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Abstracto

Este libro ofrece un repaso comprensivo de la enfermedad de Alexander, una enfermedad
neuroldgica extrafia y devastadora que a menudo afecta la materia blanca del cerebro y Ia
médula espinal.

Su neuropatologia distintiva consiste en fibras de Rosenthal abundantes en astrocitos
(uno de los cuatro tipos principales de células en el sistema nervioso central). Casi todos los
casos son causados por una variante en el gen que codifica para la proteina de filamento
intermedio GFAP, pero no se entiende bien cdémo esos cambios en GFAP llevan a las
manifestaciones de la enfermedad.

Los astrocitos, aunque fueron descubiertos hace mas de un siglo, también son un
misterio. Exhiben une diversidad considerable, desafian definicion precisa, y aun asi regulan
muchos aspectos del funcionamiento del sistema nervioso.

También tenemos un entendimiento incompleto de las fibras de Rosenthal, estructuras
extrafnas que contienen GFAP como uno de sus muchos componentes. Se desconoce si son
protectoras o toxicas. Ademas, las fibras de Rosenthal no son Unicas de la enfermedad de
Alexander, y se ven esporadicamente en una amplia variedad de condiciones, incluyendo
tumores cerebrales y esclerosis multiple.

GFAP es la tercera desconocida. Es una proteina antigua, surgiendo temprano en la
evolucidon de los vertebrados, pero su rol en la biologia normal todavia es motivo de debate.
Aun asi, la enfermedad de Alexander demuestra, sin lugar a duda, que cambiar solo uno de sus
432 aminoacidos puede llevar a catastrofe, no solo en los astrocitos donde se produce el GFAP,
pero también en otras células con las cuales los astrocitos interactian.

A pesar de todas las incégnitas, se ha aprendido mucho en los ultimos 20 anos, y es
tiempo de compartir ese conocimiento. Este libro esta dirigido a pacientes recientemente
diagnosticados, familiares, e investigadores no especialistas interesados en esta enfermedad
neuroldgica. Cubre origenes histdricos, el estado de conocimiento actual, y las posibilidades de
lo que esta por venir, con referencias a literatura primaria a lo largo del escrito.
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convulsiones, hidrocefalia, disfagia, disartria, disfonia, ataxia, cifosis, escoliosis, mioclonia
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dominante, mosaicismo germinal, expresividad, penetrancia, células madre neuronales, células
madre pluripotente inducidas, transgénico, estrés oxidativo, proteasoma, autofagia



Contenido

Introduccion

1. Historia y Conceptos Clasicos (La Era Pre-Genética)

1.1 El Primer Caso y la Historia TEMPrana ......ceeeeveiveeee e cteeeereesreersesseeseeeneesensenns 1
1.2 ¢Qué son las Fibras de Rosenthal? ... e e 2
1.3 CQUE SON [0S ASTIOCITOS? ..oeuvierietiicie ettt ettt ettt b et seraensenean 4
1.4 Espectro Clinico de la Enfermedad de Alexander alrededor del 2001 .............. 6
1.5 Criteria de Diagndstico con Resonancia Magnética..........ceceveveevereneiecenenennns 8
1.6 Caracteristicas de 1a PODIACION .......c..cvviiveieiieeece e e 10
2. Genética de la Enfermedad de Alexander
2.1 Descubrimiento Inicial de GFAP y su Impacto en Neurociencia y
N =IO o] oF= o] o} - - T U SRS 11
2.2 Conexion a la Enfermedad de Alexander ........cvveeeieeeieieceeceere e 13
2.3 Resumen de Genética ACTUAl ... ceie et e 15
2.4 ¢Qué Tal los Pacientes de la Enfermedad de Alexander cuya Secuencia
de GFAP €5 NOIMAI? ...ttt sttt e e e e se e s s e s e e e srn e s enraees 19
2.5 Problemas en Consejeria GENEALICA ....cvvvvceeereviereeriries e e 20
3. Expansion de Fenotipo Clinico y Otras Brechas en Entendimiento
3.1 Sistemas de ClasifiCacion ........cccocceieieisice et st st s 25
3.2 ¢La Enfermedad de Alexander Siempre Envuelve Anormalidades de Materia
BIANCA? e ettt et et e et ae e te et st ere st eaeere st s 26
3.3 ¢La Discapacidad Intelectual en la Enfermedad de Alexander Unica? .......... 26
3.4 La Necesidad de Estudios de Historia Natural de la Enfermedad de
N L= T o Lo L= TSR 27
3.5 Conceptos Errédneos Comunes de la Literatura Temprana .....cccccceeceeeerecveevennns 29
3.6 Brechas en el Entendimiento del Fenotipo CHNICO .....ccceeeeveeeivievicicee e, 29
4. Mecanismos de la Enfermedad
4.1 GFAP Y EVOIUCION .ttt ettt ettt st st st sresaesae st sa saestesneean 31
4.2 Otros Tipos de Células También Expresan GFAP — iTambién son Afectadas?. 32
4.3 Comparasiones con Desdrdenes de Otros Filamentos Intermedios ................. 32
4.4 Sistemas Modelo para EStUIo .....ccceeuveieceeceece et 34
4.4.1 Sistemas Libres de CEIUIAS .......oveveeiicene ettt eer e 34
4.4.2  CUltivo de CAIUIAS ...ueeveeierietieteeeece ettt e r b e 35
4.4.3 ¢la Enfermedad de Alexander Ocurre en Otras Especies de
ANIMAIES? et st et e see s e et et r e s 37
4.4.4 Modelos de Animales DiSeNadOsS .......cceceeeeereereceeieeeereeeecee e ete e eeeeens 38

4.5 iComo las Variantes de GFAP Causan la Enfermedad? ....ooccveeveeveviveveeivnerinen. 40



4.6 ¢Se Pierden ASTIrOCITOS? .oovuiiieieceeeece ettt ettt sae s esaeeraenes 44
4.7 ¢Son las Fibras de Rosenthal Téxicas para [0s Astrocitos? ........cceeveveeeeereennene. 44
4.8 ¢Podria Alguien Tener la Enfermedad de Alexander sin Fibras de Rosenthal?

...................................................................................................................................... 45

4.9 ¢Podria Alguien Tener Fibras de Rosenthal sin la Enfermedad de Alexander?
...................................................................................................................................... 45

4.10 ¢Qué Tiene en Comun la Enfermedad de Alexander con Otros
DesOrdenes NEeUIOIOZICOS?....ccccuuuieeieiieiiitieeeeeeteee e e e e e erree e e s e sbae e e e e s saeeaeeeeenes 46
5. En Busca de Tratamientos
5.1 MELOAOS PASAUOS ...cvveeeieieitieiee ettt ettt e et steeetbe e saesebbesanesbesenanesre e 48
5.2 1dEas d& GENEALICA ...uiverieeeeeete ettt ettt steete e eeeesaessesses e sbesnnennens 48
5.2.1 0B = CriSTaliNg couee ettt et sttt et eb e sae b 48
5.2.2 N2 ettt ettt st sttt st st a e e st e e e e et raerans 49
5.3 Pruebas de Candidatos Especificos de Medicamentos ..........ccccceevvecececiencrinnenes 49
5.4 Pruebas Imparciales de Medicamentos .........cccceeveevevevereesene e e 51
5.5 Terapia anti-SENTIAO ...ocvcieeeceece et et et s s ee e sr e e e sae e e 51
5.6 ¢Hay algun Rol para las Células Madre y Transplante de Células? .................... 52
6. Conclusiones

6.1 Variabilidad — ¢Por qué es la Enfermedad Severa en Algunos, y Mas leve en
L@ 4 o L3 TSSO 54
6.1.1 Modificadores AMBIENTAIES .......coveviiiiviree e 54
6.1.2 Modificadores GENELICOS .......cevureeercire ettt et e 55
6.2 ¢Podemos Curar la Enfermedad de Alexander? .........vieecnceneire e evvenvenns 55
Otros Recursos Y OrganiZACIONES ....ccceeecceeevieieieieiieeeeseeeicteessaeesseaeesressnes essesesneesssesssssessnsannns 57
FAY =g To [Tl g 11T 0 o Ly OO SRSTRRP 58
RETEIENCIAS .vvvvvetreeteieeecte ettt e sreeteereee b aeb s et besbesbesbeansanssesaessesben shesbeansenssesaesaennnesesteons 59
APENAICE 2021 ettt e ee e et e e et ee b e s e s teste st eebaesbense e e e stesteereeestesbennee s aaeetesnenrenes 80
GlOSANIO eveevieeteeiceecte ettt et e et ees e et e e b bes sheeteete sesbenbe s essesbesbesasensers bensansensestesteane senbentennes 85
BIOZrafia d@I AULON ...ttt ettt ettt et et st et steste et stesae e e sae e nnans 89

Biografia de 12 tradUCTONA ......couveviiiiieececte ettt ettt e e eer e s e snesae e 90



Introduccion

La mayoria de los individuos o familias, al ser confrontados con la posibilidad de que ellos o
algun miembro de la familia podrian tener la enfermedad de Alexander, estan faltos de
informacién confiable. Ellos (y en ocasiones sus médicos) nunca han escuchado de la condicién.
La proliferacion de fuentes dudosas en el internet solo ha creado multiples oportunidades para
confusion. A esto se le aflade la realidad de que las personas enfrentan la dificultad de digerir
un vocabulario completamente nuevo que potencialmente lleva prondsticos atemorizantes
acerca de su futuro.

El propésito de este libro es ofrecer un repaso relativamente comprensivo de la
enfermedad de Alexander, escrito para una audiencia general, que cubre origenes histéricos, el
estado de conocimiento actual, y los prospectos de lo que esta por venir. A través del libro, se
incluyen referencias a literatura primaria para aquellos interesados en leer las fuentes
originales. Ya que los tratamientos representan un area de interés evidente, una descripcion de
ambos, intentos pasados e investigaciones actuales en este tema son incluidas. Por ejemplo,
varios tratamientos experimentales han sido reportados (o estan bajo desarrollo) que intentan
enfocarse en los mecanismos basicos de la enfermedad. Sin embargo, un area que no ha sido
cubierta es el tratamiento “sintomdatico” — que se refiere a cdmo los doctores trabajan con
problemas especificos (como convulsiones, o vomitos, entre otros) usando terapias
convencionales (incluyendo sonda gastrica para nutricion, anticonvulsivos para las
convulsiones, entre otras intervenciones). Estrategias de tratamientos sintomaticos, por
definicion, son especificas para los sintomas y no para la enfermedad, asi que no son uUnicos en
como son utilizados para la enfermedad de Alexander.



Capitulo 1
Historia y Conceptos Clasicos (La Era Pre-Genética)

1.1 EL PRIMER CASO Y LA HISTORIA TEMPRANA

En octubre del 1947, un nifio de 15 meses de nacido llegd al Hospital de London en el Reino Unido
con un historial de 8 meses de macrocefalia (cabeza agrandada) que se ponia peor
progresivamente, y sin alcanzar etapas de desarrollo (como sentarse) que notaron empezar a los
8 meses de edad. Habia comenzado a estar cada vez mas irritable durante los meses mas
recientes, con vomitos y una convulsién (los ultimos problemas posiblemente debido a la
hidrocefalia y aumento en presién craneal). Casi inmediatamente desarrollé una fiebre, luego
sufrié una serie de complicaciones, y murié tres semanas mas tarde de una obstruccién del flujo
de sangre a los pulmones. Se practicé una autopsia, y el cerebro fue preservado en un fijador
para esperar mas estudios.

Al poco tiempo después, bajo el consejo de Dorothy Russell (jefa de neuropatologia en el
Hospital de London y una de las lideres en neuropatologia de su generacién), un joven
neuropatologo llamado W. Stewart Alexander (Figura 1) fue asignado a investigar la patologia en

: el cerebro del nifio. Alexander era un fisiatra de Nueva Zelanda
quien recibié su grado de medicina en la Escuela de Medicina
de Otago en el 1942. Luego de un entrenamiento inicial en
patologia y neuropatologia, primero en Nueva Zelanda y luego
en Toronto, recibi6 una subvencion de la Fundacién
Rockefeller que le permitid pasar del 1942 al 1943 en Londres
estudiando con Russell.

