dias de vida
postnatal (P), en areas concretas como son la capa CAl del hipocampo, la corteza
cerebral, tejido neocortical, estriado y amigdala. Por lo tanto el silenciamiento de Cdhl
se produce en estas zonas descritas. Sin embargo, la expresion de Cre en el cerebelo o
en el talamo es muy escasa, por lo que en estas areas se mantienen niveles de expresion
de Cdhl normales [Minichiello, 1999; Tsien, 1996].

Con objeto de obtener los animales controles y los transgénicos deficientes en
Cdhl -que hemos denominado Cdhl KO- empleados en el presente estudio, se
realizaron cruces entre ratones con el alelo condicional de Cdhl y ratones portadores
del transgén de la recombinasa Cre, dirigido por el promotor de la CaMKlla
(CaMKlla-Cre) [Jackson, 2000].

Se generaron asi diferentes tipos de animales:

1) animales transgénicos deficientes de Cdhl (Cdhl KO) que son ratones

(Lox/Lox) (+/T), es decir, contienen secuencias LoxP en ambos alelos (Lox/Lox) y el
transgén de la enzima Cre (+/T).

2) animales controles que pueden ser de dos tipos: 2.a. (Lox/Lox) (+/+) ratones
con secuencias LoxP (Lox/Lox) sin transgén de Cre (+/+) y 2.b. (+/+) (+/T) ratones sin
secuencias LoxP (+/+), pero con el transgén de Cre (+/T). Ambos tipos de animales se
comportaron de manera similar por lo que en el presente trabajo se eligieron como
controles los animales (+/+) (+/T), con el objeto de descartar cualquier posible efecto
del transgén.
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Por tanto, hemos generado un modelo en el que se ha suprimido Cdhl de
manera condicional a la expresion de la CaMKIla-Cre. Asi, hemos obtenido ratones en
los cuales la combinacién de las dos mutaciones hace que en el dia P20-22 se inicie la
expresion de la proteina Cre, la cual eliminard por recombinacion los exones 2 y 3 de
Fzr, lo que provoca a partir de ese momento la inactivacion de Cdhl en regiones
concretas del cerebro.

Para la identificacion genotipica de los ratones, debido a que la apariencia
externa de los distintos genotipos es idéntica (ver ), se empled la técnica de
Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) para amplificar secuencias especificas de
los distintos alelos de Cdhl y del transgén de Cre, y asi identificar de manera correcta
los animales controles y los ratones Cdhl KO.

Cdh1 KO Control

. Ejemplares de nuestro modelo
de estudio. Fotografia representativa. A la
izquierda observamos un ratén deficiente
de Cdhl y a la derecha un ejemplar
control.

1.1. Extraccion de ADN

En primer lugar se extrae ADN genémico a partir de un fragmento de la cola (2-
4 mm) digiriéndola durante 2-3 horas a 55 °C con proteinasa K (100 ug/Zml), en un
medio tamponado a pH=8,5 que contiene KCI (50 mM), MgCl; (1,5 mM), Tris-HCI (10
mM), gelatina al 0,01% (p/Vv), Nonidet P-40 al 0,45% (v/v) y Tween-20 al 0,45% (v/V)
(ver y ).

Terminada la reaccién de digestion se inactiva la proteinasa K mediante calor, a
95 °C durante 15 minutos (min) y se centrifugan las muestras a 7000 xg durante 15
segundos, para separar los restos de tejido no digerido. En el sobrenadante resultante
se analiz6 el genotipo de los animales mediante PCR como se indica en el apartado
siguiente [Malumbres, 1997].

1.2. Identificacion genotipica de los animales

La identificacidn genotipica de los animales se realizé6 mediante la amplificacion
de fragmentos especificos de las secuencias LoxP y del transgén de Cre utilizando la
PCR [Mullis, 1990]. Las reacciones se efectuaron en un medio tamponado a pH=8,8 de
acuerdo a las instrucciones del fabricante Bioline USA Inc.; Taunton, Massachusetts,
EEUU (ver ).
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En la aparecen detalladas las secuencias de los primers empleados para
amplificar nuestros fragmentos especificos. Todos ellos fueron disefiados por la
doctora Irene Garcia Higuera y se adquirieron a través de Thermo Fisher Scientific Inc.;
Pittsburgh, PA, EEUU.

Marcador Secuencia

Cdh1-32-Fw AGCATGGTGACCGCTTCATCC

Cdhl-43-Rv | TGGCTGGGGGACTTCTCATTTTCC

Cre-Fw CCGGTTATTCAACTTGCACC

Cre-Rv CTGCATTACCGGTCGATGCAAC

. Secuencias de los primers empleados para la
amplificacion de los fragmentos de interés.

La PCR se realiza en un termociclador Eppendorf (Mastercycler® ep,
Eppendorf, Eppendorf Inc.; Enfield, EEUU), con una temperatura de anillamiento de
58 °C y 35 ciclos de amplificacion, tal y como se muestra en el

35 ciclos

95°C ~ 95°C
72°C
5 min 30sg
10 min

o8]

. Ciclos de temperatura. Diferentes ciclos de temperatura necesarios en el
termociclador para llevar a cabo la PCR y asi identificar genotipicamente los animales.

Los productos de la PCR se analizaron mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 3% (p/v) en tampon Tris-acetato-EDTA (&cido etilen-di-amino-tetra-acético)
(TAE) al que se le afiadieron 0,4 ug/ml de bromuro de etidio, en presencia de tampdn
de carga (ver ). Como marcador de peso
molecular (PM) se utilizé Plus DNA ladder 1Kb (ver

).

La visualizacion de las distintas bandas de ADN amplificado, se realizd
mediante la utilizacion de un transiluminador (Gel Doc XR, Bio Rad Laboratories, S.A;
Hercules, California, EEUU).

En la se muestran ejemplos de amplificacibn de segmentos
especificos de los distintos alelos. Asi, en la imagen A, podemos observar que el ler
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carril se corresponde con un ratén KO (Lox/Lox) que presenta s6lo una banda de 286
pares de bases (pb), el 2o carril se corresponde con un animal control (+/+) que
presenta solo la banda de 168 pb y el 3er carril presenta dos bandas de diferente
tamano, una de 168 pb y otra de 286 pb, correspondiente a un animal heterozigoto
(Lox/+). Por otro lado, en el 1er carril de la imagen B, podemos ver que los animales
con el transgén de la enzima recombinasa Cre (+/T) presentan una banda de 150 pb,
gue no se observa en el animal control (+/+), que no es portador de dicho transgén.

A B

qer 2° 3er Jer 2°
Lox/Lox

Lox/+  Marcador ++ +T Marcador

—>300ph

286 pb «— —> 300pb — 3> 200ph
168 pb 2200 b —>150ph
pb &— —> 100 pb

++

—> 100pb

Ejemplo de caracterizacién genotipica de los
animales de una camada. Imagen donde se muestran
fragmentos de geles en los que se visualizan los resultados de
PCR para la amplificacion de los diferentes alelos de Cdhly del
transgén de la enzima recombinasa Cre.

2. Obtencidon de tejido para
Inmunohistoquimica

El proceso de perfusion tiene como objetivo conservar el tejido en un estado lo
mas parecido posible al que ofrece cuando sus células estan vivas. Se trata de proteger
a las células de la autolisis y el ataque de microorganismos (hongos y bacterias), evitar
distorsiones y retracciones e insolubilizar los constituyentes celulares [Martoja, 1970].
El proceso consiste en la apertura de la caja toracica del animal dejando expuesto el
corazon, inyectando a continuacién 0,1 ml de heparina s6dica en el ventriculo
izquierdo para evitar que se formen coagulos en el torrente sanguineo. A continuacion,
se conecta a través de una canula, una bomba peristéltica a la aorta, y se pasa primero
la solucion salina para lavar y a continuacion el fijador para fijar los tejidos. Todo el
proceso se realiza en una campana de perfusion (ver

) y ) [Morest, 1966].

Los animales se anestesiaron mediante inyeccién intraperitoneal, con una
mezcla compuesta por 3 partes de ketamina (Imalgéne®) y 2 partes de hidroclorato de
xilacina (Rompun®), en una proporcién de 1ml/kg de peso corporal. Posteriormente,
se perfundieron por via intracardiaca primero con 17 ml de NaCl al 0,9% durante 1 min

58



Materiales y Métodos

y a continuacion con 250 ml de fijador durante 15 min. El fijador utilizado fue Somogyi
sin glutaraldehido (ver ) [Somogyi, 1982].

Tras la perfusién de los animales, se extrajeron los encéfalos y se separaron
mediante un corte sagital por la cisura interhemisférica (0,0 mm del nivel lateral),
usando una matriz sagital de cerebro de raton (#RBM-2000S. ASI Instruments; Warren,
MI, EEUU) (ver ).

Fijador B°'“'I’ta
Somogyi perlsta ica
P Corte

[ ‘ Matriz sagital
§ saglital %
@B - A=HQ Z o

1Rty iy

. Imagen esquematica del proceso de perfusién abreviado, y obtencion de los
blogues de cerebro de ratdn, en nuestro caso, mediante corte sagital.

A continuacién, se postfijaron con el mismo fijador durante 2 horas a
temperatura ambiente (TA), lavandose posteriormente durante otras 2 horas con TF
0,1 M) pH=7,4 (ver ). Al final del proceso los
cerebros se sumergieron consecutivamente en tres soluciones de sacarosa al 10% (30
min), 20% (2 horas) y 30% (12 horas) (p/Vv) preparadas en TF, y posteriormente se
crioprotegieron (ver y

) [Porteros, 2007].

3. Secciones de tejido

Después de la crioproteccion, los bloques se encastraron con un medio
endurecedor denominado como OCT (Tissue-Tek® O.C.T™ Compound. Sakura;
Tokyo, Japén) y nitrégeno liquido (ver ), Y
se obtuvieron secciones sagitales de 40 um de grosor en un criostato (Leica CM 1950 Ag
Protect. Leica Biosystems; Nussloch, Heidelberger, Alemania).

Las secciones se recogieron de forma seriada, ordenandolas en placas de 12
pocillos (#353225 BD FalconTM, BD Biosciences; New Jersey, EEUU), en cuatro series.
Primero se almacenaron en TF (0,1 M) pH=7,4 con azida s6dica 0,05% (p/v) a4°Cy
luego se almacenaron a —20 °C en una "mezcla congeladora especifica”, que permite
almacenar los cortes durante mas tiempo a esa temperatura (ver

) [Valero, 2006; Valero, 2007].

4. Tinciones Inmunohistoquimicas

4.1. Inmunofluorescencia indirecta

Para llevar a cabo dobles o triples marcajes, empleamos la técnica de
inmunofluorescencia.
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Previamente, el tejido se almacené durante cortos periodos de tiempo en TF con
azida sddica al 0,05% (p/v) a 4 °C, o en mezcla congeladora a -20 °C durante meses. Si
el tejido se almacen6 en mezcla congeladora, las secciones se lavaron 6 veces durante
10 min cada vez (6 x 10 min), a TA en agitacidon orbital constante (ver

) de 100 revoluciones por minuto (rpm) con TF (0,1M) pH=7,4 para eliminar
los restos. Si el tejido se almacen6 en TF con azida sédica 0,05% (p/v), las secciones se
lavaron 3 veces con TF durante 10 min (3 x 10 min).

Previamente a las incubaciones con los anticuerpos, y con objeto de eliminar la
sefial de fondo debida a la autofluorescencia de los aldehidos, las secciones se trataron
con una solucién de borohidruro soédico (NaBH, - 5 mg NaBH4/1 ml H.Od) durante 30
min (ver ), a TA y agitacién orbital
constante de 100 rpm en presencia de luz [Weruaga-Prieto, 1996].

Después de la incubacion con NaBHs4, las secciones se lavaron (3 x 10 min) con
TF (0,1 M) pH=7,4 y después se incubaron con la solucién con el anticuerpo primario.
Esta solucion va dirigida especificamente hacia el antigeno que queremos detectar. La
incubacién de esta solucion se realiz6 durante 72 horas, a 4 °C y en agitacion orbital
constante de 100 rpm. Dicha solucion contiene: TF (0,1M) pH=7,4, Triton X-100 al 0,2%
(v/v), suero normal al 5% (v/v) de la misma especie animal en la cual se han obtenido
los anticuerpos secundarios y el anticuerpo primario dirigido contra cada uno de los
antigenos que nos interesen (ver
). Esta composicion tiene como finalidad favorecer la reaccion
especifica antigeno-anticuerpo deseada.

Transcurridas las 72 horas de incubacion, las secciones se lavaron de nuevo (3 x
10 min) con TF (0,1 M) pH=7,4 y se incubaron durante 2 horas a TA, en agitacion
constante orbital de 100 rpm y en oscuridad, con una solucién que contiene el
anticuerpo secundario conjugado con Cy2, Cy3 o Cy5 a una dilucion 1:500 (ver
). En todos los

casos el anticuerpo secundario fue diluido en TF (0,1 M) pH=7,4.

Posteriormente, las secciones se lavaron (3 x 10 min) con TF para eliminar el
exceso de anticuerpo secundario que no se habia unido a los tejidos (ver ).

Molécula Cy2
. Florescente ’ (ver‘de)

Ac. qarie

Cy3
>— Ac. 2arie ‘ (rojo)
Antigeno Cy5
A deinterés . y "
For— (infrarojo) <:> <:>
D . antigenos

. Fundamento tedrico de la técnica de Inmunofluorescencia. Todos los componentes
forman un complejo que podra ser detectado por la fluorescencia emitida.

A continuacion se realizé la tincién de los nucleos con DAPI (4',6-Diamidino-2-
Phenylindole Dihydrochloride) (ver ) diluido
1:7000 en TF (0,1 M) pH=7,4 durante 10 min a TA, agitacion orbital constante de 100
rpm y oscuridad.

Finalmente, se lavaron las secciones con TF (0,1 M) pH=7,4 y se montaron sobre
portaobjetos previamente gelatinizados (ver ).
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Se cubrieron con una solucién "anti-desvanecimiento” (Fluoromount™ Aqueous
Mounting Medium, Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU) que permite
prolongar la fluorescencia de los cortes y finalmente se coloc6 un cubreobjetos (ver

y ) [Guy,
1968].

4.1.1. Controles de la técnica Inmunohistoquimica

Para poder verificar la especificidad de la reaccion se realizaron los siguientes
controles:

a) Omisién de los anticuerpos primarios para detectar uniones inespecificas de
los secundarios.

b) Omision de los anticuerpos secundarios para detectar emision de
fluorescencia inespecifica.

¢) Incubacién con uno de los dos anticuerpos primarios y adicion del anticuerpo
secundario correspondiente al anticuerpo primario omitido para detectar uniones
cruzadas [Guy, 1968].

En ninguno de los casos detectamos falsos positivos debidos a uniones
inespecificas.

5. Técnicade TUNEL

La deteccion de células TUNEL positivas (TUNEL+) se realizé sobre secciones
de tejido de 40 um de grosor. Paralelamente a la técnica de TUNEL, se llevo a cabo una
inmunofluorescencia para el anticuerpo NeuN marcador de neuronas (ver

). Las secciones se lavaron
con TF (0,1 M) pH=7,4 (3 x 10 min) y se trataron con una mezcla fria de etanol
absoluto/acido acético (2:1), durante 5 min a TA y agitacion orbital constante de 100
rpm. Tras este paso, los cortes de tejido se lavaron de nuevo con TF (3 x 10 min) y se
permeabilizaron a TA durante 15 min con Triton X-100 0,2% (p/V) en citrato sodico al
0,1% (p/v) (ver ). Posteriormente, se realizé la
técnica de TUNEL de acuerdo al procedimiento descrito previamente por Gascon y
colaboradores [Gascon, 2005].

Los tejidos se lavaron con TF (0,1 M) pH=7,4 (2 x 5 min) y se sumergieron
durante 30 min en tampén TUNEL (ver ). A
continuacion, el tejido se incub6 durante 2 horas a 37 °C, con la mezcla de reaccién
TUNEL que contenia 800 U/ml de Terminal transferasa y dUTP biotinilado (1 pM),
ambos de Roche Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona, Espafia (ver

). La reaccion de la enzima se detiene con tampén SSC
(ver ) durante 20 min en RT y agitacion orbital
constante de 100 rpm. Para finalizar el procedimiento, las secciones se lavaron en TF
0,1 M) pH=7,4 (3 x 10 min) y a continuacién se incubaron con Estreptavidina
conjugada con Cy3 a una dilucion 1:500 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.;
Newmarket, Suffolk, Reino Unido) durante 2 horas a TA, agitacién orbital constante de
100 rpm y oscuridad, tifiendo los nucleos con una dilucion de DAPI 1:7000. Después
de tres lavados con TF, las secciones se montaron sobre portaobjetos previamente
gelatinizados y se cubrieron con medio "anti-desvanecimiento” Fluoromount™ para
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mantener la fluorescencia. Para finalizar se coloc6 un cubreobjetos [Quintana-Cabrera,
2012].

5.1. Analisis cuantitativo de las neuronas positivas
para TUNEL

La cuantificacion de neuronas TUNEL+ se realizO mediante microscopia de
epifluorescencia.

La estimacion del numero de neuronas TUNEL+ en la corteza y en la capa CAl
del hipocampo se realiz6 utilizando un procedimiento basado en el método
Abercrombie [Petreanu, 2002]. Con objeto de ampliar el nimero de neuronas TUNEL+
los valores correspondientes a cada zona se estimaron obteniendo la densidad media
de todas las secciones del encéfalo de una de las cuatro series de cortes conseguidas
originalmente de cada animal.

6. Tincion de Nissl

Para obtener unos resultados 6ptimos en secciones de 40 um de grosor, los
cortes de tejido se montaron sobre portaobjetos gelatinizados y se dejaron secar a TA
durante 24 horas. Posteriormente, los portaobjetos se sumergieron en una mezcla 1:1 de
etanol absoluto y cloroformo durante 12 horas para eliminar la grasa y asi conseguir
menor tincion de fondo. Las secciones se hidrataron haciéndolas pasar por una bateria
de alcoholes decreciente hasta H,Od (xileno (x2) - etanol absoluto (x2) - 96% - 90% -
80% - 70% - 60% -50% - H,Od). A continuacion, las secciones se tifieron con una
solucién de Cresil Violeta (acetato para-cresilo) al 0,1% (p/v) y acido acético glacial al
0,3% (v/Vv) en H,Od, durante 5-10 min. Después se realizé un lavado rapido en H,Od y
rapidamente los portaobjetos se pasaron por una bateria de alcoholes de graduacion
creciente para deshidratarlos (ver ).

En el etanol al 96% se diferenciaba la tincion. a) Si la tincién era demasiado
fuerte, se dejaba diferenciar mas tiempo en etanol de 96°. b) Si la tincion era débil, se
volvian a hidratar las secciones y se comenzaba otra vez. c¢) Si la tincién era adecuada,
se deshidrataban las secciones sumergiéndolas 2 veces en etanol absoluto durante 10
min y se aclaraban con xileno (2 x 10 min). Por altimo, se montaban las preparaciones
con Entellan y cubreobjetos (ver y

) [Jones, 2007; Newman, 2009].

7. Analisis de imagenes

Tras la realizacion de las diversas técnicas, las secciones fueron analizadas al
microscopio. Las imagenes seleccionadas para el presente trabajo se obtuvieron de los
siguientes equipos:

Fotomicroscopio Nikon Eclipse® 90is (fotomicroscopio vertical) equipado con
epifluorescencia, campo claro e interferencia de contraste Normaski, conectado a una
camara digital Hamamatsu ORCA- E.R. Camera Controller. Los objetivos utilizados
fueron: CFI Plan Apocromaético DM 40X C, A.N. 0,95, Ph2; CFI Plan Apocroméatico DM
60X QOil, A. N. 1,40, Ph3; CFI Plan Apocromético VC 60XH Oil, A. N. 1,4 y CFI Plan
Apocromatico VC 100X Oil, A. N. 1,4. Los bloques de filtros para fluorescencia son
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todos de la serie ET de CHROMA y son los siguientes: ET DAPI: excitacion: 350/50,
dicroico: 400, emisién: 460/50; ET ECFP: excitacion: 436720, dicroico: 455, emision:
480/40; ET EGFP (FITC/Cy2): excitacion: 470/40, dicroico: 495, emision: 525/50; ET
EYFP: excitacion: 500/20, dicroico: 515, emisién: 535/30 y ET DsSRED (TRITC/Cy3):
excitacion: 545/30, dicroico: 570, emisién: 620/60.

Fotomicroscopio Nikon Eclipse® Ti (fotomicroscopio invertido) equipado con
epifluorescencia, campo claro e interferencia de contraste Normaski, conectado a una
camara digital Hamamatsu ORCA- E.R. Camera Controller. Los objetivos utilizados
fueron: Plan 4X/0,10 «/- WD 30; Plan Fluor 10X/0,30 Phl DLL «/0,17; S Plan Fluor
ELWD 20X/0,45 «/0-2 WD 8,2-6,9; S Plan Fluor ELWD 40X/0,60 «/0-2 WD 3,6-2,8;
Plan 40X/0,65 «/0,17 WD 0,56 y Plan Apocromatico VC 60X/1,40 Oil «/0,17 WD 0,13.
Los bloques de filtros para fluorescencia son todos de la serie QH de SEMROCK y son
los siguientes: GFPQH: excitacion: 4557485, dicroico: 495, emision: 500/545; YFPQH:
excitacion: 490/500, dicroico: 510, emisién: 520/560; CY5: excitacion: 625/650, dicroico:
625, emision: 670/720; DAPI: excitacion: 340/3800, dicroico: 400, emision: 435/485 y
TXRED: excitacién: 540/580, dicroico: 595, emision: 600/660.

