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RESUMEN

El síndrome de Down (SD) genera un amplio número de
anomalías, de las cuales las más graves son las neuropatolo-
gías que hacen del SD la causa más frecuente de retraso men-
tal. El SD se debe a la triplicación del cromosoma 21. En
base a estudios genéticos y a la secuenciación de este cromo-
soma se han podido identificar los genes posiblemente más
relevantes para la generación del SD, entre los cuales desta-
ca Minibrain (Mnb).

El objetivo de este trabajo ha sido generar modelos ex-
perimentales in vivo para estudiar si las bases moleculares de
las neuropatologías asociadas con el SD podían resistir en la
alteración del gen Mnb. Con este fin, y para poder utilizar
embriones de pollo como modelo experimental, se clonó el
ortólogo de Mnb en pollo. Estudios de expresión de Mnb jun-
to con experimentos de sobreexpresión llevados a cabo en
transgénicos, sugieren que este gen está implicado en diver-
sas funciones como proliferación y diferenciación a lo largo
del desarrollo del cerebro.
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ABSTRACT

Down’s syndrome (DS) generates a large number of ab-
normalities. Neuropathologies are among the most severe ab-
normalities and make DS the most frequent cause of mental
retardation. DS is originated by a triplication of chromoso-
me 21. Based on genetic studies and the sequencing of chro-
mosome 21, genes, which localize at the DS critical region ha-
ve been identified. Among these genes, Minibrain (Mnb)
appears as the most likely candidate to explain some DS neu-
ropathologies.

The goal of this work has been to generate in vivo expe-
rimental models to study the molecular basis of the possible
involvement of Mnb on DS neuropathologies. In order to use
chick embryos as an experimental model, the chick ortholo-
gue of Mnb has been cloned. Studies of Mnb expression to-
gether with overexpression experiments carried out on trans-
genics, suggest that this gene is involved in different functions
like proliferation and differentation along brain development.
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INTRODUCCIÓN

El síndrome de Down (SD) es la causa más fre-
cuente de defectos de nacimiento en la población
humana (1). Tiene lugar en aproximadamente uno
de cada 700 nacimientos. Son muy diversas las
anormalidades y patofisiologías que genera: es-
tatura corta, anormalidades craneofaciales, defec-
tos en el esqueleto, braquicefalia, microcefalia, en-
vejecimiento prematuro, cataratas congénitas,
defectos endocardiales, etc. No obstante, hemos
de resaltar aquí que son las alteraciones neuro-
patológicas las que hacen del SD la causa princi-
pal de retraso mental. Entre las neuropatologías
caben destacar dos: la disminución en el número
de neuronas en zonas definidas del cerebro y la
aparición de síntomas neurodegenerativos pare-
cidos a la enfermedad de Alzheimer (2). En la ma-
yoría de los casos, el SD se debe a la triplicación
completa del cromosoma 21, que aparece prima-
riamente por una no-disyunción materna, pero en
numerosas ocasiones se produce en personas
portadoras de traslocaciones no balanceadas que
resultan en la triplicación de solo parte del cro-
mosoma 21. En base a la correlación fenotipo-ge-
notipo en estas trisomías parciales se ha definido
una región denominada Down syndrome critical
region (DSCR) (2-4). Así, las consecuencias feno-
típicas del SD son probablemente resultado de la
sobreexpresión y de las interacciones subsiguien-
tes de varios genes del cromosoma 21. Desde es-
te punto de vista, los genes localizados en la
DSCR con una presunta función en el cerebro son
potenciales candidatos para explicar las neuropa-
tologías del SD. La reciente secuenciación del cro-
mosoma 21 (5) ha permitido la identificación de
los genes comprendidos dentro de la DSCR. De
entre el reducido número de estos genes que han
sido relacionados con función en cerebro: Mnb,
SIM2 y DSCAM (6-8), Mnb destaca como el me-
jor candidato a explicar las neuropatologías del
SD por su implicación en neurogénesis y memo-
ria/aprendizaje (9, 10).

