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ABSTRACT 

La disminución de neuronas, diversos defectos en la dife- 
renciación neuronal y la aparición de síntomas neurodegenera- 
tivos están entre las alteraciones neuropatológicas que hacen del 
síndrome de Down (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 cromosoma se han 
podido identificar los genes posiblemente más relevantes para la 
generación del SD, entre los cuales destaca Minibrain (Mnb). 

Dos han sido los objetivos de este trabajo: estudiar si Mnb 
podría estar implicado en la diferenciación neuronal y ver si la 
sobreexpresión de Mnb tiene efectos sobre muerte neuronal. Pa- 
ralelamente se han intentado ver la relaciones de estas funciones 
del gen Mnb con las neuropatologías asociadas al SD. 

Exoerimentos llevados a cabo en modelos exaerimentales 
transgi!nicos demuestran que la sobreexpresión de Mnb genera 
muerte neuronal. Asimismo. los estudios de exaresión de Mnb 
durante el desarrollo tardío del cerebro sugiere; un papel de las 
Mnb-quinasas como elemento de señalización celular en el pro- 
ceso de diferenciación neuronal. Todo ello contribuye a confec- 
cionar una nueva hipótesis sobre las bases moleculares del défi- 
cit neuronal y las alteraciones de la diferenciación neuronal que 
se producen en el SD. 

Palabras clave: Síndrome de Down, cerebro, desarrollo, neu- 
ropatologías, muerte neuronal, diferenciacidn. 
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The decrease of neuronal number, diverse defects in neuro- 
nal differentiation, and neurodegeneration are among the neu- 
ropathologic alterations which make DS the most frequent cau- 
se of mental retardation. DS is originated by triplication of 
chromosome 21. Based on genetic studies and the sequencing of 
chromosome 21, the possible most relevant genes for DS gene- 
ration have been identified. Among them Minibrain (Mnb) ap- 
pears the most likely candidate to explain some DS neuropatho- 
logies. 

Our work has approached two objectives: to study if Mnb 
could be involved in neuronal differentiation and find out if the 
overexpression of Mnb has an effect on cell death. In parallel, we 
have tried to establish the correlation of these functions of Mnb 
with the DS associated neuropathologies. 

By using transgenic experimental models, we have found that 
overexpression of Mnb induces neuronal death. Also, the ex- 
pression of Mnb during late brain development suggests a role 
of Mnb-kinases as an important signaling element within the pro- 
cess of neuronal differentiation. Al1 to~ether. these results con- 
tribute to build a new hypothesis for the molecular basis of the 
neuronal deficit and alterations of neuronal differentiation as- 
sociated to DS. 

Key words: Down's syndrome, brain, development, neuropa- 
thologies, cell death, differentiation. 
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Implicación del gen Minibrain en el síndrome de Down 

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. Aunque son muy diver- 
sas las anormalidades y patofisiologías que ge- 
nera, hemos de resaltar aquí que son las altera- 
ciones neuropatológicas las que hacen del SD la 
causa principal de retraso mental. Entre estas neu- 
ropatologías cabe destacar la disminución en el 
número de neuronas en zonas definidas del cere- 
bro, diversos defectos en la diferenciación neuro- 
nal y la aparición de síntomas neurodegenerati- 
vos parecidos a la enfermedad de Alzheimer (2). 
En la mayoría de los casos, el SD se debe a la tri- 
plicación completa del cromosoma 21 que apare- 
ce primariamente por una no disyunción materna. 
No obstante, en numerosas ocasiones se produ- 
ce en personas portadoras de traslocaciones no 
balanceadas que resultan en la triplicación de so- 
lo parte del cromosoma 21. En base a la correla- 
ción fenotipo-genotipo en estas trisomías parcia- 
les se ha definido una región crítica denominada 
DSCR (Down síndrome critica1 region) (3). La re- 
ciente secuenciación del cromosoma 21 (4) ha 
permitido la identificación de los genes compren- 
didos dentro de la DSCR. A pesar de estos impor- 
tantes avances, aun se desconocen las bases mo- 
leculares de las patologías del SD. La hipótesis 
más extensamente aceptada para la etiología del 
SD es que la sobreexpresión de algunos genes 
del cromosoma 21 (y las interacciones subsiguien- 
tes) contribuyen de forma conjunta a la genera- 
ción de determinadas patologías, aunque no es 
descartable que haya alguna relación unívoca en- 
tre un determinado genlpatología (5). Es por ello 
fundamental el estudio de la función de los genes 
candidatos de la DSCR y de su posible función en 
el desarrollo del cerebro. 