Figura 1. W. Stewart Alexander (1919-2013).
Fotografia cortesia del “Senior Medical Staff
Archive” Hospital de Wellington (Nueva Zelanda):
https.// www.ccdhb.org.nz/about-us/history/well

La descripcion del caso segln Alexander, reportada en la edicidn de septiembre del 1949
de la revista Brain, fue destacable en varios aspectos (Alexander, 1949). Proveyd una descripcion
exhaustiva, usando técnicas de microscopia de luz, del cambio dramatico presente en el cerebro.
Particularmente notable eran los “cuerpos” irregulares dentro de los procesos celulares de los
astrocitos, especialmente prominente en la materia blanca y alrededor de vasos sanguineos, en
ambos el cerebro y la espina dorsal. A pesar de que Alexander no se refiridé a estas estructuras
peculiares por un nombre especifico, neuropatoélogos subsecuentes las reconocieron como fibras
de Rosenthal. Dada la clasificacion de esta enfermedad como leucodistrofia, es interesante que
anormalidades en la mielina fueran relativamente leves. Este reporte fijé un estandar para la
descripcién detallada y certera de la enfermedad que luego llevaria el nombre de Alexander.



Para el final de los 1950, aparecieron cuatro reportes adicionales en la literatura médica
describiendo pacientes con desarrollo temprano de sintomas neurolégicos y los mismos rasgos
distintivos luego de una examinacidon neuropatolégica (por ejemplo, “depdsitos” extensos y
abundantes, junto a grados variados de cambios en la materia blanca) (Stevenson and Vogel,
1952; Crome, 1953; Wohlwill et al., 1959; Vogel and Hallervorden, 1962). Vogel (1962) identifico
los “depdsitos” caracteristicos como fibras de Rosenthal. Comenzando con el reporte inicial de
Alexander, los titulos de estos escritos utilizaron un conjunto creativo de terminologia descriptiva
pero compleja: degeneracion fibrinoide de astrocitos (Alexander, 1949), megaloencefalia con
panneuropatia hialina (Crome, 1953), leucodistrofia dismielinogénica con megaloencefalia
(Wohlwill et al., 1959). En el 1964, Reinhard Friede de la Universidad de Michigan reportd el sexto
caso, y propuso que todos estos pacientes realmente tenian la misma enfermedad (Friede, 1964)
— también recomendd nombrar la condicidn como quien la descubrid, Alexander.

Muchas paginas web contintan utilizando terminologia antigua como sinénimos de la
enfermedad de Alexander, pero esos términos no se han estado utilizando desde hace muchas
décadas y su Unica utilidad actual es para leer literatura temprana.

1.2 ¢éQUE SON LAS FIBRAS DE ROSENTHAL?

Como se menciond anteriormente, el rasgo distintivo de la enfermedad de Alexander es la
presencia de fibras de Rosenthal en el cuerpo de la célula (es decir, justo alrededor del nucleo) y
procesos de astrocitos. Estas estructuras anormales fueron nombradas tras Werner Rosenthal
(Figura 2), el neuropatélogo alemdn quien primero las describid en el siglo 19 (ja los 28 afios de
edad!) en un paciente con una malformacién en la espina dorsal (Rosenthal, 1898). Son
facilmente reconocibles por neuropatdélogos expertos por su apariencia y afinidad por ciertos
tipos de tintes histolégicos en secciones de tejido convencional vistos bajo un microscopio de luz.
Al ser vistos a una magnificacién aun mayor, por microscopia electrdénica, contienen un centro
gue es oscuro e irregular, integrado a una matriz de filamentos intermedios de apariencia normal
(Figura 3).

Figura 2 (Panel izquierdo): Fotografia
de Werner Rosenthal (1870-1942).
Imagen de dominio publico.

Figura 3 (Panel derecho): Fibras de
Rosenthal segun vistas por (A)
microscopia de luz (estructuras
globulares rojo brillante rodeando una
vena [v]), y (B) microscopia electrénica
(flechas). Figura reimpresa de (Messing
et al., 2012), usada con permiso.




La composicion de las fibras de Rosenthal es compleja, y consiste en una mezcla de
diferentes proteinas, incluyendo filamentos intermedios (como GFAP) y otras proteinas
normalmente asociadas a los filamentos. Un corto listado de estos componentes se muestra
abajo en la Tabla 1 (presentado en orden alfabético y no en orden de abundancia).

Tabla 1: Lista de componentes/proteinas de fibras de Rosenthal
PROTEINA TIPO REFERENCIA
oB-cristalina Proteina de choque térmico, (Iwaki et al., 1989)
respuesta a estrés, regula el
ensamblaje de filamentos
intermedios

c-Jun Factor de transcripcién (Tang et al., 2006)

ciclina D2 Controla la division celular (Heaven et al, 2016)
GFAP Filamento intermedio (Johnson and Bettica, 1989)
Hsp27 Proteina de choque térmico, (Perng et al., 2006)
respuesta a estrés
p62 Podria regular la degradacion (zatloukal et al., 2002)
y otras partes de la respuesta
a estrés
plectina Regula el ensamblaje de (Tian et al., 2006)
filamentos intermedios

Proteosoma 20S Via de degradacién celular (Tang et al., 2010)
sinemina Filamentos intermedios (Pekny et al., 2014)

ubiquitina Via de degradacion celular (Lowe at al. 1988)
vimentina Filamento intermedio (Heaven et al., 2016)

El laboratorio de Michael Brenner en la Universidad de Alabama-Birmingham recientemente
intentd desarrollar un catalogo comprensivo de las proteinas contenidas en fibras de Rosenthal.
Estos esfuerzos llevaron a la identificacion de varios componentes nuevos, particularmente
ciclina D2 (Heaven et al., 2012). Estos experimentos se complicaron por la dificultad de aislar
fibras de Rosenthal libres de otros contaminantes celulares. Por otra parte, mientras las fibras de
Rosenthal son la caracteristica definitiva de la enfermedad de Alexander, es importante notar
gue tenemos poco conocimiento acerca de la importancia de su funcién (vea el capitulo 4 en
Mecanismos de Enfermedad).

En adicién, cabe sefialar que las fibras de Rosenthal no son Unicas a la enfermedad de
Alexander, y se han visto esporadicamente en una variedad de condiciones como algunos tipos
de tumores cerebrales (astrocitoma pilocitico), esclerosis multiple, y otras enfermedades
neurodegenerativas (Wippold et al. 2006). Un rasgo comun en todos estos casos podria
simplemente ser la respuesta reactiva de astrocitos, también conocida como “gliosis”, que
acompafia casi todo tipo de lesién o enfermedad del sistema nervioso central. Uno de los rasgos
cardinales de gliosis es el aumento en produccién de GFAP en astrocitos, y una hipdtesis para
explicar la formacion de fibras de Rosenthal es que existe un limite tdxico sobre el cual las células



no son capaces de manejar el exceso de proteina, lo que lleva a los agregados (Messing et al.,
2012a).

1.3 ¢QUE SON LOS ASTROCITOS?

ASTROCYTES

Los astrocitos son uno de los cuatro tipos principales de
células en el sistema nervioso central (es decir, cerebro y
espina dorsal) de animales vertebrados. Existen junto a
neuronas, oligodendrocitos (los cuales forman mielina), y
microglia (los cuales son similares, pero no idénticos a los
macroéfagos). Los astrocitos fueron definidos por primera
vez por histélogos clasicos a finales del siglo 19 y principios
del siglo 20 basados en su afinidad por cientos tintes y forma
celular distintiva, con extensiones “como estrellas”
(también llamadas procesos) que a menudo irradiaban
desde un cuerpo celular central (donde reside el ntcleo), y
por tanto el origen de su nombre (usado por primera vez por

Mihaly Lenhossék, un anatomista hungaro, en el 1985). Los  Figyrqg 4: Dibujos tempranos de
primeros anatomistas atribuyeron funciones estructurales  giferentes tipos de astrocitos
simples a los astrocitos, considerandolos como andamiaje ¢ ¢f cerebro humano. Imagen
inerte que actGa como pega y mantiene a los tejidos unidos.  reimpresa de (Cajal 1909).

Sin embargo, los ultimos veinte afios han presenciado una explosion de conocimiento
nuevo, y los astrocitos ahora son considerados como células dinamicas que activamente regulan
muchos aspectos del funcionamiento del sistema nervioso. Incluso sus rasgos estructurales son
mucho mas complejos de lo imaginado originalmente, con un solo astrocito haciendo contacto
con posiblemente miles o incluso millones de sinapsis entre neuronas para comunicacién
(Oberheim et al., 2009). Durante el 2016 solamente, surgieron sobre 3100 publicaciones acerca
de astrocitos, y revisiones profundas aparecieron regularmente en la literatura (Vasile, et al.,
2017). Los astrocitos humanos son mucho mas grandes que los de roedores, con formas mas
complicadas, lo cual podria contribuir al aumento marcado en capacidad cognitiva visto en
primates superiores comparado con otras especies de animales (Figura 5).

Figura 5: Los astrocitos humanos son mds
grandes y tienen mds ramas de procesos
que los astrocitos de ratones. (A) raton;
(B) humano. Figura reimpresa de
(Oberheim et al., 2009), con permiso de la
Sociedad de Neurociencia. Las barras
amarillas representan la escala, cada una
20 micrones de largo.
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Hay un debate persistente acerca de cdmo mejor definir un astrocito, y progresivamente
hemos ido reconociendo que los astrocitos no son una sola poblacién de células, sino que exhiben
una diversidad considerable, pero las consecuencias de esto no son claras (Ben Haim and
Rowitch, 2017). La mayoria, pero no todos los astrocitos contienen GFAP?, la proteina que,
cuando es alterada por cambios en sus genes, causa la enfermedad de Alexander. Un listado
corto de funciones de astrocitos se muestra en la Tabla 2, con solo algunas publicaciones claves
ofrecidas como referencias. Podemos esperar adiciones peridédicas a esta tabla mientras se
descubren propiedades nuevas de estas células versatiles.

1El gen también es llamado GFAP, el cual va en itdlica cuando se refiere a la forma
humana. El nombre completo de la proteina es proteina dcida fibrilar de la glia.

Desde muy temprano en la historia de la neurociencia, se entendia que los astrocitos
cambiaban dramaticamente en respuesta a una lesién o enfermedad. Esta respuesta es
generalmente conocida por los términos “gliosis” o “astrogliosis”, o a veces simplemente como
“astrocitos reactivos”. Por mucho tiempo estos astrocitos reactivos se veian como un detrimento
para la recuperacion, creando una cicatriz glial (analoga a una cicatriz fibrosa en la piel u otras
partes del cuerpo) que forma una barrera mecdnica y actla como un obstaculo para la
recuperacion. Sin embargo, ahora hay evidencia considerable de que la respuesta de astrocitos
combina aspectos tanto beneficiosos como daiiinos, envuelve interacciones complejas con otras
células como microglia, y probablemente varia de condicidn a condicién (Sofroniew and Vinters,
2010; Anderson et al., 2016; Liddelow and Barres, 2017). Estas preguntas estan recibiendo un
interés intenso de la comunidad cientifica. La naturaleza de astrocitos reactivos tendra un rol
importante en nuestro entendimiento de los mecanismos subyacentes de la enfermedad de
Alexander, discutidos en mas detalles en el Capitulo 4 (Mecanismos de Enfermedad).



Tabla 2: Lista corta de funciones de astrocitos durante el desarrollo y en adultos normales.
DESARROLLO
Promueve la formacion de sinapsis

(Christopherson et al., 2005)

Actula como células madre

(Steindler and Laywell, 2003) (Doetsch et al.,
1999)

Promueve mielinizacion

(Camargo et al., 2017) (Ishibashi et al., 2006)

Induce la formacién de la barrera
hematoencefalica

(Abbott, 2002)

ADULTO NORMAL

Controla alimentacién

Chen et al., 2016) (Garcia-Caceres et al.,
2016)

Controla el ritmo respiratorio

(Gourine et al., 2010)

Apoyo metabdlico para neuronas

(Suzuki et al., 2011)

Mantiene el nUmero sinaptico

(Chung et al., 2013)

Regula niveles de glutamato

(Coulter and Eid, 2012)

Regula niveles de potasio

(Wang et al., 2012)

Modula el suefio (Haydon, 2017)
(MacVicar and Newman, 2015) (McConnell et
al., 2017)

(Araque et al., 1999)

Controla el flujo de sangre

Modula funcidn sinaptica

1.4 ESPECTRO CLINICO DE LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER ALREDEDOR DEL 2001

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad de Alexander son bastante diversas, reflejando la
variabilidad en qué partes del cerebro y espina dorsal son mas afectadas. A pesar de que los
primeros seis casos reportados en la literatura eran todos nifios (descritos anteriormente), la
identificacion de fibras de Rosenthal como caracteristica clave de diagndstico rapidamente llevd
a la realizacidn de que existian pacientes con un inicio tardio de sintomas, incluso en la adultez.
En el 1968, Seil et al. reportaron un paciente cuyo primer sintoma obvio fue paralisis temporera
en un brazo, a la edad de 32 afios. El experimentd un deterioro progresivo a través de un periodo
de 15 aios, con problemas que involucraban la visidn, habilidad para caminar, y dolor, y murié a
la edad de 47 afios. En el 1976, Russo et al. propusieron un sistema de clasificacién que todavia
es usado frecuentemente, basado estrictamente en la edad de inicio, y agruparon los pacientes
quienes habian sido publicados hasta entonces como “infantil” (0-2 afios), “juvenil” (7-14 afios),
y “adulto” (>19 afios) (Russo et al., 1976). Mas reciente, Springer (2000) propuso una forma
“neonatal” (inicio durante los primeros meses, y progresion rapida), aunque no es claro si
realmente es fundamentalmente diferente a la forma infantil.