Nuestro grupo en colaboración con otros in-
vestigadores ha clonado y caracterizado el gen Mi-
nibrain (Mnb) de Drosophila (9). Los mutantes
Mnb se caracterizan por una amplia reducción del
tamaño de determinadas zonas del cerebro, por
presentar cierto grado de degeneración en el de-
sarrollo tardío y por exhibir claros defectos en me-
moria y aprendizaje (9, 11). La reducción del ta-
maño del cerebro es debida a la disminución del
número de neuronas que acontece durante los
procesos proliferativos del desarrollo postem-
brionario (12). Así Mnb está claramente implica-

do en los procesos de neurogénesis del SNC. El
gen consta de una unidad de transcripción que
produce por splicing alternativo una nueva fami-
lia de protein-quinasas. Las mutaciones caracteri-
zadas causan una desregulación de la expresión
de Mnb-kinasas con alteración en los niveles de
los diversos transcritos (9). Por varios caminos se
han clonado posteriormente los genes homólo-
gos de Mnb: Dyrk1A en rata (13) y MNB en hu-
manos (14, 15) que presentan una alta homología
con el de Drosophila. En este sentido, nosotros
hemos demostrado recientemente que los trans-
critos de Drosophila y vertebrados comparten una
alta homología estructural, una característica acti-
vidad fosforilante dual serina/treonina y tirosina y
una capacidad de translocarse al núcleo celular,
lo que sin duda lo agrupa en una familia génica
bien conservada evolutivamente (16).

En la literatura reciente del tema se ha usado
frecuentemente el argumento de que las perso-
nas con SD presentan un cerebro de menor ta-
maño (con disminución del número de neuronas
en regiones cerebrales definidas: cerebelo, el hi-
pocampo y algunas capas de la corteza cerebral)
como, en cierto modo reminiscente del fenotipo
de los mutantes Mnb de Drosophila y, por tanto,
hacen extensiva a vertebrados la función en neu-
rogénesis demostrada para el gen de Drosophila.
Paradójicamente, todos los estudios publicados
hasta la fecha sobre expresión de Mnb/Dyrk en
vertebrados no presentan evidencias experimen-
tales de un posible papel en neurogénesis (13-15,
17, 18). A fin de establecer relaciones funcionales
a nivel celular hemos abordado en estos dos últi-
mos años el estudio de la implicación de Mnb en
el control del número de neuronas durante el de-
sarrollo embrionario del cerebro de Drosophila y
de vertebrados.

MATERIAL Y MÉTODOS

Animales de laboratorio

Para este trabajo se han utilizado como mode-
los animales la mosca del vinagre, Drosophila me-
lanogaster, y embriones de pollo y ratón. Las ce-
pas de Drosophila se han mantenido en medio
estándar (Drosophila, a laboratory manual) (19).

Huevos fertilizados de pollo (Gallus domesti-
cus) han sido incubados a 38 °C hasta llegar al es-
tadio deseado según Hamburger y Hamilton (20).
Para los experimentos en ratón se utilizaron em-
briones de la cepa ICR que fueron extraídos de la
placenta en el día de gestación adecuado.
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Clonaje

Se ha llevado a cabo el clonaje del gen ortólo-
go de Mnb en pollo. A partir del polyA-mRNA del
cerebro embrionario de pollo se ha llevado a ca-
bo el clonaje mediante RT-PCR. Partiendo de las
secuencias conocidas de proteínas y transcritos
Mnb en Drosophila y roedores (rata y ratón) se di-
señó la pareja de cebadores (primers), DY5 y VAS,
en zonas de secuencia conservadas entre espe-
cies. Así se amplificó un fragmento de 972 pares
de bases. Con el fin de extender el clonaje de los
cDNAs hacia el 3’ y 5’ mediante RACE, se diseña-
ron nuevos cebadores: NT, NT2, CT1, CT3, CT4 y
CT5. La localización de los cebadores en el cDNA
se puede ver en la Figura 1. Para asegurar una se-
cuencia de consenso fiable se han secuenciado al
menos tres clones por cada segmento de DNA
amplificado y clonado.

Transgénicos de Drosophila

cDNAs completos de Mnb, previamente aisla-
dos de Drosophila (9), fueron insertados en el vec-
tor pUAST e inyectados en embriones (21). Así se
generaron transgénicos que contienen insercio-
nes de Mnb en los tres cromosomas.

Hibridaciones in situ

Para hibridaciones in situ se utilizaron sondas
de DNA de doble cadena, marcadas con digoxi-
genina y sintetizadas por PCR. Para la hibridación
in situ se utilizó un protocolo descrito anterior-
mente (22): fijación con paraformaldehídio, trata-
miento con proteinasa K, postfijación, prehibrida-
ción, hibridación, incubación con un anticuerpo
anti-digoxigenina, revelado enzimático.

