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Introducción

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por ser crónicas y pro-
gresivas y por presentar una pérdida simétrica de neuronas. Dependiendo
de que las neuronas que degeneran sean motoras, sensoriales o cognitivas o
una combinación de varias, la sintomatología varía de unas enfermedades a
otras (Epstein, 1999). Otro aspecto importante de estas patologías es que las
neuronas afectadas suelen presentar  alteraciones intracelulares en forma de
acúmulos proteicos aberrantes (Epstein, 1999).

Muchos de estos trastornos van asociados al envejecimiento y pueden
tener manifestaciones con aspectos comunes a muchas de ellas. Así pues, el
análisis de la sintomatología, el patrón de muerte y la naturaleza de los agre-
gados intraneuronales ha permitido la identificación y diferenciación de un
gran número de estas patologías. Se citan a continuación varios ejemplos:

En la enfermedad de Alzheimer (AD), que cursa con demencia progre-
siva, degeneran neuronas de la corteza, el hipocampo y la amígdala; y en
su interior se encuentran los ovillos neurofibrilares formados por la prote-
ína Tau.



En la enfermedad de Parkinson (PD), que cursa con rigidez y temblor,
degeneran neuronas de la sustancia nigra; y en su interior se encuentran
los cuerpos de Lewy formados por la proteína α-sinucleína.

En la enfermedad de Huntington (HD), que cursa con demencia subcorti-
cal, movimientos coreícos y rigidez, degeneran neuronas del estriado y la
corteza; y en su interior se encuentran las inclusiones intranucleares for-
madas por poli-glutamina.

La relevancia de estas enfermedades en los países desarrollados aumenta
en paralelo con la esperanza de vida y no existe cura para ninguna de ellas.
Sólo en algunas de ellas se dispone de tratamientos paliativos que contra-
rrestan la deficiencia de determinados neurotransmisores (ej.: acetil-colina
en Alzheimer y dopamina en Parkinson).

Avances en el conocimiento de las causas moleculares de las
enfermedades neurodegenerativas

En los últimos veinte años se han producido grandes avances en el conoci-
miento de los mecanismos moleculares responsables de las enfermedades
neurodegenerativas. Los primeros avances fueron asociados a la purificación
e identificación de las proteínas que forman los agregados aberrantes,
mediante técnicas bioquímicas y de biología molecular (Hardy and Gwinn-
Hardy, 1998). Así se descubrío la contribución de la proteína del prión, de la
precursora del amiloide  y  del Tau.

Un avance aún más espectacular ha tenido lugar en los últimos siete años
gracias a las técnicas de genética humana y clonaje posicional (Hardy and
Gwinn-Hardy, 1998). Esto ha sido posible porque en casi todas las enferme-
dades neurodegenerativas, que son fundamentalmente de naturaleza espo-
rádica, un pequeño porcentaje de los casos es de naturaleza hereditaria y
más concretamente autosomal dominante (exceptuando el caso de las estric-
tarmente hereditarias como el Huntington y las ataxias espinocerebelosas).

Desde el año 1993 en que se descubrió por clonaje posicional la mutación
responsible de la enfermedad de Huntington, se han ido sucediendo el
hallazgo de genes y mutaciones capaces de desencadenar las distintas enfer-
medades neurodegenerativas (Hardy and Gwinn-Hardy, 1998). Se citan a
continuación algunos ejemplos:

HD: expansión de poli-glutamina en el gen htt
ALS (esclerosis lateral amiotrófica): mutaciones en SOD1
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AD: mutaciones en:    proteína precursora del amiloide
PS-1
PS-2

PD: mutaciones en:    α-sinucleína

La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la patología neurodegenerativa más fre-
cuente en los países desarrollados. El deterioro cognitivo progresivo caracte-
rístico va acompañado por la atrofia y muerte de determinadas
subpoblaciones neuronales así como por la aparición de las dos marcas his-
topatológicas definitorias de esta enfermedad: las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares (Alzheimer, 1911; Yankner, 1996). Las placas seniles son
depósitos extracelulares formados fundamentalmente por el péptido ami-
loide (Aβ) y, a menudo, rodeadas de neuritas distróficas (Masters et al., 1985;
Selkoe, 1994). Los ovillos neurofibrilares (también denominados “tangles”)
son estructuras intraneuronales formadas por los filamentos helicoidales
apareados (PHFs) que a su vez están formados por la proteína tau aberrante-
mente hiperfosforilada (Grundke-Iqbal et al., 1986; Lee et al., 1991).

