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PALABRAS CLAVE Resumen

Enfermedad de Introduccion: La enfermedad de Alexander (AxD) es una leucodistrofia. Su base patoldgica,
Alexander; junto a la pérdida de mielina, es la aparicion de los cuerpos de Rosenthal, que son inclusiones
Mielinizacion; citoplasmaticas en células astrocitarias. Mutaciones en el gen que codifica la GFAP se han iden-
Proteina acidica tificado como una base genética para AxD. Sin embargo, no se conoce el mecanismo por el cual
fibrilar glial; estas variantes producen la enfermedad.

Condroitin sulfato Desarrollo: La hipotesis mas extendida es que AxD se desarrolla por un mecanismo por ganancia
proteoglicano-NG2; de funcion debido al incremento de GFAP. Sin embargo, este mecanismo no explica la pérdida
Epigenética; mielinica, dado que los modelos experimentales que expresan GFAP normal o mutada no gene-
Astrocitos ran alteracion mielinica. En la presente revision se analizan otras posibilidades que permitan

justificar dicha alteracion, como son alteraciones epigenéticas, inflamatorias, la existencia de
células NG2 (+)-GFAP (+) o cambios postraslacionales sobre la GFAP al margen de la mayor
expresion.

Conclusiones: Las diferentes hipotesis analizadas pueden explicar la alteracion de la mielina
que aparece en los pacientes y que pueden presentarse asociadas y abren la posibilidad de
plantear terapéuticas basadas en estos mecanismos.
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Abstract

Introduction: Alexander disease (AxD) is a type of leukodystrophy. Its pathological basis, along
with myelin loss, is the appearance of Rosenthal bodies, which are cytoplasmic inclusions in
astrocytes. Mutations in the gene coding for GFAP have been identified as a genetic basis for
AxD. However, the mechanism by which these variants produce the disease is not understood.
Development: The most widespread hypothesis is that AxD develops when a gain of func-
tion mutation causes an increase in GFAP. However, this mechanism does not explain myelin
loss, given that experimental models in which GFAP expression is normal or mutated do not
exhibit myelin disorders. This review analyses other possibilities that may explain this altera-
tion, such as epigenetic or inflammatory alterations, presence of NG2 (+) — GFAP (+) cells, or
post-translational modifications in GFAP that are unrelated to increased expression.
Conclusions: The different hypotheses analysed here may explain the myelin alteration affec-
ting these patients, and multiple mechanisms may coexist. These theories raise the possibility
of designing therapies based on these mechanisms.

© 2017 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espana, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

La enfermedad de Alexander (AxD) es una leucodistrofia,
descrita por el autor que lleva su nombre en 1949', que
produce una alteracion en la constitucion de la mielina.
Su base patoldgica, junto con la pérdida de mielina, es la
aparicion de los cuerpos de Rosenthal?, unas inclusiones
citoplasmaticas en células de estirpe glial, que también han
sido descritas en determinados gliomas. Estas inclusiones
estan constituidas por proteina glial fibrilar acida (GFAP),
a-B-cristalina y la proteina HSP27%“, aunque también se han
hallado otras proteinas, como vimentina, p62 o plectina’.
Desde el punto de vista clinico, la enfermedad tiene 3
formas, infantil, juvenil y adulta, siendo la primera de
peor pronostico®?. Las mutaciones en el gen que codifica la
GFAP se han identificado como una base genética para AxD.
Estas mutaciones se basan en cambios en 32 nucledticos
especificos y aparecen tanto en casos familiares como
esporadicos®'®. Sin embargo, no se conoce cémo estas
mutaciones sobre el gen que codifica la GFAP pueden
conducir a la agregacion de la GFAP en los astrocitos del
paciente, asi como la forma en que la GFAP que expresan
astrocitos contribuye a la clinica de los pacientes y espe-
cialmente por qué mecanismo se puede producir la pérdida
mielinica. La pérdida mielinica es basica en la enfermedad,
que presenta un cuadro radiologico caracteristico con
desmielinizacion periventricular'' que, en los casos de
mayor supervivencia, llega a ser muy intensa, afectando a
practicamente toda la sustancia blanca'?.

La GFAP, aislada y caracterizada por Eng en 19693, es un
componente de los filamentos intermedios que se encuen-
tra en los astrocitos junto con vimentina y nestina. Estos
filamentos, aunque contribuyen en la estructura de los astro-
citos y forman el citoesqueleto junto con los microtibulos
y los microfilamentos, tienen una funciéon importante en la
transmision de sefales. La GFAP también esta presente en
otras células del CNS, como son las células ependimarias, las
células de Schwann que no producen mielina en el sistema
nervioso periférico y las células de glia entérica, como parte
del sistema nervioso entérico.