Inmunohistología

Para las tinciones inmunocitoquímicas de ce-
rebro larvario de Drosophila se ha seguido un pro-
tocolo descrito por Cerón et al. (23).

RESULTADOS

Clonaje del ortólogo Mnb en pollo

Para obtener otro sistema experimental de ver-
tebrados (además de ratón) se clonó el ortólogo
de Mnb de pollo. El clonaje se llevó a cabo me-
diante técnicas de RT-PCR y RACE, según se ha
descrito en «Material y métodos» e ilustrado en la
Figura 1.

La secuencia de Mnb de pollo muestra un al-
to grado de similitud (aproximadamente 98%) con
las proteínas Mnb de rata y humano. Igual que las
proteínas de rata y humano, Mnb de pollo tam-
bién contiene los típicos dominios de esta familia
de protein-kinasas (16, 24): el dominio catalítico,
un dominio de translocación nuclear, un dominio
PEST, repeticiones de histidina y repeticiones de
Ser/Thr. La comparación de la estructura de la
proteína Mnb de vertebrados con la de Drosophi-
la (Figura 2) confirma una alta conservación evo-
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Figura 1. Esquema del clonaje del ortólogo de Mnb en po-
llo. Los números en negrita indican la distancia en pares
de bases (bp) a lo largo de la longitud del cDNA en Mnb
clonado. Las posiciones de los cebadores CT1, CT3, CT4,
CT5, DY5, NT y NT2 por un lado (5’ a 3’) y VAS, en la ca-
dena complementaria, así como su orientación a lo largo
del cDNA están indicadas con flechas.

Figura 2. Dominios estructurales de la proteína Mnb en
vertebrados y Drosophila. Obsérvese el paralelismo en la
posición de dominios equivalentes en las estructuras de
las proteínas Mnb de Drosophila y vertebrados. Los domi-
nios catalíticos y los dominios de translocación nuclear es-
tán altamente conservados. Aparte de esto hay otros do-
minios equivalentes: GAS y PEST. Mnb de vertebrados
contiene una región rica en prolina, ácido glutámico, seri-
na y threonina (dominio PEST) de la cual se piensa que re-
presenta una señal de rápida degradación de la proteína
(25). Mnb de Drosophila contiene una región rica en glici-
na, alanina y serina (dominio GAS) que puede cumplir el
mismo propósito. Además, la proteína de vertebrados con-
tiene repeticiones de histidina y de serina/treonina, cuyas
funciones se desconocen hasta el momento. En su lugar,
la proteína de Drosophila contiene repeticiones de alanina
y de serina, respectivamente.



lutiva de este gen ya que se han mantenido en
posiciones similares de la estructura dominios con
función equivalente.

Expresión de Mnb

Los estudios de expresión de Mnb fueron lle-
vados a cabo en pollo y ratón a lo largo del desa-
rrollo embrionario.

En embriones tempranos de pollo y ratón se
detecta expresión de Mnb en las zonas prolifera-
tivas del sistema nervioso, es decir, los neuroepi-
telios que darán lugar a las diferentes partes del
cerebro como prosencéfalo, mesencéfalo, rom-
bencéfalo y médula espinal, las placodas crania-
les y cresta neural (Figura 3). En embriones tardíos,
el patrón de expresión es muy amplio y coincide
con la diferenciación de grupos neuronales defi-
nidos, como por ejemplo en núcleos motores y
sensoriales del rombencéfalo, células Purkinje del
cerebelo (Figura 4), estrato óptico, diversos nú-
cleos del diencéfalo, hipocampo, células mitrales
del bulbo olfatorio, hiperestriado y neoestriado del
pollo, así como en placa cortical del ratón.

Abordaje transgénico en Drosophila

La mosca del vinagre como modelo experi-
mental es muy apropiado dado su corto ciclo de
vida y su ampliamente demostrada versatilidad
para realizar estudios genéticos del desarrollo.