Estudios genéticos realizados en las familias afectadas de la forma heredi-
taria de la enfermedad de Alzheimer han demostrado que las mutaciones en
la proteína precursora del amiloide (APP) y las presenilinas (PS-1 y PS-2) son
suficientes para provocar la enfermedad (Hardy, 1996; Price and Sisodia,
1998). Tanto las mutaciones en APP como las de las presenilinas resultan en
una mayor producción de Aβ (Duff et al., 1996; Price and Sisodia, 1998) y
han supuesto la confirmación de la llamada “hipótesis del amiloide” que
sostiene que la sobreproducción y/o la agregación de Aβ es la causa primi-
genia de la efermedad de Alzheimer. Sin embargo, sigue sin conocerse cúa-
les son los efectores intracelulares responsables de las disfunción y muerte
neuronales.

Tau y GSK-3 en la patogénesis de la enfermedad de Alzheimer

Son numerosas las evidencias de que tau y modificadores de tau como la
glucógeno kinasa-3β (GSK-3β) median intracelularmente la disfunción neu-
ronal secundaria a la toxicidad del amiloide.

Entre las videncias de que tau es mediador intracelular clave en la patogé-
nesis de la enfermedad de Alzheimer se encuentran:
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– El patrón espacio-temporal de aparición de los ovillos neurofibrilares
coincide con  los de muerte neuronal y sintomatología (Arriagada et al.,
1992; Braak and Braak, 1991; Gomez-Isla et al., 1997).

– Han sido identificadas recientemente numerosas mutaciones en tau que
son responsables de la Demencia frontotemporal con parkinsonismo aso-
ciada al cromosoma 17 (FTDP-17) (Hutton et al., 1998; Poorkaj et al., 1998).
Se trata de una demencia similar a la efermedad de Alzheimer en sinto-
matología (demencia), neuropatología (agregados filamentosos de tau) y
zonas cerebrales afectadas (corteza e hipocampo). El hallazgo de estas
mutaciones demuestra que alteraciones en tau son capaces de inducir
neurodegeneración y encaja con nuestra hipótesis de que tau es un media-
dor de neurodegeneración secundario a la deposición de amiloide (los
individuos con estas mutaciones desarrollan una patología similar al Alz-
heimer, pero sin depósitos de amiloide).

Evidencias de que GSK-3β participa en la etiología de la efermedad de Alz-
heimer:

– GSK-3b fosforila tau en la mayoría de los sitios que están hiperforilados
en Alzheimer tanto in vitro (Lovestone et al., 1994) como in vivo (Hong et
al., 1997; Munoz-Montano et al., 1997; Lucas et al., 2001) y se acumula en
neuronas “pre-tangle” (Shiurba et al., 1996).

– La toxicidad del Aβ sobre neuronas en cultivo es mediada por GSK-3β
(Alvarez et al., 1999; Takashima et al., 1993).

– G S K - 3β interacciona directamente con PS-1 y las mutaciones en PS-1
aumentan esta asociación y la fosforilación de tau (Takashima et al., 1998).

Generación de modelos transgénicos de enfermedades neurodegenerativas

La identificación de estas mutaciones dominantes ha permitido en los últi-
mos siete años la generación de modelos animales de estas enfermedades
mediante manipulación genética en ratones (Theuring et al., 1997). Funda-
mentalmente, mediante la producción de ratones transgénicos que sobreex-
presan las proteínas mutadas en aquellas regiones del cerebro afectadas en
las distintas patologías.

Así, se han sucedido, desde 1995, la publicación de modelos transgénicos
de ALS, HD, AD y otras. Estos modelos animales constituyen valiosas herra-
mientas para la elucidación de los mecanismos moleculares por los que se
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desencadenan las enfermedades y para ensayar nuevas posibles estrategias
terapeúticas.