En ambos equipos, tanto en el invertido como en el vertical, cuando fue
necesario, se utilizé aceite de inmersiéon Type F de Leica (#11.513.859 Leica Biosystems;
Nussloch, Heidelberger, Alemania).

Para finalizar, las imagenes fueron procesadas digitalmente con los programas:
Adobe Photoshop® CS3 (Adobe Systems Software Ireland Ltd., Adobe Systems
Incorporated®; San José, California, EEUU) y NIS Elements® Ar (Nikon Instruments,
Inc.; Tokyo, Japdn).

8. Obtencidn de tejido para Western Blot

Los animales se anestesiaron con sevoflurano (Sevorane®) y la ayuda de una
camara de anestesia de metacrilato fabricada por nosotros mismos. Esta camara esta
conectada a un vaporizador (H-3 Hersill. Hersill, S.A.; Mostoles, Madrid, Espafia) y a
un rotametro (Atica 3. Hersill, S.A.; Mostoles, Madrid, Espafia) que permite suministrar
una mezcla de oxigeno y protéxido de nitrégeno o de oxigeno y aire, provenientes de
tres entradas de gas independientes (ver ). Este sistema permite
la administracion simultanea de sélo dos gases, uno de ellos sera siempre el oxigeno y
el otro podra ser el protoxido o el aire, dependiendo de la seleccion realizada mediante
el mando cambiador de gas [http://www.hersill.com]. En nuestros experimentos,
utilizamos la mezcla de oxigeno y protéxido de nitrégeno.

Segun el anexo 11 del articulo 5 de la directiva del Consejo de Comunidades
Europeas de 24 de Noviembre de 1986, respecto a la proteccion de los animales
utilizados para experimentacion y otros fines cientificos (86/609/CEE), cuando los
ratones estaban completamente dormidos, les dislocAbamos cervicalmente, les
decapitabamos y para finalizar realizabamos las extracciones de los encéfalos. La
extraccion se realizaba sobre una placa con tampon fosfato salino (TFS) en frio (ver

) [Delgado-Esteban, 2013].

Una vez extraido el encéfalo, se diseccionaron las zonas de estudio: corteza
cerebral (Cx), hipocampo (Hy) y cerebelo (Cb), asegurando que no quedaban restos de
otras zonas del cerebro. Seguidamente, los tejidos se homogeneizaron en tampon de
lisis RIPA (Radio Immuno Precipitation Assay) en un homogeneizador vinilo-vidrio con
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inhibidores de proteasas y fosfatasas (ver y
) [MacPhee, 2010; Moore, 2009].

Las muestras se mantuvieron en hielo durante al menos 30 min, se hirvieron
durante 5 min, se trataron con ultrasonidos con una frecuencia de 50-60 Hz durante 10
min y se centrifugaron a 17500 xg a 4 °C durante 30 min.

Finalmente, se recogieron los sobrenadantes en tubos Eppendorf® y se
utilizaron para las determinaciones.

O. Cuantificacion de la concentracion de
proteinas

La determinacion de la concentracion de proteinas en las diferentes muestras se
realizé espectrofotométricamente a 562 nandémetros (nm) mediante el sistema
colorimétrico basado en el acido bicinconinico (BCA) (BCA Protein Assay Reagent,
Pierce) utilizando albumina sérica bovina (BSA) como estandar (ver

). La determinacién resultdé lineal respecto a las
concentraciones de proteinas en un amplio rango de trabajo (20-2000 pg/ml) [Smith,
1985].

10. Transferencia tipo Western Blot

10.1. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Los extractos proteicos (10-50 ug, segun la proteina a analizar) se suspendieron
en tampodn de carga (ver ), se hirvieron durante 5
min, y se centrifugaron a 17500 xg durante 10 min a 4 °C.

Las proteinas se separaron mediante electroforesis (ver ), en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS (SDS-PAGE), utilizando un sistema de
electroforesis vertical (Mini Protean-3, Bio Rad Laboratories, S.A.; Hercules, California,
EEUU) y un tampon de electroforesis. La concentracion de acrilamida en los geles vario
entre el 8% al 15% y se utilizaron varios marcadores de peso molecular en funcion del
tamafio de la proteina de estudio (ver y

) [Burnette, 1981; Towbin, 1979].

muestras azul de Coomassie

[LALAAAAR | ™
Celde Aoyeaadta || cargamos las i —IH!I‘
il B Gel tefiido con mf=f=- Jogel ‘

1 1 | ;

- Catodo
Conexian del tanque
ala fuente

. Esquema del proceso abreviado de la electroforesis de proteinas en geles
de poliacrilamida, utilizando un tampo6n no comercial. En el mismo esquema se puede
observar un gel después de la electroforesis que ha sido tefiido con azul de Coomassie
Modificado de [http://www.cdc.gov].
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Una vez terminada Ila electroforesis, los geles se sometieron a
electrotransferencia e inmunodeteccién (técnica: transferencia tipo Western Blot).

10.2. Transferencia de proteinas

Las proteinas separadas en geles de SDS-PAGE se transfirieron
electroforéticamente a membranas de nitrocelulosa (Amersham™ Hybond™-ECL,
#RPN2020D GE Healthcare UK Limited; Buckinghamshire, Reino Unido) utilizando el
modulo Mini Trans-Blot, que es compatible con el sistema Mini Protean 3 y Mini
Protean Tetra (Bio Rad Laboratories, S.A.; Hercules, California, EEUU) (ver

). Para realizar la transferencia se utilizé6 un tampon no comercial (ver
) [Moore, 2009].

Transferencia
Polo positivo (anodo) humeda

o ’ Membrana
V Polo negafivo nitrocelulosa
(catodo)

. Esquema de la transferencia tipo Western Blot. Modificado de [http://www.western-

L

blot.us].

1 0.3. Inmunodeteccion de proteinas

Después de 2 horas de transferencia a 4 °C, las membranas se bloquearon
mediante incubacion en leche (Sveltesse Calcio Plus, Nestlé Espafia, S.A.; Esplugues de
Llobregat, Barcelona, Espafia) al 5% (p/Vv) en tampon Tris salino con Tween-20 (TTBS)
durante 1 hora a AT con movimiento constante orbital (Navigator™) (ver

y ). Posteriormente las membranas se lavaron (3
x 10 min) con TTBS pH=7,5y se incubaron con la solucion del anticuerpo primario. La
incubacién de la membrana con esta solucién se realiz6 durante toda la noche a 4 °C y
en el Navigator™. Dicha solucion contiene: TTBS pH=7,5 suplementado con BSA al
2% (p/v) y el correspondiente anticuerpo primario (ver
). Al dia siguiente, las membranas se lavaron (3 x
10 min) con TTBS, y a continuacion se incubaron con la correspondiente solucion de
anticuerpo secundario en TTBS con leche al 2% durante 1 hora. Después, las
membranas se volvieron a lavar con TTBS (3 x 10 min) y con tampén Tris salino (TBS)
(1 x 10 min) [Harper, 1990; Jensen, 2012].

Para finalizar, las membranas se revelaron utilizando distintos reactivos de
guimioluminiscencia, en funcion de la intensidad de sefial: Super Signal West Dura
(Pierce, Thermo Fisher Scientific), Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology) y Immobilon Western (Millipore) siguiendo las instrucciones de los
fabricantes, y se expusieron a una pelicula Super HR-U X-Ray Film (Fujifilm Medical)

(ver y ).
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10.4.Tincidn de geles con azul de Coomassie

En algunos casos, terminada la transferencia, los geles de poliacrilamida, se
tiferon con una solucion de azul de Coomassie durante 15 min, en agitacion de
balanceo suave constante, a TA. La solucidn estd compuesta por azul de Coomassie al
0,1% (p/v), metanol al 50% (v/v) y acido acético al 10% (v/v) en H,Od. A
continuacion, se destifieron en una solucion que contenia metanol al 20% (v/v) y acido
acético al 10% (v/v) en H,Od con agitacion de balanceo suave constante y TA,
cambiando periédicamente dicha solucion [Neuhoff, 1988].

10.5. Stripping de membranas de nitrocelulosa

En ocasiones, algunas membranas se reutilizaron y se incubaron de nuevo con
un anticuerpo primario distinto al inicial, por lo que fue necesario eliminar los
anticuerpos previos de las mismas (stripping). Para ello, las membranas se incubaron
en un tampén a pH=6,7 compuesto por Tris-HCI (62,5 mM), SDS al 2% (p/Vv) y B-
mercaptoetanol (100 mM) a 50 °C durante 30 min [Kaufmann, 1987]. Posteriormente, se
lavaron (3 x 10 min) con TTBS a TA y se trataron con el nuevo anticuerpo primario
realizandose la inmunodeteccion de proteinas tal y como se ha descrito anteriormente.

1 1. Estudio electrofisioldgico

11.1. Potenciales evocados somatosensoriales

Gracias a la colaboracion de los doctores Javier Yajeya Pérez y Juan Antonio
Javier de la Fuente, del departamento de Fisiologia y Farmacologia de la Universidad
de Salamanca, realizamos un estudio electrofisiolégico basico a los animales.

Uno de los parametros que utilizamos en el estudio electrofisiol6gico, consistié
en el analisis de los potenciales evocados somatosensoriales (PES), que son
manifestaciones eléctricas de la respuesta cerebral o de la via somestésica, que se
producen tras la aplicacion de estimulos eléctricos, en las fibras aferentes sensitivas de
los nervios periféricos [Gutiérrez Rivas, 2007].

En la conduccién del estimulo eléctrico que origina el PES participan
mayoritariamente las fibras nerviosas de mayor calibre, y de conduccién mas rapida
como son las fibras tipo IA o fibras aferentes musculares y las fibras tipo Il, también
Ilamadas fibras aferentes cuténeas. La velocidad de conduccion en estas vias es de
aproximadamente 60-75 m/s. En el SNC el impulso es conducido ipsilateralmente por
los cordones posteriores, hasta el ntcleo de Goll (nucleus gracilis), cuando el estimulo se
aplica en los miembros inferiores, y hasta el nacleo de Burdach (nucleus cuneatus),
cuando se estimula un nervio de los miembros superiores. En estos nucleos se establece
la primera sinapsis. El impulso continla su trayecto por el lemnisco medio hacia el
nucleo ventral del tdlamo en donde tiene lugar la segunda sinapsis. Finalmente, la
actividad evocada alcanza la area somestésica primaria del cértex donde se lleva a cabo
la tercera sinapsis [Cusick, 1979].

La identificacién de algunos componentes de los potenciales evocados (PE), que
son de obtencidn obligada, y los tiempos de conduccion obtenidos mediante las
latencias, son los pardmetros de aplicacion clinica més importantes. En general, un
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aumento de los tiempos de conduccion indica la presencia de lesion de tipo
desmielinizante. Igualmente, se ha establecido una relacion entre el descenso de la
amplitud y la pérdida de neuritas [Gutiérrez Rivas, 2007].

11.2. Metodologia y registro

A cada animal se le realiz6, bajo anestesia, un estudio electrofisioldgico con la
ayuda de: a) una camara de Faraday, que es un espacio cubierto de metal para evitar
interferencias. En esta camara es donde se coloca el elemento a registrar, ya sea un
animal entero, tejido aislado o membrana celular; b) un sistema informaético, que
controla tanto el estimulo (sonido, luz, electricidad, etc.) que se suministra al elemento
gue vamos a registrar, como al almacenaje y procesado del registro que se efectua; c)
un sistema de preamplificacion y filtrado de la sefial, que permite trasformar las
sefiales que provienen de la unidad de registro en datos analizables y d) un
osciloscopio, que hace visible la sefial eléctrica.

Los ratones se anestesiaron intraperitonealmente con 10 ul/g de peso corporal
de una mezcla compuesta de ketamina (Imalgéne®) al 13%, de diazepam (Valium®) al
20%, de atropina al 2,5% y de NacCl al 0,9% (p/v) al 64,5% (ver

) [Jiménez-Diaz, 2011].

Tras comprobar la ausencia de reflejo palpebral, el animal se coloc6 en un
aparato estereotaxico (Kopf) ajustando las barras interauriculares y dentales para el
correcto posicionamiento del craneo. Para poder visualizar completa y detalladamente

todo el proceso quirargico (ver ) se utilizé un estereomicroscopio (Nikon) y
una fuente de luz fria de transmision por fibra éptica (Schott) (ver
).

. Fotografia del sistema estereotaxico.

Tras realizar una incisién en la piel del dorso de la cabeza, se retir6 la piel con la
ayuda de unas pinzas hemostéaticas y se lavo la zona con NaCl al 0,9% (p/v), de esta
forma se consiguio dejar expuesto el craneo. A continuacion se determind la posicion
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de Bregma que es el punto de interseccién de las suturas coronal y sagital (ver

) y para finalizar se realizd, en el hemisferio izquierdo, una perforacion en
el craneo con un taladro (Kopf) y una broca de 0,50 mm de diametro (diametro #75,
Kyocera, Bangalore, India) (ver ) [Quintana-Cabrera, 2012;
Paxinos, 2004].

. Dibujo representativo de
un craneo de ratén, donde se muestran
las suturas y los puntos de referencia
Bregma y Lambda. [Paxinos, 2004].

La perforacion del crédneo se realiz6 en la zona de la corteza motora primaria,
con la referencia de las siguientes coordenadas: 1,98 mm rostralmente respecto a
Bregma (coordenada X o rostrocaudal) y 2,0 mm lateral a la linea media (coordenada Y
o coordenada lateromedial) siguiendo los parametros descritos en un atlas
estereotaxico, tal y como se muestra en el [Paxinos, 2004]. No se perfor6 en
la coordenada Z o dorsoventral, para no dafiar el encéfalo y poder colocar el electrodo
superficial en la zona de la corteza donde se realizo el registro.

| FIGURE 14

. En el esquema del
corte coronal del cerebro, esta
marcado el lugar exacto donde se
perforaba el craneo con el taladro.

. En el momento que se perforaba el
| créneo se dejaba de taladrar para
| no tocar el encéfalo con la broca y
| o 1 evitar dafarlo Modificado de
. —— [Paxinos, 2004].

El estudio electrofisioldgico se realiz6 en ratones de P120, localizando el
electrodo del estimulo en el nervio ciatico derecho de cada animal. Una vez perforado
el craneo, el animal era liberado del aparato estereotaxico y se disecaba el nervio
ciatico. Este procedimiento se realizé retirando la piel de la pata y separando los
paquetes musculares, sin tocar en ningin momento el nervio ciatico para no dafarlo.
Una vez descubierto el nervio, el animal se colocé en una camara de Faraday para
hacer el estudio electrofisiol6gico [Cavanagh, 1968]. En todo momento el nervio ciatico
se mantuvo humedo con NaCl al 0,9% (p/v). Para realizar el registro, se estimulo el
nervio ciatico a su salida de la pelvis, en la raiz del miembro inferior, con un electrodo
monopolar de aguja. La intensidad del estimulo se fue aumentando hasta
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la obtencion de la respuesta de maxima amplitud. Las latencias de las respuestas se
midieron desde el momento de aplicacion del estimulo al inicio de la respuesta
evocada. La amplitud se midié de la linea de base hasta el pico maximo. Todos los PE
se realizaron estimulando de forma individualizada y secuencial el nervio ciatico. Las
respuestas se recogieron en el cortex utilizando electrodos superficiales [Heredia, 2013;
Jiménez-Diaz, 2011; Santos-Torres, 2009].

1 2. Equilibrio Motor

12.1. Rotarod

El equilibrio motor de los ratones y su coordinacion se analizé6 mediante el test
de Rotarod (ver ) utilizando una barra giratoria de 5 carriles (aparato
Rotarod, Modelo 47600, Ugo Basile Srl; Comerio, Varese, Italia). Todas las
determinaciones se llevaron a cabo en el mismo periodo del dia. Antes de la realizacion
de las pruebas, los animales fueron entrenados durante 3 dias consecutivos en los que
se realizaron tres ensayos por dia (semana 0). En cada ensayo, los animales
permanecieron hasta 300 segundos en una barra giratoria con aceleracion constante de
4 rpm/30s, entre 4 rpm y 40 rpm, alcanzandose la velocidad maxima a los 270
segundos. Después de cada ensayo la barra y todo el aparato se limpiaron
cuidadosamente con etanol al 70% (v/v), para eliminar cualquier sefial olfativa y el
periodo de descanso fue de 15 min como minimo. Las pruebas se realizaron en
animales de P120 y P360, durante 4 semanas alternas siguientes al entrenamiento
(semanas 2, 4, 6 y 8) y de forma similar a este. En el test se determiné el tiempo que el
animal tardaba en caer de la barra giratoria, o daba tres vueltas en la barra sin caminar
[Crawley, 1999; Jones, 1968; Picciotto, 1998].

Fotografia del aparato de
Rotarod. Se pueden observar los cinco
carriles y la varilla de aceleracién donde se
colocan los ratones.

13. Pruebas de comportamiento, aprendizaje y
memoria

Para el analisis del comportamiento de los animales, su aprendizaje y memoria,
se realizaron las siguientes pruebas: a) laberinto Lashley Ill, b) laberinto radial de 8
brazos, c) campo abierto (open field) y d) tablero de agujeros (hole board).
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Las pruebas se realizaron siempre en el mismo intervalo de tiempo. Los
animales se dejaron aclimatar en la habitacion donde se realizaban los test durante al
menos 30 min antes de comenzar las pruebas. Entre los ensayos de cada prueba, los
aparatos se limpiaron cuidadosamente con una solucién de etanol al 70% (v/v) para
eliminar cualquier sefal olfativa y que los animales pudieran explorar libremente. Para
las pruebas de campo abierto y tablero de agujeros, se utilizé6 un nucleo ANY-box core
(Stoelting Co.; Wood Dale, Illinois, EEUU). Este nucleo contiene una plataforma de
color gris claro y un soporte perpendicular con una cdmara que es ajustable. También
tiene un conjunto de sensores de luz infrarroja que permite rastrear el movimiento de
los animales y detectar su comportamiento (ver ). El seguimiento de los
movimientos del raton se realiza con el software ANY-maze y el registro de los
parametros analizados con la interfaz AMi-maze (Stoelting Co.; Wood Dale, lllinois,
EEUU).

. Nucleo ANY-box core. En
la imagen podemos observar la
plataforma y la varilla ajustable con
la camara. A ambos lados de la
plataforma se pueden ver los
sensores de luz infrarroja.

13.1. Laberinto Lashley lll

Gracias a una estancia realizada en el grupo de la Dra. Anne Andrews en el
"Neuroscience Research Building"” de la Universidad de Los Angeles (UCLA),
California, EEUU; tuve la oportunidad de aprender esta técnica, asi como otras técnicas
de comportamiento especificas de roedores.

El laberinto Lashley (Lashley maze) fue descrito por primera vez en 1929 por Karl
Lashley. Lashley utiliz6 esta prueba para describir el mapa de la memoria en la corteza,
utilizando técnicas de lesiones corticales [Walshe, 1958]. En la actualidad se ha
modificado ligeramente el laberinto original para ampliar sus aplicaciones.

Este laberinto se basa en el aprendizaje de la ruta por parte de los ratones. Los
animales aprenden a moverse por el laberinto por una exposicion repetida bajo
condiciones sin tension, es decir, sin falta de agua o de alimentos [Blizard, 2006].

El laberinto consiste en una caja de salida, el cuerpo del laberinto con 4 brazos y
una caja de meta. Al final de la caja meta esta el objetivo, que es una "jaula pseudo-
casa" que contiene el mismo tipo de serrin que hay en la jaula del animal (ver

). La "jaula pseudo-casa" ofrece suficiente recompensa para motivar a los ratones y
gue aprendan a caminar por este tipo de laberinto [Blizard, 2006; Bressler, 2010].
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Brazos
centrales

e

Puertas
de paso . Esquema donde se
muestran los diferentes modulos
¥ Caja del laberinto Lashley Il con sus
g Gajameta 2 salida correspondientes medidas. La
s O r—A—\ {—1—\ zonas coloreadas en verde son
§ 3 o [ 756 callejones sin salida. Si el animal
EL R 9 penetra en una de estas areas
Q comete un error, al igual que si
hace el recorrido a la inversa.

Modificado de [Bressler, 2010].

El laberinto Lashley Il (Lashley Il maze) esta construido de metacrilato tal y
como se muestra en la . La caja de salida, los brazos del cuerpo del laberinto
y la caja de meta son modulares. Las paredes se construyen con metacrilato negro para
eliminar sefales visuales desde el exterior y el interior del laberinto [Bressler, 2010].

. Imagen del Lashley
I11. Los ratones se colocaban en la
caja de salida y se contabilizaban
los tiempos que empleaban en
recorrer los diferentes modulos
del laberinto, asi como el nimero
de errores que cometian durante
el trayecto de la parte central.

LASHLEY Il MAZE

La prueba se realiz6 en animales de 120 y 360 dias de vida postnatal, durante 4
semanas consecutivas (semana 1, 2, 3y 4). Todas las determinaciones se llevaron a cabo
en el mismo periodo del dia.

Dado que un sobreentrenamiento de algunas estirpes de ratones produce un
comportamiento aberrante en el laberinto [Matzel, 2003], se limit6 esta fase a una Unica
semana (semana 0) durante 3 dias consecutivos y se realiz6 la prueba una sola vez por
dia a cada ratén.