Para generar moscas transgénicas se inserta-
ron cDNAs completos de Mnb, previamente ais-
lados de Drosophila (9), en el vector pUAST y se
inyectaron en embriones (21). Estas moscas trans-
génicas UAS-Mnb contienen dosis extra de Mnb
aunque su expresión es silente. Estas moscas se
cruzan con moscas que expresan Gal4, un activa-
dor transcripcional de levadura que se une a las
secuencias UAS y que está bajo el control un pro-
motor de heat shock (hs) (Figura 5). La expresión
de Gal4 se induce con un choque térmico y a su
vez Gal4 es capaz de activar la transcripción de
UAS-Mnb. Con esta estrategia se ha logrado so-
breexpresar controladamente Mnb en el tejido y
momento del desarrollo deseado.

Con estas moscas transgénicas de Mnb (UAS-
Mnb, hs-Gal4) se han realizado experimentos de
proliferación mediante marcaje con bromodeox-
yuridina (BrdU). Estos experimentos demuestran
que la sobreexpresión de Mnb genera un efecto
antiproliferativo sobre los neuroblastos (Figura 6).
En paralelo se han llevado a cabo estudios histo-

lógicos, de muerte neuronal e inmunocitoquími-
cos con marcadores de mitosis cuyos resultados
son coherentes con el fenotipo antiproliferativo
antes reseñado.

DISCUSIÓN

Modelos experimentales para el estudio del SD

Las primeras aproximaciones a este tema uti-
lizaron técnicas de cultivos celulares de tejido de
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Figura 3. Expresión de Mnb en un embrión de pollo.
Hibridación in situ de un embrión de estadio HH11. Se de-
tecta expresión de Mnb (azul) en los neuroepitelios que da-
rán lugar a prosencéfalo (P), mesencéfalo (M), rombencé-
falo (R) y médula espinal (me).

Figura 4. Expresión de Mnb en células Purkinje del cere-
belo. La expresión de Mnb (azul) ha sido estudiada por hi-
bridación in situ en combinación con inmunohistología de
calbindina (marrón) en secciones flotantes del cerebelo de
un embrión de pollo del estadio HH42. A: barra 100 µm; B:

ampliación del cuadro indicado en A, barra: 50 µm.



individuos trisómicos y en ellos se encontraron al-
teraciones en la proliferación celular (26) y apop-
tosis (27). El primer modelo animal en aparecer
fue el del ratón trisómico para el cromosoma 16
(Ts16) que presenta algunos de los desórdenes
característicos del SD (28). No obstante, la distri-
bución génica entre el cromosoma 16 de ratón y
el 21 humano es claramente diferente (4) y hay un

hecho claramente diferencial: la casi total letalidad
de los fetos del ratón trisómico en comparación
con la alta viabilidad de la trisomía humana. A
pesar de ello éste ha sido un modelo de SD am-
pliamente usado en estas dos décadas, pero no
ha sido hasta muy recientemente (29) que se han
demostrado claras alteraciones en la neurogéne-
sis en el desarrollo del cerebro de este ratón tri-
sómico. Un modelo más reciente es el del ratón
trisómico parcial del cromosoma 16 (Ts65Dn). En
él han sido detectados fenotipos neurodegenera-
tivos similares a los observados en cerebros de
individuos con SD (30, 31) y alteraciones com-
portamentales (32), pero no alteraciones en el de-
sarrollo del cerebro. Un tercer modelo es el ratón
Ts108 Cje que tiene una translocación en el cro-
mosoma 16 que parece anular algún gen de la re-
gión del SD; no obstante sólo se han detectado en
este caso alteraciones comportamentales (33). Por
último, se ha utilizado el abordaje de transgénicos
para ver el efecto de la triplicación de segmentos
genómicos de la DSCR. Así se ha demostrado que
la triplicación de un segmento de unas 2 Mb que
contiene tres genes (uno de ellos MNB) genera al-
teraciones en aprendizaje (18) pero sin fenotipos
en el desarrollo del cerebro. La secuenciación del
cromosoma 21 (5), al permitir la identificación de
los genes contenidos de la región crítica para el
SD (DSCR), ha cambiado las perspectivas de in-
vestigación. Ésta se está orientando hacia el estu-
dio de la funcionalidad de los genes identificados
que se localizan en la DSCR. En este sentido, se
han generado recientemente ratones transgénicos
(TgDyrk1A) que sobreexpresan Dyrk1A (Mnb).
Estos ratones muestran defectos cognitivos y mo-
tores en adultos (34). Sin embargo, no se han des-
crito fenotipos en desarrollo del cerebro.