En general, los problemas asociados al inicio infantil incluyen convulsiones, retrasos de
desarrollo de etapas motoras y cognitivas, espasticidad, dificultad en alimentaciéon o vomitos, o
generalmente “fallo en desarrollarse”. A menudo estos nifios tienen cabeza agrandada



(macrocefalia), la cual puede ser reflejo de cerebro agrandado (megaloencefalia) pero también
posiblemente dilatacién del sistema ventricular (hidrocefalia). Algunos problemas podrian ser
secundarios a presioén intracraneal elevada, cuyas causas subyacentes no estan claras, pero a
veces se atribuye a obstruccién del sistema ventricular.

Los problemas asociados con en inicio juvenil nuevamente incluyen problemas con tragar
(disfagia), el habla (disartria), vomitos, y espasticidad. En adicion, estos pacientes a menudo
tienen cambios en la calidad de su voz (disfonia), como ronquera, y dificultades con caminar y
coordinacion (ataxia), al igual que curvatura de la espina (cifosis cuando es hacia el frente,
escoliosis cuando es de lado, y cifoescoliosis cuando es combinada). Los problemas con tragary
vomitos a veces son tan severos que estos nifios desafortunadamente son diagnosticados
erréneamente con anorexia nervosa o sus sintomas son atribuidos a otras causas psiquiatricas
(Goebel et al., 1981; Franzoni et al., 2006; Sreedharan et al., 2007; Niinikoski et al., 2009; Van
Poppel et al., 2009). Como un fisiatra una vez conto:

“Recuerdo mi primer paciente de Alexander de los dias pre-genética. Ella habia sido
tratada erréneamente para anorexia mentalis, y su psicélogo no se dio cuenta de que
tenia dificultades neuroldgicas al tragar. Nunca olvidaré esa pobre nifa y su gratitud al
realizar un diagndstico somatico y detener el maltrato psicolégico.”

Pacientes con inicio en la adultez, en adicion a muchos de los problemas descritos
anteriormente, reportan sintomas relacionados a la disfuncién de su sistema nervioso
autondmico, el cual controla muchos aspectos de nuestras vidas que no estan bajo control
voluntario (de ahi el nombre de esta parte del sistema nervioso). Estos problemas incluyen
dificultad controlando la presidon sanguinea, temperatura corporal (ambas alta y baja),
estrefiimiento, al igual que retencion o incontinencia de orina. En general, la macrocefalia es
raramente vista en el inicio de la enfermedad de Alexander en la adultez (para este tiempo el
craneo se ha endurecido y no expande facilmente), y convulsiones son menos comun que en
pacientes con inicio temprano (ver Tabla 3). Por lo contrario, la mioclonia palatina se reporté en
un tercio de los pacientes con inicio en la adultez (Balbi et al., 2010), pero no ha sido reportado
en inicio temprano. En general, los sintomas experimentados por pacientes con inicio en la
adultez son no-especificos o facilmente confundidos con esos causados por otros desdrdenes
neuroldégicos mucho mds comunes, como esclerosis multiple o la enfermedad de Parkinson.



El entendimiento evolutivo de la enfermedad de Alexander y experiencias con mas
pacientes ha llevado a nuevos sistemas de clasificacion, con implicaciones importantes para la

vida. Estos son descritos en mas detalles en el Capitulo 3, seccién 3.1.

TABLA 3: Prevalencia de ciertos tipos de sintomas en pacientes con inicio infantil vs. Adulto —
resultados de dos estudios.

(Brenner et al., 2009)

(Balbi et al., 2010)

Infantil Adulto Adulto
Total en el grupo 79 12 56
Macrocefalia 52 0 1
Convulsiones 60 0 9
Mioclonia palatina No hay data No hay data 19

1.5 CRITERIA DE DIAGNOSTICO CON RESONANCIA MAGNETICA

En el 2001, Marjo van der Knaap (Figura 6) (Hospital de la Universidad,
Amsterdam) y James Powers (Universidad de Rochester) reportaron
un estudio clave de tres pacientes quienes tenian un diagndstico
probado por autopsia (dos en la categoria infantil, y uno en la juvenil),
comparando los hallazgos radiolégicos con la neuropatologia, vy
propusieron un conjunto de cinco criterios de resonancia magnética
(MRI, por sus siglas en inglés) que podrian considerarse como
diagnodstico para la enfermedad de Alexander (van der Knaap et al.,

2001). Citando el abstracto de la publicacién, estos incluyen:

1. “cambios extensivos de materia blanca cerebral, con

predominancia frontal”
2. “aro periventricular con alta sefial en imagenes ponderadas en

T1y baja sefial en imagenes ponderadas en T2”
3. “anormalidades de los ganglios basales y tdlamo”

E

“anormalidades de tronco encefalico”

Figure 6. Marjo van
der Knaap, 2005.

5. “intensificacién de contraste de estructuras particulares de materia gris y blanca”

Si cuatro de esos cinco criterios eran encontrados en un individuo, seria considerado como
diagnodstico de la enfermedad de Alexander. Note que estos criterios fueron definidos antes del
descubrimiento de GFAP como gen causante, y el surgimiento de andlisis de ADN como
herramienta diagndstica. En la practica actual los resultados de MRI proveen un diagndstico
preliminar, el cual luego se confirma con examenes genéticos (vea mas adelante para mas

informacidn acerca de genética).



Desde la descripcidn de estos rasgos “clasicos”, otros tipos de anormalidades en el MRI
han sido reportados para la enfermedad de Alexander. Especialmente prominente en formas de
inicio de la enfermedad en la adultez es la atrofia (es decir, encogimiento) de la médula, (parte
del tronco encefalico) y espina dorsal cervical (en la region del cuello) (van der Knaap et al., 2006;
Pareyson et al., 2008). Otro rasgo inusual, designado “guirnaldas ventriculares”, fue reportado
en cuatro pacientes con inicio juvenil (van der Knaap et al., 2006), pero esto no ha sido reportado
en mas pacientes. En algunos casos, las anormalidades en el MRI son muy restringidas y “focales”
(Probst et al., 2003), lo cual en ocasiones ha llevado a ser confundido con un diagndstico
alternativo de tumores, como gliomas de tronco encefalico o quiasma 6ptico (Duckett et al.,
1992; Mignot et al., 2009; Van Poppel et al., 2009; Tava- soli et al., 2017). Algunos pacientes
incluso han estado sujetos a terapias para tumores, como radiacién y quimioterapias, antes de
haber determinado un diagndstico de la enfermedad de Alexander (Li et al., 2005). Directrices
especificas para cuando se deben realizar pruebas de GFAP en pacientes con patrones de MRI
“atipicos” o no-clasicos no han sido desarrolladas (van der Knaap et al., 2005; van der Knaap et
al., 2006; Farina et al., 2008).

Ejemplos de MRI que muestran deficiencias en la materia blanca comunes en pacientes
Tipo 1, o el encogimiento del tronco encefdlico o anormalidades focales en el tronco encefalico
comunes en los pacientes Tipo 2 (usando el sistema de clasificacion creado por Prust et al., 2011
— vea adelante en la Seccién 3.1), se muestran en la Figura 7.

Figura 7. (Izquierda) Anormalidades de materia blanca frontal (flechas) en un paciente Tipo |
tipico. (Centro) Encogimiento del tronco encefdlico y medula espinal cervical en un paciente
Tipo Il. (Derecha) Serial de anormalidad focal (flechas) en un paciente Tipo Il. La figura a la
izquierda es reimpresa de (Yang y Prabhu, 2014), con permiso de Elsevier. La figura central
es reimpresa de (Pareyson et al., 2008), con permiso de Oxford University Press. La figura a
la derecha es reimpresa de (Van Poppel et al, 2009) con permiso de John Wiley e hijos.

(las flechas fueron afiadidas)



1.6 CARACTERISTICAS DE LA POBLACION

La enfermedad de Alexander es extremadamente rara, pero nadie sabe exactamente cuan rara
es. No hay tendencia a un género, o predileccion para algun grupo étnico. Nimeros mundiales
altamente citados de “500” o “550” se encuentran en Wikipedia u otras paginas web, pero se
debe destacar que estos no estan basados en datos que se hayan colectado o analizado de
manera sistematica. Se desconoce el nimero total de pacientes de Alexander en el mundo.

Solo se ha realizado un intento de definir el nimero total de pacientes en una poblacién
en un momento determinado (“prevalencia”), por un grupo en Japdn que encuesté a casi todas
las cinicas pediatricas y de neurologia en el pais, preguntandoles si habian visto algun paciente
de Alexander en un periodo de 5 afios (Yoshida et al., 2011a). Luego de corregir por pacientes
gue habian visitado mas de una clinica, y contar como uno a gemelos u otros miembros de
familias en las cuales la enfermedad fue pasada a través de multiples generaciones (un método
cuestionable entre epidemidlogos), llegaron a un total de 35. Corrigiendo por la tasa de respuesta
de la encuesta de 74%, estimaron un total de 47 casos de la enfermedad de Alexander, y ya que
la poblacion total del pais entero se estima a 128 millones, la prevalencia calculada esde 1 en 2.7
millones. Por razones que no fueron especificadas, estos investigadores excluyeron pacientes con
forma “neonatal,” asi que ciertamente la prevalencia es un poco mas alta que la figura dada. Es
interesante que aproximadamente la mitad de estos 35 casos eran de comienzo en la adultez,
contradiciendo la nocion que la enfermedad de Alexander es principalmente una condicion
pediatrica.

Solo existen otros dos estudios relacionados a las caracteristicas de la poblacion, aunque
en vez de incluir casos de todas las edades en sus célculos, intentaron determinar la frecuencia
al nacer (es decir, prevalencia entre nacimientos vivos). Esta diferencia que aparenta ser
insignificante se vuelve importante cuando se trata de una enfermedad que puede causar muerte
temprana, porque nifios severamente afectados van a nacer (y ser capturados por un método)
pero no sobrevivir mucho tiempo (y por tanto se perderian en el otro método).
Sorprendentemente, todos los estudios muestran nimeros similares.

En un estudio, Heim et al. (1997) tabularon todos los pacientes de leucodistrofias vistos
alrededor de un grupo definido de paises de Europa en el 1994, y de 556 pacientes identificaron
a 9 pacientes de Alexander. Sin embargo, no se proveyd suficiente detalle acerca de los individuos
con un diagndstico de Alexander para permitir un calculo acerca de su prevalencia en la poblacién
0 por nacimientos vivos.

En un segundo estudio, Barczykowski et al. (2012) examinaron certificados de defuncién
en once estados de los Estados Unidos en los cuales leyes de registros abiertos permitian dichos
andlisis (California, Connecticut, Kentucky, Massachusetts, Michigan, Minnesota, Montana,
Carolina del Norte, Ohio, Vermont, y Washington). Los certificados de defuncién utilizan un
sistema de codificacion para indicar la causa de muerte, y al buscar esos certificados con el cédigo
E75.2 (no especifico para Alexander, pero a menudo incluyéndolo), los autores reportaron una
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prevalencia de nacimientos de la enfermedad de Alexander infantil en 1 de cada 1.3 millones de
nacimientos.

Capitulo 2
Genética de la Enfermedad de Alexander

La enfermedad de Alexander, en casi todos los pacientes, es causada por pequeios cambios en
el gen que codifica para la proteina conocida como GFAP. Sin embargo, tomé mucho tiempo
llegar a este descubrimiento, y el mismo solo ocurrié gracias al resultado fortuito de un
experimento involucrando ratones genéticamente disefiados a mediados de los 1990 por el autor
(en la Universidad de Wisconsin-Madison) y Michael Brenner (inicialmente en los Institutos
Nacionales de Salud y luego en la Universidad de Alabama-Birmingham). La historia de este
descubrimiento se resume aqui, seguida de un repaso general del estado actual del conocimiento
acerca de la genética de la enfermedad de Alexander.