El ensayo comienza cuando se abre la puerta de la caja de inicio, empezandose
la grabacion y contabilizacion del tiempo de la prueba. Una vez que las cuatro patas
del ratén han salido de la caja de salida, se cierra la puerta y se anota el tiempo
transcurrido como el tiempo que tarda el raton en salir de la caja de salida. A
continuacion se realiza un registro completo del camino que lleva a cabo el animal por
los brazos del laberinto. Cuando el raton entra en la caja meta, se cierra la puerta y se
contabiliza el tiempo que ha empleado en recorrer el laberinto. También se contabilizan
los errores que comete el raton durante el trayecto. Cuando el ratén entra
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completamente dentro de la "jaula pseudo-casa", se cierra la ultima puerta y se
contabilizaba el tercer y ultimo tiempo [Bressler, 2010].

13.2. Laberinto radial de 8 brazos

El laberinto radial (radial maze) fue desarrollado por Olton y Samuelson en 1976
para estudiar la memoria espacial en ratas [Olton, 1976; Sharma, 2010]. El aparato para
ratones, consiste en ocho brazos equidistantes de 35 cm de largo, 5 cm de anchoy 9 cm
de alto, que irradian de una plataforma octogonal central de 9 cm (ver ).

Brazos
equidistantes

. Esquema donde se
muestran las medidas y las
diferentes partes de un laberinto
radial para ratones.

El laberinto radial permite por una lado la evaluacion del aprendizaje y la
memoria, analizando dos tipos de memoria en los animales: la denominada memoria
de referencia y la llamada memoria de trabajo. La memoria de referencia se evalua
cuando los ratones solo visitan los brazos del laberinto que contienen la recompensa
(comida). Asi, cuando los animales visitan los brazos que no tienen comida estaran
cometiendo un error de memoria de referencia. Por otro lado, la memoria de trabajo se
evalla cuando los ratones entran en cada brazo una sola vez y, por tanto, al reingresar
los animales en los brazos, cometerian un error de la memoria de trabajo. El disefio del
laberinto asegura que, después de la comprobacion por parte del animal de la
existencia o no de comida en el extremo de cada brazo, el ratén esta siempre obligado a
regresar a la plataforma central antes de hacer otra eleccién. Como resultado, el animal
siempre tiene ocho opciones posibles, y puede cometer como maximo cuatro errores de
memoria de referencia (ver ) [Dudchenko, 2004; Hodges, 1996; Olton, 1979].

. Imagen del laberinto radial.
Los ratones se colocaban en la plataforma
central al comienzo de la realizacion de la
prueba. El aparato consiste en ocho brazos
equidistantes que irradian de una pequefia
plataforma circular central. El disefio
asegura que después de la comprobacion
de los alimentos al final de cada brazo, el
animal se ve obligado a volver a la
plataforma central antes de hacer otra
eleccién.
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Se ha descrito anteriormente que las sefales olfativas pueden ser utilizadas por
los animales para llevar a cabo la exploracién [Wasserman, 1969], por ello entre cada
ensayo se limpiaba el laberinto con etanol 70% (v/v) con el fin de conseguir una
saturacion aromatica y eliminar cualquier sefial olfativa del animal anterior y asi
permitir que los animales exploraran libremente el laberinto.

La prueba se realiz6 en animales de P120 y P360 de dos maneras diferentes:

a) En la semana 0, se realiz6 la prueba sin deprivacion de comida. En este caso,
cada animal se coloco en la plataforma central y se le permitié explorar el laberinto
durante un periodo maximo de 15 min. En este caso, el ratén tenia que ser capaz de
explorar los 8 brazos. Cuando el animal penetraba en un brazo que habia sido visitado
con anterioridad, cometia un error.

b) Durante 4 semanas alternas (semanas 2, 4, 6 y 8) los ratones realizan los
ensayos bajo condiciones de deprivacién de comida, la cual se les retir6 14-16 horas
antes de la realizacion de la prueba. El dia del ensayo y después de 30 min de
aclimatacion, el animal se coloc6 en la plataforma central del laberinto evaluando su
memoria de referencia Unicamente cuando visitaba los brazos del laberinto que
contenian la recompensa (comida). Si el ratbn penetraba en un brazo sin comida,
cometia un error de referencia. Igualmente, la memoria de trabajo se evaluaba cuando
el animal entraba en el brazo una sola vez. Cuando el raton penetraba en los brazos
gue habia visitado anteriormente cometia un error de trabajo [Olton, 1979].

13.3. Campo abierto

La prueba de campo abierto (open field) fue desarrollada por Calvin S. Hall para
poder estudiar las emociones de los roedores. Nos permite medir la capacidad
exploratoria de los animales, la neofobia, la agarofobia y otros aspectos de la ansiedad
0 el miedo de los ratones, tanto de manera cualitativa como cuantitativa [Sharma,
2010]. Algunos autores relacionan el comportamiento de los animales durante la
prueba con su actividad locomotora, sin embargo, esta correlacibn es muy
controvertida [Careau, 2012].

La prueba de campo abierto se realiza en una caja de metacrilato de color negro,
cuyas dimensiones para ratones son 40 cm de ancho x 40 cm de profundo x 35 cm de
alto. Esta caja se coloca sobre la plataforma del ANY-box core y asi, cuando el animal es
introducido, los infrarrojos son capaces de detectar su movimiento [Holmes, 2002;
Stanford, 2007]. En nuestro estudio la arena o fondo del campo abierto se dividio en
dos zonas: a) la zona del borde con un 64% de la superficie y b) la zona central que
posee un 36% de la arena total (ver ) [Prut, 2003].

1. Borde 64%

La arena del campo abierto se
2. Central divide en dos zonas diferentes: a) la zona del

36% borde o0 zona exterior que ocupa un 64% de la
superficie y b) la zona central que ocupa el 36%
de la arena total. Durante la prueba se contabiliza
la distancia recorrida por el animal, el tiempo
transcurrido y la velocidad media en cada una de
las zonas.
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La prueba se realizé en animales de P120 y P360 sin deprivacion de comida.
Tras 30 min de aclimatacion en la habitacion, se deposit6 al ratén en la zona central de
la arena del campo abierto (ver ). Durante 30 min se permitié al raton
explorar libremente la arena total de la caja. Gracias al software ANY-maze se realizo el
seguimiento del animal y se registraron los siguientes parametros: a) nimero de bolas
fecales, b) la distancia recorrida en cada una de las dos zonas, c) el tiempo empleado,
d) la velocidad media, €) el niumero de exploraciones que realizaba el animal y f) el
tiempo que permanecia inmoévil. Todos los parametros fueron analizados con la
interfaz AMi-maze.

El nimero de bolas fecales de los animales son equivalentes al estrés y a la
ansiedad que sufre el animal durante la prueba [Bressler, 2010; Jackson, 2000].

Entre test y test se limpid la caja y la arena del campo abierto con etanol 70%
(v/Vv) con el fin de eliminar cualquier sefial olfativa del animal anterior [Wasserman,
1969] y asi permitir que los animales exploraran libremente.

. Imagen del campo abierto. Se pueden
observar las dimensiones de la caja (40 cm x 40
cm x 35 cm). En la imagen se muestra la caja
transparente, pero los animales era introducidos
en una caja idéntica pero de color negro opaca.
Esta caja se acoplaba en el ANY-box core para que
la camara grabara todo el recorrido del animal y
se pudieran registrar los parametros de interés.

13.4. Tablero de agujeros

La prueba del tablero de agujeros (hole board) fue utilizado originalmente para
estudiar el comportamiento exploratorio de los animales sin deprivacion de comida
[Belzung, 1994; Takeda, 1998]. Mas tarde fue adaptado para evaluar el aprendizaje de
los ratones, mediante la recuperacién de un pelet de comida ubicado debajo de un
agujero concreto, del tablero bajo condiciones de deprivacion [Brosnan-Watters, 1997].

El tablero de agujeros consiste en una caja de color negro opaca, como la del
campo abierto de 40 cm de ancho x 40 cm de profundo x 35 cm de alto, pero con una
plataforma base, elevada a 10 cm del suelo, con 16 agujeros de 3 cm de diametro cada
uno, colocados en una disposicion 4 x 4 (ver ) [Sharma, 2010].

. Imagen del tablero de agujeros.
Se pueden observar las dimensiones de la
caja (40 cm x 40 cm x 35 cm) y la plataforma
base a 10 cm del suelo con los 16 agujeros
dispuestos 4 x 4. En esta imagen se muestra
la caja transparente (al igual que ocurria en
la figura del campo abierto), pero los
animales era introducidos en una caja
idéntica pero de color negro opaca.
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La prueba se realizé en animales de P120 y P360 sin deprivacion de comida,
para poder estudiar las tendencias exploratorias de los ratones y la ansiedad que es
independiente de la actividad locomotora, es decir, la ansiedad que esta relacionada
con el miedo [Belzung, 1994; Takeda, 1998]. Tras 30 min de aclimatacion a la habitacion
se deposité el ratén en la plataforma base del tablero de agujeros y durante 5 min se le
permitié explorar libremente la plataforma. Gracias al software ANY-maze y a los
sensores de infrarrojos, se realizd el seguimiento del animal y se registraron los
siguientes parametros: a) numero de bolas fecales, b) la distancia recorrida, c¢) la
velocidad media y d) el nUmero de veces que el animal metia la cabeza en los agujeros
(nose pokes). Todos los parametros fueron analizados con la interfaz AMi-maze.

14. Analisis estadisticos

Las diferencias estadisticas se analizaron con el programa estadistico SPSS
Statistics® 17.0 Release 17.0.0 (SPSS Inc.; Chicago, Illinois, EEUU), realizando distintos
test estadisticos dependiendo del tipo de datos a analizar.

Los valores se expresaron como medias + error estandar de la media (SEM) de
un numero de determinaciones expresadas en las leyendas de las figuras. La
significatividad entre dos grupos se determind mediante el test de la t-Student para
datos paramétricos. La comparacion de mas de dos grupos de datos se realizd
mediante el analisis de la varianza de una via (ANOVA) seguido por las correcciones
post hoc de Bonferroni, Dunnett, LSD y Tukey. En todos los casos, un valor de p<0,05 se
considero estadisticamente significativo.

75






Resultados y Discusién

1. Generacion de un modelo de ratdn
deficiente de Cdhl en la corteza cerebral y el
hipocampo durante el periodo adulto

Resultados previos en nuestro laboratorio han demostrado que Cdhl es esencial
para la supervivencia de las neuronas corticales de rata en cultivo primario [Almeida,
2005; Herrero-Mendez, 2009; Maestre, 2008]. Es mas, la deficiencia de Cdhl incrementa
la susceptibilidad de las neuronas corticales a la excitotoxicidad causada por la
estimulacion de los receptores de glutamato [Maestre, 2008; Rodriguez-Rodriguez,
2012]. Con el objeto de investigar la relevancia de Cdh1l en la neurodegeneracién in vivo
nuestro primer objetivo ha sido la generacion de un modelo de ratén adulto deficiente
en Cdhl, especificamente en las neuronas excitatorias del encéfalo. Para ello, hemos
utilizado el sistema Cre-LoxP. Asi, ratones que contienen los exones 2 y 3 del gen que
codifica Cdhl, Fzr, flanqueados por secuencias LoxP, se cruzaron con ratones que
expresan la recombinasa Cre bajo el promotor de la CaMKIla [Mayford, 1996; Tsien,
1996]. El resultado del cruce son ratones que portan el alelo Fzr floxeado en
homozigosidad (Lox/Lox) y el transgén de la CaMKIlla-Cre (+/T), por lo que son
ratones que carecen de Cdhl de manera condicional a la expresion de la CaMKlla, que
hemos denominado Cdhl KO. Como controles, hemos utilizado ratones que carecen de
secuencias LoxP (+/+) pero que portan el transgén (+/T). En todos los casos, los
experimentos se realizaron con ratones macho.

Bajo el promotor de la CaMKlIla, la expresion de la enzima Cre esta temporal y
regionalmente limitada en neuronas excitatorias a partir de los dias 20-22 de vida
postnatal. En concreto, durante la etapa postnatal, la expresiéon de Cre en la cepa
utilizada en el presente trabajo (B6.Cg-Tg-T29-1Stl/)) se limita, fundamentalmente, a
determinadas areas cerebrales como son: la capa CAL1 del hipocampo (Hy) y la corteza
cerebral (Cx). En el cerebelo (Cb), por el contrario, la expresion de Cre es muy escasa
[Minichiello, 1999; Tsien, 1996].

Los resultados representados en la estan de acuerdo con el perfil de
expresion de la recombinasa Cre en los animales CaMKIla-Cre previamente descrito
[Minichiello, 1999; Tsien, 1996]. Asi, mientras que la expresion de la proteina Cdhl no
se vio modificada en el Cb, a ninguno de los tiempos estudiados, dicha expresion
desaparece casi totalmente en el Hy y en la Cx del ratén transgénico Cdhl KO, a partir
de los 25 dias postnatales ( ). La expresion de Cdhl, sin embargo, se mantuvo
alta en los ratones controles que también portaban el transgén, lo que descarta un
posible efecto del mismo sobre la expresion de Cdhl.

Asi mismo, tal y como se observa en las transferencias tipo Western Blot
mostradas en la , comprobamos que tanto los animales controles como los
Cdhl KO presentaron altos niveles de expresion de CaMKlla en el Hy y la Cx a los 25
dias de vida postnatal.

Es importante destacar que la reduccién de los niveles Cdhl en la Cx y en el Hy
de los ratones Cdhl KO es casi completa, mientras que la expresién de CaMKIla esta
limitada a neuronas excitatorias [Minichiello, 1999] y no a otras células nerviosas, como
son las células gliales. Por tanto, la expresion de Cdhl en estas areas cerebrales esta
fundamentalmente localizada en las neuronas. Estos resultados corroboran estudios
previos de nuestro grupo que demuestran que, en cultivo, los niveles de expresion de
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Cdhl en neuronas corticales son muy superiores a los observados en astrocitos
[Herrero-Mendez, 2009].

Por tanto, hemos generado un modelo de ratén knockout condicional de Cdhl
durante la etapa posthatal, lo que nos permite investigar el efecto de la deficiencia de
Cdhl sobre la viabilidad neuronal en zonas concretas del cerebro como son la capa
CALl del Hy y la Cx, zonas frecuentemente afectadas en neuropatologias de gran
impacto socio-sanitario, como es la enfermedad de Alzheimer [Mann, 1985; Thompson,
2001; Thompson, 2004].

. Cdh1 KO y Control . . Supresion de la expresion de Cdhl
25 60 120 180360 25 60 120 180360 Dias en la corteza cerebral e hipocampo de ratones

- adultos. Ratones que contienen los exones 2y 3
f— -—— — - cre
Cdht del gen que codifica Cdhl, Fzr, flanqueados por

secuencias LoxP, se cruzaron con ratones que
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- - ———— | Cdh1 Blot mostraron que la expresién de Cdhl en la

corteza cerebral e hipocampo del raton knockout

|m-| GAPDH  condicional de Cdhl (Cdhl KO) desaparece a

partir de los 25 dias postnatales. Sin embargo,
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Expresion de la proteina
CaMKlla en ratones adultos.
Transferencias de tipo Western Blot de
muestras de corteza cerebral (A) e
hipocampo (B) mostraron la expresion de
CaMKlla en animales de P25 y P120, tanto
en los controles como en los Cdhl KO.

Corteza
Hipocampo

Control
Cdh1 KO
Control
Cdh1 KO
Control
Cdh1 KO
Control
Cdh1 KO

2. La deficiencia de Cdh1l reduce el espesor de
la corteza cerebral y de la capa CA1l del
hipocampo

Recientemente, Eguren y colaboradores [Eguren, 2013] han descrito que la
supresion de Cdhl en los precursores neurales incrementa considerablemente la
letalidad y reduce el peso corporal del animal durante la etapa adulta. Sin embargo, la
supresion de Cdhl en la Cx y el Hy durante la etapa adulta no provocé cambios
significativos ni en la supervivencia (resultados no mostrados) ni en el peso corporal
de los ratones transgénicos ( y 3B), que fue similar a la de los animales
control.
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No obstante, nuestros resultados mostraron que el peso del encéfalo de los
ratones Cdhl KO resulté ser significativamente menor que el de los controles de la
misma edad ( y 3D), lo que sugiere que la deficiencia de Cdhl podria estar
provocando alteraciones estructurales e, incluso, pérdida celular.
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. La ausencia de Cdhl no modifica el peso corporal de los animales, pero
disminuye el peso del encéfalo. A. Ejemplares machos de ratones Cdhl KO y
controles. B. Evolucion temporal del peso de los animales Cdhl KO (n=12) y
controles (n=10). C. Imagen representativa de cerebros de ratones Cdhl KO y
controles de 120 dias tras la perfusion. En la parte inferior: contornos de corteza
cerebral de los hemisferios izquierdos. D. A partir de los 60 dias de vida, el peso
del cerebro de ratones Cdhl KO (n=10) resultd ser menor que el de los animales
control (n=10).

*p<0,05 respecto al control de la misma edad.

Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que Cdhl tiene un papel esencial
en el desarrollo de la corteza cerebral durante el desarrollo embrionario. Asi, la
deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la Cx lo que se traduce en una
disminucion del tamafio cerebral y desarrollo de microcefalia [Delgado-Esteban, 2013].
La Cx esta organizada en capas celulares; este principio organizador proporciona un
ensamblaje perfecto y especifico que limita la forma en la que conectan las neuronas,
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maximizando el potencial conectivo de los circuitos neuronales. Asi, esta estructura en
capas es fundamental para la anatomia y funcién de la corteza [Watakabe, 2007]. En el
caso del cerebro en desarrollo, la deficiencia de Cdh1l provoca un ligero alargamiento
de las capas ventricular y subventricular de la Cx, mientras que se acortan
considerablemente las capas intermedia y cortical, lo que resulta en la reduccién del
espesor de toda la Cx en el momento del nacimiento [Delgado-Esteban, 2013].

En general, en la Cx del ratén adulto suelen distinguirse siete capas diferentes
[Watakabe, 2007]. Con objeto de investigar el efecto de la deficiencia de Cdhl sobre el
espesor de la Cx en el cerebro adulto, en primer lugar realizamos tinciones de Nissl en
secciones sagitales de animales control y Cdhl KO de 180 dias de vida. La tincion de
Nissl revelé una reduccion de un 20% en el espesor de las capas de la Cx, en los ratones
carentes de Cdhl (Cdhl KO) respecto a los animales control de la misma edad (

).
Control
: L] N

o Y Capa 1

Capa 2/3

Cdh1 KO

T e T =

-3 A

SN
2 e Capa 4 Capa 1

v
"
-

i

Capa 2/3
Capa 5

Capa 4

Capa 5

Capa 6

Capa 6

ﬂ\pa 7 Cap

. La deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la corteza cerebral en ratones de
180 dias. Fotografias de campo claro de la corteza cerebral de ratones macho de 180 dias de vida
postnatal, tras una tincion de Nissl. Los animales Cdhl KO presentan una disminucion del
espesor de cada una de las capas de la corteza parietal, respecto a los controles.
Barra de escala: 50 micras.

[
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Como se muestra en la , ho se observaron diferencias importantes en la
anatomia global del Hy entre los animales control y los Cdhl KO. Sin embargo, el
analisis detallado de la capa CAl del Hy puso de manifiesto, igualmente, una
reduccion de un 30% en el espesor de la misma en los ratones carentes de Cdhl,
respecto al animal control ( ). Es importante destacar que en la linea de raton
transgénico CaMKIllo-Cre utilizada para la generacion del raton Cdhl KO (B6.Cg-Tg-
T29-1Stl/J), la eficacia del sistema de recombinacién Cre-LoxP en el Hy esta limitada
especificamente a la capa CAl, probablemente debido a que la actividad de la
recombinasa en las neuronas piramidales (excitatorias) de esta capa es mayor que en el
resto de capas que forman el Hy [Tsien, 1996]. Ademas, la capa CA1 del Hy es la que
posee mayor actividad de CaMKIlla [Minichiello, 1999]. Todo ello hace que las
neuronas de la capa CA1 del Hy presenten una mayor eficacia de supresion de Cdhly,
en consecuencia, que sea ésta la zona mas afectada por la deficiencia de la proteina.

. La deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la capa CAl del hipocampo en ratones
de 180 dias. Fotografias de campo claro de la regién hipocampal de ratones macho de 180 dias de
vida postnatal, tras una tincién de Nissl. Detalle de la capa CA1 del hipocampo. Los animales Cdhl
KO presentan una disminucién del espesor de la capa CA1l, respecto a los controles.

Barra de escala: 50 micras.

Por tanto, el modelo murino que hemos generado permite la supresiéon de la
expresion de Cdhl en zonas que expresan la CaMKIlla, como son la Cx y la capa CAl
del Hy [http://www.jax.org], lo que provoca la disminucion en el espesor de dichas
areas cerebrales en el cerebro adulto, como hemos descrito que ocurre en el cerebro en
desarrollo [Delgado-Esteban, 2013].
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Posteriormente, y con objeto de estudiar si el efecto de la ausencia de Cdhl
sobre el acortamiento de las zonas cerebrales arriba descritas, era debido a alteraciones
en la integridad de las neuronas, se realizaron inmunohistoquimicas en secciones de
Cx e Hy de ratones control y Cdhl KO de 25 (P25), 120 (P120) y 360 (P360) dias de vida
postnatal, utilizando un anticuerpo contra el conocido marcador neuronal NeuN. Este
anticuerpo reacciona con la mayoria de tipos de neuronas del SN de ratones,
incluyendo las que se encuentran en la Cx, el Hy, el tAlamo y la médula espinal, asi
como algunas neuronas del SNP. En tinciones inmunohistoquimicas, la proteina se
localiza principalmente en el nucleo de las neuronas [Mullen, 1992; Wolf, 1996].