Modelos transgénicos de AD

Que las mutaciones responsables de AD familiar residieran en los genes
APP, PS-1 y PS-2; y que todas estas mutaciones tuvieran como resultado una
mayor producción del péptido amiloidogénico Aβ, confirmaron que la neu-
rotoxicidad inducida por Aβ es uno de los primeros eventos moleculares en
la patogénesis de AD (Price and Sisodia, 1998).

Los avances sucesivos en la producción de modelos transgénicos de AD
se han basado en conseguir progresivamente mayores niveles de sobreexpre-
sión de APP y de favorecer la formación del Aβ más amiloidogénico (el de
42 aminoácidos). Así se han conseguido múltiples líneas de ratones con
depósitos de Aβ en forma de placas como las que se encuentran en AD.
Algunos de estos animales muestran además déficits en experimentos de
aprendizaje y memoria. Ninguno de estos modelos animales desarrolla ovi-
llos intracelulares ni una clara pérdida neuronal (Price and Sisodia, 1998).

Una posible explicación a la no reproducción de las lesiones intracelulares
y la muerte y gliosis de AD en los transgénicos de APP y PS-1 y PS-2, puede
ser debida a una barrera de especie en cuanto a la toxicidad del Aβ. Se ha
visto que la inyección intracerebral de microfibrillas de Aβ produce lesiones
intracelulares (de tau) y gliosis en macacos viejos. Esto ocurre en mucha
menor medida en macacos jóvenes y apenas en otros primates inferiores, y
en absoluto en ratas (Geula et al., 1998).

Generación de ratones transgénicos condicionales de GSK-3 como
posible modelo animal de la enfermedad de Alzheimer

Nuestro grupo es pionero en la generación de modelos transgénicos condi-
cionales de enfermedades neurodegenerativas (Yamamoto et al., 2000; Lucas
et al., 2001). Este abordaje permite investigar qué aspectos neuropatológicos
son reversibles tras la manifestación del fenotipo.

Para explorar la hipótesis de que una desregulación de la actividad GSK-3
puede ser clave en la patogénesis de la EA, decidimos generar ratones trans-
génicos que sobreexpresaran GSK-3β en regiones cerebrales relevantes.
Como GSK-3 se encuentra en la encrucijada de las rutas de señalización rele-
vantes al mecanismo patogénico de PS-1, Aβ y tau. Era posible pues, que
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estos ratones al mimetizar los efectos de las mutaciones intracelularmente
supusieran un modelo de AD que superara en algunos aspectos a los de Aβ
o que se pudiera combinar y complementar con ellos. 

Para evitar una posible letalidad perinatal debida al papel de GSK-3 en
desarrollo, así como para poder hacer estudios de reversión del posible feno-
tipo adulto, decidimos usar un sistema condicional (Tet-Off). 

Los ratones resultantes, denominados Tet/GSK-3β, sobrexpresan GSK-3β
en hipocampo y corteza. En el hipocampo, y especialmente en el giro den-
tado, se observa aumento de la fosforilación de tau que resulta en localiza-
ción somatodendrítica de ésta, disminución de β-catenina nuclear, muerte
neuronal (evidenciada por TUNEL) y gliosis reactiva.

Además, los ratones Tet/GSK-3β se están ensayando en el test de memo-
ria espacial Morris Water Maze. Los resultados preliminares obtenidos hasta
la fecha sugieren que estos ratones presentan un déficit, tanto en la fase de
adquisición, como en la de prueba.

Estos datos apoyan, por tanto, la hipótesis de que una desregulación de
GSK-3 puede ser un mediador clave en la toxicidad iniciada por el péptido
Aβ extracelular. Posteriores estudios de reversión en los ratones adultos sin-
tomáticos permitirán, además, investigar la posible reversión tanto de los
aspectos celulares y moleculares del fenotipo como del déficit cognitivo de
manera similar a como hicimos en el modelo transgénico condicional de la
enfermedad de Huntington (Yamamoto et al., 2000). Esto puede aportar cla-
ves sobre qué aspectos de la neuropatología son esenciales para la disfun-
ción cognitiva.

Estos ratones además permitirán ensayar la posible utilidad de nuevos
fármacos inhibidores de GSK-3 que están siendo generados en la actualidad
como posibles agentes terapeúticos para la enfermedad de Alzheimer.
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