El gen Minibrain (Mnb) consta de una unidad 
de trascripción que produce por splicing alterna- 
tivo una nueva familia de protein-kinasas. Nuestro 
grupo ha clonado y caracterizado el gen Minibrain 
(Mnb) de Drosophila (6). Los mutantes de Mnb se 
caracterizan por una amplia reducción del tamaño 
de determinadas zonas del cerebro, por presentar 
cierto grado de degeneración en el desarrollo tar- 
dío y por exhibir claros defectos en memoria y 
aprendizaje (6,7). Por varios caminos, se han clo- 
nado posteriormente los genes homólogos de 
Mnb, DyrklA en rata (8), pollo (91, ratón (10) y 
MNB en humanos (1 1, 12). Recientemente, nues- 
tro grupo, en colaboración con otros investigado- 
res, ha demostrado que los transcritos de Droso- 

phila y vertebrados comparten una alta homolo- 
gía estructural, una característica actividad fosfo- 
rilante dual serina/treonina y tirosina y una capa- 
cidad de translocarse al núcleo celular lo que sin 
duda los agrupa en una familia génica bien con- 
servada evolutivamente (13). 

Son varios los datos experimentales que su- 
gieren una implicación de Mnb en las neuropato- 
logías del SD. 

El gen Mnb en humanos, se localiza en la 
DSCR del cromosoma 21 (10-12). 

Mnb se expresa en las regiones cerebrales 
más afectadas por las neuropatologías del SD (ce- 
rebelo, hipocampo, corteza cerebral). 

Mnb se sobreexpresa en tejido cerebral fetal 
con SD (1 1). 

En ratones transgénicos que sobreexpresan 
Mnb se han encontrado deficiencias comporta- 
mentales y alteraciones motoras (14, 15). 

Todos ellos nos indujo hace unos años a ini- 
ciar estudios que intentaras relacionar las funcio- 
nes de Mnb en el desarrollo del cerebro con de- 
terminadas neuropatologías asociadas al SD. En 
el curso de estos trabajos hemos demostrado que 
Mnb está claramente implicado en diversas fun- 
ciones a lo largo del desarrollo del cerebro: proli- 
feración y neurogénesis en etapas tempranas (9, 
16)" y diferenciación neuronal en el desarrollo tar- 
dío (17). 

Usando nuevos modelos experimentales in 
vivo que hemos recientemente generado (181, el 
presente trabajo aborda el análisis de la implica- 
ción de Mnb en la muerte neuronal durante el 
desarrollo del cerebro para estudiar si las bases 
moleculares de las neuropatologías del SD po- 
dían residir en la alteración del gen Mnb. Tam- 
bién se ha estudiado la localización subcelular de 
Mnb durante la etapa de diferenciación neuro- 
nal. 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Animales de laboratorio 

Para este trabajo se han utilizado como mo- 
delos animales la mosca del vinagre, Drosophila 
melanogaster, y embriones de pollo. Las cepas de 
Drosophila se han mantenido en medio estándar 
(Drosophila, a laboratory manual) ( 19). 

* COLONQUES J, CERON J, HAMMERLE B, TEJEDOR 
F J (2003). Mnb regulates proliferation and neurogenesis 
in the posternbtyonic CNS (Manuscrito en preparación). 
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Huevos fertilizados de pollo (Gallus domesti- 
CUS) han sido incubados a 38 "C hasta llegar al 
estadio deseado, según Hamburger y Hamilton 
(20). 

Histología 

Cerebros larvarios de Drosophila han sido di- 
secados, fijados en paraformaldehído, tratados 
con tetróxido de osmio e incluidos en SSPURR se- 
gún Tejedor y cols. (6). Cortes seriados semifinos 
han sido teñidos con azul de toluidina. 

Inmunocitoquímica 

Para las tinciones inmunocitoquímicas de ro- 
dajas de cerebro embrionario de pollo se ha se- 
guido un protocolo descrito por Hammerle y cols. 
(17). El análisis subcelular de las preparaciones ha 
sido llevado a cabo en un microscopio confocal 
Leica TCS-NT. 