Como se observa en las y 10, en los animales P25, que aun expresan
Cdhl (ver ), ho se observaron diferencias anatdémicas significativas en las
estructuras cerebrales estudiadas, corteza cerebral e hipocampo. Sin embargo, la
deteccion inmunohistoquimica de NeuN, si puso de manifiesto que la carencia de
Cdhl provoca el acortamiento de la Cx y de la capa CAL del Hy en los ratones P120
( y 11) y P360 ( y 12). Para facilitar la comparacién entre ambos
genotipos, en las y 13 se muestran inmunohistoquimicas fluorescentes de
NeuN realizadas en secciones de Cx e Hy procedentes de ratones control y Cdhl KO
P25, P120 y P360.

DAPI NeuN Merge

Control

Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador neuronal NeuN en corteza cerebral de
ratones de 25 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 25 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador neuronal NeulN. La tincién nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. No se
observaron diferencias significativas entre ambos genotipos.

Barra de escala: 100 micras.
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DAPI NeuN

Merge

Control

Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador neuronal NeuN en corteza cerebral de
ratones de 120 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador neuronal NeuN. La tincion nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia
de Cdh1l provoca el acortamiento de la corteza cerebral en ratones de P120, respecto al control.

Barra de escala: 100 micras.

Control

Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador neuronal NeuN en corteza cerebral de
ratones de 360 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 1 afo, utilizando el anticuerpo contra el
marcador neuronal NeuN. La tincion nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia
de Cdhl provoca el acortamiento de la corteza cerebral en ratones de P360, respecto al control.

Barra de escala: 100 micras.
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P25 P120 P360

. La deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la corteza cerebral. Imagenes
representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de corteza parietal de ratones macho
control y Cdhl KO de 25, 120 y 360 dias, utilizando el anticuerpo contra el marcador neuronal NeuN.
Mientras que no hay diferencias en los animales de P25, la deficiencia de Cdhl provoca el
acortamiento de la corteza cerebral en los ratones de P120 y P360, respecto a los correspondientes
controles.

Barra de escala: 100 micras.

Control

Cdh1 KO
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Control

W cdh1KO

Control

Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador neuronal NeuN en hipocampo de ratones
de 25 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de hipocampo
de ratones macho control y Cdhl KO de 25 dias, utilizando el anticuerpo contra el marcador
neuronal NeuN. La tincién nuclear se realizdé con el marcador nuclear DAPI. No se observaron
diferencias significativas entre ambos genotipos.

A. Formacion hipocampal. Barra de escala: 200 micras.
B. Detalle capa CAL. Barra de escala: 25 micras.
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A

DAPI

W c4dh1 KO Control

Control

Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador neuronal NeuN en hipocampo de ratones
de 120 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador neuronal NeuN. La tincién nuclear se realiz6 con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia
de Cdhl provoca el acortamiento de la capa CAL del hipocampo en ratones de P120, respecto al
control.

A. Formacion hipocampal. Barra de escala: 200 micras.
B. Detalle capa CAL. Barra de escala: 25 micras.
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Control

W cdh1KO

Control

Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador neuronal NeuN en hipocampo de ratones
de 360 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 1 afio, utilizando el anticuerpo contra el
marcador neuronal NeuN. La tincién nuclear se realiz6 con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia
de Cdhl provoca el acortamiento de la capa CAL del hipocampo en ratones de P360, respecto al
control.

A. Formacion hipocampal. Barra de escala: 200 micras.
B. Detalle capa CAL. Barra de escala: 25 micras.
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A

Control

W cdh1KO

Control

Cdh1 KO

. La deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la capa CAl del hipocampo.
Iméagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de hipocampo de ratones
macho control y Cdhl KO de 25, 120 y 360 dias, utilizando el anticuerpo contra el marcador neuronal
NeuN. Mientras que no hay diferencias en los animales de P25, la deficiencia de Cdhl provoca el
acortamiento de la capa CAl del hipocampo en los ratones de P120 y P360, respecto a los
correspondientes controles.

A. Formacion hipocampal. Barra de escala: 200 micras.
B. Detalle capa CAL. Barra de escala: 25 micras.
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Ademas, se realizé la cuantificacion del espesor de la Cx y de la capa CAL del
Hy en ratones control y Cdhl KO a los diferentes tiempos de vida estudiados (
y ). Para ello, se realizaron 20 medidas del espesor de nuestras areas de interés,
en cada uno de los tres cortes mas parasagitales de la serie que estaba constituida por 3
pocillos. Es decir, realizamos 180 mediciones por cada individuo.
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. La deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento significativo del espesor de la
corteza cerebral y de la capa CA1 del hipocampo y la pérdida de neuronas. La cuantificacion
del espesor de la corteza cerebral (A) y de la capa CA1 del hipocampo (C) revela que la
deficiencia de Cdhl disminuye significativamente el incremento en el espesor de ambas
zonas, que se produce en los ratones control a partir de los 25 dias de vida postnatal (n=6 para
cada edad y genotipo). B y D. Imagenes representativas de transferencias tipo Western Blot

(baja exposicion) revelan que la deficiencia de Cdhl provoca la pérdida de deteccion de NeuN
en ambas areas.

*p<0,05 respecto al control de la misma edad.

Como se muestra en las y , los espesores de la Cx y de la capa
CALl del Hy aumentaron progresivamente en los animales control desde los 25 hasta
los 120 dias de vida postnatal, momento en el que se estabilizaron dichos valores.
Aungue en los animales de P25 y P60 deficientes en Cdhl se observaron perfiles
similares, el incremento en los espesores de ambas zonas en los ratones Cdhl KO a
partir de P120 resulto ser significativamente menor a los observados en los animales
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control. En concreto, la ausencia de Cdhl provocd una disminucién del espesor de la
Cx de un 17% en los animales P120 y de un 21% en los ratones P360, respecto a los
controles correspondientes ( ). Dicho efecto fue incluso mas marcado en la
capa CA1 del Hy, que resulté ser un 30 y 33% mas fina en los ratones Cdhl KO que en
los control a los 120 y 360 dias de vida, respectivamente ( ).

Igualmente, la deteccion de NeuN mediante transferencia tipo Western Blot
(baja exposicion) revel6 que la carencia de Cdhl disminuy6 la expresion de NeuN,
respecto a la observada en los animales control, tanto a 120 como a 360 dias de vida

( y 14D).

Todos estos resultados demuestran que la ausencia de Cdhl provoca la pérdida
del nimero de neuronas, a juzgar por la disminucion en la deteccion del marcador
neuronal NeuN. Por tanto, Cdhl parece ser esencial para la supervivencia neuronal in
vivo, como demostramos previamente en las neuronas en cultivo primario [Almeida,
2005; Maestre, 2008].

3. La deficiencia de Cdh1l disminuye la longitud
de las dendritas y reduce su arborizacion

El citoesqueleto neuronal es la estructura interna principal que define la forma
y polaridad de las neuronas, por lo que es esencial en la conservacion de la integridad
neuronal y, en consecuencia, en el mantenimiento de todo el SN. El citoesqueleto
neuronal estd formado principalmente por microtubulos, neurofilamentos y filamentos
de Actina, de manera que las proteinas que forman estas estructuras son utilizadas
como marcadores de la integridad neuronal [Kandel, 2001].

Los microtubulos son estructuras tubulares, presentes tanto en axones como en
dendritas, formados por la polimerizacion de un dimero de dos proteinas globulares,
las alfa y las beta Tubulinas. De entre los diferentes tipos de Tubulinas, la Tubulina Ill
beta 0 Tujl se localiza exclusivamente en los microtibulos neuronales por lo que se
utiliza como marcador especifico de la integridad de las prolongaciones neuronales
[Tay, 2008; van de Pavert, 2009].

Al mismo tiempo, los microtubulos son estructuras dindmicas, estabilizadas por
un grupo de proteinas denominadas proteinas asociadas a microtibulos o MAP
[Binder, 1986; Chen, 1992]. En concreto, la proteina MAP2 se localiza casi
exclusivamente en las dendritas, por lo que se considera un buen marcador dendritico
[Chen, 1992].

Con objeto de profundizar en el efecto de la supresion de Cdhl sobre la
integridad de la estructura neuronal, nuestro siguiente objetivo se centré en el estudio
de la longitud y ramificacion de las prolongaciones neuronales, particularmente en las
dendritas. Para ello, se realizaron tinciones inmunohistoquimicas en secciones de Cx,
Hy y Cb de ratones macho de P25, P120 y P360, tanto control como Cdhl KO,
utilizando anticuerpo contra las proteinas MAP2y Tujl.

Como se observa en las y 19, la ausencia de Cdhl no modifico la
longitud de las dendritas de la Cx y del Hy en los ratones P25, a juzgar por la deteccion
de MAP2, que fue similar en ambos genotipos. Estos resultados coinciden con la falta
de efecto sobre el espesor de estas areas observada en los ratones Cdhl KO de 25 dias
(ver ). Sin embargo, la longitud de las dendritas de la Cx y del Hy en los
ratones P120 y P360 deficientes de Cdhl (Cdhl KO) resulté ser menor que la de
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animales control de la misma edad ( - 18y 20 - 22). Dicho efecto se observo
tanto en las inmunohistoquimicas realizadas para la deteccion de MAP2, como para la
deteccion de Tujl ( y 21).

A

DAPI Merge

Control

W cdh1KO

Control

Cdh1 KO

. Deteccién inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en corteza cerebral de
ratones de 25 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 25 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizé6 con el marcador nuclear DAPI. No se
observaron diferencias significativas entre ambos genotipos.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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W cdh1KO
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Cdh1 KO

. Deteccién inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en corteza cerebral de
ratones de 120 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizd con el marcador nuclear DAPI. La
deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la longitud de las neuritas en corteza cerebral de
ratones de P120, respecto al control.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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DAPI Tuj1
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Control
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. Deteccion inmunohistoquimica del marcador de neuritas Tujl en corteza cerebral de
ratones de 120 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico Tujl1. La tincién nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia
de Cdhl provoca el acortamiento de la longitud de las neuritas en corteza cerebral de ratones de
P120, respecto al control.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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. Deteccién inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en corteza cerebral de
ratones de 360 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
corteza parietal de ratones macho control y Cdhl KO de 360 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizd con el marcador nuclear DAPI. La
deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la longitud de las neuritas en corteza cerebral de
ratones de P360, respecto al control.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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. Deteccién inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en hipocampo de
ratones de 25 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 25 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. No se
observaron diferencias significativas entre ambos genotipos.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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A
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@ cdh1 KO

Control

Cdh1 KO

. Deteccién inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en hipocampo de
ratones de 120 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizd con el marcador nuclear DAPI. La
deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la longitud de las neuritas en la capa CA1 de ratones
de P120, respecto al control.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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. Deteccion inmunohistoquimica del marcador de neuritas Tujl en hipocampo de ratones
de 120 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico Tujl. La tincién nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia
de Cdhl provoca el acortamiento de la longitud de las neuritas en la capa CA1 de ratones de P120,
respecto al control.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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. Deteccién inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en hipocampo de
ratones de 360 dias. Imagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 360 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizd con el marcador nuclear DAPI. La
deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento de la longitud de las neuritas en la capa CA1 de ratones
de P360, respecto al control.

A. Barra de escala: 200 micras.
B. Barra de escala: 50 micras.
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Es importante destacar que el efecto de la deficiencia de Cdhl sobre la longitud
de las dendritas no se observé en el Cb ( y ), area que posee altos niveles
de expresion de Cdh1l (ver ), lo que pone de manifiesto que el efecto observado
en Cx y en Hy es especifico, y debido a la ausencia de la proteina.

A B

Cerebelo P120 Cerebelo P360

Control
Control

Cdh1 KO
Cdh1 KO

. Deteccion inmunohistoquimica del marcador de neuritas MAP2 en cerebelo de ratones
de 120 y 360 dias. Iméagenes representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
cerebelo de ratones macho control y Cdhl KO de 120 y 360 dias, utilizando el anticuerpo contra el
marcador dendritico MAP2. La tincién nuclear se realizé con el marcador nuclear DAPI. No se
observaron diferencias significativas entre ambos genotipos.

Barra de escala: 200 micras.
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En la se representa la cuantificacion de la longitud de las dendritas
en la Cx de ratones Cdhl KO de diferentes edades. La determinacién de la longitud de
las neuritas del Hy no se pudo realizar debido a su desorganizacién y escasa longitud.

Finalmente, la deteccion de MAP2 en extractos de Cx y de la capa CAl del Hy
mediante transferencia tipo Western Blot (baja exposicion) revel6 que la carencia de
Cdh1l disminuyo la expresion de la proteina en esas areas, respecto a la observada en

los animales control, tanto a 120 como a 360 dias de vida ( y ).
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. La deficiencia de Cdh1 produce una diminucién significativa de la longitud de
las neuritas a partir de 120 dias. Se realizaron inmunohistoquimicas en secciones de corteza
cerebral y cerebelo de ratones macho control y Cdhl KO de diferentes dias de vida, utilizando
el anticuerpo contra el marcador dendritico MAP2. (A) La cuantificacion de la longitud de las
dendritas revela que la deficiencia de Cdhl disminuye significativamente el incremento en la
longitud de las dendritas que se produce en los ratones control a partir de los 25 dias de vida
postnatal (n=6 para cada edad y genotipo). D. No se observé ningun efecto en secciones de
cerebelo (n=6 para cada edad y genotipo). B y C. Imagenes representativas de transferencias
tipo Western Blot (baja exposicién) revelan que la deficiencia de Cdhl provoca la pérdida de
deteccion de MAP2 en corteza cerebral y en la capa CA1 del hipocampo.

*p<0,05 respecto al control de la misma edad.
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Para analizar con detalle la estructura de las dendritas, se tomaron
microfotografias de fluorescencia de las inmunohistoquimicas de MAP2 y Tujl con un
objetivo 100X. Las microfotografias revelaron que las dendritas en los ratones Cdhl KO
aparecen rotas y presentan menos ramificaciones que las observadas en los animales
control, tanto en la Cx como en el Hy ( ).

A

Control

Cdh1 KO

MAP2 Tuj1

vy

Hipocampo

Control

Cdh1 KO

. La deficiencia de Cdhl reduce la arborizacion dendritica en la
corteza cerebral y en el hipocampo. Imagenes representativas de
inmunohistoquimicas realizadas en secciones de corteza cerebral e
hipocampo de ratones macho control y Cdhl KO de 120 dias, utilizando
anticuerpos contra los marcadores dendriticos MAP2 y Tujl. La tincion
nuclear se realiz6 con el marcador nuclear DAPI. La deficiencia de Cdhl
provoca la reduccion de la arborizacion dendritica en la corteza cerebral y
en el hipocampo de los ratones de P120, respecto al control.

Barra de escala: 10 micras.
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Por tanto, la deficiencia de Cdhl provoca el acortamiento y/o rotura de las
dendritas y reduce su arborizacion, lo que puede ser responsable de la desintegracion
neuronal y, en consecuencia, de la reduccion del espesor de la Cx y capa CA1 del Hy
observada en los ratones Cdh1 KO.

4. La deficiencia de Cdhl promueve la
eliminacion de sinapsis

La formacion adecuada y el mantenimiento de las conexiones sinapticas que
forman los circuitos o redes neuronales son fundamentales para el correcto
funcionamiento del cerebro. En este sentido, el tamafio y forma de la arborizacion
dendritica de una neurona determina el nimero y distribucién de los contactos
sinapticos receptores que puede establecer con contactos aferentes [Koleske, 2013].

Durante el desarrollo, las dendritas se someten a continuos cambios dinamicos
en su forma para facilitar su arborizacion, la formacién de sinapsis y el establecimiento
de los circuitos neuronales. Durante este periodo, la formacién de ramificaciones para
establecer sinapsis y la estabilizacion de la dendrita estan intimamente relacionados.
Asi, la formacion de sinapsis a partir de una rama dendritica promueve su
estabilizacibn mientras que la pérdida o reduccion de estimulacién sinaptica
desestabiliza la dendrita diana [Cline, 2008; Koleske, 2013].

En el adulto, la forma y tamafio de las dendritas permanece estable durante
meses e incluso afos, de manera que esta estabilidad es esencial para el correcto
funcionamiento del cerebro adulto. Asi, la alteracién de la longitud y forma de las
dendritas se asocia a desordenes psiquiatricos y enfermedades neurodegenerativas,
como es la enfermedad de Alzheimer [Kulkarni, 2012].

Teniendo en cuenta estos antecedentes y el efecto de la supresion de Cdhl sobre
la longitud y arborizacion dendriticas ( y 25), decidimos investigar la
expresion de diferentes proteinas sinapticas: VGLUT1, PSD-95, SYP1y SYT1 en el raton
Cdhl KO, con objeto de estudiar el efecto de nuestra proteina (Cdhl) sobre la
integridad sinaptica. Para ello, se obtuvieron extractos proteicos de Cx y de la capa
CAl del Hy de ratones control y Cdhl KO de 25 y 120 dias y se realizaron
transferencias de tipo Western Blot.

En primer lugar, y dado que en nuestro modelo murino la supresion de Cdhl
se realizé en neuronas excitatorias, se analizaron las sinapsis glutamatérgicas mediante
la expresion del transportador vesicular de glutamato, VGLUT1 [Takamori, 2000].
Como se muestra en las y , la expresion de VGLU1 disminuy6
significativamente en la Cx y capa CA1 del Hy en los ratones Cdhl KO, respecto a los
controles. Esta disminucion se corrobor6 mediante inmunohistoquimica ( ).
Estos resultados son compatibles con una reduccién del ndamero de sinapsis
glutamatérgicas en los animales Cdhl KO.

Posteriormente, determinamos los niveles del marcador postsinaptico PSD-95.
PSD-95 es una proteina de densidad postsindptica que desempefia importantes
funciones en la membrana postsinaptica, que incluyen el anclaje y movimiento tanto de
receptores de glutamato (receptores NMDA) como de proteinas reguladoras de la
actividad de estos receptores. Por ello, PSD-95 es un conocido marcador postsinaptico,
concretamente de sinapsis excitadoras [Kornau, 1995; Li, 2010]. Como se muestra en las

y 26B, la supresion de Cdhl previno el incremento en los niveles de
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expresion de PSD-95 en la Cx y capa CAL del Hy que se produce a los 120 dias en los
controles, respecto a los niveles observados en los animales P25. Asi, la expresion de

PSD-95 resulté se menor en los ratones Cdh1 KO de 120 dias que en su correspondiente
control.
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. La deficiencia de Cdhl
reduce la expresién de proteinas
sinapticas. Los niveles de las
proteinas sinapticas VGLUT]L,
PSD95, SYP1 y SYTL1 se detectaron
mediante transferencias de
Western Blot en extractos de
corteza cerebral e hipocampo
(CA1) de ratones macho control y
Cdk1 KO de 25 y 120 dias de vida.
La deficiencia de Cdhl induce la
pérdida de sinapsis, a juzgar por la
reduccion en los niveles de los
marcadores sinapticos estudiados,
tanto en corteza cerebral (A y C)
como en la capa CAl del
hipocampo (B y D), de ratones
Cdhl KO de 120 dias, respecto a
los controles. A los 25 dias, la
expresion de proteinas sinapticas
fue similar en ambos genotipos.

Control

. La deficiencia de Cdh1 reduce los niveles de expresion del

marcador

de neuronas glutamatérgicas, VGLUT1. Imagenes

representativas de inmunohistoquimicas realizadas en secciones de
hipocampo de ratones macho control y Cdkl KO de 120 dias, utilizando
anticuerpo contra VGLUTI. La tincion nuclear se realiz6 con el
marcador nuclear DAPI. La deficiencia de Cdh1l redujo la expresion de
VGLUT1 en la capa CAL1 del hipocampo de ratones de 120 dias, respecto
a los niveles detectados en el control.
Barra de escala: 20 micras.
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Finalmente, se analizaron las proteinas presinapticas, Sinaptofisinal (SYP1) y
Sinaptotagminal (SYT1). La SYP1 es una proteina N-glicosilada integral de vesiculas
sinapticas que se encuentra en las neuronas asociandose en forma de hexameros para
constituir un canal de gran conductancia. Se expresa fundamentalmente en vesiculas
presinapticas y desempefia una importante funcion en la exocitosis de las vesiculas
sinapticas [Provoda, 2000]. La SYT1 es también una glicoproteina integral de la
membrana de las vesiculas presinapticas neuronales. Tiene un dominio N-terminal,
gue es variable y esta expuesto al lumen de la vesicula, y una cola citoplasmatica muy
bien conservada que contiene dos dominios Ca?* que desencadenan la exocitosis de
vesiculas presinapticas [Geppert, 1998]. El analisis de expresién de las proteinas
presinapticas revel6 que la supresion de Cdhl redujo sensiblemente la expresion de
SYP y SYT, tanto en Cx como en la capa CA1 del Hy, en los ratones P120, respecto a los
niveles observados en los correspondientes controles ( y ).

Sin embargo, y en concordancia con los resultados antes descritos, en los
ratones de 25 dias no se observaron diferencias significativas en los niveles de
proteinas sinapticas. Cabe recordar que la expresion de la recombinasa Cre, y en
consecuencia la supresion de Cdhl, estd temporal y regionalmente limitada a la
expresion de la CaMKIlla, que ocurre en neuronas excitatorias a partir de los dias 20-22
de vida postnatal [Minichiello, 1999; Tsien, 1996]. Asi, a los 25 dias, aunque los niveles
de Cdhl1 han comenzado a disminuir (ver ), los efectos de la supresion de la
proteina no son aun visibles.

Por tanto, nuestros resultados demuestran que Cdhl es esencial para el
mantenimiento de la arborizacién dendritica y las conexiones sinapticas en el cerebro
adulto, y que su falta provoca la pérdida de sinapsis y, en consecuencia, la pérdida de
la integridad dendritica, lo que sin duda va a afectar al correcto funcionamiento del
cerebro.