A pesar de que desde temprano se especulaba que la enfermedad de Alexander era de
origen genético, era muy infrecuente como para realizar un mapeo genético utilizando métodos
convencionales, y pocos genes candidatos se habian sugerido para estudios. De estos, el gen
codificante de aB-cristalina, descubierto como un principal y sorprendente componente de las
fibras de Rosenthal por James Goldman (Universidad de Columbia) (lwaki et al., 1989), fue
secuenciado en dos pacientes, pero se encontro que era normal (Iwaki et al., 1992). En un articulo
de revisidn publicado en el 1988. Becker y Texeira (1988) sugirieron GFAP, también componente
de las fibras de Rosenthal, como un gen candidato, pero aparentemente nunca se le dio
seguimiento a esta idea.

2.1 DESCUBRIMIENTO INICIAL DE GFAP Y SU IMPACTO EN NEUROCIENCIA Y NEUROPATOLOGIA

GFAP (una abreviacion en inglés para Proteina Acida Fibrilar Glial) fue descubierta originalmente
por Lawrence Eng, un joven neuroquimico que trabajaba en el laboratorio de Bruno Gerstl en
Stanford. Eng habia recibido el reto de aislar proteinas de tejidos de pacientes con esclerosis
multiple. Investigaciones anteriores en esclerosis multiples se habian enfocado en lipidos
(substancias grasas), ya que la condicién era vista principalmente como un desorden de mielina
(membrana rica en lipidos que envuelve a los axones de didmetro grande y facilita la conduccidn
de impulsos eléctricos a través del sistema nervioso). Sin embargo, Eng queria estudiar proteinas,
particularmente en las dreas endurecidas del cerebro y la médula espinal llamadas “placas” (de
donde se deriva el término “esclerosis”), y esto requeria la invencidon de nuevos métodos de
aislamiento y purificacion de proteinas. El resultado, primero publicado en una conferencia de la
Sociedad Internacional de Neuroquimica en Mildn, Italia, en 1969, fue la identificacién de una
proteina acidica de aproximadamente 50 kDa en peso molecular, como un principal componente
de estas placas (Eng et al., 1971 (Figuras 8 y 9).
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Figura 8: (Panel izquierdo): Fotografia de Lawrence Eng en la conferencia de la Sociedad
Internacional de Neuroquimica en Mildn, Italia en el 1969.

Figura 9: (Panel derecho): El esquema de purificacion de Eng para aislar proteinas de
tejidos cerebrales de pacientes de esclerosis multiple, llevando a la identificacion de GFAP
(flecha roja, abajo a la derecha). Figura reimpresa de (Eng et al., 2000), con permiso de
SpringNature.

El término “GFAP” fue utilizado por primera vez en un manuscrito publicado por Uyeda y
colegas en el 1972 (Uyeda et al., 1972). Esfuerzos subsecuentes para desarrollar anticuerpos
reactivos especificos para GFAP llevd al descubrimiento de que esta proteina no estaba presente
solo en placas de esclerosis multiple, sino que bajo circunstancias normales también era un
marcador selectivo de astrocitos. La simplicidad de métodos de tincién utilizando anticuerpos
(especialmente comparados con métodos mas antiguos del siglo 19) llevé a la adopcion de
inmunotincion de GFAP como manera de identificar astrocitos en tejidos. GFAP se convirtid en
nombre doméstico en neurociencia clinica y bdsica, sin ningln entendimiento de su funcidn. La
historia inicial de GFAP, desde su descubrimiento a finales de los 1960 hasta su conexién con la
enfermedad de Alexander, esta hermosamente descrita en un repaso por Eng (2000).

Interés adicional en GFAP surgié de literatura antigua en astrocitos y su reaccién a
lesiones, llamado “gliosis” (descrito arriba). A menudo culpados por la falla general de
regeneracion axonal en el sistema nervioso central, las llamadas “cicatrices gliales” fueron el
objeto de muchas investigaciones. El aislamiento de GFAP, y el desarrollo de métodos para medir
sus niveles, llevd al descubrimiento de que GFAP estaba notablemente elevado en astrocitos
reactivos, y a la insinuacién de que el aumento en GFAP impulsa el notable engrandecimiento de
astrocitos que también estaba presente en gliosis (Figura 10). Comenzando en los 1980, habia
esfuerzos en marcha para examinar si prevenir este aumento en GFAP reduciria la gliosis y las
cicatrices gliales, y de alguna forma aumentaria las posibilidades de regeneracién luego de una
lesion.
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Non-reactive astrocytes
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Figure 10: Astrocitos visualizados por tincion para GFAP, en cerebros normales
(izquierda) y lesionados (derecha) de ratones experimentales. Figura reimpresa de
(Wilhelmsson et al., 2006). Derechos de autor (2006) Academia Nacional de las Ciencias,

E.U. Utilizada con permiso.
2.2 CONEXION A LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER

La primera clave de la base genética de Ia
enfermedad de Alexander surgié de estudios
iniciados por los laboratorios de Brenner y Messing
para entender el significado de la elevacion de GFAP
en gliosis. ¢Era un cambio en niveles de GFAP todo lo
gue se necesitaba para comenzar la cascada de
eventos en el astrocito que llevaban al estado que los
neuropatodlogos reconocian como “reactivo” o
“gliosis”? Utilizando métodos de ingenieria genética
en ratones, desarrollados en los 1980, estos
investigadores crearon lineas de ratones que
llevaban una copia adicional del gen GFAP humano
(con una secuencia de ADN normal). Estos ratones en
efecto produjeron unos niveles de GFAP
anormalmente altos. Sin embargo, para la sorpresa de
todos, sus astrocitos no solo eran mas grandes, como
se esperaba, sino que también formaron agregados
de proteina indistinguibles de las fibras de Rosenthal
(Figura 11). Los ratones con los niveles mas altos de

FIGURA 11: Fibras de Rosenthal
(manchas rojo brillante) en el cuerpo
celular y procesos de un astrocito de
un raton transgénico disefiado para
producir altos niveles de GFAP
humano. Las estructuras circulares

GFAP, y la mayor cantidad de fibras de Rosenthal, murieron a las dos o tres semanas de nacidos
(Messing et al., 1998). Claramente se habia descubierto un mecanismo para explicar la formacién

de fibras de Rosenthal, y era letal.
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Impulsado por la realizacion de que alteraciones en GFAP (en la forma de copias
adicionales) podrian provocar una enfermedad fatal en ratones y la caracteristica
neuropatoldgica distintiva de la enfermedad de Alexander (fibras de Rosenthal), Brenner (Figura
12) y Messing comenzaron a probar a GFAP como gen candidato para esta enfermedad. Con un
grupo internacional de colaboradores, incluyendo a Anne Johnson (Albert Einstein College of
Medicine), James Goldman (Columbia University), Odile Boespflug-Tanguy (INSERM), y Diana
Rodriguez (Hopital Saint Vincent de Paul), quienes habian guardado muestras de tejido a través
de varios afios en anticipacidon de algun estudio, colectaron un total de 13 pacientes con un
diagnéstico de la enfermedad de Alexander confirmado con autopsia o biopsia. La restriccién a
pacientes con patologia confirmada pretendia evitar casos de falsos diagndsticos, los cuales
hubieran interferido con el analisis genético. La intencién original era examinar duplicaciones
genéticas (lo cual hubiera sido analogo al experimento original en ratones, donde copias de GFAP
humano normal fueron anadidas al genoma de ratén) al igual que alteraciones mas sutiles a la
secuencia. Ya que los métodos para secuenciar eran mas confiables, este fue el primer método
en utilizarse. Notablemente, 12 de 13 muestras analizadas mostraron cambios en un Unico par
de bases en la regién codificante de GFAP, prediciendo cambios en un aminodcido por cada uno
(Brenner et al. 2001) (un ejemplo mostrado en Figura 13). Todos estos doce estaban en el estado
heterocigoto, lo que significa que solo una de las dos copias del gen tenia el cambio. Para siete
de estos pacientes, ambos padres estuvieron

disponible para proveer muestras, y en todos Arg79

estos “trios” (dos padres, un nifio) los padres eran TGACCGCTTT
negativo, asi demostrando que estas variantes en

la secuencia de GFAP eran nuevas (“de novo”) en control

vez de ser heredada de los padres. La naturaleza
de novo de las variantes fortalecié
considerablemente el argumento de que estas
variantes eran responsables de la enfermedad, ya
que la probabilidad estadistica de que estuviera patient
presente al azar era infinitesimalmente baja.

FIGURA 13: Uno de los cromatogramas de ADN originales que
identificd variantes heterocigoticas en la secuencia de ADN del gen
de GFAP en un paciente con la enfermedad de Alexander. Los
perfiles estdn codificados por color, con rojo=Y, negro= G, verde= A,
y azul = C. La figura de arriba muestra la secuencia de referencia,
con un triplete normal de CGC que codifica el aminodcido arginina
en la posicion 79. La figura de abajo muestra los resultados del
paciente, cuya secuencia muestra dos nucledtidos diferentes al
principio del codén, Cy T, reflejando la presencia de dos versiones
diferentes del gen (una normal y una alterada). El cambio en este
codoén de CGC a TGC altera el aminoacido codificado de arginina a
2000. cisteina. Figura adaptada de (Brenner et al., 2001), con permiso de
Nature Publishing Group.
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Los resultados de este primer grupo fueron tan sorprendentes que pruebas de GFAP se
movieron rapidamente a las clinicas y se volvieron el estandar de cuidado para diagndstico de la
enfermedad de Alexander. Poco después, un niumero de publicaciones aparecieron de Francia,
Japon, y otros paises documentando resultados similares en su propia poblacién de pacientes
(Rodriguez et al., 2001; Gorospe et al., 2002; Meins et al., 2002; Namekawa et al., 2002). Para el
2005, era bastante claro que las variantes de GFAP eran responsables de todas las formas de la
enfermedad de Alexander (infantil, juvenil, en la adultez), y casi todos los pacientes (sobre 90%)
(Li et al., 2005). Incluso el primer paciente con inicio en la adultez descrito por Seil et al. (1968),
fue eventualmente rastreado a través de generaciones subsecuentes a una variante de GFAP
causante de la enfermedad (Messing et al., 2012b).

2.3 RESUMEN DE GENETICA ACTUAL

Nota — esta seccidn utiliza términos que son de naturaleza relativamente técnica. Para un buen
repaso de genética basica por favor hacer referencia a recursos en linea provistos por el Instituto
Nacional de Investigacion del Genoma Humano (Parte de los institutos Nacionales de Salud),
disponibles en la siguiendo pagina web: (https://www.genome.gov/es/about-genomics/fact-
sheets/Guias-informativas-sobre-ciencia-investigacion-etica-y-el-instituto)

El gen que codifica para GFAP (también conocido como GFAP, pero en itdlicas de acuerdo
con las reglas de la nomenclatura genética) reside en el brazo largo del cromosoma 17 (Brenner,
1994). Por lo tanto, cada persona carga con dos copias del gen, uno derivado del padre a través
de la esperma, y el otro de la madre a través del dvulo. Excluyendo las regiones regulatorias
secuencia arriba (las cuales controlan niveles de expresion del gen pero no la secuencia de amino
acidos), el gen GFAP humano tiene un largo de 9869 pares de bases, e incluye 9 exones (que
contienen el cédigo de amino 4cido — 3 pares de bases por cada uno) separados por 8 intrones
(o secuencias “intervinientes”). “Transcripcion” es el proceso a través del cual una célula lee la
secuencia de ADN y sintetiza una plantilla de ARN mensajero, del cual los intrones son removidos
antes de exportar el ARN mensajero fuera del nicleo y dentro del citoplasma, donde la
“traduccién” hacia la proteina ocurre.