Nuevos modelos experimentales

Como se ha menciondo anteriormente, nues-
tro objetivo ha sido desarrollar nuevos modelos
experimentales para estudiar la posible implica-
ción del gen Mnb en las neuropatologías asocia-
das al SD. El hecho de que la sobreexpresión de
Mnb durante las etapas proliferativas del desa-
rrollo del cerebro de Drosophila genere un feno-
tipo antiproliferativo es de máxima relevancia por-
que es la primera base experimental sólida que,
hasta donde llega nuestro conocimiento, se haya
encontrado hasta ahora que puede explicar la dis-
minución del número de neuronas que sufre du-
rante el desarrollo el cerebro de individuos con
SD. Para poder aplicar el embrión de pollo como
modelo experimental, se ha clonado el ortólogo
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Figura 5. Sobreexpresión de Mnb mediante moscas trans-
génicas. Moscas transgénicas UAS-Mnb se cruzan con
moscas hs-Gal4 que tienen un activador transcripcional ba-
jo el control de un promotor heat shock (hs). La expresión
de Gal4 se induce tras un choque térmico. A su vez, Gal4
activa la expresión de Mnb al unirse a las secuencias re-
guladoras UAS.

Figura 6. Estudios de proliferación en moscas transgéni-
cas de Mnb. Marcaje con BrdU en la zona proliferativa del
lóbulo ótico del sistema nervioso larvario en moscas trans-
génicas (UAS-Mnb, hs-Gal4) que sobreexpresan Mnb y en
moscas control. Nótese la disminución del número de cé-
lulas marcadas en el lóbulo mutante. Barra = 100 µm.



de Mnb en pollo, que es un modelo muy versátil
en embriología experimental. La alta homología
estructural con la proteína Mnb de otros verte-
brados y de Drosophila apunta a una alta conser-
vación evolutiva de este gen y nos refuerzan en el
uso de Drosophila como organismo modelos en
estos estudios.

El patrón de expresión de Mnb durante el de-
sarrollo del cerebro de vertebrados es muy ca-
racterístico e interesante. Presenta dos ondas de
expresión durante el desarrollo que coinciden, en
estadios tempranos, con la etapa de proliferación
(Figura 3) en las zonas neuroepiteliales, y en esta-
dios de desarrollo tardíos, con el comienzo de de-
terminadas etapas en la diferenciación de grupos
neuronales (Figura 4). Este patrón es muy suge-
rente de una implicación de Mnb en el déficit neu-
ronal generado en el SD.

Por otro lado, el claro paralelismo entre patro-
nes de división de los precursores neuroepitelia-
les comparados con el sistema modelo del lóbulo
óptico de Drosophila que nosotros estamos desa-
rrollando (23, 35) nos reafirman en la conservación
funcional de Mnb tiene en términos evolutivos.

El cDNA completo de Mnb de humano ha si-
do subclonado en un vector apropiado con el fin
de realizar experimentos de transfección in vivo
en pollo, por ejemplo mediante electroporación
de embriones in ovo para llevar a cabo estudios
como proliferación y diferenciación neuronal. Es-
ta aproximación tiene la ventaja de la rápida de-
tección de la expresión del gen que se ha electro-
porado y de que se puede sobreexpresar el gen
de interés en el tejido que se desee en el momen-
to del desarrollo deseado. Además, en condicio-
nes experimentales óptimas, la supervivencia de
los embriones es alta, pues sólo se altera un teji-
do o región del embrión.

Adicionalmente, dada la capacidad que hemos
observado en Mnb de translocarse al núcleo ce-
lular (16), se está estudiando la implicación de
Mnb/Dyrk en la activación transcripcional y se ha
demostrado su capacidad para generar cambios
transcripcionales in vitro (observaciones no pu-
blicadas).

En resumen, las evidencias acumuladas en la
literatura científica y por nuestros estudios sugie-
ren fuertemente que Mnb es un gen que está im-
plicado en diversas funciones a lo largo del desa-
rrollo: proliferación en desarrollo temprano y
diferenciación en desarrollo tardío. Así, el conjun-
to de resultados apunta a un papel evolutivamen-
te conservado de Mnb y ayudan a elaborar una
hipótesis para el posible papel de Mnb en algu-
nas de las neuropatologías asociadas al síndrome
de Down.
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