5. Estudio neurofisioldgico de los ratones
deficientes de Cdhl mediante potenciales
evocados somatosensoriales

Se ha descrito que los PES son manifestaciones eléctricas de la respuesta
cerebral o de la via somestésica, que se producen tras la aplicacion de estimulos
eléctricos en las fibras aferentes sensitivas de los nervios periféricos. La identificacion
de los componentes de los PES, como amplitud y latencia, son importantes parametros
de diagnéstico en la clinica [Gutiérrez Rivas, 2007].

En general, un aumento de la latencia (tiempo de respuesta) indica la presencia
de lesion de tipo desmielinizante y, por lo tanto, defectos en las vias de conduccion. De
la misma manera, se ha establecido una relacion directa entre el descenso de la
amplitud (intensidad de la respuesta) y la pérdida de proyecciones neuronales. Es
decir, alteraciones de las latencias representan trastornos de la conduccion de los
potenciales de accion a través de los axones y sinapsis de las vias exploradas. Sin
embargo, alteraciones de la amplitud de cada onda representan alteraciones en el
numero de neuritas y/o neuronas de las vias exploradas [Gutiérrez Rivas, 2007].

Una vez establecido el papel de Cdhl sobre la arborizaciéon dendritica y el
mantenimiento de las sinapsis neuronales, nos planteamos llevar a cabo un estudio
electrofisiologico en los ratones deficientes de Cdh1l. Utilizamos ratones de 120 dias en
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los que localizamos el electrodo del estimulo en el nervio cidtico derecho [Heredia,
2013; Jiménez-Diaz, 2011]. Una vez perforado el créneo, el raton era liberado del
estereotaxico y se disecaba el nervio ciatico [Santos-Torres, 2009]. A continuacién, se
estimulo el nervio ciatico y se fue incrementando la intensidad hasta la obtencion de la
respuesta de maxima amplitud. Las latencias de las respuestas se midieron desde el
momento de aplicacion del estimulo al inicio de la respuesta evocada y las amplitudes
se midieron desde la linea de base hasta el pico maximo, tal y como han descrito
Cavanagh y colaboradores [Cavanagh, 1968]. Todos los PES se realizaron estimulando
de forma individualizada y secuencial el nervio ciatico.

En la se muestra un registro representativo de PES de animales
macho, controles y Cdhl KO, en el que se observa una disminucién importante de la
amplitud de la onda registrada. Asi, mientras que la latencia media fue muy similar en
ambos tipos de animales ( ), la supresiéon de Cdh1l redujo significativamente

la amplitud media ( ) de la onda generada, que lleg6 a ser un 56% menor que
en los animales control.
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. La deficiencia de Cdhl altera la respuesta del generador del potencial evocado. A.
Registro representativo de potenciales evocados somatosensoriales de animales macho control, en
color negro, y Cdh1 KO, en color rojo, de 120 dias. B y C. Representaciones de los valores de la media
+ SEM de amplitudes (uV) y latencias (ms) de los potenciales del nervio ciatico en animales macho
control (n=7) y Cdhl KO (n=8). Mientras que la amplitud desciende en los ratones KO un 56%,
respecto a los controles, no se observan diferencias significativas en la latencia entre ambos genotipos.
*p=0,05 respecto al control de la misma edad.

En conjunto, estos resultados nos permiten afirmar, que al no encontrar
diferencias en la latencia y puesto que existen unos tiempos de conduccion similares
entre ambos individuos, no hay desordenes ni lesiones de tipo desmielinizante. Por
tanto, los animales no parecen tener defectos en las vias de conduccion [Gutiérrez
Rivas, 2007]. El impulso es conducido ipsilateralmente por los cordones posteriores,
hasta el nacleo de Goll (nucleus gracilis). En este nucleo se establece la primera sinapsis.
El impulso continda su trayecto por el lemnisco medio hacia el nucleo ventral del
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talamo en donde tiene lugar la segunda sinapsis. Finalmente, la actividad evocada
alcanza el area somestésica primaria del cortex donde se lleva a cabo la tercera sinapsis
[Cusick, 1979]. Esto concuerda, con que ninguna de las zonas por las que tiene que
pasar el impulso se encuentra alterada, ya que en ellas no se produce la supresion de
Cdhl [Minichiello, 1999; Tsien, 1996].

Por el contrario, los resultados revelan diferencias significativas en los valores
obtenidos al analizar las amplitudes, siendo inferiores y con tendencia a formar
mesetas en los individuos Cdhl KO. Esto indica que hay una pérdida de neuritas que
conlleva a una respuesta anémala del generador, que, en nuestro caso, es la corteza
cerebral [Gutiérrez Rivas, 2007], en la que la expresion de Cdhl se ha suprimido (ver

). Estos resultados coinciden con los descritos anteriormente, de manera que
Cdh1 parece ser esencial para la formacién y mantenimiento de las redes o conexiones
neuronales. Asi, la supresion de la proteina promueve la desintegracion de las
proyecciones neuronales, concretamente de las dendritas, lo que se traduce en una
respuesta electrofisiol6gica anémala, es decir, en una disfuncion de la corteza cerebral.

6. Cdhl es esencial para la supervivencia
neuronal in vivo

Resultados previos de nuestro laboratorio han demostrado que Cdhl es esencial
para la supervivencia de las neuronas corticales en cultivo primario. Asi, la
disminucion experimental de los niveles de Cdhl, bien mediante ARNi o bien
mediante el uso de inhibidores especificos en neuronas in vitro, provoca rapidamente la
muerte neuronal por apoptosis [Almeida, 2005]. Es mas, la disminucion de los niveles
de Cdhl incrementa la susceptibilidad de las neuronas corticales a la excitotoxicidad
producida por la estimulacion de los receptores de glutamato [Maestre, 2008;
Rodriguez-Rodriguez, 2012].

Como ya hemos comentado, la estabilidad de la forma y tamafio de las
dendritas es esencial para el correcto funcionamiento del cerebro adulto. Alteraciones
en la morfologia de las dendritas o defectos en el desarrollo neuronal, que incluyen
cambios en los patrones de ramificacién, fragmentacion, retraccion o pérdida de la
arborizacién dendritica, contribuyen al progreso de numerosos trastornos neuroldgicos
y del neurodesarrollo, como son: autismo, trastornos del espectro autista, enfermedad
de Alzheimer, esquizofrenia, sindrome de Down, sindrome del cromosoma X fragil, el
sindrome de Rett, ansiedad y depresiéon [Koleske, 2013; Kulkarni, 2012]. De la misma
manera, la pérdida de estabilidad y eficiencia de sinapsis glutamatérgicas y, en
consecuencia, la falta de comunicacion entre las neuronas es también una importante
causa subyacente de deterioro neuroldgico y cognitivo asociado a trastornos
neurodegenerativos, tales como la enfermedad de Alzheimer [Kulkarni, 2012].

A partir de estos antecedentes y considerando los resultados descritos, quisimos
investigar si la supresién de Cdhl provoca neurodegeneracion in vivo. Para ello,
realizamos la técnica de TUNEL en secciones de Cx e Hy de ratones Cdhl KO de 120
dias, segun el procedimiento descrito previamente por Gascon y colaboradores
[Gascon, 2005]. Con objeto de identificar si la muerte ocurria especificamente en las
neuronas, paralelamente a la técnica de TUNEL, se llevo a cabo una
inmunofluorescencia con el anticuerpo que detecta el marcador neuronal NeuN.

Enla podemos observar que el marcaje caracteristico de la técnica de
TUNEL (marcaje de extremos mellados con dUTP mediado por la desoxinucleotidil
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terminal transferasa), que seflalamos con flechas blancas, result6 ser mayor en los
ratones Cdh1l KO que en los animales control, tanto en Cx como en la capa CAl del Hy.
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. La deficiencia de Cdhl causa neurodegeneracién in vivo. A. La muerte
neuronal se detectd mediante la técnica de TUNEL en secciones de corteza cerebral e
hipocampo de ratones macho control y Cdkl KO de 120 dias de vida. Las neuronas se
detectaron mediante inmunomarcaje con el anticuerpo contra el marcador neuronal
NeuN. B. La cuantificacién de células TUNEL* y NeuN+ (neuronas apoptoticas) reveld
gue la deficiencia de Cdhl aumenta significativamente la apoptosis neuronal, respecto al
control. C. Iméagenes representativas de transferencias tipo Western Blot muestran que la
ausencia de Cdhl induce apoptosis, a juzgar por el incremento de expresion del
marcador de apoptosis, Caspasa 3 activa.
*p=0,05 respecto al control de la misma edad.

La cuantificacion de neuronas TUNEL*, mediante un procedimiento basado en

el método Abercrombie [Petreanu, 2002], permitié concluir que la supresion de
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expresion de Cdhl in vivo provoca neurodegeneracion, a juzgar por el incremento en el
numero de neuronas apoptéticas (células TUNEL* y NeuN+) en la Cx y capa CALl del
Hy de ratones Cdhl KO, respecto a los correspondientes controles ( ).

Es mas, mediante el andlisis por transferencia de tipo Western Blot de la
activacion de la Caspasa 3, ejecutor fundamental del proceso apoptético [Garnier,
2003], comprobamos que la deficiencia de Cdh1l provoco el incremento en la expresion
de la Caspasa 3 activa en los ratones de 120 y 365 dias, respecto a los correspondientes
ratones control ( ).

Por tanto, nuestros resultados indican que Cdhl es un importante factor de
supervivencia neuronal in vivo, corroborando asi resultados previos in vitro de nuestro
grupo [Almeida, 2005; Maestre, 2008]. Asi, la deficiencia de Cdhl provoca rotura de
dendritas, alteraciébn de la arborizacion dendritica y pérdida de sinapsis
glutamatérgicas, lo que conduce a la muerte neuronal por apoptosis en la Cx y capa
CAl del Hy. Es importante destacar que estos procesos ocurren en determinadas
enfermedades neurodegenerativas, como es la enfermedad de Alzheimer [Knobloch,
2008; Koleske, 2013; Kulkarni, 2012], por lo que hemos generado un modelo de
neurodegeneracion in vivo que permitird investigar mecanismos moleculares asociados
a la neurodegeneracion, particularmente a la enfermedad de Alzheimer, hasta ahora
desconocidos.

7. El silenciamiento de Cdhl altera el
comportamiento de los ratones. Efecto sobre
el aprendizaje y la memoria

La pérdida de conexiones sindpticas como consecuencia de la rotura y
desestabilizacién dendritica, contribuye a la alteracion de la percepcion, aprendizaje,
memoria, estado de animo y la toma de decisiones que caracterizan a ciertas
condiciones neuropatologicas, como esquizofrenia, depresion y enfermedades
neurodegenerativas, concretamente la enfermedad de Alzheimer [Knobloch, 2008;
Kulkarni, 2012; Koleske, 2013]. Es més, la reduccion en el niumero de sinapsis esta
directamente relacionada con la magnitud del dafio cognitivo y de memoria que se
asocia a los pacientes de la enfermedad de Alzheimer [Anderton, 1998; Terry, 1991].

Con objeto de analizar el comportamiento cognitivo, sensorial y motor de los
ratones deficientes de Cdhl (Cdhl KO), se realizaron una serie de pruebas de
comportamiento, que se describen a continuacion.

7.1. Coordinacion motora

El estudio del equilibrio y coordinacion motora de los animales Cdhl KO se
realizd mediante el test del Rotarod. Las pruebas se realizaron en animales de P120 y
P360 durante 4 semanas alternas siguientes al entrenamiento. En el test se determiné el
tiempo que el animal tardaba en caer de la barra giratoria o daba tres vueltas en la
barra sin caminar, que denominamos tiempo de latencia (ver ).

Como se muestra en la , la supresion de Cdhl en Cx y capa CALl del
Hy no alterd significativamente la coordinacion motora de los animales, que resulto ser
similar en ambos genotipos.

110



Resultados y Discusién

>
W

W

o

(=]
4

w

o

(=]
)

. Prueba del Rotarod. El
equilibrio y coordinacién motora de

los ratones se analiz6 mediante el
zoo_kd:g:i test de Rotarod. La supresion de
Cdhl en corteza cerebral y capa

CAL1 del hipocampo (Cdhl KO) no
alterd significativamente el tiempo

200—? ¥

Tiempo de latencia (segundos)
Tiempo de latencia (segundos)

1001 1001 de latencia o resistencia a caer de
—oControl _o- Control ratones machos de 120 (A) y 360 (B)
—e—Cdh1 KO —@-Cdh1 KO dias de vida, respecto a los

0-: y T ) 0- ; : ' correspondientes controles.
2 4 6 8 2 4 6 8 nh=6-8 para cada genotipo y edad.
Semanas después Semanas después
del entrenamiento del entrenamiento

El Cb coordina los sistemas motores evaluando las disparidades existentes entre
intencion y accion, y ajustando las operaciones de los centros motores de la corteza y el
tronco encefélico, tanto durante el desarrollo de un movimiento como durante las
repeticiones de dicho movimiento [Delgado-Garcia, 2001; Thach, 1998]. Por tanto, la
falta de efecto sobre la coordinacién motora concuerda con el hecho de que en el Cb los
niveles de Cdhl no estan modificados en los ratones Cdhl KO generados en el

presente estudio (ver ). Es mas, el Cb de los animales de ambos genotipos
(Cdh1 KOy control) no mostraron diferencias estructurales significativas ( ), lo
que se traduce en una correcta coordinacion motora de los animales KO ( ).

7.2. Aprendizaje y memoria

Aprendizaje y memoria son dos procesos psicolégicos intimamente
relacionados, que constituyen dos momentos en la serie de procesos a través de los
cuales los organismos manejan y elaboran la informacion proporcionada por los
sentidos. En general, el aprendizaje implica siempre alguna forma de adquisicion de
conocimientos y destrezas y la memoria la retencién de esa informacion. Por tanto,
aprendizaje y memoria son fenédmenos interdependientes, de manera que la capacidad
del cerebro para aprender implica la capacidad del cerebro para recordar y ambas
pueden resumirse en la capacidad del cerebro para adquirir informacion [Lieberman,
2011].

El estudio de la capacidad de aprendizaje y memoria se realiz6 mediante
diferentes pruebas de comportamiento, como son el laberinto Lashley 11l y el laberinto
radial de 8 brazos (radial maze) (ver ).

El laberinto Lashley |1l es un test ampliamente utilizado para estudiar la
capacidad de aprendizaje de los ratones. Los animales aprenden a moverse por el
laberinto tras una exposicién repetida en ausencia de estrés, es decir, se basa en el
aprendizaje de la ruta [Blizard, 2006].

Los resultados del laberinto Lashley Il revelaron que, en los animales control,
la realizacién de la prueba durante sesiones sucesivas disminuy6 progresivamente el
tiempo de latencia en llegar a la jaula y el nUmero de errores cometidos durante cada
prueba, lo que indica un aprendizaje adecuado en estos animales. Sin embargo, este
efecto no se observdé en los ratones Cdhl KO, que mostraron un incremento
significativo en el tiempo de latencia y numero de errores, respecto a los
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correspondientes controles, llegando incluso a incrementarse estos parametros durante
las sucesivas sesiones (ratones de 120 dias; y ). Estos resultados indican
gue la deficiencia de Cdhl en Cx y capa CAl del Hy provoca una deficiencia
importante en la capacidad de aprendizaje de los animales.
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El laberinto radial de 8 brazos es una prueba que se utiliza para estudiar la
memoria espacial de roedores [Olton, 1976; Sharma, 2010]. Esta prueba permite la
evaluacion del aprendizaje y la memoria, analizando dos tipos de memoria en los
animales: la memoria de referencia y la memoria de trabajo.

La memoria de referencia corresponde a aquellos aspectos del ambiente que son
permanentes a través de los ensayos y que el sujeto tiene que recordar para ejecutar
correctamente su tarea, en nuestro caso la comida. La memoria de trabajo corresponde
a los aspectos cambiantes en cada ensayo y que el sujeto debe recordar para minimizar
errores en cada ensayo [Zhang, 2005]. La prueba evallia la memoria de referencia
cuando los ratones visitan Unicamente los brazos del laberinto que contiene la
recompensa (comida). El no hacerlo resulta en un error de memoria de referencia.

Por otro lado, se evalUa la memoria de trabajo cuando los animales entran en
cada brazo una sola vez, independientemente de la recompensa. El reingreso en los
brazos daria lugar a un error de la memoria de trabajo [Olton, 1979; Zhang, 2005].

Los resultados obtenidos con el laberinto radial ( ) fueron similares a
los obtenidos con el laberinto Lashley 11 ( ). Asi, a lo largo de las semanas se
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observa que los ratones control necesitan menos tiempo para recorrer todos los brazos
del laberinto y cometen menos errores de referencia y menos errores de trabajo. Por
tanto, aprenden el sistema y ejecutan el recorrido de un modo mas rapido y preciso.
Sin embargo, los ratones Cdhl KO tienen un comportamiento arbitrario y recorren el
laberinto sin haber aprendido el camino. Asi, la supresion de Cdhl en corteza cerebral
y capa CA1 del hipocampo incrementé significativamente el tiempo utilizado en visitar
los 8 brazos y los errores de memoria de referencia y de memoria de trabajo, respecto a
los correspondientes controles.
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. Prueba del laberinto radial de 8 brazos. Se utilizaron ratones macho de 120 (A, By C) y
de 360 (D, E y F) dias y se cuantifico el tiempo utilizado en entrar en los 8 brazos y el nUmero de
errores de memoria, tanto de memoria de referencia como de memoria de trabajo. La supresién de
Cdh1 en corteza cerebral y capa CALl del hipocampo (Cdhl KO) incrementd significativamente el
tiempo utilizado en visitar los 8 brazos y los errores de memoria de referencia y de memoria de
trabajo, respecto a los correspondientes controles.
n=6-8 para cada genotipo y edad.

*p<0,05 respecto al control de la misma edad.

Todos estos resultados ponen de manifiesto que las funciones de aprendizaje y
memoria se encuentran alteradas en los ratones deficientes de Cdhl. Estos resultados
concuerdan con previos estudios que demuestran que la actividad de APC/C-Cdhl
regula la plasticidad sinaptica en el Hy [Fu, 2011; Juo, 2004; Konishi, 2004; van Roessel,
2004] y la memoria [Garcia-Higuera, 2008; Li, 2008; Kuczera, 2011].
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Se ha descrito que el Hy tiene 2 funciones principales: a) memoria y b)
percepcion espacial. Ademas, el Hy tiene un papel importante en la formacién de
nuevos recuerdos de los acontecimientos experimentados, lo que le implica en el
aprendizaje. Las lesiones en el Hy producen dificultades en la formacion de nuevos
recuerdos, asi como problemas en los recuerdos formados antes de las lesiones
[VanElzakker, 2008]. Hay que recordar que dafios en el Hy no afectan a la memoria de
adquirir nuevas competencias motoras [Diana, 2007].

El Hy puede actuar como un mapa cognitivo, es decir, una representacion
neural del esquema espacial del entorno. La sensacion de extravio es uno de los
sintomas mas comunes tras una lesion en el Hy [Chiu, 2004]. Estudios con animales
han mostrado que se requiere un Hy intacto para algunas tareas de memoria espacial,
en particular aquellas que precisan encontrar un camino [Morris, 1982].

Por otro lado, la corteza parietal, también dafiada en nuestro modelo
experimental, ayuda a identificar objetos y a comprender las relaciones espaciales, es
decir, la situacion del cuerpo en comparacién con los objetos que lo rodean. Ademas,
interviene en la integracion de la informacién relacionada con la memoria y el
aprendizaje. Asi, la memoria a largo plazo se almacena en diferentes areas de la Cx, de
manera que en general la Cx actia como un depdésito permanente de informacién
[Rakic, 1988]. Recientemente, un estudio realizado por Hasan y colaboradores [Hasan,
2013] han demostrado que determinadas formas de memoria asociativa relacionadas
con este tipo de aprendizaje se forman y almacenan directamente en la corteza y no en
el hipocampo como creia hasta ahora.

Por tanto, las alteraciones en los procesos de aprendizaje y memoria que hemos
descrito en los ratones deficientes de Cdhl parecen ser consecuencia de la
degeneracion dendritica y pérdida de sinapsis que se produce en la Cx y capa CAL del
Hy causada por la supresion de Cdhl en esta zona. Asi, Cdhl es esencial para el
mantenimiento de la integridad neuronal y, en consecuencia, de la funcion cognitiva,
por lo que alteraciones en la actividad de APC/C puede desempefar una importante
funcion en el deterioro cognitivo asociado a enfermedades neurodegenerativas, como
la enfermedad de Alzheimer.

7.3. Miedo y ansiedad

En los trastornos de ansiedad participan algunas de las estructuras cerebrales
gue conforman el sistema limbico, que incluyen el hipotalamo y amigdala entre otras.
Ademas, este sistema es el responsable de las emociones y de las estrategias asociadas
a la sobrevivencia. Entre estas emociones se encuentran: el miedo, la furia, las
sensaciones ligadas al sexo o al placer, al dolor y a la angustia [Bear, 1998].

La corteza también desempefia un papel importante en el control de la ansiedad
y el miedo. La corteza recibe informacion desde el hipotalamo, el sistema limbico y el
nucleo amigdalino, que es el que se encarga de coordinar la actividad que va del
hipotalamo a las areas corticales. La corteza inhibe y regula la actividad del hipotalamo
y de la amigdala y de esta manera controla las emociones [Kandel, 2001].