RESULTADOS 

La sobreexpresión de Mnb durante el desarrollo 
del cerebro genera muerte neuronal 

Con el fin de estudiar si una dosis extra de 
Mnb, durante el desarrollo del cerebro, tiene efec- 
tos sobre muerte celular se han utilizado moscas 
transgénicas que sobreexpresan Mnb. La genera- 
ción de moscas transgénicas UAS-Mnb ha sido 
descrita anteriormente (18). Para poder sobreex- 
presar Mnb hay que cruzar las moscas transgéni- 
cas UAS-Mnb con moscas hs-Gal4 que tienen al 
activador transcripcional Ga14 bajo el control de 
un promotor de heat shock. Para inducir la sobre- 
expresión en el momento de desarrollo deseado, 
se aplica un choque térmico que induce la expre- 
sión de Ga14 el cual, a su vez, activa la expresión de 
Mnb al unirse a las secuencias reguladoras UAS. 

En este caso se ha inducido la sobreexpresión 
de Mnb durante toda la etapa proliferativa del de- 
sarrollo postembrionario del cerebro. Con los ce- 
rebros larvarios de estas moscas transgénicas se 
han hecho secciones de plástico seriadas y se han 
teñido con azul de toluidina que es una de las téc- 
nicas que se utilizan para detectar células picnóti- 
cas (21 1. Estas son células que se están muriendo 
y que morfológicamente se caracterizan por la 
condensación y fragmentación de su núcleo. El 
número de células picnóticas ha sido cuantificado 
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tanto en el caso de las moscas transgénicas como 
en las moscas control. Los resultados que hemos 
encontrado claramente muestran que la sobreex- 
presión de Mnb durante la etapa proliferativa del 
cerebro produce un claro aumento de muerte 
neuronal (Figural). 

Expresión de Mnb durante la diferenciación 
neuronal 

La expresión de Mnb en determinadas pobla- 
ciones neuronales durante el desarrollo tardío del 
cerebro de vertebrados (18) nos ha inducido a es- 
tudiar si Mnb podría estar implicado en la dife- 
renciación neuronal. Por tanto, se ha abordado un 
estudio detallado de la localización subcelular de 
Mnb en relación con la diferenciación neuronal. 
Este estudio se ha llevado a cabo en embriones 
de pollo de distintas edades con métodos inmu- 
nocitoquímicos seguidos por un análisis de mi- 
croscopia confocal usando como modelo las cé- 

Figura 1. Estudios de muerte neuronal en moscas trans- 
génicas Mnb. (A, B) Secciones frontales del lóbulo óptico 
del sistema nervioso larvario de moscas transgénicas 
(UAS-Mnb, hs-Gal4 que sobreexpresan Mnb y en moscas 
control (UAS-Mnb). Las células picnóticas están indicadas 
con flechas. (C) Análisis cuantitativo del número de célu- 
las picnóticas en las mencionadas moscas. Obsérvese que 
en las moscas transgénicas hay un incremento de células 
picnóticas superior al 100% frente a la muerte neuronal na- 
tural de las moscas control. 
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Mas Purkinje del cerebelo. Se han elegido las cé- 
lulas Purkinje para este estudio debido a su ela- 
borado árbol dendrítico que facilita el análisis de 
la localización subcelular. Además es precisamen- 
te el cerebelo, junto con el hipocampo y la corte- 
za cerebral, las zonas del cerebro más afectadas 
por las alteraciones neuropatológicas asociadas 
al SD (2,22,23). La expresión de Mnb precede a 
la formación del árbol dendrítico y se localiza ma- 
yoritariamente en los cuerpos celulares. Es en esa 
primera etapa cuando Mnb hemos encontrado 
que Mnb se transloca transitoriamente al núcleo 
en forma de hot spots (Figura 21, para luego loca- 
lizarse en la dendrita en desarrollo (Figura 3). Pos- 
teriormente se extiende también hacia las ramifi- 
caciones del árbol dendrítico tan elaborado que 
caracteriza las células Purkinje. 

Recientemente, se ha propuesto a la Dinamina 
1 (Dynl) como un posible substrato de las Mnb- 
quinasas (24). Dado el papel de Dynl en tráfico de 
membranas y su relación con el citoesqueleto de 
actina y dado que Mnb colocalizaba con la actina 
en el árbol dendrítico (Figura 31, se decidió anali- 
zar si la Dynl se coexpresaba con Mnb en las cé- 
lulas en diferenciación. Tal y como se muestra en 
la Figura 4, Mnb y Dynl  colocalizan casi total- 
mente en el árbol dendrítico en desarrollo. 