La GFAP esta codificada por un solo gen que se halla en
cromosoma humano 17g21, que tiene 9 exones. Existen al
menos 10 isoformas que se generan como consecuencia de
la seleccion alternativa de la union de mRNA y la sefal de
poliadenilacion' "7, La GFAP-a (isoforma 1) es la isoforma
predominante en el cerebro y la médula espinal, pero tam-
bién se presenta en SNP y tiene los clasicos 432 residuos con
el pleno uso de los 9 exones. La GFAP-3 o GFAP-¢ (isoforma
2) se expresa preferentemente por astrocitos presentes en
nichos neurogénicos, como en la zona subventricular y el
hipocampo. La GFAP-3 incluye el uso de un intrén antes
del exdn-8 y tiene c-terminal alternativo y 431 residuos. La
expresion de GFAP-3 se produce en astrocitos reactivos en
patologia, como en epilepsia, enfermedad de Alzheimer o
gliomas. Las demas variantes son menos frecuentes, pero
estan recibiendo gran atencion, porque algunas de ellas se
han relacionado con enfermedades neurodegenerativas'® .

La produccion de mielina se realiza a partir de los oligo-
dendrocitos (OL) y es un proceso dinamico que precisa de
3 cambios necesarios: que haya células precursoras de OL
(OPC) presentes en el lugar desmielinizado, que se modifi-
que su forma y que se produzcan cambios en su membranay
un microambiente adecuado. Las OPC son formas inmaduras
de OL que tras el desarrollo embrionario ain permanecen
en el cerebro adulto, constituyendo entre el 5 y el 8% de
la poblacion de células gliales en el SNC? y contribuyen a
la renovacion de la vaina de mielina, diferenciandose a lo
largo de la vida adulta. Estas células OPC pueden expresar
algunas proteinas, como son Olig2 o NG2, que las diferencia.
Para que exista una mielinizacion no deben existir unas con-
diciones que la impidan, como el hecho de que las propias
proteinas mielinicas producidas y acumuladas como conse-
cuencia de la desmielinizacion la impiden a través de la vias
de seializacion de la proteina cinasa C (PKC) o, del receptor
Nogo 1 o la proteina que interactla Lingo-1 (Nogo recep-
tor interacting protein-1)?"-22, asi como las semaforinas que
desempeian también un papel importante en la regula-
cion de la remielinizacion?®. En consecuencia, para poder
entender la pérdida mielinica que aparece en los pacientes
con AxD, deberiamos considerar mecanismos que pudieran
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intervenir en al menos cuatro niveles?*: 1) no se generan OPC
o0 no sobreviven; 2) no existen estimulos que favorezcan la
maduracion de los OL; 3) existen factores inhibitorios locales
que evitan la produccion de mielina, o 4) existen alteracio-
nes axonales que no son adecuadas para que el axén permita
la mielinizacion. En esta revision, se analizaran potenciales
hipdtesis que podrian justificar la alteracion de la mielina
en los pacientes con AxD.

El mecanismo de ganancia de funcién de la
proteina acidica fibrilar glial

Messing y su grupo han defendido que AxD se produce por el
acumulo de GFAP en astrocitos y que la elevacion de la pro-
teina es dafina, tanto la forma mutada como la no mutada??,
por lo que han planteado un mecanismo de ganancia de
funcion, similar al que se ha propuesto en otras enfer-
medades neurodegenerativas, como en las formas SOD1
dependientes de la esclerosis lateral amiotréfica’®, aunque
este mecanismo empieza a estar en discusion?’. La GFAP
se agregaria secuestrando las proteinas HSP 27, catepsina
y a-B-cristalina, lo que tras una fosforilizacion y unién a
ubiquitina generaria los cuerpos de Rosenthal y ello desen-
cadenaria la lesion astrocitaria’®, a la vez que la activacion
de vias de respuesta al estrés en estos astrocitos?®*°, como
la activacion de la JMKy p383". La disminucion de la degrada-
cion de la GFAP puede estar relacionada con la disminucion
de la actividad proteosémica. Para estos autores®?, dado que
la GFAP tiene una vida media larga in vivo, interferiria en la
degradacion proteica de la célula de forma prolongada, lo
que contribuiria aun mas al acumulo de GFAP*3. Esta hipdte-
sis ha generado un numero muy importante de experimentos
y modelos, especialmente en ratones que hiperexpresan
tanto la GFAP mutada como normal. Tanaka et al.>* han
publicado como la produccion de un raton transgénico que
tiene cargada la mutacion R239H. Messing y su grupo han
descrito 2 modelos con ratones que reproduce las fibras
de Rosenthal y el acumulo de proteina. A través de estos
modelos se ha conseguido una importante informacion sobre
qué mecanismos se desarrollan como consecuencia del acu-
mulo de GFAP*“°, Asimismo, se ha tratado de correlacionar
el prondstico de la enfermedad con la determinacion de
GFAP en el liquido cefalorraquideo*'. El principal problema
de esta hipdtesis es que no se genera desmielinizacion®
(fig. 1 A). Otra cuestion que limita esta hipotesis es que en
los gliomas que presentan acimulo de GFAP y que desarro-
llan fibras de Rosenthal tampoco hay perdida mielinica, de
forma que existe una duda razonable sobre que el aumento
de GFAP puede, por si solo, explicar la enfermedad.