El gen GFAP es leido de diferentes maneras, sin embargo, resultando en mas de una forma
de ARN mensajero y por consiguiente proteina (también conocido como “isoformas”). La forma
principal se conoce como GFAP-q, la cual representa el 90% del GFAP (Perng et al., 2008), y es
sintetizado por el ARN mensajero que corresponde a los 9 exones descritos anteriormente. Sin
embargo, variaciones en el ARN mensajero si ocurren, reflejando cambios ligeros en la manera
en la cual los intrones son removidos. El proceso a través del cual los intrones son removidos y
los exones son unidos para formar en ARN mensajero se llama empalme. El empalme alternativo
cerca del intréon 7 a veces permite la incorporacidon de un exén alterno, “7a”, que en caso de
GFAP-alfa es tipicamente cortado fuera y no utilizado para traduccién a proteina. Un diagrama
de la estructura del gen GFAP con indicaciones de los eventos de empalme alternativo que lleva
a las isoformas diferentes es mostrado en la Figura 14. Solo existe evidencia convincente de que
ocurre traduccion de los ARN mensajeros alternos en dos isoformas, llamadas GFAP-6 and GFAP-
k (Condorelli et al., 1999; Blechingberg et al., 2007). Las tres versiones de la proteina (a, , and
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k) son idénticas en las posiciones 1-390 de sus secuencias de aminoacidos, y solo comienzan a
divergir luego de la posicion 390. Las funciones de estas isoformas menores no son conocidas,
aunque la porcion Unica de GFAP- 3 es mucho menos conservada a través de la evolucién que la
secuencia GFAP- o, lo cual lleva a especular que GFAP- & ha adquirido una nueva funcién en
primates mayores (Singh et al., 2003). No existe evidencia clara para variantes que causan
enfermedades en las regiones de la proteina Unicas para GFAP-3 and GFAP-k, y parece ser que
solo cambios en GFAP- a llevan a la enfermedad de Alexander. Por supuesto, variantes en las
posiciones 1-390 serian comunes para todas estas isoformas de la proteina. [Ver apéndice para
actualizacién respecto a delta].

_ povA) . oA Figura 14: Diagrama de la estructura
del gen GFAP junto a eventos de
i empalme alternativo en el ARN
B mensajero que lleva a diferentes
CFAP o o e e, ol isoformas. Figura reimpresa de
i _ (Blechingberg et al., 2007), con
R WO N permiso de John Wiley and Sons, Inc.
GFAPK mmm o, /o frmm, o, La isoforma rotulada como épsilon a
veces se conoce como delta.

El GFAP humano es de un largo de 432 aminoacidos (para la isoforma predominante
GFAP-a). De estos, variantes patogénicas (causantes de enfermedad) se han reportado para 88
aminodcidos, causados por 141 cambios diferentes a nivel de ADN. La cuenta actual para el
numero de diferentes variantes patogénicas que son conocidas para el autor se muestra en la
Tabla 4. Una lista completa de mutaciones publicadas estd accesible en la pagina web del
Waisman Center en la Universidad de Wisconsin-Madison:

(www.waisman.wisc.edu/alexander/mutation.pdf ).
Por conveniencia, abajo se muestra una tabla (Tabla 5) que contiene las abreviaciones mas
comunes de diferentes aminodcidos. La nomenclatura tipica consiste en un nimero en el medio
que se refiere a la posicién dentro de la secuencia, con el aminoacido normal antes del numero
y la variante de aminoacido (si presente) después del nimero [como ejemplo, Argd416Trp,
también designada R416W, se refiere a la arginina en la posicidn 416 convertida en triptéfano].

La mayoria de las variantes consisten en un cambio en un par de bases solamente, o
“mutacién puntual”, que predice el cambio de solo un aminoacido en la secuencia. Por lo tanto,
también se les llama “mutacion sin sentido”. Una cantidad mas pequefia son inserciones y
deleciones complejas, en multiplos de 3 pares de bases, lo cual resulta en inserciones o
deleciones cortas de un numero pequefio de aminoacidos en una secuencia que de lo contrario
seria normal. Una variante convirtié el cédigo en la posicién del aminoacido 312, un glutamato,
a una sefal de pare, lo que resultaria en una proteina sin los ultimos 20 aminodcidos de Ila
secuencia completa (Nam et al., 2015). Es importante notar que todas estas alteraciones son
detectadas como cambios en la secuencia de ADN, pero son interpretadas como cambios
reflejados en la proteina. Sin embargo, hasta la fecha, la deteccidn de la proteina mutante solo
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se ha logrado para la variante Arg416Trp (Perng et al., 2006), para la cual el laboratorio de
Brenner cred anticuerpos que distinguen la forma normal de la forma mutante. No obstante, la
idea de que la sintesis de una proteina anormal ocurre todavia se presume para todas las otras
variantes que se consideran patogénicas. Cabe notar que ninguna mutacién “nula” (aquellas que
previenen la formacién de proteinas) ha sido descrita. Esto va de acuerdo con nuestra visidn
general del mecanismo de la enfermedad de Alexander como un desorden de “ganancia de
funcién” en vez de “pérdida de funcion” (ver capitulo 4 acerca de Mecanismos de Enfermedad).

TABLA 4: Cuenta actual de variantes patogénicas

(actualizada 5.9.21) H
Aminoacidos, Completos 432
Aminodcidos afectados por mutaciones causantes de enfermedades 88
Cuenta de mutaciones total 141
Privadas 92
No-privadas 49
Complejo 15
Delecidn interna significativa debido a mutacion en el sitio de empalme 3
Truncamiento (en 312) 1
Nulas (es decir, nada de proteina) 0

TABLA 5: Aminoacidos (abreviaciones)

Alanina Ala A Leucina Leu L
Arginina Arg R Lisina Lys K
Asparagina Asn N Metionina Met M
Acido aspértico Asp D Fenilalanina Phe F
Cisteina Cys C Prolina Pro P
Acido glutdmico Glu E Serina Ser S
Glutamina Gln Q Treionina Thr T
Glicina Gly G Triptofano Trp W
Histidina His H Tirosina Tyr Y
Isoleucina lle 1 Valina Val Vv

Las variantes patogénicas estan distribuidas a través de casi todo lo largo de la proteina,
con la excepcidn curiosa del dominio principal en el cual no se han encontrado variantes
patogénicas convincentes (Figura 15). En total, aproximadamente un tercio de las variantes son
cambios en cuatro aminodcidos, Arg79, Arg88, Arg239, y Argd16. En cambio, casi dos tercios de
las variantes patogénicas califican como “privadas”, lo que significa que solo se conoce un
paciente (o familia, en caso de una variante heredada) con este cambio en particular (ver Tabla
4, abajo). Con el tiempo, el nimero de variantes privadas debe disminuir, a medida que se
identifiguen mas pacientes, pero ya que menos pacientes son publicos, no saldrd informacion
nueva a la esfera publica. El gran nimero de variantes diferentes, cada uno con relativamente
pocos pacientes, contribuye a la dificultad en alcanzar una correlacién genotipo-fenotipo precisa
(la habilidad de predecir un estado actual y futuro basado solamente en resultados genéticos).
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Solo pocas variantes, como Arg239His se han vistas en suficientes pacientes para estar
relativamente confiados en sus consecuencias, las cuales en este caso son severas.
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FIGURA 15: Lugares de mutaciones de GFAP asociadas con la enfermedad de Alexander
con relacion a la cabeza, cola, y dominio central rod de la proteina (para la estructura
general de filamentos intermedios, también ver la Figura 20). Casos de desarrollo
temprano (primer sintoma antes de los 2 afios de edad) estdn a la izquierda, mostrados
como circulos azules, y casos de desarrollo tardio (primer sintoma después de los 2 afios
de edad) estdn a la derecha, mostrados como circulos rojos. El aminodcido silvestre se
indica al lado de la estructura, con la variante del aminodcido dentro de cada simbolo.
Cada simbolo representa un solo paciente, excepto los casos familiares, incluyendo
gemelos, son representados por un solo simbolo. Adaptado de (Messing et al., 2012),
con permiso de la Sociedad de Neurociencia.

Por razones que no son inmediatamente obvias, cuando uno determina si las variantes
en el gen de GFAP residen en el cromosoma 17 heredado del padre (alelo paterno) o el de la
madre (alelo materno), la mayoria ocurre en el GFAP del cromosoma paterno. En la encuesta de
27 casos estudiados por Li et al. (2006), 24 eran de origen paterno, y en el estudio de Zang et al.
(2013), en una poblacién completamente diferente, 9 de 10 eran de origen paterno. Una posible
explicacion para la tendencia paterna tiene que ver con el nimero de divisiones celulares que
ocurren durante el desarrollo de la esperma, las cuales son mucho mas numerosas que el nimero
requerido para el desarrollo de 6vulos. Cada divisién celular carga el riesgo de un error en
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replicacién de ADN, y entre mas divisiones hay, mas alto el riesgo. Se conoce que las mutaciones
de punto, las cuales representan la mayoria de los casos de la enfermedad de Alexander,
tipicamente surgen durante el desarrollo de la esperma en vez del évulo, por lo cual estdn en la
copia paterna de cada gen (Crow, 2000).

Muchas variantes de GFAP identificadas por andlisis genético de muestras de pacientes
son familiares por experiencia previa, y confirmacion del diagndstico es sencillo. Sin embargo,
como fue sefalado anteriormente, muchas variantes son privadas, y nunca se han visto antes, y
decisiones acerca de si son responsables por la enfermedad son menos claras. El criterio que
hemos recomendado para la patogenicidad de variantes candidatos se discute extensivamente
en una revision de literatura (Brenner at al., 2009). La terminologia y clasificacién de variantes
genéticas en relacidn a salud y enfermedad es un tema de investigacion activa y evolucion
continua. Guias de nomenclatura actualizadas surgen regularmente (MacArthur et al., 2014;
Richards et al., 2015). Actualmente, las variantes se colocan en una de cinco categorias
principales:

1. Benigno (completamente inocuo)

Probablemente benigno (probablemente no hace dafio, pero no estamos seguros)
Significancia incierta (preocupante, pero no sabemos de seguro)

Probablemente patogénico (probablemente responsable de enfermedad)
Patogénico (definitivamente responsable de enfermedad)

vk wnN

Incluso aqui, la conclusién de que una variante es completamente inocuo no es certera, y podria
cambiar cuando haya nueva informacién disponible.

2.4 ¢QUE TAL LOS PACIENTES DE LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER CUYA SECUENCIA DE GFAP
ES NORMAL?

¢Como se explica la poblacion pequefia de pacientes que no tienen una variante detectable de
GFAP? Al momento no hay respuesta para esta pregunta, pero hay varias posibilidades. Para
comenzar, los métodos de andlisis genéticos utilizados rutinariamente en la practica clinica se
concentran en los exones de los genes, buscando variantes de regiones codificantes que predicen
cambios en aminoacidos. Como se menciond anteriormente, explican la mayoria de los casos de
la enfermedad de Alexander. Sin embargo, otros tipos de cambios en el gen de GFAP que puedan
causar enfermedad son posibles, pero no detectables por estos métodos. Uno que ya ha sido
probado (aunque solo una vez) es una variante en un intrén que alterd el procesamiento del ARN
inicial, y resultd en una delecién en la seccién central de la proteina de GFAP (Flint et al., 2012).
Otro tipo de cambio para el cual solo se propone la hipdtesis de que causa la enfermedad de
Alexander (pero no se ha probado) es una mutacion en regiones regulatorias que controlan el
nivel de expresidn genética, en vez de la secuencia de aminoacido. Dichas variantes patogénicas
en regiones regulatorias han sido identificadas recientemente para otras condiciones (De Gobbi
et al.,, 2006; Mathelier et al., 2015). Una tercera posibilidad para GFAP y la enfermedad de
Alexander, también propuesta como hipédtesis, pero no probada, es duplicacion genética. Las
duplicaciones no son detectadas por los métodos diagndsticos usados actualmente. Sin embargo,
dos estudios de investigacidon fueron designados especificamente para probar duplicaciones de
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GFAP en la enfermedad de Alexander, pero solo tuvieron resultados negativos (Yoshida and
Nakagawa, 2012; Ferreira et al., 2015).

Por ultimo, pero no menos importante, variantes en otros genes adicionales a GFAP
pudieran en teoria causar la enfermedad de Alexander. Precedentes para esta idea surgen de
otros desérdenes de filamentos intermedios, donde cambios en las proteinas que normalmente
interactdan con los filamentos intermedios tienen los mismos efectos que los cambios en los
filamentos intermedios. De las proteinas asociadas para GFAP, variantes en aB-crystalina, Hsp27,
y plectina causan enfermedades, pero ninguno de estos desdrdenes se asemeja a la enfermedad
de Alexander. Para las proteinas asociadas, sin embargo, la situacién es menos clara. Gigaxonina
(cuyo nombre oficial del gen es GAN) es una proteina asociada para muchos filamentos
intermedios, y parece tener un rol clave en regular la via de degradacién de estos filamentos
(Mahammad et al., 2013). Variantes de pérdida de funcién en gigaxonina llevan a acumulacion
anormal de varios tipos de filamentos intermedios, y en multiples tipos de célula, especialmente
en neuronas (Bomont et al., 2000). Este desorden en particular se conoce como “neuropatia
axonal gigante” (GAN, por sus siglas en inglés), debido a la prominencia de los defectos
neuronales. A pesar de, los efectos en filamentos intermedios si incluyen a GFAP (Lin et al., 2016).
Autopsias de pacientes de GAN han revelado fibras de Rosenthal en astrocitos, y las
caracteristicas de MRI en estos pacientes puede ser indistinguible de pacientes tipicos de la
enfermedad de Alexander (van der Knaap and Valk, 2005). Queda por ver si las variantes de GAN
explican algunos pacientes de Alexander sin mutaciones identificables de GFAP.