Se ha estudiado extensamente que los cere- 
bros de personas con SD muestran unas caracte- 

rísticas alteraciones moríológicas e histológicas 
como son un cerebro de menor tamaño que pre- 
senta disminución del número de neuronas en re- 
giones cerebrales definidas (cerebelo, hipocampo 
y algunas capas de la corteza cerebral), diversas 
alteraciones de la diferenciación neuronal e incre- 
mento del número de astrocitos (2, 22, 23, 25). 
También está comúnmente aceptado que estas 
neuropatologías tienen su origen en alteraciones 
que se producen durante el desarrollo del cerebro. 
Así, el déficit neuronal podría explicarse por el re- 
traso en el desarrollo, algún fallo en la prolifera- 

Figura 2. Localización subcelular de Mnb en una célula 
Purkinje de un embrión de pollo. Aunque Mnb (verde) se 
localiza mayoritariamente en el citoplasma y membrana (Ií- 
nea discontinua), nótese la presencia de hot spots de Mnb 
(verde) en el núcleo de la célula que esta contrateñido con 
un marcador nuclear (rojo). En esta etapa del desarrollo 
aún no se ha formado la dendrita apical por eso la célula 
tiene forma elipsoidal. 

Figura 3. Expresión de Mnb en una célula Purkinje durante el desarrollo del árbol dendrítico. Mnb (verde) se localiza en la 
dendrita de una neurona de Purkinje cuya citoarquitectura se revela con un marcador del citoesqueleto actina (rojo) 
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Figura 4. Colocalización de Mnb y Dinarnina 1 (Dyn 1) en el árbol dendrítico de una célula de Purkinje en diferenciación. 

ción celular o por muerte neuronal. El posible pa- 
pel de Mnb como determinante de neurogénesis 
(9) sugiere que Mnb pueda estar implicado en la 
disminución del número de neuronas en el cere- 
bro de SD. Evidencias genéticas en este sentido 
se han obtenido con moscas transgénicas, donde 
se ha demostrado que la sobreexpresión de Mnb 
durante las etapas proliferativas del cerebro ge- 
nera un fenotipo antiproliferativo (18). 

El control sobre el número de células en un or- 
ganismo es regulado por un complicado balance 
entre proliferación y muerte celular (26, 27). De 
acuerdo con esto, en el presente trabajo, de nue- 
vo utilizando moscas transgénicas como modelo 
experimental, nos hemos planteado si la sobre- 
expresión puede tener algún efecto sobre la muer- 
te celular. Los resultados que hemos encontrado 
claramente muestran que la sobreexpresión de 
Mnb durante la etapa proliferativa del cerebro pro- 
duce un claro aumento de muerte neuronal. Esta 
muerte se produce en células postmitóticas, lo 

MAPFRE MEDICINA, 2004; vol. 15, n." 3 

que sugiere que podría ser consecuencia de un 
mecanismo de control que ocurre durante el de- 
sarrollo para eliminar neuronas con una especifi- 
cación errónea (26,28,29). 

Por otro lado, la expresión de Mnb durante la 
diferenciación neuronal es muy interesante desde 
el punto de vista de la novedosa función de este 
gen en los procesos moleculares que subyacen al 
desarrollo dendrítico. Dentro de este contexto, la 
colocalización que hemos encontrado de Mnb con 
Dynl en el árbol dendrítico en desarrollo encaja 
muy bien con los resultados de un estudio in vi- 
tro, que proponen a la Dynl como substrato de 
Mnb (24). 

Asimismo, nuestro trabajo ín vivo que de- 
muestra la translocación transitoria de Mnb al nú- 
cleo celular corrabora una observación anterior in 
vitro (13). Estos resultados refuerzan la idea de 
que Mnb pueda ser un regulador transcripcional, 
propuesta que por ahora sólo proviene de estu- 
dios de fosforilación de varios factores de trascrip- 
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ción realizados in vitro (30,31). También hay que 
señalar que nosotros hemos mostrado que la fos- 
forilación de uno de esos factores (Glil) por Mnb 
genera cambios transcripcionales (32). 

La posible relación funcional de Mnb con el 
desarrollo del árbol dendrítico tiene una repercu- 
sión importante sobre la implicación de Mnb en 
el SD ya que hay abundante literatura que ha 
mostrado alteraciones en el desarrollo dendrítico 
en neuronas de cerebros de SD, especialmente en 
neuronas corticales y cerebelosas (22,23,33). Más 
aún, las anomalías dendríticas se encuentran en- 
tre los correlatos moríológicos más extendidos en 
los cerebros de personas con retrasos mentales 
(34). 

En conclusión, los resultados aquí mostrados 
nos animan a proponer que la sobreexpresión de 
Mnb que se produce durante el desarrollo del ce- 
rebro de SD puede ser la causa de dos de las neu- 
ropatologías mas características de este síndrome: 
el déficit neuronal y la disminución de la arbori- 
zación dendrítica neuronal. 
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