Recientemente, Kuczera y colaboradores [Kuczera, 2011] han descrito que la
supresion de la subunidad Apc2 del complejo APC/C de manera condicional a la
expresion de la CaMKIla-Cre (como hemos utilizado en el presente trabajo) provoca
alteraciones de la memoria espacial de los ratones, asi como ansiedad y miedo. Una vez
demostrado el déficit de memoria en los ratones Cdhl KO, nos propusimos investigar
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el efecto de la supresion de Cdhl en las neuronas excitatorias sobre las emociones de
miedo y ansiedad.

Para estudiar en los ratones las emociones de miedo y de ansiedad, utilizamos
la prueba de campo abierto (open field) y el tablero de agujeros (hole board) (ver

)-

La prueba de campo abierto nos permite medir la capacidad exploratoria de los
animales, la neofobia, la agarofobia y otros aspectos de la ansiedad o el miedo de los
ratones, tanto de manera cualitativa como cuantitativa [Denenberg, 2004; Sharma,
2010].

La prueba se realiz6 en animales machos de P120 y P360 sin deprivacién de
comida. Se registraron los siguientes parametros: numero de bolas fecales, ya que el
numero de excrementos es equivalentes al estrés y a la ansiedad que sufre el animal
durante la prueba [Jackson, 2000], la distancia recorrida en cada una de las dos zonas,
el tiempo empleado, la velocidad media, el nimero de exploraciones que realizaba el
animal y el tiempo que permanecia inmovil.

Los resultados muestran que, a ambas edades ( y 34), los animales
deficientes de Cdhl (Cdhl KO) recorrieron una distancia menor dentro de la arena del
campo abierto y permanecieron durante mas tiempo inmoviles que los animales
control, lo que es compatible con una mayor sensacion de miedo. Es mas, el nimero de
bolas fecales fue superior en los ratones Cdhl KO que en los correspondientes
controles. Ademas, observamos que la velocidad media y el nimero de exploraciones
que realizaron los animales en ambas areas, fue menor en los ratones transgénicos
deficientes de Cdhl que en los controles. Todo ello nos permite corroborar que los
ratones Cdh1l KO sufren miedo.

La cuantificacién del tiempo de permanencia en cada area de la arena revel6
gue mientras que los ratones controles se movian libremente por la arena, los ratones
Cdh1 KO lo hacian fundamentalmente por el borde, de manera que pasan mas tiempo
en el area del borde y menos en el area central, que los controles ( y 34E).
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. Prueba del campo abierto en ratones de 120 dias. A. Registro
representativo del movimiento de los ratones en la arena del capo abierto.
B y C. Los ratones Cdhl KO recorren una menor distancia dentro de la
caja y permanecen inmdviles durante un tiempo mayor, que los controles.
D. El nimero de bolas fecales es significativamente mayor en los ratones
Cdh1l KO que en los controles. Ademas, la velocidad media y el nimero
de exploraciones que realizan los animales en las areas del borde y central,
es menor en los ratones Cdhl KO que en los controles (E y G). F. Los
animales Cdhl KO pasan mas tiempo en el area del borde y menos en el
area central, que los controles.
n=6-8 para cada genotipo y edad.

*p<0,05 respecto al control de la misma edad.
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Figura 34. Prueba del campo abierto en ratones de 360 dias. A y B. Los ratones Cdhl KO
recorren una menor distancia dentro de la caja y permanecen inméviles durante un tiempo
mayor, que los controles. C. El nimero de bolas fecales es significativamente mayor en los
ratones Cdhl KO que en los controles. Ademas, la velocidad media y el namero de
exploraciones que realizan los animales en las areas del borde y central, es menor en los
ratones Cdhl KO que en los controles (D y F). E. Los animales Cdhl KO pasan més tiempo en
el area del borde y menos en el &rea central, que los controles.

n=6-8 para cada genotipo y edad.

*p=0,05 respecto al control de la misma edad.

La prueba del tablero de agujeros se utiliza para estudiar las tendencias
exploratorias de los ratones y la ansiedad que es independiente de la actividad
locomotora, es decir, la ansiedad que esta relacionada con el miedo [Belzung, 1994,
Bilkei-Gorzo, 1996; Takeda, 1998].

La prueba se realiz6 en ejemplares machos de P120 y P360 sin deprivacion de
comida. Tras la realizacion del test, se registraron los siguientes pardmetros: nimero de
bolas fecales, la distancia recorrida, la velocidad media y el nimero de veces que el
animal introducia la cabeza en los agujeros.

De la misma manera que con la prueba del campo abierto, la prueba del tablero
de agujeros reveld que los ratones Cdhl KO recorrieron una distancia menor dentro
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del tablero, lo hicieron a menor velocidad e introdujeron la cabeza en un namero
menor de agujeros que los controles. Por tanto, mientras que los animales Cdhl KO
mantienen su precaucién sin explorar areas centrales y se mantienen durante mas
tiempo inmdaviles, los animales control son més rapidos e introducen la cabeza en un
mayor numero de los agujeros. Ademas, el nUmero de bolas fecales es superior en los

ratones deficientes de Cdh1l que en los controles ( ).
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. Prueba del prueba del tablero de agujeros. A. Registro representativo
del movimiento de los ratones en el tablero de agujeros. Los ratones Cdhl KO
recorren una menor distancia dentro del tablero (B y F), a menor velocidad (Cy G)
e introducen la cabeza en un nimero menor de agujeros (D y H) que los controles,
tanto a 120 (B - E) como a 360 (F - 1) dias de vida.

*p<0,05 respecto al control de la misma edad.
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Todo ello pone de manifiesto el miedo y ansiedad que sufren los ratones Cdhl
KO, lo que nos permiten concluir que la actividad de APC/C-Cdhl en el cerebro
adulto desempefia un importante papel en la patogénesis de numerosos trastornos
médicos que se asocian con ansiedad. En este sentido, nuestro modelo experimental
podria ser de gran utilidad en el estudio de los mecanismos moleculares que median
los trastornos de ansiedad.

8. El silenciamiento de Cdhl incrementa los
niveles de la subunidad GIuR 1 de los
receptores AMPA

Los receptores de glutamato (GIuRs) son moléculas receptoras del principal
neurotransmisor excitatorio del cerebro, el glutamato. Estas proteinas se clasifican en
dos familias: a) receptores ionotrépicos y b) receptores metabotropicos [Farb, 1995;
Puchalski, 1994]. Los receptores metabotropicos, estdn acoplados a proteinas G y
modifican la respuesta de los canales de membrana y las concentraciones de segundos
mensajeros. Los receptores ionotrépicos estan asociados a canales i6nicos que permiten
el paso de iones, que cesa cuando el neurotransmisor se disocia del receptor.

Existen tres tipos de receptores ionotropicos de glutamato: los receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA), los receptores de acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazolpropidnico (AMPA) y los receptores de kainato. A su vez, el receptor AMPA
estd compuesto de cuatro subunidades: GIuR1, GIuR2, GIuR3 y GluR4. Las diferentes
combinaciones tetraméricas o pentaméricas de las subunidades va a contribuir a la
diversidad funcional de los receptores AMPA. Cada receptor puede existir como un
receptor homomeérico, es decir con cada subunidad del mismo tipo, 0 como un
heterémero [Farb, 1995; Puchalski, 1994].

A nivel subcelular, los receptores AMPA se concentran en la densidad
postsinaptica de las sinapsis glutamatérgicas y median la transmisién excitatoria
rapida en el SNC. Desempefian un papel clave en la potenciacion a largo plazo (LTP) y
en la depresion (LTD) , que son dos de los mecanismos celulares principales
implicados en aprendizaje y memoria. En particular, GIuR1 tiene una funcién vital en
la plasticidad sinaptica relacionada con el aprendizaje [Wentfold, 1992; Wentfold, 1996]
y es permeable al calcio por lo que interviene en los procesos excitotoxicos [Moroni,
1997; Wang, 2010].

Por otro lado, los receptores NMDA se localizan fundamentalmente en la
membrana postsinaptica de las sinapsis glutamatérgicas, aunque también presentan
localizacion presinéptica. Se requiere la accion simultdnea de dos agonistas diferentes
para su activacion: glutamato y glicina. La subunidad NR1 se une a glicina, mientras
gue la subunidad NR2 se une glutamina para la posterior activacién por glutamato.
Como resultado de la activacion de los receptores NMDA, se produce una apertura de
un canal i6nico que es no selectivo a los cationes, esto permite un flujo de Na*, una
pequenia acumulacion de Ca?+ en el interior de la célula y de K+ en el exterior de la
célula. Se ha demostrado que el flujo de los iones calcio de los receptores NMDA
(NR2B) esta relacionado con los procesos de plasticidad sinaptica y con los
mecanismos de aprendizaje y memoria [Flores-Soto, 2012; Seeburg, 1993].

Por todo ello, decidimos estudiar finalmente el posible efecto de la supresién de
Cdh1 sobre la expresion de los receptores de glutamato. En la se muestran los
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niveles de expresién de las diferentes subunidades que forman los receptores de
glutamato, tanto AMPA (GluR1, GluR2 y GIuR3) como NMDA (NR2A y NR2B) en
extractos de corteza cerebral e hipocampo (CA1) de ratones macho control y Cdkl KO
de 120 dias de vida. Mientras que los niveles de GIuR2, GIuR3 y NR2A no se alteraron
con la supresion de Cdhl, observamos un incremento en los niveles de GIuR1 y un
descenso en NR2B en los ratones Cdhl KO de 120 dias, respecto a los correspondientes
controles.

A B . El silenciamiento de
Cx Hy Cx Cdh1 incrementa los niveles de
receptores de glutamato GIuR1.
Imagenes representativas  de
transferencias tipo Western Blot

gue muestran los niveles de
receptores de glutamato: A.
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Nuestros resultados sugieren que Cdhl regula los niveles de GIuR1, ya que la
supresion de la proteina provoca la acumulacién del receptor, tanto en Cx como en Hy
(figura 36). Estos resultados concuerdan con estudios previos que demuestran que
GluR1 es un sustrato de la E3 ubiquitina ligasa APC/C [Juo, 2004; Fu, 2011]. Es mas,
APC/C-Cdhl regula la abundancia de receptores GIuR1 en la terminal postsinaptica,
siendo clave su papel en plasticidad sinaptica y procesos de memoria y aprendizaje
[van Roessel, 2004; Garcia-Higuera, 2008; Li, 2008].

La permeabilidad de los receptores AMPA al calcio depende de la composicion
de las subunidades que forman los heterotetrameros, lo que, ademas, condiciona la
intensidad y forma de la respuesta postsinaptica. A nivel postsinaptico, un aumento en
los niveles de proteina GIuR1 se traduce en un incremento en la incorporacion de
homomeros de GIuR1 en la sinapsis [Thiagarajan, 2005]. Estas modificaciones
moleculares causan alteraciones en la transmisién glutamatérgica y plasticidad
sinéptica. Es més, la abundancia de GIuR1, permeable al calcio, se ha relacionado con
degeneracion dendritica y déficit de memoria y aprendizaje [D'Amelio, 2011] e incluso
con procesos de excitotoxicidad y neurodegeneracién [Moroni, 1997; Wang, 2010]. Asi,
las neuronas que expresan fundamentalmente GluR1 son particularmente vulnerables
a la muerte excitotéxica [Moroni, 1997]. En este sentido, hemos demostrado que la
deficiencia de Cdhl incrementa la vulnerabilidad de neuronas en cultivo primario a la
muerte causada por la estimulacién de los receptores de glutamato [Maestre, 2008].
Recientemente, Keihan Falsafi [Keihan Falsafi, 2014] y colaboradores han descrito que
el incremento en los niveles de GIUR1 en el cerebro de pacientes de enfermedad de
Alzheimer podria ser responsable del fallo sinaptico y déficit cognitivo asociado a esta
enfermedad.
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Por tanto, podemos concluir que Cdhl regula la estabilidad de receptores de
glutamato, particularmente de GIuR1, en la terminal postsinaptica y, en consecuencia,
desempefia una funcién clave en la plasticidad sinaptica y arborizacion dendritica, lo
gue es fundamental para los procesos de memoria y aprendizaje. Es mas, Cdhl es un
importante factor de supervivencia neuronal in vivo. Asi, la supresion de Cdhl en
neuronas glutamatérgicas provoca la acumulacién postsinaptica de receptores GIuR1,
lo que incrementa la vulnerabilidad de las neuronas a la muerte excitotoxica. Cdhl es
por tanto una importante diana molecular a tener en cuenta en el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas, especialmente en la enfermedad de Alzheimer.
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Conclusiones

A la vista de los resultados descritos en la presente Tesis Doctoral, podemos
concluir:

1. Mediante el cruce de ratones transgénicos que contienen los exones 2 y 3 del
gen que codifica Cdhl flanqueados por secuencias LoxP, con ratones CaMKlla-
Cre, que expresan la recombinasa Cre gobernada bajo el control del promotor
neuronal de la proteina Ca?+-Calmodulina kinasa-lloe (CaMKlla), hemos
generado un modelo de ratén knockout condicional de Cdhl, especificamente en
las neuronas excitatorias del encéfalo durante la etapa adulta. Este modelo
permite suprimir Cdhl en areas concretas del cerebro como son la capa CA1 del
hipocampo y la corteza cerebral, zonas frecuentemente afectadas en
neuropatologias de gran impacto socio-sanitario, como es la enfermedad de
Alzheimer.

2. Cdhl es esencial para la integridad y supervivencia neuronales in vivo. Asi, la
supresion de Cdhl induce la pérdida de sinapsis glutamatérgicas, lo que
provoca la retraccion de la longitud y arborizacién dendriticas de las neuronas
corticales e hipocampales (capa CA1l) y, en consecuencia, la desestructuracion y
neurodegeneracion en las areas afectadas. Por tanto, hemos generado un
modelo de neurodegeneracion in vivo que permitird investigar mecanismos
moleculares responsables de la muerte neuronal en los procesos
neurodegenerativos, hasta ahora desconocidos.

3. Los ratones knockout condicionales de Cdhl presentan severas deficiencias en
los procesos de aprendizaje y memoria y sufren miedo y ansiedad,
probablemente como consecuencia de la desestabilizacion dendritica y pérdida
de sinapsis. Cdhl es por tanto una importante diana molecular a tener en
cuenta en la fisiopatologia del deterioro cognitivo y de memoria que se asocia a
ciertas enfermedades neurodegenerativas, como ocurre en la enfermedad de
Alzheimer. Ademas, nuestro modelo experimental podria ser de gran utilidad
en el estudio de los mecanismos moleculares que median los trastornos de
ansiedad.

4. Cdhl regula los niveles de la subunidad GIuR1 de los receptores de glutamato
tipo AMPA. Asi, la deficiencia de Cdhl provoca la acumulacién de GluR1,
permeable al calcio, lo que se ha relacionado con degeneracion dendritica,
déficit de memoria y aprendizaje e, incluso, neurodegeneracion.

Conclusion final

Cdhl regula la estabilidad de los receptores de glutamato, particularmente de GIuR1,
en la terminal postsinaptica y, en consecuencia, desempefa una funcién clave en la
plasticidad sinaptica y arborizaciéon dendritica, lo que es fundamental para los
procesos de memoria y aprendizaje. Es més, Cdhl es un importante factor de
supervivencia neuronal in vivo. Asi, la supresion de Cdhl en neuronas glutamatérgicas
provoca la acumulacidon postsinaptica de receptores GIuR1, lo que incrementa la
vulnerabilidad de las neuronas a la muerte excitotéxica. Cdhl es por tanto una
importante diana molecular a tener en cuenta en el tratamiento de las enfermedades
neurodegenerativas, particularmente en la enfermedad de Alzheimer.
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Informacién suplementaria

1. Componentes celulares de la corteza
cerebral

La Cx madura de ratén consta aproximadamente de 14 millones de neuronas y
12 millones de células gliales. Estos contajes directos son una contradicciéon con la
teoria que afirma que el namero de células gliales supera al nGmero de neuronas, sin
embargo, si tenemos en cuenta las observaciones de, que los astrocitos de manera
individual ocupan dominios corticales que abarcan decenas de neuronas, todo
concuerda a la perfeccion [Herculano-Houzel, 2006].

Normalmente la distinciéon entre excitacion o inhibicion, por lo general, se
refiere Gnicamente al uso de neurotransmisores especificos. Excitacion: glutamato
mayoritariamente y aspartato. Inhibicion: GABA. La Cx necesita un equilibrio entre la
excitacion y la inhibicion, sin embargo, el nimero de neuronas es mayor con respecto
al de interneuronas [DeFelipe, 1992].

La diversidad de fenotipos de neuronas existentes en la Cx de mamiferos, es
mucho mayor que cualquiera otra regién del SN [Fame, 2011].

En la Cx de los mamiferos, las neuronas tienen una gran variedad de formas y
disposiciones espaciales. El objetivo directo de la clasificacion de las neuronas ha sido
poder entender mejor la complejidad de la Cx y poder permitir el uso de neuronas
individuales en poblaciones enteras. Clasicamente las neuronas de la Cx se ha
caracterizado mediante la técnica de impregnacion argéntica de Golgi y su morfologia
[Lorente de NoO, 1992].

En la Cx las neuronas se dividen en tres grupos segun su morfologia [Lorente
de N6, 1992]:

1) Las neuronas Cajal-Retzius son las primeras en desarrollarse. En un raton
inmaduro, su disposicion se limita practicamente a la capa 1, donde sus axones
descienden hacia el limite con la capa 2 y crean extensas ramificaciones tangenciales
con numerosos procesos ascendentes. Estas neuronas estan principalmente
involucradas en los procesos de desarrollo, secretando Reelina para estructural el
crecimiento de la Cx. En el desarrollo posterior muere el 97% de la poblacién. Su
distribucién en un organismo adulto es irregular, tendiendo a concentrarse en las
regiones sensoriales [Soriano, 2005].

2) Las neuronas principales que son células excitadoras. Envian sus axones y
colaterales a través de la corteza y a otras areas del SNC. Constituyen entre un 62% y
un 85% de todas las neuronas de la Cx. Son abundantes en todas las capas, excepto en
el estrato molecular. Estas células envian sus axones atravesando todas las capas de la
Cx, incluso llegando a la sustancia blanca cortical profunda. Estos axones realizan
sinapsis excitatorias o bien con glutamato o con aspartato. Su arbol dendritico, es como
90-95% de superficie receptiva, y recibe aportaciones de una amplia variedad de
fuentes locales, corticorticales y subcorticales. Concentran un gran nimero de espinas
dendriticas, estas espinan se desarrollan es respuesta a una estimulacion sinaptica
repetida [DeFelipe, 1992].
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Podemos afirmar que las neuronas principales tienen una amplia variedad de
formas que varia desde las células méas desarrolladas que son las piramidales, pasando
por un gran numero de variaciones, como pueden ser las neuronas piramidales
invertidas, las células polimdrficas y las células estrelladas espinosas. El resultado es una
poblacion diversa de neuronas excitatorias [DeFelipe, 1992].

a) Neuronas piramidales

. Neurona piramidal de corteza cerebral de raton impregnada
con el método de Golgi. La preparacion original es de Santiago Ramoén y
Cajal y se conserva en el Instituto Cajal. La imagen esta sacada de la web
del Instituto.

La forma y el tamafio de las neuronas piramidales varia a lo largo de las
diferentes regiones y capas de la Cx. Este tipo de células se identifican por tener un
soma ovoide/piramidal (desde la capa 2/3 a la capa 6), asi como una gran dendrita
apical ascendente y varias dendritas basales. Por lo general tienen un axén que surge
de la base del somay desciende hacia fuera a través de la Cx. En su extremo la dendrita
apical puede ramificarse en una mata densa (ver ) [DeFelipe, 1992].

Los axones normalmente descienden fuera de la superficie pial con objetivos de
regiones subcorticales. Por todo ello, las neuronas piramidales pueden clasificarse en
funcion de su morfologia o tamafio, pero también segun sus objetivos de proyeccion,
gue pueden ser comisural (cuerpo calloso), frontal ipsilateral, subcortical, corticofugal,
o taldmico, incluso ser estructuras que estan por debajo del neuroeje (corticotectal o
corticoespinal) [DeFelipe, 1992].

b) Células estrelladas espinosas

Morfolégicamente estas células se asemejan a las neuronas piramidales pero
pierden su dendrita apical a medida que maduran. Se estudio electrofiol6gico también
demuestra semejanzas con las neuronas piramidales de la capa 2/3. Normalmente su
distribucién se limita a la capa 4 de las regiones sensoriales primarias, corteza visual,
auditiva y somatosensorial. Los nucleos de estas células se suelen disponer de manera
junta para empaquetarse y formar una pseudo capa granular, que en ocasiones se puede
observar con la tincibn de Nissl. Poseen proyecciones corticotalamicas,
predominantemente en la capa 4. El patron de distribucién sinaptico observado en
estas células, se asemeja al de las neuronas piramidales, excepto en el caso de que las
sinapsis excitadoras raramente se ven en los ejes dendriticos. Los arboles dendriticos
de estas células también varian, pueden ser tangenciales o radiales, y sus axones suelen
emerger del lado descendente del soma [Okhotin, 2006].

c) Otras células principales

En la Cx del raton se han descrito otros tipos celulares como las denominadas
neuronas piramidales estrelladas, neuronas piramidales invertidas, gran variedad de células
espinosas en la capa 4 y las llamadas neuronas espinosas Vverticales fusiformes.
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Normalmente se encuentran en capas mas profundas de la Cx y se tienen pocos datos
sobre ellas [DeFelipe, 1992].

3) Interneuronas

\ cesta 3 7l
(grande) )

100 pm

. Esquema representativo de la morfologia de los distintos tipos de neuronas de
ratdn. En color azul esta representado el arbol dendritico y en color rojo el axén. Se muestran
dos variantes de células bipolares y dos variantes de células en cesta. Modificado de [Watson,
2011].