2.5 PROBLEMAS EN CONSEJERIA GENETICA

Pocos pacientes y familias estdan completamente preparados para entender de inmediato los
resultados de un examen genético, y necesitan ayuda interpretando el significado y la
importancia de este tipo de andlisis. Algunos de los asuntos claves son sefalados aqui, y
discutidos mas extensamente en otra parte (Messing (in press)). El ADN para analisis es
tipicamente aislado de células obtenidas de muestras como sangre, saliva, o la mejilla. En
investigacion, nosotros y otros han obtenido ADN utilizable de otros tipos de muestras como
ufas o incluso muestras de patologia de higado y prostata archivados de individuos que ya
fallecieron (Li et al., 2005; Flint et al., 2012; Messing et al., 2012b).

Como se describié anteriormente, la Unica variante conocida que causa la enfermedad de
Alexander ocurre en un solo gen, GFAP, y solo en una de las dos copias de este gen de la persona,
también conocido como estado heterozigético. Ya que el gen de GFAP esta localizado en el
cromosoma 17, el cual es uno de los “autosdomico”, (en contraste con los cromosomas sexuales
Xy Y), las variantes de GFAP son caracteristicas autosdmicas. Ya que la variante que causa la
enfermedad solo necesita estar presente en una de las dos copias del gen, esta caracteristica se
considera “dominante”, lo cual hace a la enfermedad de Alexander un ejemplo de una condicién
“autosémico dominante”.

Como fue mencionado, muchos (y tal vez la mayoria) de los casos de la enfermedad de
Alexander resultan de lo que se conoce como mutaciones “de novo”. En estas situaciones, analisis
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de muestras de sangre adquiridas de padres son ambas negativas (es decir, no se encuentra
mutacién en GFAP), y la mutacion es “nueva” en el nifio. La habilidad de examinar a los padres y
demostrar la naturaleza de novo de la mutacién puede ser una parte importante en la
determinacién de que una variante en particular es en realidad patogénica, especialmente
cuando es una variante que no se ha reportado en la literatura. Las variantes de novo son
probables en pacientes con comienzo temprano y sintomas severos, ya que se esperaria que
estos individuos tengan menos probabilidad de sobrevivir hasta una edad reproductiva y tener
hijos propios. De hecho, es la misma naturaleza de las mutaciones de novo que explica la rareza
de la enfermedad de Alexander en la poblacién general, porque mutaciones nuevas en un sitio
en particular son eventos raros. Sin embargo, en el caso de los pacientes que son mas levemente
afectados, o no presentan sintomas hasta los 40-50, se vuelve entendible que tengan hijos
propios, y en este caso la copia anormal de GFAP puede ser pasada de generacién en generacién.

Estas consideraciones tienen varias implicaciones importantes para consejeria genética.
Primero consideramos la situacion comun de un nifio afectado con padres no afectados, con el

nifo teniendo la mutacién de novo (Figura 16). Porque las
Q mutaciones de novo son eventos extremadamente raros, las

posibilidades de este evento ocurrir nuevamente en la misma
familia son extremadamente bajas. El riesgo de tener un

—\ segundo nifio afectado con otra mutacién de novo es
esencialmente cero. Sin embargo, el riesgo de tener otro nifio
@ afectado con la misma variante que el primero nifio no es

cero, por razones explicadas a continuacion.

FIGURA 16: Ejemplo de genealogia (drbol familiar) para un nifio positivo a una variante
patogénica de GFAP, pero cuyos padres ambos son negativos para la misma variante (basado en
andlisis de sangre o muestra de mejilla) — en otras palabras, una variante “de novo”. Los
simbolos cuadrados representan varones, y los circulos representan mujeres. Dibujo del autor.

Para un nimero de desérdenes genéticos, ocurre un fendmeno llamado “mosaicismo
germinal” y lleva a las familias a tener dos o mas nifios afectados, cada uno con la misma variante,
nacidos de padres que aparentan ser negativos para la variante. ¢ Cémo sucede esto? Recuerda
gue las pruebas para los padres tipicamente envuelven muestras de sangre o células de la piel de
dentro de la boca. Creemos que, en este caso de mosaicismo germinal, las mutaciones surgen
mayormente durante el desarrollo de la esperma o el dvulo en los padres, y no en el embridn
luego de la fertilizacién. Esto explica por qué el resto de las células en el cuerpo de los padres
(sus células somaticas) son normales, y cuando las muestras de sangre, saliva o mejilla se analizan
son negativas. Pero dependiendo de cuando exactamente durante el desarrollo del
espermatozoide o el dvulo surge la mutacién, alguna proporcién de células germinales pueden
llevar la variante. Lo mas tarde en el desarrollo que esto ocurra, menor la proporcién del
producto final. Puede ser una proporcién de la poblacién muy pequefia, pero no podemos estar
seguros de que solo una célula cargaba la variante. El fendmeno de “mosaicismo germinal” se
refiere a esta situacion, cuando un padre es negativo en todas sus células somaticas (es decir, no
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las células reproductivas), pero si es positivo a una proporcién variable (y desconocida) de la
poblacidon de células germinales (espermatozoide y évulo). La consecuencia de una proporcion
alta es que aun cuando ambos padres son negativos en sus células somaticas (sangre, saliva,
mejilla), hay una posibilidad de que pudieran tener a mas de un hijo con la misma variante.

El mosaicismo germinal se ha documentado bien para un numero de condiciones
genéticas, y consejeria certera se puede ofrecer acerca del riesgo para aquellos que enfrentan
esa condicion. Sin embargo, para la enfermedad de Alexander, lo Unico que podemos decir en el
presente es que no se ha reportado ningun caso convincente de mosaicismo germinal (el Unico
caso putativo envuelve una variante que no es confirmada como patogénica, y ninguno de los
padres estaba disponible para pruebas). Algunas familias descritas en la literatura temprana
aparentemente involucraban a multiples nifios afectados, de padres no afectados (Wohlwill et
al., 1959; Springer et al., 2000), pero en la ausencia de analisis genético no podemos estar seguros
de que hayan tenido la enfermedad de Alexander. Una tercera familia, con confirmacidn
patolégica del diagndstico en dos nifos fue descrita por Duckett et al., (1992), pero analisis
genéticos subsecuentes de la familia revelaron la herencia de una variante patoldgica del padre
levemente afectado (Messing et al., 2012b) (esta familia también es un buen ejemplo de
expresividad variable, un concepto discutido a continuacion). Entonces, uno puede observar el
numero total de pacientes de la enfermedad de Alexander que han sido publicados (alrededor
de 300, en el 2017), y decir que el mosaico germinal probablemente ocurre en la enfermedad de
Alexander a una tasa de 1 en 300, posiblemente mucho menor. Entonces, el riesgo de recurrencia
en una familia cuando ninguno de los padres esta afectado es bastante bajo. Esto no es un
resultado preciso, pero es la mejor informacién que se puede ofrecer al momento.

La situacion mas simple, para propdsitos de consejeria genética, es cuando la variante de
GFAP se pasa a través de generaciones. En este caso, el padre positivo es heterocigdtico para la
variante en todas las células de su cuerpo, incluyendo las células que llevan al espermatozoide o
al ovulo. Recuerda que espermatozoides o o6vulos maduros poseen solo la mitad del
complemento normal de cromosomas (los cromosomas se restauran al estado diploide, con dos
copias del cromosoma 17, y entonces dos copias de GFAP, solo después de que la fertilizacion
una a los cromosomas del padre y la madre en una sola célula). Lo que esto significa para un
padre que es positivo, en promedio solo mitad de los espermatozoides o los évulos (dependiendo
del sexo del padre) tienen un gen anormal de GFAP, mientras que la otra mitad tienen la versién
normal. En este caso, la prediccion sencilla es que con cada embarazo de este padre en particular
lleva un riesgo de 50% de que el nifio herede la version variante de GFAP, y sean ellos mismos
heterocigdticos (una copia normal y una variante del gen). De ellos (el nifio) tener hijos propios,
el mismo cdlculo aplica, 50% de probabilidad de transmisién a la préxima generacion con cada
embarazo. Sin embargo, los otros ninos del padre positivo, que no heredan la variante de GFAP,
no tendran el riesgo de la enfermedad, ni lo transmitiran a sus hijos (no tienen variante que
transmitir). Hay muchos ejemplos de familias que muestran este patron de herencia autosémico
dominante, con un linaje (o arbol familiar) mostrado en la Figura 17 (Messing et al., 2012b). Nota
que el numero de afectados en cada generacién no es estrictamente 50%, pero ese continua
siendo la tasa de transmisién precedida para cada embarazo individual.
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FIGURA 17: Ejemplo de un drbol genealdgico mostrando un patron de herencia
autosémico dominante. Los simbolos cuadrados son varones, y los circulos son mujeres.
Los simbolos sdlidos son afectados definitivamente, mientras que los sombreados son
posiblemente afectados. La linea diagonal que atraviesa algunos simbolos indica que ese
individuo en particular fallecid. Figura adaptada (actualizada para reflejar el estado
actual de los individuos designados como V.D) de (Messing et al., 2012b), con permiso de
la Asociacion Médica Estadounidense, y Archivos de Neurologia.

¢Qué pasa si un nifio afectado tiene dos padres no afectados, pero una variante es
encontrada no solo en el nifio, pero también en uno de los padres por examen genético? En esta
situacion uno podria considerar una de tres posibilidades: 1) el padre si estd afectado, pero a un
nivel mds leve (tal vez sin sintomas pero con cambios visibles en MRI), lo cual se conoce como
“expresividad” variable, o 2) el padre esta completamente inafectado aun teniendo una variante
causante de la enfermedad, lo cual seria un ejemplo de “penetrancia” reducida o incompleta, o
3) la variante identificada no es dafiina, y no es responsable por los problemas que el paciente
experimenta. En realidad, puede ser dificil distinguir entre la segunda y la tercera opcién, y solo
ejemplos basados en experiencias de otras personas que tienen la misma variante podrian
ofrecer una guia en cudl es la interpretacion correcta.

Otro posible resultado de un examen genético es un resultado designado como “variante
de significacién incierta”. Cémo se manejan estos resultados es un tema de considerable interés
para muchos desérdenes en la genética médica. En el caso de GFAP, desafortunadamente, no
existe una prueba simple para resolver esta incertidumbre. Experimentalmente, es posible medir
la habilidad de las variantes de GFAP de formar una red de filamentos de apariencia normal
apropiadamente, introduciendo de manera artificial una variante del gen a una linea de células
gue no contienen filamentos intermedios citopladasmicos propios. Dicha linea celular, llamada
“SW13” se utiliza a menudo con este fin. Resumido en un repaso en el 2013 (Messing and
Brenner, 2013), las pruebas de GFAP en SW13 clasificaron correctamente a 17 de 17 variantes
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consideradas claramente patogénicas basadas en otros criterios. En adicién, 6 de 7 que eran
consideradas no patogénicas o inciertas también fueron clasificadas correctamente, con solo un
resultado ambiguo. Sin embargo, probar variantes de GFAP en células SW13 no es una opcién
practica para laboratorios clinicos.

¢Puede haber variantes benignas de GFAP que no causen ningun problema? La
contestacion es un si cualificado, o al menos hay variantes que son razonablemente comunes
(que van desde 0.2% a 9% en la poblacién general, dependiendo de la variante) sin ningln enlace
obvio a alguna enfermedad. De desconocer si estas variantes son verdaderamente inocuas, ya
gue pocos individuos con estas variantes han realizado estudios clinicos detallados, y andlisis
genético de GFAP fuera del contexto de la enfermedad de Alexander no se realiza generalmente.
Los genetistas, sin embargo, estan encontrando variantes benignas en muchos otros genes, asi
gue uno podria esperar que al menos algunos existan en GFAP.
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Capitulo 3
Expansion del Fenotipo Clinico y Brechas Restantes en Conocimiento

3.1 SISTEMAS DE CLASIFICACION

La clasificacion basada en edad de inicio ampliamente utilizada (Russo et al., 1976) es
superficialmente simple, pero sufre de varios problemas significativos. Uno de ellos es que la
edad precisa de inicio puede ser dificil de definir en ocasiones. Contrario a las convulsiones, las
cuales muchos pueden recordar como eventos especificos y son ocasionalmente la razén inicial
para un chequeo médico, otros problemas como retrasos en el desarrollo o torpeza solo se
reconocen retrospectivamente, y a veces ainos después de que comienzan. Pridmore et al.,
(1993), en su revision de 40 casos, prestaron atencién mdas cercana a los patrones de
neuropatologia (es decir, déonde en el cerebro estaban las lesiones), y cdmo, cuando vistos de
esta perspectiva, los pacientes no siempre caian precisamente en las categorias definidas por
Russo.

