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Introduccion

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por ser crénicas 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 combinacion de varias, la sintomatologia varia de unas enfermedades a
otras (Epstein, 1999). Otro aspecto importante de estas patologias es que las
neuronas afectadas suelen presentar alteraciones intracelulares en forma de
acumulos proteicos aberrantes (Epstein, 1999).

Muchos de estos trastornos van asociados al envejecimiento y pueden
tener manifestaciones con aspectos comunes a muchas de ellas. Asi pues, el
analisis de la sintomatologia, el patrén de muerte y la naturaleza de los agre-
gados intraneuronales ha permitido la identificacion y diferenciacién de un
gran namero de estas patologias. Se citan a continuacion varios ejemplos:

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

En la enfermedad de Huntington (HD), que cursa con demencia subcorti-
cal, movimientos coreicos 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 paises desarrollados aumenta
en paralelo con la esperanza de vida y no existe cura para ninguna de ellas.
Sélo en algunas de ellas se dispone de tratamientos paliativos que contra-
rrestan la deficiencia de determinados neurotransmisores (gj.: acetil-colina
en Alzheimer y dopamina en Parkinson).

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

En los ultimos veinte afios 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 purificacion
e identificacion de las proteinas que forman los agregados aberrantes,
mediante técnicas bioquimicas y de biologia molecular (Hardy and Gwinn-
Hardy, 1998). Asi se descubrio la contribucion de la proteina del prién, de la
precursora del amiloide y del Tau.

Un avance aun mas espectacular ha tenido lugar en los altimos siete afios
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-
radica, un pequefio porcentaje de los casos es de naturaleza hereditaria y
mas concretamente autosomal dominante (exceptuando el caso de las estric-
tarmente hereditarias como el Huntington y las ataxias espinocerebelosas).

Desde el afio 1993 en que se descubrid por clonaje posicional la mutacién
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
continuacion algunos ejemplos:

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

PD: mutaciones en: a-sinucleina

La enfermedad de Alzheimer

La enfermedad de Alzheimer es la patologia neurodegenerativa mas fre-
cuente en los paises desarrollados. El deterioro cognitivo progresivo caracte-
ristico va acompafiado por la atrofia y muerte de determinadas
subpoblaciones neuronales asi como por la aparicion de las dos marcas his-
topatolégicas definitorias de esta enfermedad: las placas seniles y los ovillos
neurofibrilares (Alzheimer, 1911; Yankner, 1996). Las placas seniles son
depositos extracelulares formados fundamentalmente por el péptido ami-
loide (AB) y, a menudo, rodeadas de neuritas distroficas (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 estdn formados por la proteina tau aberrante-
mente hiperfosforilada (Grundke-Igbal 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 proteina precursora del amiloide (APP) y las presenilinas (PS-1y 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 produccién de AR (Duff et al., 1996; Price and Sisodia, 1998) y
han supuesto la confirmacion de la llamada “hipétesis del amiloide” que
sostiene que la sobreproduccién y/o la agregacion de AR es la causa primi-
genia de la efermedad de Alzheimer. Sin embargo, sigue sin conocerse cla-
les son los efectores intracelulares responsables de las disfuncion 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
glucégeno kinasa-33 (GSK-3B) median intracelularmente la disfuncion 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 patrén espacio-temporal de aparicion de los ovillos neurofibrilares
coincide con los de muerte neuronal y sintomatologia (Arriagada et al.,
1992; Braak and Braak, 1991; Gomez-Isla et al., 1997).

— Han sido identificadas recientemente humerosas 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-
matologia (demencia), neuropatologia (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
neurodegeneracién y encaja con nuestra hipotesis de que tau es un media-
dor de neurodegeneracion secundario a la deposicion de amiloide (los
individuos con estas mutaciones desarrollan una patologia similar al Alz-
heimer, pero sin depdésitos de amiloide).

Evidencias de que GSK-3[ participa en la etiologia de la efermedad de Alz-
heimer:

— GSK-3b fosforila tau en la mayoria de los sitios que estan 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 AB sobre neuronas en cultivo es mediada por GSK-3f3
(Alvarez et al., 1999; Takashima et al., 1993).

— GSK-3pB interacciona directamente con PS-1 y las mutaciones en PS-1
aumentan esta asociacion y la fosforilacion de tau (Takashima et al., 1998).

Generacidén de modelos transgénicos de enfermedades neurodegenerativas

La identificacion de estas mutaciones dominantes ha permitido en los alti-
mos siete afios la generacién de modelos animales de estas enfermedades
mediante manipulacién genética en ratones (Theuring et al., 1997). Funda-
mentalmente, mediante la produccién de ratones transgénicos que sobreex-
presan las proteinas mutadas en aquellas regiones del cerebro afectadas en
las distintas patologias.

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

Modelos transgénicos de AD

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

Los avances sucesivos en la produccion de modelos transgénicos de AD
se han basado en conseguir progresivamente mayores niveles de sobreexpre-
sion de APP y de favorecer la formacion del AR méas amiloidogénico (el de
42 aminoacidos). Asi se han conseguido multiples lineas de ratones con
depdésitos de AP en forma de placas como las que se encuentran en AD.
Algunos de estos animales muestran ademas 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 explicacion a la no reproduccion de las lesiones intracelulares
y la muerte y gliosis de AD en los transgénicos de APP y PS-1y PS-2, puede
ser debida a una barrera de especie en cuanto a la toxicidad del AB. Se ha
visto que la inyeccidn intracerebral de microfibrillas de AP produce lesiones
intracelulares (de tau) y gliosis en macacos viejos. Esto ocurre en mucha
menor medida en macacos jévenes y apenas en otros primates inferiores, y
en absoluto en ratas (Geula et al., 1998).

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

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

Para explorar la hip6tesis de que una desregulacion de la actividad GSK-3
puede ser clave en la patogénesis de la EA, decidimos generar ratones trans-
génicos que sobreexpresaran GSK-3[3 en regiones cerebrales relevantes.
Como GSK-3 se encuentra en la encrucijada de las rutas de sefializacion rele-
vantes al mecanismo patogénico de PS-1, AB 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 AB
0 que se pudiera combinar y complementar con ellos.

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

Los ratones resultantes, denominados Tet/GSK-3[3, sobrexpresan GSK-3[3
en hipocampo y corteza. En el hipocampo, y especialmente en el giro den-
tado, se observa aumento de la fosforilacion de tau que resulta en localiza-
cion somatodendritica de ésta, disminucién de B-catenina nuclear, muerte
neuronal (evidenciada por TUNEL) y gliosis reactiva.

Ademas, los ratones Tet/GSK-3[ se estan 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
adquisicion, como en la de prueba.

Estos datos apoyan, por tanto, la hip6tesis de que una desregulacion de
GSK-3 puede ser un mediador clave en la toxicidad iniciada por el péptido
AP extracelular. Posteriores estudios de reversién en los ratones adultos sin-
tomaticos permitiran, ademas, investigar la posible reversion 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 neuropatologia son esenciales para la disfun-
cion cognitiva.

Estos ratones ademas permitirdn ensayar la posible utilidad de nuevos
farmacos inhibidores de GSK-3 que estan siendo generados en la actualidad
como posibles agentes terapeuticos para la enfermedad de Alzheimer.
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