Normalmente son inhibitorias y participan generalmente en los circuitos
locales, sin embargo, a veces sirven de complemento de la actividad excitatoria de las
neuronas principales. Se distribuyen a través de todas las capas de la Cx del ratén,
dando lugar a terminaciones que inervan con neuronas principales o con otras
interneuronas (ver ) [Lorente de NO, 1992]. En términos funcionales las
interneuronas se activan y se inhiben por muchos de los mismos tipos de inervacion
gue reciben las neuronas piramidales [DeFelipe, 1992].

a) Células en cesta

Son el tipo de interneurona mas comun. Por lo general, presentan somas
grandes y se encuentran desde la capa 2/3 al estrato 6. Estas células poseen un arbol
dendritico que se ramifica de forma radial y tangencial y se puede extender a través de
todas las capas corticales. Se conoce que los axones de estas células estan menos
mielinizados en los adultos. Desde el lado pial del soma estos axones pueden ascender
o descender y emitir colaterales horizontales. También pueden formar plexos en las
capas superficiales [White, 1984].

b) Células en candelabro

Son células de axdn corto, y en el caso de la Cx de ratén se encuentran en la
capa 2/3. Su soma es pequefio y redondo y su arbol dendritico varia entre multipolar y
en penacho. Estas dendritas a penas poseen espinas y pueden extenderse para abarcar
las capas de la 1 a la 4. Sus axones se originan en la parte inferior de su soma, y pueden
ascender o descender, también tienen colaterales que pueden formar un plexo con
formar variable, tipicamente ubicado en la capa 2/3. Las células en candelabro hacen
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sinapsis con los segmentos iniciales de los axones de las neuronas piramidales de la
capa 2/3 [Kawaguchi, 1995].

c¢) Células de Martinotti

Son células que se encuentran en las capas de la 2/3 a la 6 y envian sus largos
axones hasta la capa 1. Tiene un arbol dendritico de modelo multipolar que
normalmente es descendente para recibir las entradas de las neuronas que estan
situadas en las capas 2/3 y 4. Las células de Martinotti estan unidas entre si por gap
junctions, del mismo modo que ocurre con las células en cesta o en candelabro. Sus
axones suben sin ramificaciones, y cuando llegan a la capa 1 forman un plexo en forma
de abanico o con ramificaciones horizontales [Lorente de N6, 1992].

d) Células neurogliaformes

Estan situadas en todas las capas, pero predominan en las capas mas
superficiales. Sus arboles dendriticos y sus axones reciben las conexiones de las capas
2/3 - 5. Sus axones estan finamente ramificados. En el neocortex e Hy de ratén estas
células se caracterizan por la expresion de Actinina2a [Lorente de N6, 1992].

g) Células bipolares

Muchas interneuronas son denominadas en funcion de la orientacidon que posee
su arbol dendritico. Cuando las dendritas se ramifican radialmente por encima y por
debajo del soma, la célula puede denominarse bipolar, empenachada o incluso de
doble ramo. Sin embargo, estos términos originan descripciones libres y pueden llevar
a confusiones. La caracteristica distintiva de las células bipolares es que tienen dos
arboles dendriticos principales, uno ascendente y otro descendente desde su soma.
Este tipo de interneuronas es muy abundante en el cerebro de los roedores y estan
distribuidas uniformemente por la Cx. Sus cuerpos celulares, de forma ovoide, se
encuentran desde la capa 2/3 a la capa 6. Se distinguen de las células empenachadas
porque las porciones proximales de las principales dendritas no estan ramificadas,
ademas de por la simplicidad de su plexo axonal. Los axones de las células bipolares
realizan sinapsis con varios tipos de neuronas principales [DeFelipe, 1992].

f) Células empenachadas

Este tipo de interneuronas también estan muy extendidas por toda la Cx y su
soma ovoide esta situado en las capas 2/3 y 4. Se caracterizan por tener dos arboles
dendriticos que se extiendes desde los dos polos opuestos del soma y reciben sinapsis
corticocorticales y corticotalamicas. Sus axones forman un plexo que se extiende
ampliamente, que por norma general es descendente. Los datos que tenemos de estas
celulas en ratones son escasos [Lorente de N6, 1992].

g) Otras interneuronas

Aunque la literatura se centra en los fenotipos de interneuronas mas
estudiados, hay una pequefia proporcion de células que permanece sin clasificar o su
clasificacion y descripcion esta incompleta [DeFelipe, 1992].
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1. Productos quimicos generales

Acido acético glacial. CH;COOH. #141008 Panreac Quimica SAU; Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia.

Acido clorhidrico. HCI. 37% QP. #211020 Panreac Quimica SAU; Castellar del Valles,
Barcelona, Espafia.

Acetato para-cresilo. Cresil Violeta. #C5042 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.

Acido etilen di-amino tetra-acético. EDTA. (HO.CCH,),NCH,CH,N(CH,CO;H),.
#E6758 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Acido picrico. Trinitrofenol. (NO2)s-CsHz-OH. #141048 Panreac Quimica SAU; Castellar
del Valles, Barcelona, Espafia.

Acrilamida 29:1. (30% Acrilamida/Bis solution 29:1; 3,3 %C). #161-0156 Bio Rad
Laboratories, S.A.; Hercules, California, EEUU.

Agarosa. Agarose Seaken® LE. #50004 Lonza; Rockland, Maine, EEUU.

Albumina sérica bovina. BSA. #A4503 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.

4' 6-di-amino-2-fenilindol. DAPI. #D9542 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.

Aprotinina. CogaHa32NgsO79S7. #A1153 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
Azida sddica. NaNs. #52002 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
Azul de bromofenol. #B5525 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Azul de Coomassie. Brilliant Blue R. CssHaN3NaO;S; #B0149 Sigma-Aldrich, Co.;
Saint Louis, Missouri, EEUU.

BCA Protein Assay Kit Pierce®. #23225 Pierce Biotechnology, Thermo Scientific;
Rockford, Illinois, EEUU.

BenchMark® Pre-Stained. #10748-010 Invitrogen, Life Technologies Corporation;
Carlsbad, California, EEUU.

Betaina. #B2629 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Biotina-16-2’-desoxiuridina-5’-tri-fosfato. dUTP biotinilado. #11093070910 Roche
Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona, Espafia.

Borohidruro soédico. NaBH,. #452882 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Bromuro de etidio. C2iH20BrNs. #E7637 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.

Buffer EcoTaq. BIOTAQ™. #Bl0O-21060 Bioline USA Inc.; Taunton, Massachusetts,
EEUU.

Cacodilato de sodio tri-hidrato. C;HsAsO;Na-3H,0. #20840 Sigma-Aldrich, Co.; Saint
Louis, Missouri, EEUU.

Citrato tri-sodico. NazC3HsO(COO)s. #1.06448.0500 Merck Millipore; Billerica,
Massachusetts, EEUU.

Cloroformo. CHCIs. #1.02445.1000 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU.
Cloruro de cobalto. CoCl,. #60818 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Cloruro de magnesio. MgCl.. #M8266 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.
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Cloruro de magnesio. MgCl,. BIOTAQ™. #BIO-21060 Bioline USA Inc.; Taunton,
Massachusetts, EEUU.

Cloruro de potasio. KCI. #P9333 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
Cloruro de sodio. NaCl. #27800 Prolabo; Fontenay, Saint Bois, Francia.

Desoxinucleotidos. dNTPs. #11277049001 Roche Diagnostics; Sant Cugat del Valles,
Barcelona, Espafia.

Diazepam. Valium®. Roche Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona, Espafia.

Dodecil sulfato sodico. SDS. CH;(CH,)1:0SO3Na. #L4390 Sigma-Aldrich, Co.; Saint
Louis, Missouri, EEUU.

Dual Colors Standars® Precision Plus Protein™, #161-0374 Bio Rad Laboratories,
S.A.; Hercules, California, EEUU.

Entellan®. #1.07961.0100 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU.

Etanol. C;HO. 96%. #141085 Panreac Quimica SAU; Castellar del Valles, Barcelona,
Espania.

Etanol absoluto. C;HO. #1.00983.2500 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts,
EEUU.

Fenantrolina. C12HsN.. #P9375 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Fluoromount™ Aqueous Mounting Medium. #F4680 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis,
Missouri, EEUU.

Fluoruro de fenil metil sulfonilo. PMSF. C;H;FO.S. #P7626 Sigma-Aldrich, Co.; Saint
Louis, Missouri, EEUU.

Fluoruro sodico. NaF. #1.06449.1000 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU.

Fosfato de potasio mono-basico. KH,PO,. #1.04873.1000 Merck Millipore; Billerica,
Massachusetts, EEUU.

Gelatina. #G2500 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
Gelatina en polvo. #1.04078.1000 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU.
Glicerol. CsHsOs. #G9012 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Glicerol. C3HsO3. 98%. #141339 Panreac Quimica SAU; Castellar del Valles, Barcelona,
Espania.

Glicina. NH,CH,COOH. #G7126 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Hemisulfato de leupeptina. C2oHssNsO4-1/2H,S0,. #L.2884 Sigma-Aldrich, Co.; Saint
Louis, Missouri, EEUU.

Heparina sédica. 25000 U.1. #H9399 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
Hidroclorato de xilacina. Rompun®. Bayer; Leverkusen, Alemania.

Hidréxido de sodio. NaOH. #1.06498.1000 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts,
EEUU.

Immobilon™ Western® Chemiluminescent HRP Substrate. #WBKLS0500 P36599A
Merck Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU.

Ketamina. Imalgene®. Merial, S.A.; Lyon, Francia.

Marcador de peso molecular de ADN 1 Kb. DNA Ladder Plus. #10787-018 Invitrogen,
Life Technologies Corporation; Carlsbad, California, EEUU.

B-Mercaptoetanol. HSCH,;CH,OH. #M6250 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.
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Metanol. CH;OH. #MTOL-00T-5K0 Labkem, Labbox Labware, S.L.; Matard, Barcelona,
Espania.

Tetra-metil etileno di-amina. TEMED. (CH3);NCH,CH:;N(CHj5),. #161-0800 Bio Rad
Laboratories, S.A.; Hercules, California, EEUU.

Nitrogeno liquido. N. Air Liquide Medicinal; Madrid, Espafia.
Nonidet P-40. #N6507 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
O.C.T™ Tissue-Tek® Compound. Sakura Finetechnical Co., Ltd.; Tokyo, Japon.

Ortovanadato sodico. NasVO.. #S6508 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri,
EEUU.

Oxigeno. O,. Air Liquide Medicinal; Madrid, Espafia.

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder®. #26619 Thermo Scientific; Rockford,
Illinois, EEUU.

Paraformaldehido. (CH20),. #1.04005.1000 Merck Millipore; Billerica, Massachusetts,
EEUU.

Persulfato sodico de amonio. PSA. (NH4),S;0s. #161-0700 Bio Rad Laboratories, S.A.;
Hercules, California, EEUU.

Pestatina A. CssHssNsOq. #P4265 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Polietilenglicol 400. CH,OH(CH,OCH,),CH,OH. #26602 Prolabo; Fontenay, Saint Bois,
Francia.

Proteinasa K. #03115879001 Roche Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona,
Espania.

Protoxido de nitrégeno. N2O. Air Liquide Medicinal; Madrid, Espafia.

Sacarosa. Ci;oH22011. #141621 Panreac Quimica SAU; Castellar del Valles, Barcelona,
Espania.

Sevoflurano. Sevorane®. #673186.4 Abbott Laboratories, S.A.; Madrid, Espafa.

Sodio di-hidrégenofosfato 2-hidrato. NaH;PO.-2H,0. #28011 Prolabo; Fontenay, Saint
Bois, Francia.

Sodio di-hidrégenofosfato anhidro. NaH,PO.. #28013 Prolabo; Fontenay, Saint Bois,
Francia.

di-Sodio hidrégenofosfato 12-hidrato. Na;HPO,4-12H,0. #28028 Prolabo; Fontenay,
Saint Bois, Francia.

di-Sodio hidrogenofosfato anhidro. Na,HPO.. #28026 Prolabo; Fontenay, Saint Bois,
Francia.

Soybean. #T9128 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.
Sulfato de atropina. 1mg/1ml. #896829 Braun Medical, S.A.; Rubi, Barcelona, Espafia.

Sulfato de cromo-ll1 y potasio 12-hidrato. KCr(SO4);-12H,0. #141284 Panreac Quimica
SAU; Castellar del Valles, Barcelona, Espafia.

Super Signal West Dura®. #34075 Pierce; Thermo Fisher Scientific Inc.; Pittsburgh,
Pensilvania, EEUU.

Taq polimerasa EcoTag. BIOTAQ™. #BI0O-21060 Bioline USA Inc.; Taunton,
Massachusetts, EEUU.

Terminal transferasa. #3333566 Roche Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona,
Espania.
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Tosil fenilalanila clorometil cetona. TPCK. C17H1sCINO;S. #T4376 Sigma-Aldrich, Co,;
Saint Louis, Missouri, EEUU.

Tosil lisina clorometil cetona. TLCK. C14H21CIN2O3S-HCI. #T7254 Sigma-Aldrich, Co.;
Saint Louis, Missouri, EEUU.

Triton® X-100. #A4975 AppliChem GmbH, BioChemica Chemica Synthesis Services;
Darmstadt, Alemania.

Trizma® base. Tris-(hidroximetil) aminometano. CsH1:NOs. #T6791 Sigma-Aldrich,
Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Trizma® HCI. Clorhidrato de Tris-(hidroximetil) aminometano. C4H:1:NO3-HCI. #T6666
Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Tween-20. #P1379 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Western Blotting Luminol Reagent®. #sc-2048 Santa Cruz Biotechnology, Inc.; Dallas,
Texas, EEUU.

Xileno. CgH4(CHs).. #141769 Panreac Quimica SAU; Castellar del Valles, Barcelona,
Espania.

2. 0tros productos generales

Aceite de inmersion Type F. #11.513.859 Leica Biosystems; Nussloch, Heidelberger,
Alemania.

Cubreobjetos. 24x24 mm, 24x30 mm, 24x40 mm, 24x50 mm, 24x60 mm Menzel-Glaser.
Thermo Fisher Scientific Inc.; Pittsburgh, Pensilvania, EEUU.

Leche en polvo. Sveltesse Calcio Plus, Nestlé Espafia, S.A.; Esplugues de Llobregat,
Barcelona, Espafia.

Membranas de nitrocelulosa Amersham™ Hybond™-ECL. #RPN2020D (10 sheets 20
x 20 cm) GE Healthcare UK Limited; Buckinghamshire, Reino Unido.

Peliculas Super HR-U X-Ray Film. #47410 12901 Fujifilm Medical, Fujifilm
Corporation, Tokyo, Japon.

Portaobjetos para adhesién esmerilados. Caja 50 unidades. LinealLAB, S.L.; Badalona,
Barcelona, Espafia.

Portaobjetos para adhesién Superfrost® Plus. Menzel-Glaser. #631-9483 Thermo
Fisher Scientific Inc.; Pittsburgh, Pensilvania, EEUU.

3. Sistemas de inmunodeteccion en
Inmunofluorescencia

3.1. Anticuerpos primarios

Anti-Microtubule Associated Protein-2 (MAP2 2a+2b)

Anticuerpo monoclonal anti MAP2 (2a+2b); Clone AP-20. #M1406 Sigma-Aldrich, Co.;
Saint Louis, Missouri, EEUU.

Se deriva a partir del hibridoma producido por la fusion de células de mieloma de rat6n
y esplenocitos de un ratén inmunizado. MAP2 es la principal proteina que esta asociada a los
microtUbulos de tejido encefélico. Hay tres formas de MAP2, dos de ellas, MAP2a y MAP2b
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tienen un tamafio similar, en torno a 280 kilodaltons (KDa), la tercera, MAP2c tiene un PM de 70
KDa. En el encéfalo de un raton recién nacido MAP2b y MAP2c estan presentes, sin embargo,
MAP2a esta ausente. Entre P10 y P20 MAP2a aparece en el encéfalo, mientras que la expresion
de MAP2c disminuye. Este cambio ocurre durante el periodo en el que se completa el
crecimiento de las dendritas y las neuronas han llegado a una morfologia madura [Binder,
1986].

Anti-NeuN

Anticuerpo monoclonal anti NeuN; Clone A-60. #MAB377 Merck Millipore; Billerica,
Massachusetts, EEUU.

Este anticuerpo es exclusivo de Millipore y marca la proteina nuclear especifica de
neuronas de vertebrados llamada NeuN. Reacciona con la mayoria de tipos de células
neuronales del SN de ratones, incluyendo las que se encuentran en la corteza cerebral, el
hipocampo, el tadlamo, la médula espinal, asi como neuronas del SNP. En una tincién
inmunohistoquimica, la proteina se localiza principalmente en el ndcleo de las neuronas, con
una tincion mas ligera en el citoplasma. Hay células que no son reactivas con MAB377, las
células de Purkinje, las células mitrales y los fotorreceptores [Mullen, 1992; Wolf, 1996].

Anti-Tubulina lll beta o anti-Tujl1
Anticuerpo policlonal anti Tujl. #ab18207 Abcam®; Milton, Cambridge, Reino Unido.

Tubulina Il beta o Tujl tiene un PM de 50 KDa y es una proteina abundante en el SNC
y SNP, donde se expresa principalmente durante el desarrollo fetal y postnatal. La distribucion
de Tujl estd asociada a las neuronas y exhibe distintos gradientes espaciotemporales. Sin
embargo, la expresién transitoria de la proteina también esta presente en la zona subventricular
del SNC, relacionandose con los precursores de las células gliales, asi como en las células
neuroendocrinas del epitelio respiratorio fetal [Tay, 2008; van de Pavert, 2009].

Anti-Vesicular Glutamate Transporter 1 (VGLUT1)

Anticuerpo monoclonal anti VGLUT 1; Clone 317G6. #135 511 Synaptic Systems (SY
SY); Goéttingen, Alemania.

El transportador vesicular de glutamato VGLUTL, también conocido como BNPI y
SLC17A7, se identificd originalmente como un transportador de fosfato especifico de cerebro y
pesa 60 KDa. Es el mas abundante de los dos que se han identificado como transportadores
vesiculares de glutamato (VGLUT1 y VGLUT?2). Tanto VGLUT1 como VGLUT2 son necesarios
para la absorcion y el almacenamiento de glutamato y comprenden el factor determinante para
el fenotipo glutamatérgico. Ambos VGLUT, son diferentes a los transportadores de membrana
de plasma que estan impulsados por un gradiente electroquimico de protones a través de la
membrana [Bellocchio, 2000; Takamori, 2000].

Anticuerpos Dilucion
MAP2 (2a+2b) 1:500
NeuN 1:1000
Tujl 1:500
VGLUT 1:500

. Tabla de anticuerpos primarios y
diluciones utilizadas.
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3.2. Anticuerpos secundarios

Cabra anti-conejo conjugado con Cy2. IgG de cabra anti-lgG de conejo. #111.225.003
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; Newmarket, Suffolk, Reino Unido.

Cabra anti-conejo conjugado con Cy3. 1gG de cabra anti-lgG de conejo. # 111.175.003
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; Newmarket, Suffolk, Reino Unido.

Cabra anti-ratén conjugado con Cy2. IgG de cabra anti-lgG de raton. #115.225.003
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; Newmarket, Suffolk, Reino Unido.

Cabra anti-ratén conjugado con Cy3. IgG de cabra anti-lgG de raton. #111.165.003
Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.; Newmarket, Suffolk, Reino Unido.

Todos los anticuerpos secundarios se usaron a una dilucién 1:500.

3.3. 0tros

Biotina-16-2’-desoxiuridina-5’-tri-fosfato. dUTP biotinilado. #11093070910 Roche
Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona, Espafia (ver
).
DAPI. #D9542 Sigma-Aldrich, Co.; Saint Louis, Missouri, EEUU.

Estreptavidina conjungada con Cy3. #016.160.084 Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Inc.; Newmarket, Suffolk, Reino Unido. Se utilizé a una dilucion 1:500 (ver

).

Suero normal de cabra. #005.000.121 Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc.;
Newmarket, Suffolk, Reino Unido.

Terminal transferasa. #3333566 Roche Diagnostics; Sant Cugat del Valles, Barcelona,
Espafia (ver ).

4. Sistemas de inmunodeteccion en Western
Blot

4.1. Anticuerpos primarios

Anti-Calcio Calmodulina kinasa lla

Anticuerpo monoclonal anti-Calcio Calmodulina kinasa lla; Clone 6G9. #SA-162-0100
Enzo Life Science, Inc; Farmingdale, Nueva York, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el
anticuerpo reconoce una banda de aproximadamente 55 KDa.

La CaMKIlla forma parte de la familia de proteinas quinasas multifuncionales, las
cuales juegan un papel importante en la transduccion de sefiales mediadas por Ca2*. La
CaMKIla se expresa en muchos tejidos diferentes, pero se encuentra especificamente en las
neuronas del cerebro anterior y su ARNm se encuentra dentro de las dendritas, asi como en el
soma de la neurona.

La CaMKIla neuronal se compone de dos subunidades principales que son codificadas
por los genes A y B CaMKI|I, respectivamente. La activacion y la autofosforilacion de CaMKII
puede regular numerosos procesos neuronales tales como, varias formas de plasticidad
sindptica, la potenciacion a largo plazo y la depresién a largo plazo [Erondu, 1985; McKee, 1990;
Molloy, 1991].
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Anti-Caspasa 3 activa

Anticuerpo policlonal anti-Caspasa 3 activa (Asp175). #9661 Cell Signaling Technology,
Inc; Danvers, Massachusetts, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce
dos bandas de 17 y 19 KDa.