La alteracion epigenética sobre la
transcripcion

Los niveles de expresion de GFAP estan controlados por la
actividad del promotor del gen de GFAP, un proceso que
depende en gran medida de modificaciones epigenéticas.
Durante la iniciacion de la astrogénesis en células madre
neurales, la desmetilacion del promotor de GFAP activa la

transcripcion de GFAP***¢ de forma que la acetilacién de
histonas controla la expresion de GFAP en la diferenciacion
de las NSC, dependiendo del estado de diferenciacion de la
célula?’®. El estado de acetilacion de las proteinas histo-
nas esta regulado por las enzimas histona acetilasa e histona
desacetilasa (HDAC). Kanski et al.*’ han demostrado que la
acetilacion de histonas en astrocitos es un importante regu-
lador de la transcripcion, asi como del splicing alternativo
de GFAP. La inhibicion de HDAC reduce significativamente
la expresion de GFAP en astrocitos humanos primarios, asi
como en células de astrocitoma. Este mecanismo es rele-
vante, ya que la inhibicion de HDAC modifica la proporcion
entre la transcripcion alternativa GFAP-8 y la isoférmica
constitutiva GFAP-a a favor de la expresion de GFAP-3, lo
que se modifica durante la diferenciacion hacia células de
estirpe astrocitaria o oligodendrocitica. En este sentido, la
inhibicion de la actividad HDAC modifica la estructura de
los filamentos de GFAP en la célula, tanto en su exten-
sion, localizacion y grado de agregacion. Diferentes estudios
han mostrado que las modificaciones en la agregacion de
la GFAP pueden asociarse a alteraciones en la diferencia-
cién en leucodistrofias®® 2, asociandose a diferencias en la
expresion de GFAP-3. Un paciente con AxD, con una muta-
cion en el gen GFAP y una mutacion en el gen HDAC6, se
asoci6 con un fenotipo mas grave de la enfermedad®® y con
una actividad reducida de HDAC6. La hipotesis de estos auto-
res permitiria, en consecuencia, explicar como en la AxD
existiria en acimulo de GFAP y alteraciones en la diferencia-
cion oligodendrocitaria que explicarian la pérdida de mielina
(fig. 1 B).

El mecanismo inflamatorio

Olabarria et al. han indicado que AxD podria estar mediada
por un mecanismo inflamatorio®. En la esclerosis multiple
y en la neuromielitis dptica existe una desmielinizacion y
su origen es inmunitario, y atribuido en parte a mecanismos
inflamatorios y al incremento de citocinas proinflamatorias.
Kondo et al.”® han estudiado células madre pluripotentes
inducidas (iPSC), obtenidas de 3 pacientes AxD, con diferen-
tes mutaciones del gen de la GFAP. Los astrocitos derivados
de AxD iPSC mostraron agregados citoplasmaticos positivos
a GFAP, como las fibras de Rosenthal, pero también mostra-
ron una liberacion alterada de citocinas. Algunos articulos
han descrito la infiltracion linfocitica o la activacion micro-
glial en el cerebro de pacientes con AxD>®°7, aunque no de
forma excesivamente importante. Estos autores han estu-
diado la expresion de citocinas en modelo de ratones por
sobrexpresion de GFAP y en ratones heterocigotos para la
mutacion R236H de GFAP, detectando la respuesta inflamato-
ria. Las iPSC procedentes de los pacientes con AxD mostraron
un incremento de citocinas proinflamatorias, como GM-CSF,
IL-5, IL-6 y factor de necrosis tumoral-a. Asimismo, se ha
sefalado que la molécula de GFAP puede ser deaminada®
y, en ese caso, se ha observado que podria evocar una
respuesta autoinmune®. Por todo ello, estos autores han
indicado que un proceso neuroinflamatorio puede estar invo-
lucrado en la patogénesis de AxD y que la pérdida mielinica
podria tener un mecanismo inmunitario, como ocurre en la
esclerosis multiple (fig. 1 C).
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alteracion epigenética sobre la transcripcion. C) El mecanismo inflamatorio. D) Las células GPAP (+)/NG2 (+). E) Las alteraciones

postranscripcionales de la GFAP.