Con el beneficio de la genética como un ancla para diagndsticos, otros han expandido el
espectro clinico de la enfermedad de Alexander y aumentado los rangos conocidos para edad de
inicio. Vazquez et al. (2008) describieron a un nifio con ventriculos agrandados a las 32 semanas
de gestacion, y rasgos distintivos de imdgenes de resonancia magnética (MRI, por sus siglas en
inglés) a las 33 y 36 semanas de gestacidn, llevando a confirmacién genética poco después del
nacimiento. Al otro lado del espectro de edades, para uno de los pacientes descritos por Pareyson
et al. (2008) se presumia un de inicio de sintomas a los 62 afios, y su padre (sin confirmacion
genética) habia experimentado problemas similares al comienzo de los 71 afos de edad. Dos
grupos, uno en los Estados Unidos y otro en Japdn han propuesto un sistema de clasificacion
completamente nuevo basado en distribucion anatdomica de lesiones (y por lo tanto tipos de
sintomas) en vez de edad de inicio. Prust et al. (2011), luego de un repaso de 215 pacientes,
disefiaron un esquema consistiendo en dos categorias, Tipo | y Tipo Il. Los pacientes Tipo | tenian,
de manera uniforme, un inicio temprano (promedio de 1.74 afios), y la mayoria de sus lesiones
eran en la parte frontal del cerebro. Los pacientes Tipo Il tenian una edad de inicio a través de lo
largo de la vida (promedio 21.64 afios), con mds de sus lesiones en el cerebro posterior (medula,
tronco cerebral, y cerebelo) y espina dorsal. Yoshida et al. (2011a) en su repaso de 34 pacientes,
desarrollé esencialmente el mismo sistema. Sin embargo, estos autores también sugirieron que
habia algunos pacientes quienes no cabian facilmente en una de las dos categorias descritas
anteriormente, asi que propusieron una tercera categoria “intermedia.” Queda por ver cudles de
estos sistemas va a persistir. Una breve tabulacién de los diferentes tipos de sintomas
experimentados por cada uno de los grupos (Tipo | vs Tipo 1l), derivado del estudio de Prust et al.
(2011), se muestra arriba (Tabla 6).
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TABLA 6: Rasgos tipicos de Tipo | y Il de la enfermedad de Alexander
TIPO | TIPO II

Inicio en edad temprana (a menudo antes de | Se manifiesta a lo largo de la vida
los 4 afios)
Convulsiones Disfuncion autondmica
Macrocefalia Sintomas bulbares
Encefalopatia Anormalidad de movimiento ocular
Deterioro paroxismal Mioclonia palatina
Fracaso para prosperar A menudo negativos para deficiencias
Retrasos de desarrollo neurocognitivas y de desarrollo
Rasgos radioldgicos clasicos Rasgos radioldgicos atipicos

Adaptada de Prust et al., 2011, Tabla 4.

3.2 (LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER SIEMPRE ENVUELVE ANORMALIDADES DE MATERIA
BLANCA?

Dado a la clasificacion tradicional de la enfermedad de Alexander como una leucodistrofia, es
importante notar que las deficiencias en la materia blanca que son promitentes en pacientes
jovenes se vuelven progresivamente menos prominentes cuando la enfermedad inicia mas tarde
o en pacientes adultos (Barkovich and Messing, 2006). Salvi et al. describieron a un hombre de
71 afios de edad con un historial de 19 afios y hallazgos de MRI limitados a atrofia de la medula
y la médula espinal cervical (Salvi et al., 2005). En su continua investigacion de pacientes con
patrones de MRI atipicos, van der Knaap et al. (2006) describieron a siete pacientes quienes
tenian anormalidades de materia blanca “no presentes o poco visibles.” Varios afos mas tarde,
Yoshida et al. (2011b) reportaron que un tercio de sus pacientes con inicio en la adultez no tenian
anormalidades de materia blanca. Es importante mencionar que todos estos pacientes tenian
variantes de GFAP que confirmaban su diagndstico de la enfermedad de Alexander. Una pregunta
fundamental que nunca se ha contestado es la naturaleza de las anormalidades en materia blanca
cuando si existen, y como el problema inicial en astrocitos lleva a los cambios secundarios en
oligodendrocitos, las células responsables de formar la mielina alrededor de los axones. Uno
razonablemente podria ver a la enfermedad de Alexander como “astrogliopatia” en vez de una
simple leucodistrofia, ya que esto cambia el enfoque de atencidon hacia astrocitos, los cuales son
las células que dan inicio a la enfermedad y consistentemente las mds defectuosas.

3.3 ¢ LA DISCAPACIDAD INTELECTUAL EN LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER ES UNICA?

Sorprendentemente, a pesar de la descripcion inicial de la enfermedad de Alexander
como un sindrome de discapacidad intelectual (ver Alexander, 1949), un area que ha recibido
poca atencidn es la cognicidon en si, y muchas preguntas siguen sin contestacion. ¢Hay areas
especificas de funcién cognitiva deficientes? ¢Estas deficiencias se derivan de areas particulares
del cerebro que estan afectadas, y en algunos individuos mas que en otros? A menudo vemos
generalizaciones como que pacientes Tipo | sufren de deficiencias cognitivas con mas frecuencia
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gue pacientes Tipo I, pero realmente tenemos poca data confiable acerca de la prevalencia
relativa de deficiencias cognitivas en estos dos grupos.

También tenemos muy poca data acerca de la naturaleza de estas deficiencias. De
aproximadamente 300 publicaciones que existen ahora acerca de la enfermedad de Alexander,
solo 21 proveen alguna informacién acerca de las deficiencias cognitivas en humanos. De estas,
19 consisten en reportes de un solo caso, en siete instancias dando solo una puntuacién de 1Q
sin especificaciones de qué prueba fue utilizada. Los otros 12 reportes de casos utilizaron una
variedad de pruebas incluyendo el Hasegawa Dementia Scale, Mini-mental State Examination,
Tanaka-Binet, y cualquiera de las tres escalas de Wechsler (Wechsler Intelligence Scale for
Children, Wechsler Adult Intelligence Scale, and Wechsler Preschool and Primary School Scale of
Intelligence). Un estudio en Italia describié a cuatro pacientes quienes fueron evaluados
utilizando el Milan Overall Dementia Assessment (Pareyson et al., 2008), y un estudio en China
describié a 21 pacientes evaluados usando el Gesell o WISC (Zang et al., 2013). De hecho, solo
una publicacion describe una prueba neurofisiolédgica completa con algun detalle, para un solo
paciente (varén, Tipo Il) con una mutacién poco comun (Restrepo et al., 2011). Falta mucho por
aprender acerca de este aspecto de la condicién.

3.4 LA NECESIDAD DE ESTUDIOS DE HISTORIA NATURAL DE LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER

Sin tratamiento, écudl es el curso natural de una enfermedad, también conocido como la
“historia natural”? ¢ Cudndo comienzan a surgir los sintomas? ¢ Cuan rdpido empeoran? ¢ Mejoran
en algun momento? Y ultimamente, écudanto uno vive? Estas preguntas que aparentan ser
simples son sorprendentemente dificiles de contestar, pero son esenciales de atender como
fundamento para ser capaces de probar si alglin tratamiento experimental funciona.

La primera pregunta, écuando comienzan los sintomas?, claramente ha sido de interés
por muchos afios y, como es notado anteriormente, el sistema de clasificacion mas antiguo
categorizaba pacientes explicitamente basado en edad de inicio (juvenil, infantil, adultez) (Russo
et al., 1976). Incluso aqui, la definicién exacta de cada uno de estos términos (las edades para
cada categoria) no ha sido aplicada uniformemente en cada publicacion. Asimismo, la edad de
inicio para algunos sintomas, particularmente aquellos determinados al preguntarle a los padres
acerca de eventos que sucedieron hace afios, usualmente se desconoce.

El largo de la vida es un concepto mas concreto, pero los reportes varian en si describen
el largo de la vida (es decir, afios desde el nacimiento) o supervivencia (es decir, afios desde el
inicio de sintomas o diagndstico). La data mas confiable proviene de un estudio de Prust et al.
(2011), utilizando su sistema de clasificacion propuesto de enfermedad Tipo | vs. Tipo Il, donde
encontraron que la supervivencia media para pacientes Tipo | es de 14 afios, y para pacientes de
Tipo Il es de 25 afios luego del comienzo de sintomas (Figura 18).
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FIGURA 18: Proporcidn de individuos que continuan con vida en varios intervalos luego
del inicio de la enfermedad, comparando pacientes de Tipo | con pacientes de Tipo Il.
Figura reimpresa de (Prust et al., 2011), con permiso de Wolters Kluwer Health.

Cabe notar que estos periodos de supervivencia son mucho mas largos de lo que se creia
incluso hace 10 afios atras, lo cual refleja 0 mas conocimiento acerca del curso de la enfermedad
basado en una mayor cantidad de pacientes estudiados, o mejoramiento continuo del cuidado
médico que previene o pospone complicaciones, como la neumonia, que a menudo son la causa
inmediata de muerte, o alguna combinacion de las dos.

Mas alla del largo de la vida o supervivencia, se han realizado pocos intentos de estudios
de historia natural de la enfermedad de Alexander, fuera de reportes de casos individuales. Uno
de ellos, compuesto de seis pacientes, se efocd en neuroimagenes, y a pesar de ser liderado por
quien origind el criterio de diagndstico por MRI para la enfermedad de Alexander (y muchas otras
leucodistrofias), Marjo van der Knaap, resalté la dificultad en relacionar resultados de imagenes
con el curso clinico (van der Voorn et al., 2009). Lo mas cercano a un estudio de historia natural
de la enfermedad de Alexander es Zang et al. (2013), quienes estudiaron 21 pacientes descritos
como enfermedad de Alexander Tipo | (mas un padre descrito como Tipo Il presintomatico).
Diecinueve de estos pacientes recibieron al menos una visita de seguimiento, y de estos, catorce
recibieron una prueba mds, con un espacio de aproximadamente 14 meses, representando
intervalos de 10 meses a 6.62 afios después del diagndstico. Las pruebas cognitivas no fueron
estandarizadas para todos los pacientes y faltaron pruebas de dominios neuropsicolégicos
especificos. A través de este periodo de tiempo, aproximadamente un tercio mostro deterioro
de funcién motora y/o cognitiva. Interesantemente, a pesar del nimero relativamente bajo y los
periodos de tiempo de andlisis variados, un numero substancial de estos individuos
permanecieron estables, y algunos mostraron evidencia de mejoria. En efecto, nosotros y otros
previamente hemos descrito a pacientes Tipo | que experimentan periodos sostenidos de
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mejoria, indicando que la enfermedad no siempre causa deterioro persistente (Messing et al.,
2012; Namekawa et al., 2012).

3.5 CONCEPTOS ERRONEOS COMUNES DE LA LITERATURA TEMPRANA

La literatura temprana en la enfermedad de Alexander (definida aqui como pre-genética,
0 1949-2000) se basa en un nimero de pacientes relativamente pequefio, lo cual llevé a una serie
de conclusiones que ahora sabemos que son incorrectas. Sin embargo, estos conceptos erréneos
persisten en varios rincones del internet, y son mencionados ahora solo para enfatizar que deben
ser ignorados.

El primer asunto es la genética. Antes del descubrimiento de GFAP como el gen causante,
no se sabia esencialmente nada acerca de la base genética de la enfermedad. Aun asi, mdas de un
autor asumid que, de ser de origen genético, seria un rasgo recesivo, requiriendo que ambos
padres sean “portadores” no afectados. La rareza del desorden seria entonces una funcién de
cuan infrecuente el estado de portador existe en la poblacion general. Clasificar una condicién
como recesiva también tiene implicaciones importantes para la consejeria genética, ya que
predice que el 25% de los nifios serian afectados, y la probabilidad de que una pareja tenga un
segundo hijo afectado seria relativamente alta. Por supuesto, la genética de GFAP de la
enfermedad de Alexander ahora muestra sin duda alguna que no es recesiva, sino dominante.