El anticuerpo anti-Caspasa 3 activa (Asp175) detecta niveles end6genos de la Caspasa 3
activa, resultante de la escision adyacente del Aspl175 [Nicholson, 1995]. La Caspasa 3 es un
ejecutor critico de la apoptosis, ya que es parcial o totalmente responsable de la escisién
proteolitica de muchas proteinas clave, tales como la PARP [Garnier, 2003; Iden, 2012].

Anti-Cdhl

Anticuerpo monoclonal anti-Cdhl; Clone AR38. Amablemente cedido por el Dr. J.
Gannon, Clare Hall Laboratories, Cancer Research, South Mimms, Reino Unido. En la
transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una banda de 50 KDa.

Cdhl es cofactor esencial de la E3 Ubiquitina Ligasa APC/C. El complejo APC/C-Cdh1l
se activa durante la anafase y se mantiene activo para degradar sustratos hasta el inicio de la
siguiente fase S [Acquaviva, 2006; Kramer, 2000].

Anti-Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)

Anticuerpo monoclonal anti-GAPDH; Clone 6C5. #AM4300 Ambion, Inc; Naugatuck,
Connecticut, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una banda de
aproximadamente 37 KDa.

El anticuerpo contra la GAPDH se utiliza para analizar la expresion de esta proteina en
lineas celulares experimentales mediante transferencia de tipo Western Blot e
inmunofluorescencia. Applied Biosystems en combinacién con Ambion Inc han utilizado este
anticuerpo como control de ARNIi [Bae, 2006; Burke, 1996; Zheng, 2003]. Nosotros la hemos
utilizado como control de carga dado que su expresion no varia en nuestras condiciones
experimentales.

Anti-Glutamate Receptor 1 (GluR1)

Anticuerpo policlonal anti-GIuR1. #AB1504 Chemicon® International, Inc.; Merck
Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo
reconoce una banda de 106 KDa.

Los receptores de glutamato (GluRs) son un tipo de moléculas receptoras del principal
neurotransmisor excitatorio del cerebro, el glutamato. Estas proteinas se clasifican en dos
familias: a) receptores ionotrépicos y b) receptores metabotropicos [Farb, 1995; Puchalski, 1994].

Los receptores metabotrépicos, estan acoplados a proteinas G, y modifican la respuesta
de los canales de membrana y las concentraciones de segundos mensajeros. Existen tres tipos de
receptores ionotropicos de glutamato, que actlan como canales de cationes: los receptores de N-
metil-D-aspartato (NMDA), los de acido alfa-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionico
(AMPA); vy los de kainato. A su vez, hay cuatro tipos de receptores AMPA: GluR1, GIluR2,
GIuR3 y GluR4. Las diferentes combinaciones tetraméricas o pentameéricas de las subunidades
va a contribuir a la diversidad funcional de los receptores de AMPA [Farb, 1995; Puchalski,
1994]. En general, los receptores AMPA median la transmisidn sindptica excitatoria rapida en el
SNC y juegan un papel clave en la potenciacion a largo plazo (LTP) y en la depresion (LTD),
gue son dos modelos celulares bien establecidos de aprendizaje y memoria. GIuR1 tiene una
funcion vital en la plasticidad sinaptica relacionada con el aprendizaje y se cree que media el
flujo de calcio [Wentfold, 1992; Wentfold, 1996].
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Anti-Glutamate Receptor 2 (GluR2)

Anticuerpo policlonal anti-GIuR2. #AB1768 Chemicon® International, Inc.; Merck
Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo
reconoce una banda de aproximadamente 100 KDa.

Como se ha explicado anteriormente hay cuatro tipos de receptores AMPA: GIuR1,
GluR2, GIuR3 y GluR4. Aunque la composicion de las subunidades de los receptores AMPA
varie, deben contener al menos una subunidad GluR2 que debera ser impermeable al calcio. La
permeabilidad relativa al calcio en los canales de los receptores AMPA puede estar relacionada
con el dafio neurotoxico patolégico y cambios a largo plazo en las respuestas del sistema
nervioso [Okada, 2003; Petralia, 1997].

El analisis de transferencia tipo Western Blot demuestra que este anticuerpo es selectivo
para GIuR2 y que no muestra reaccién cruzada con GluR1, GIuR3 o GIuR4.

Anti-Glutamate Receptor 3 (GIuR3)

Anticuerpo monoclonal anti-GIuR3; Clone 3B3. #MAB5416 Chemicon® International,
Inc.; Merck Millipore; Billerica, Massachusetts, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el
anticuerpo reconoce una banda de aproximadamente 110 KDa.

Los receptores de glutamato de tipo AMPA pueden modular la transmisién sinaptica
excitatoria mediante la liberacion de neurotransmisores, influir en la actividad de los canales de
iones y en la plasticidad sinaptica. Ambos receptores, ionotrépicos y metabotrépicos, influyen
en la expresion de genes y pueden estar involucrados en los procesos de diferenciacion y
proliferacion celular.

Aungue las distribuciones de GIuR1 , GIuR2 y GIuR4 se conocen en detalle , la
distribucidn celular de GIuR3 en el cerebro de los mamiferos atn no se ha descrito, sin embargo,
se ha detectado inmunoreactividad en todas las neuronas piramidales, astrocitos y en la
mayoria de las interneuronas [Moga, 2003].

Anti-Glutamate Receptor ionotropic (NR2Ay NR2B)

Anticuerpo policlonal anti-NR2A vy anticuerpo policlonal anti-NR2B. Cedidos
amablemente por el Dr. Arsenio Fernandez Loépez, Catedratico de Biologia Celular,
Departamento de Biologia Molecular, Instituto de Biomedicina, Universidad de Leén, Espafia.
En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una banda de 180 KDa.

El receptor de glutamato ionotropico o NR2, junto con la subunidad NR1, forma un
heterodimero que componen el receptor de NMDA. Por medio del splicing alternativo, hay
varias isoformas de NR2 clasificados desde NR2A a NR2D. El receptor de NMDA es un
agonista. La subunidad NR1 se une a glicina, mientras que la subunidad NR2 se une glutamina
para la posterior activacion. Como resultado de la activacion e los receptores NMDA, se
produce una apertura de un canal i6nico que es no selectivo a los cationes, esto permite un flujo
de Na+, una pequefia acumulacion de Ca2* en el interior de la célula 'y de K+ en el exterior de la
célula. Se ha demostrado que el flujo de los iones calcio de los receptores NMDA (NR2A y
NR2B) esta relacionado con los procesos de plasticidad sindptica y con los mecanismos de
aprendizaje y memoria de la célula [Flores-Soto, 2012; Seeburg, 1993].

Anti-Microtubule Associated Protein-2 (MAP2 2a+2b)

Anticuerpo monoclonal anti MAP2 (2a+2b); Clone AP-20. #M1406 Sigma-Aldrich, Co.;
Saint Louis, Missouri, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una
banda de aproximadamente 280 KDa [Binder, 1986].

Ver
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Anti-NeuN

Anticuerpo monoclonal anti NeuN; Clone A-60. #MAB377 Merck Millipore; Billerica,
Massachusetts, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce dos bandas,
una de ella de aproximadamente 47 KDa y la otra de 66 KDa [Mullen, 1992; Wolf, 1996].

Ver

Anti-Post Synaptic Density (PSD-95)

Anticuerpo monoclonal anti-PSD-95; Clone 6G6-1C9. #MA1-045 Affinity Bioreagents™;
Golden, Colorado, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una
banda de 95 KDa.

PSD-95 pertenece a una familia de proteinas asociadas a la membrana que se
encuentran en la densidad postsinaptica de las neuronas de cerebro anterior y de ciertas
estructuras presinapticas del cerebelo. Al igual que otros miembros de la familia, PSD-95 tiene
tres repeticiones de 90 aminoécidos llamados dominios PDZ seguidos por un dominio SH3 y un
dominio Guanilato kinasa [Kornau, 1995; Li, 2010].

Se cree que PSD-95 participa en la agrupacion de ciertas proteinas, entre las que se
incluyen los receptores NMDA, los canales de potasio de tipo Shaker de las membranas
sinapticas de las neuronas del SNC [Joseph, 2011].

Anti-Sinaptofisina (SYP)

Anticuerpo monoclonal anti-Sinaptofisina; Clone D-4. #sc-17751 Santa Cruz
Biotechnology, Inc.; Dallas, Texas, EEUU. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo
reconoce una banda de aproximadamente 38 KDa.

Las vesiculas presindpticas participan en un ciclo de fusion con la membrana
plasmatica y reforma por endocitosis. La Sinaptofisina de las vesiculas presindpticas esta
dirigida a los endosomas tempranos en fibroblastos transfectados y en células neuroendocrinas
[Provoda, 2000].

SYP es una proteina N-glicosilada integral de membrana que se encuentra en las
neuronas y las células endocrinas asocidndose en forma de hexdmeros para constituir un canal
de gran conductancia. La SYP se une a la Sinaptobrevina (VAMP) originando un complejo
durante el desarrollo neuronal [Wiedenmann, 1985].

Anti-Sinaptotagminal (SYT)

Anticuerpo policlonal anti-Sinaptotagminal. #105 002 Synaptic Systems (SY SY);
Gottingen, Alemania. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una banda de
65 KDa.

Sinaptotagminal, también conocida como p65, es una glicoproteina integral de la
membrana de las vesiculas presinapticas neuronales y de los granulos secretores de las células
neuroendocrinas. Pertenece a una pequefia familia de proteinas donde estan incluidas las
Sinaptotagminas 1-6. Se expresa ampliamente en el SNC y en el SNP. Tiene un dominio N-
terminal que es variable y que esta expuesto al lumen de la vesicula, también posee una cola
citoplasmatica muy bien conservada que contiene dos dominios Ca2* que desencadenan la
exocitosis de vesiculas presinapticas [Brose, 1992; Geppert, 1994; Geppert, 1998].

Anti-Vesicular Glutamate Transporter 1 (VGLUT1)

Anticuerpo monoclonal anti VGLUT 1; Clone 317G6. #135 511 Synaptic Systems (SY
SY); Gottingen, Alemania. En la transferencia tipo Western Blot el anticuerpo reconoce una
banda de 60 KDa [Bellocchio, 2000; Takamori, 2000].

Ver
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Anticuerpos Dilucion
CaMKlla 1:500
Caspasa 3 activa 1:1000
Cdh1 1:20
GAPDH 1:40000
GluR1 1:500
GluR2 1:500
GluR3 1:500
MAP2 (2a+2b) 1:500
NR2A 1:500
NR2B 1:500
NeuN 1:1000
PSD-95 1:500
SYP 1:5000
SYT 1:1000
VGLUT1 1:1000

. Tabla de anticuerpos primarios utilizados
en la técnica de transferencia por Western Blot y las
correspondientes diluciones.

4.2. Anticuerpos secundarios

Cabra anti-conejo conjugado con peroxidasa de rdbano (HRP). IgG de cabra anti-IgG
de conejo. #170-6515 Bio Rad Laboratories, S.A.; Hercules, California, EEUU.

Cabra anti-conejo conjugado con HRP. IgG de cabra anti-IgG de conejo. #sc-2030 Santa
Cruz Biotechnology, Inc.; Dallas, Texas, EEUU.

Cabra anti-ratén conjugado con HRP. IgG de cabra anti-IgG de ratén. #170-6516 Bio
Rad Laboratories, S.A.; Hercules, California, EEUU.
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Anticuerpo 22t Dilucién
Cabra anti-conejo conjugado con HRP 1:1000
Cabra anti-conejo conjugado con HRP 1:10000
Cabra anti-ratén conjugado con HRP 1:1000

. Tabla de anticuerpos secundarios y diluciones utilizadas

5. Soluciones de uso comun

Fijador perfusion (Somogyi sin glutaraldehido)

Esta compuesto por paraformaldehido (PFA) despolimerizado al 4% (p/v) y acido
picrico al 0,2% (v/v) en 0,1 M tampon fosfato (TF) pH=7,4 a 25 °C.

Para evitar precipitados se utilizan inicialmente soluciones de PFA y &cido picrico mas
concentradas preparadas en agua destilada (H.Od). Para evitar polimerizaciones de PFA se
utiliza NaOH.

Gel de acrilamida SDS-PAGE 8%

RESOLVING GEL

Esta compuesto por acrilamida 29:1 al 8% (v/v), resolving-gel buffer (0,375 M) pH=8,8,
SDS al 0,1% (v/v), persulfato soédico de amonio (PSA) al 0,085% (v/Vv) y tetra-metil etileno di-
amina (TEMED) al 0,05% (v/v).

STACKING GEL

Esta compuesto por acrilamida 29:1 al 3% (v/Vv), stacking-gel buffer (0,125 M) pH=6,8,
SDS al 0,1% (v/v), PSA al 0,14% (v/v) y TEMED al 0,05% (v/V).

Mezcla congeladora para secciones

Contiene un 30% (v/Vv) de glicerol 98% y un 30% (v/Vv) de polietilenglicol en TF (0,1 M)
pH=7,4.

Para evitar precipitados se utilizan inicialmente soluciones de glicerol y polietilenglicol
mas concentradas preparadas en H,Od.

Mezcla de reaccion para PCR

Estd compuesta por buffer EcoTag BIOTAQ™ (1x), betaina (1 M), Cl,Mg BIOTAQ™
(1,5 mM), dNTPs (0,2 mM), primerl (1 mM), primer2 (1 mM) y Taq polimerasa EcoTaq
BIOTAQ™ (0,060 unidades/ul) en agua ultra pura MiliQ (H.Oup).

Buffer EcoTag BIOTAQ™: compuesto por Tris-HCI (670 mM) pH=8,8, (NH4).SO4
(160 mM) y estabilizador al 0,1% (p/v).

Solucién crioprotectora para bloques de tejido

Contiene sacarosa al 10% (p/v), 20% (p/Vv) y 30% (p/V) respectivamente, en TF (0,1 M)
pH=7,4.
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Solucidén para gelatinizar portaobjetos

Compuesta por gelatina en polvo al 0,45% (p/V) y sulfato de cromo-Ill y potasio (0,88

Solucidén para permeabilizar TUNEL
Contiene citrato tri-sodico (34 mM) y de Triton X-100 al 2% (v/v).

Solucidon salinaisotdnica
Contiene 0,9% (p/Vv) de NaCl en H,Od.

Solucién sobresaturada de acido picrico

Se prepara mezclando &cido picrico en H,Od a 70 °C, hasta que se llega a la saturacion.

Estéa solucion se filtra siempre antes de mezclarse con la solucion del PFA para preparar
el Somogyi.

Tampon de carga (6x) electroforesis en agarosa

Se prepara mezclando Trizma-base (125 mM) pH=6,8, glicerol al 20% (v/Vv), dodecil
sulfato sédico (SDS) al 4% (p/Vv), B-mercaptoetanol al 10% (v/v) y azul de bromofenol al 0,01%
(p/V).

Tampon de carga (2x) electroforesis Western Blot

Se prepara mezclando glicerol al 30% (v/v) y azul de bromofenol al 0,25% (p/v) en
H.Od.

Tampon de digestion para la extraccion de ADN

Esta compuesto por gelatina al 0,01% (p/v), Nonidet P-40 al 0,45% (v/v) y Tween-20 al
0,45% (v/v), KCI (50 mM), MgCl; (1,5 mM), Tris-HCI (10 mM), y proteinasa K (100 pg/ml), todo
disuelto en un medio tamponado a pH=8,5.

Tampon de electroforesis (10Ox) Western Blot
Esta compuesto por Trizma-base (0,25M), SDS al 1% (p/Vv) y glicina (2,05 M).

Tampon de lisis RIPA

Contiene Na;HPO4 (10 mM), Triton X-100 al 1% (v/v), SDS al 0,1 % (p/Vv), EDTA (12,5
mM) y NaCl (150 mM).

Inhibidores de proteasas: aprotinina, hemisulfato de leupeptina, TLCK: tosil lisina
clorometil cetona, trypsin inhibitor from glycine max (Soybean) y etanélicos (PMSF:
fluoruro de fenil metil sulfonilo, TPCK: tosil fenilalanina clorometil cetona, pestatina A
y fenantrolina).

Inhibidores de fosfatasas: ortovanadato sodico y fluoruro sddico.

Tampon de transferencia (1x) Western Blot
Estad compuesto por Tris (25 mM), glicina (192 mM) y metanol al 20% (v/v).

Tampoén fosfato (0,5 M) pH=7,4a 25 °C

Se prepara mezclando soluciones de Na;HPO, (0,5 M) y de NaH,PO4 (0,5 M). Se vierte
la solucién bésica sobre la acida hasta alcanzar el pH adecuado.
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Tampon fosfato salino (1.x) pH=7,4 a 25 °C

El TFS esta formado por NaCl (136 mM), KCI (2,7 mM), Na,HPO.-2H,O (7,8 mM) y
KH2PO4 (1,7 mM).

Tampon SSC (20x) pH=7 a 25 °C

Esta formado por NaCl (3 M) y citrato tri-sodico (300 mM).

Tampon Tris-HCI (0,5 M) pH=7,6 a 25 °C:
Se obtiene mezclando Trizma-HCI (38,45 mM) y Trizma-base (11,47 mM).

Tampon Tris salino con Tween-20 pH=7,5a25°C
El TTBS estd compuesto por Tris (20 mM), NaCl (500 mM) y Tween-20 al 0,1% (v/v).

Tamp6n TUNEL

Para preparar tampdn TUNEL mezclamos de cacodilato de sodio tri-hidrato (140 mM),
cloruro de cobalto (1,83 M), Tris-HCI (0,2 M) pH=7,2 y Triton X-100 al 0,3% (v/V).

6. Aparataje

Agitador a vibracién Vortex Top Mix FB 15024. Fisher Scientific. Thermo Fisher
Scientific Inc.; Pittsburgh, PA, EEUU.

Agitador de balanceo Rocker table MBP-30. SBS. Science Basic Solutions.
Instrumentacion cientifica, S.L.; Barcelona Espafia.

Agitador magnético con calefaccion FB 15001. Fisher Scientific. Thermo Fisher
Scientific Inc.; Pittsburgh, PA, EEUU.

Agitador orbital Rotamax 120. Heidolph®; Schwabach, Nuremberg, Alemania.

Arcon de congelacion Forma -86 ULT Freezer. Temperatura controlada entre -70 °C y -
86 °C. Fisher Scientific. Thermo Fisher Scientific Inc.; Pittsburgh, PA, EEUU.

Balanza de precision Ada/L Series. Adam Equipment Co. Ltd.; Milton Keynes, Reino
Unido.

Balanza de precision SNUG-1500. Jadever Weightech, Inc.; Vaughan, Ontario, Canada.

Bafio seco Dry Bath FB 15101. Fisher Scientific. Thermo Fisher Scientific Inc.; Pittsburgh,
PA, EEUU.

Bafio termostatico analdgico serie BA. Bunsen, S.A.; Humanes de Madrid, Madrid,
Espania.

Bomba peristatica de perfusién Miniplus 3 M312. Gilson; Villiers-le-Bel, Francia.

Campana de Perfusion Euro Aire Tecnologia para Diagnostico e Investigacién, S.A,;
Alcobendas, Madrid, Espafia.

Centrifuga 5415D Eppendorf. Eppendorf Inc.; Enfield, EEUU.
Centrifuga 5415R Eppendorf. Eppendorf Inc.; Enfield, EEUU.
Centrifuga 5702R Eppendorf. Eppendorf Inc.; Enfield, EEUU.

Congelador pequefio SN-T A+ UIG 1323 Comfort. Liebherr-International, AG; Bulle,
Suiza.

Congelador pequefio A++ Liebherr Premium. Liebherr-International, AG; Bulle, Suiza.
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Congelador vertical KF 7562 S Miele. Miele, S.A.; Alcobendas, Madrid, Espafia.
Congelador vertical SN-T A+ G 3513 Comfort. Liebherr-International, AG; Bulle, Suiza.

Criostato Leica CM 1950 Ag Protect. Leica Biosystems; Nussloch, Heidelberger,
Alemania.

Cubeta horizontal para electroforesis Microgel 2. Apelex; Lisses, Evry Cedex, Francia.
Cubeta horizontal para electroforesis Minigel 2. Apelex; Lisses, Evry Cedex, Francia.
Cubeta horizontal para electroforesis Midigel 2. Apelex; Lisses, Evry Cedex, Francia.
Estereomicroscopio SMZ 645 Nikon®. Nikon Instruments, Inc.; Tokyo, Japon.

Estufa secado UNE 400 (53 litros) UNB de Conveccion Natural y Control "Basic".
Memmert GmbH & Co; Schwabach, Alemania.

Frigorifico SN-T A+ KP 3620 Comfort. Liebherr-International, AG; Bulle, Suiza.
Frigorifico pequefio A** Liebherr Economy. Liebherr-International, AG; Bulle, Suiza.

Fuente de electroforesis Power Pac 300 Bio Rad. Bio Rad Laboratories, S.A.; Hercules,
California, EEUU.

Fuente de luz fria de transmision por fibra 6ptica KL1500 compact Schott, Schott AG;
Mainz, Alemania.

Incubador agitador orbital termostatizado Forma modelo 420. Fisher Scientific.
Thermo Fisher Scientific Inc.; Pittsburgh, PA, EEUU.

Incubador compacto termostatizado Heraeus B15. Fisher Scientific. Thermo Fisher
Scientific Inc.; Pittsburgh, PA, EEUU.

Lampara de luz ultravioleta. Transiluminador Quantity OneGel. Doc XR Bio Rad. Bio
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