Las células GPAP (+)/NG2 (+)

Las células gliales NG2 (+)®%¢") también llamadas

sinantocitos®” o polidendrocitos®®, representan el 8-9%
de las células en la sustancia blanca y el 2-3% de las células
de la sustancia gris®*, y fueron inicialmente identificadas
como células progenitoras Olig 2%, ya que se diferenciaban
en OL®*79, En realidad, son OPC capaces de recibir entrada
sinaptica que puede regular su destino celular. Estas células
también pueden extender los procesos al nodo de Ranvier
y pueden transformarse en astrocitos reactivos en condi-
ciones patoldgicas y en cultivos celulares’’”2. Representan,
por tanto, un estadio de transicion entre los OL y los
astrocitos’?. Existen células NG-2 (+) con GFAP (+) en deter-
minadas situaciones patologicas, como en el area que rodea

la desmielinizacion en esclerosis multiple’4, y también
se han descrito la presencia de GFAP (+) en células de
estirpe oligodendrocitaria en leucodistrofias, alteraciones
mielinicas de origen viral o inmunitario’>””. En el ratén que
hiperexpresa GFAP mutada, se han hallado alteraciones en la
neurogénesis hipocampica’®. El grupo del que forman parte
los autores de este articulo han coincidido en este hallazgo
en un modelo celular tras la transfeccion de mutaciones
de AxD”°. La expresion de GFAP en las células de Schwann
genera que estas células se comporten funcionalmente como
astrocitos y no generen mielina?®. La expresion de GFAP se
ha hallado en células del linaje oligodendroglial en fases ini-
ciales y la expresion de NG2 en células que se diferenciaran
a astrocitos®'#, y la coexistencia de GFAP (+)/NG-2 (+) en
células hace muy dificil sefalar si es un OL o un astrocito. El



530

U. Gomez-Pinedo et al.

trasplante de células OPC en el SNC sin glia genera simulta-
neamente OL y astrocitos®. La persistencia de GFAP (+) en
células que deberian diferenciarse hacia la estirpe oligoden-
drocitaria justificaria el acimulo de la proteina y la ausencia
de generacion de mielina (fig. 1 D). Es muy probable que
la persistencia de GFAP (+) en células NG2 (+) y, en conse-
cuencia, en la direccion a una estirpe pueda depender de la
isoforma de GFAP o de factores relacionados con el microam-
biente en que se desarrolla el proceso de maduracion.

Las alteraciones postranscripcionales de la
GFAP

Los astrocitos son células altamente secretoras de facto-
res tréficos®®, algunos de ellos influyen en la mielinizacion.
En algunos modelos experimentales se ha demostrado que
BDNF influye en la proliferacion y remielinizacion® -8 y
es posible que la interaccion astrocito-OL sea esencial en
la generacidon de mielina®*°. Los experimentos de cultivo
celular proporcionan evidencia directa de que el BDNF astro-
citico promueve la maduracion de OPC y los datos in vivo
muestran que los ratones transgénicos con baja regulacion
de BDNF en astrocitos presentan menos oligodendrogéne-
sis. Otros factores de crecimiento, como CNTF,’" FGF, TGF
B o GDNF, asi como receptores nucleares, pueden modifi-
car la activacion de la transcripcion del gen de la GFAP?Z,
Yang y Wang han revisado exhaustivamente y han llamado
la atencion de la complejidad de los mecanismos que se
desarrollan tras la transcripcion de la GFAP?3. La GFAP esta
sometida a una serie de modificaciones postraduccionales,
altamente regulada por las proteinas cinasas, de forma que
modificaciones especificas sobre la propia molécula, debi-
das a cambios genéticos o al microambiente, pueden influir
en funcion de los astrocitos y podrian intervenir en la mie-
linizacion (fig. 1 E).

Conclusion

El mecanismo de ganancia de funcion permitia albergar
esperanzas del hallazgo de un farmaco que, descendiendo
la expresion de GFAP, produjera la mejora de los pacientes.
En este sentido, la bUsqueda de una terapéutica poten-
cialmente efectiva, a través de modelos celulares o en los
ratones que hiperexpresan GFAP, ha sido intensa’®. La
cuestion basica es que si los cambios producidos por el
aumento de GFAP, aunque sean deletéreos, son secundarios,
estas terapéuticas serian sintomaticas, y en una enferme-
dad que probablemente se inicia durante el desarrollo o en
el periodo neonatal serian insuficientes.

Las diferentes hipotesis planteadas pueden explicar la
alteracion de la mielina que aparece en los pacientes y
que debe ser relevante y algunas de ellas pueden presen-
tarse relacionadas. La posibilidad de utilizar terapéuticas
que modifiquen los mecanismos epigenéticos’® parece muy
razonable y de enorme vigencia, y ya se estan realizando
ensayos clinicos en el cancer”. Asimismo, la actuacion sobre
la diferenciacion de las células inmaduras hacia las estirpes

astrocitaria y oligodendrocitaria podria plantearse como una
linea potencialmente terapéutica.
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