Otros dos conceptos erroneos tienen que ver con la tendencia de género y la distribucion
de edad. Tal vez por los primeros seis casos (cinco eran varones, todos comenzaron a tener
sintomas antes de su primer cumpleaios), algunos “hechos” cominmente citados acerca de la
enfermedad son: 1) afecta mas cominmente a los niflos que a las nifias, y 2) la forma infantil es
la mas comun. Sin embargo, Li et al. (2005), revisando 44 casos, no encontraron tendencias de
género entre el grupo juvenil. La pregunta de distribucion de edades es mas dificil de contestar.
Creemos (pero no tenemos pruebas) que las formas de inicio tardio probablemente son poco
diagnosticadas debido a la confusion con otras condiciones comunes como esclerosis multiple y
la enfermedad de Parkinson, y la falta de andlisis de GFAP como prueba de diagndstico. Como se
notd anteriormente, en la encuesta de poblacion de la prevalencia (descrito arriba), Yoshida et
al. (2011a) encontraron que aproximadamente mitad de los pacientes de Alexander en Japdn
tenian eran de inicio en la adultez. Se desconoce si la misma distribucidon de edades existe en
otras poblaciones.

3.6 BRECHAS EN EL ENTENDIMIENTO DEL FENOTIPO CLINICO

Dado a lo que conocemos o sospechamos de las funciones de los astrocitos, hay muchos
aspectos del cuadro clinico de la enfermedad de Alexander que requieren mas investigacion.
Todas las sugerencias hechas aqui son altamente especulativas. Sin embargo, algunas de
particular interés incluyen potenciales anormalidades de suefio (Cui et al., 2014; Haydon, 2017),
respuesta a anestesia (Thrane et al., 2012), y susceptibilidad a abuso de sustancias como el
alcohol (Adermark and Bowers, 2016). El suefio es de especial interés porque disturbios de esta
funcién bioldgica basica puede tener varios efectos secundarios que agravan problemas en otras
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areas de funcionamiento como cognicién. Muchos individuos con la enfermedad de Alexander
también reportan apnea obstructiva del suefio, lo cual refleja control motor anormal de la
epiglotis debido a patologia del rombencéfalo. En adicidn, se ha argumentado por mucho tiempo
acerca de la base glial de varios tipos de desdrdenes siquiatricos, incluyendo depresiéon vy
esquizofrenia (Cui et al., 2014; Elsayed and Magistretti, 2015). Ocasionalmente vemos reportes
de sintomas siquiatricos en individuos con la enfermedad de Alexander, pero al momento es
imposible descifrar si estos resultan de los efectos patogénicos de la variante de GFAP o
simplemente co-ocurren como condiciones siquiatricas relativamente comunes en una
enfermedad rara. Estos sintomas también pueden reflejar una reaccién al conocimiento de tener
una condicidn genética, o el dolor y la incomodidad asociada con sintomas crénicos que
empeoran progresivamente.
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CAPITULO 4: Mecanismos de la Enfermedad
4.1 GFAPy EVOLUCION

GFAP es una proteina antigua que surgié aproximadamente hace 300 millones de afios en la
evolucidn de vertebrados, tal vez coincidiendo con el desarrollo inicial de astrocitos en el sistema
nervioso central. A través de este largo periodo de tiempo, la secuencia de aminodcidos ha
cambiado relativamente poco, lo que implica que las variaciones son nocivas. Por ejemplo, el
GFAP humano tiene 432 aminodcidos de largo, con el 94% de estos aminodcidos idénticos a esos
en la secuencia de GFAP en bovinos. El ratdn es 90% idéntico al humano, y el pez cebra es 67%
idéntico al humano al nivel de la secuencia de aminoacidos de GFAP. Por lo tanto, por los
estdndares de evolucion GFAP es una proteina altamente “conservada”. Sin embargo, cuatro
grupos en los 1990s generaron, independientemente, ratones “knockouts” para GFAP, por
interrupcion, o delecidn del gen, y para sorpresa de todos los ratones no solo vivieron, sino que
también estaban saludables (Gomi et al., 1995; Pekny et al., 1995; Liedtke et al., 1996; McCall et
al., 1996) (Figura 19).

FIGURA 19: Ratones adultos que son normales (+/+),
heterocigdticos (+/-), o nulos (-/-) para mutaciones que llevan a
GFAP a no ser funcional (el raton de la derecha estd
completamente deficiente de GFAP). Variaciones en el color del
pelaje no estdn relacionadas a las diferencias den el gen de GFAP.
Imagen del autor.

Segln un reporte reciente, los sapos y las ranas han eliminado naturalmente al gen GFAP
de su ADN (Martinez-De Luna et al., 2017).

Asi que, sobrevivir sin GFAP es claramente posible. Esto es muy diferente a la situacion
en la enfermedad de Alexander, sin embargo, en la cual cambiar solo un aminoacido puede tener
efectos devastadores. Las variantes en GFAP que causan la enfermedad de Alexander envuelven,
no la ausencia de GFAP, si no que la produccidn de una proteina anormal. Especulamos que estas
formas anormales de GFAP tienen efectos “tdxicos” en los astrocitos, exacerbados por el
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aumento en expresion que también ocurre. Esfuerzos considerables se han realizado intentando
identificar cuales son estos efectos toxicos.

4.2 OTROS TIPOS DE CELULAS TAMBIEN EXPRESAN GFAP — ¢ TAMBIEN SON AFECTADAS?

A pesar de que los astrocitos en el sistema nervioso central reciben la mayor atencion cuando se
trata de GFAP y la enfermedad de Alexander, otros tipos de células a través del cuerpo también
expresan el gen y producen cantidades mensurables de proteina. Estas otras localidades se
nombran abajo en la Tabla 7:

TABLA 7: Otros tipos de células que producen GFAP

LUGAR TIPO DE CELULA REFERENCIA

Nervios periféricos Células de Schwann (Jessen and Mirsky, 1984)
Pancreas Células estelares (Apte et al., 1998)
Higado Células estelares (Gard et al., 1985)
Tracto gastrointestinal Glia entérica (Jessen et al., 1984)
Cartilago Condrocitos (Viale et al., 1988)
Cuerdas vocales Células estelares (Sato et al., 2014)
Cerebro Células madre neurales (Seri et al., 2001)

(Garcia et al., 2004)

Con la excepcidon de células madre neurales en el cerebro (discutidas mas adelante), no hay
reportes de fibras de Rosenthal formadas en ninguno de estos tipos de células, ni problemas
clinicos en pacientes que puedan, sin equivocacion, ser atribuidos a la disfuncidn de estas células.
Por lo tanto, aunque asumimos que también contienen GFAP anormal al igual que los astrocitos,
puede ser que sean niveles muy bajos como para importar. Para células madre en el hipocampo,
sin embargo, Hagemann et al. (2013) reportaron que el modelo de ratén no solo forma fibras de
Rosenthal, sino que también tuvo una baja dramatica en su habilidad para generar nuevas
neuronas. Este descubrimiento no ha sido repetido en humanos, pero si el hipocampo esta
comprometido en su habilidad para generar nuevas neuronas, esto podria contribuir a la
disfuncién cognitiva que usualmente forma parte del cuadro clinico para pacientes.

4.3 COMPARASIONES CON DESORDENES DE OTROS FILAMENTOS INTERMEDIOS

GFAP es miembro de una familia de proteinas conocida como “filamentos intermedios”, llamados
asi porque su didmetro de 10nm se encuentra entre medio de los otros dos componentes
principales del citoesqueleto de las células, actina y microtubulos (Eriksson et al., 2009). La familia
ahora incluye sobre 70 proteinas, algunas de las cuales se expresan a través de todo el cuerpo,
como las lamina (en el nucleo de las células) y vimentina (practicamente en todas partes),
mientras otras se expresan en lugares mas restringidos como las queratinas (en la piel, el cabello,
las ufias, y el epitelio), desmina (en musculos), y neurofilamentos (en neuronas). La identificacion
y secuenciacion de los genes para estos filamentos intermedios en los 1980 llevé a la realizacién
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de que todas comparten una estructura comun, con un dominio rod central que ha sido
altamente conservado a través de la evolucién (Figura 20). Muchas de las variantes patogénicas
de GFAP ocurren en lugares especificos en la proteina que trazan exactamente a lugares
comparables a variantes causantes de enfermedad en otros filamentos intermedios (Brenner et
al., 2009).
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Esfuerzos considerables se han llevado a cabo para estudiar la clase completa de los
desérdenes de filamentos intermedios, en parte para buscar mecanismos comunes que ayuden
a entender los roles de estos filamentos en salud y enfermedad (Bouameur and Magin, 2017). El
descubrimiento dramatico que enlaza a los filamentos intermedios con enfermedades surgié con
la generacion de ratones deficientes en queratina 14 (K14), los cuales desarrollaron una
condicion de ampollas en la piel similar a un desorden en humanos llamado epidermolysis bullosa
simplex (EBS) (Vassar et al., 1991). Analisis genéticos subsecuentes en pacientes humanos con
EBS revelaron que muchos eran heterocigdticos (es decir, uno de dos cromosomas estaba
afectados) para variantes en K14 (Coulombe et al, 1991). Las variantes tenian un
comportamiento genético de caracteristicas “dominantes” (una copia era suficiente para causar
la enfermedad), pero los efectos se veian idénticos a lo que ocurre con niveles reducidos o en la
ausencia de la proteina, por lo cual se conocen como variantes “dominantes negativas” (Chan et
al., 1994; Rugg et al., 1994). Muchos desordenes de filamentos intermedios se asemejan al estado
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deficiente (Omary, 2009; Bouameur and Magin, 2017), pero GFAP y la enfermedad de Alexander
no siguen este patron.

4.4 SISTEMAS MODELO PARA ESTUDIO

Un numero de sistemas experimentales han sido desarrollados para ayudar a obtener un mejor
entendimiento acerca de cémo cambios en una sola proteina de astrocitos que aparentan ser
triviales pueden tener efectos tan dramaticos y extensos a través del sistema nervioso. Estos se
consideran a continuacién, comenzando con estudios de moléculas de GFAP individuales hasta
investigaciones en animales.

4.4.1 Sistemas libre de células

Los filamentos intermedios normalmente se agregan entre si (y algunas otras proteinas
asociadas) para finalmente lograr la estructura filamentosa que se vuelve visible utilizando un
microscopio de electrdon. Este proceso de ensamblaje, desde un solo polipéptido a filamentos
maduros a través de varios pasos discretos de asociacidn, puede ocurrir en la ausencia de casi
todos los otros componentes celulares, dada la concentracién de sal correcta. Luego de que
ocurre el ensamblaje, la solucidn se coloca en un disco pequefio que se examina a una
magnificaciéon de 60,000x para ver los filamentos depositados en una capa delgada. Este analisis
sencillo fue utilizado con GFAP normal por Roy Quinlan (Universidad de Durham) para investigar
la habilidad de una proteina enlazante, aB-cristalina, de regular los procesos de ensamblaje y
desmontaje (Nicholl and Quinlan, 1994).

Sin embargo, los resultados para las variantes de GFAP causantes de la enfermedad de
Alexander han sido inconsistentes. Por ejemplo, Argd16Trp tiene efectos variables en pacientes
humanos, pero forma filamentos altamente irregulares in vitro (Perng et al., 2006). Por lo
contrario, Arg239Cys, la cual uniformemente causa enfermedad severa en humanos, forma
filamentos de apariencia normal in vitro (Hsiao et al., 2005) (Figura 21).

FIGURA 21: Filamentos de GFAP ensamblados in vitro. Proteinas recombinantes fueron
producidas en E. coli y luego purificadas a homogeneidad y ensambladas in vitro. Luego
fueron tefiidas en negativo con acetato de uranilo a 1% y vistos con un microscopio de
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electron. Muestras de GFAP (a) tipo silvestre, (b) R239C, y (c) R416W. Barra = 100nm.
Figura y leyenda reimpresas de (Brenner et al., 2009), con permiso de Springer Nature.

4.4.2 Cultivo de Células

Células crecidas en cultivo de tejidos ofrecen los beneficios de estudiar el comportamiento y las
consecuencias de GFAP y sus variantes en un contexto biolégico mas normal comparado con
pruebas libres de células, acompafiados de control total del ambiente celular en términos de
temperatura, nutricion, y otros factores. Existen varias versiones de modelos de cultivos
celulares, sin embargo, con muchas propiedades diferentes. Las mas simpes son las lineas de
células inmortalizadas, las cuales tienen las caracteristicas utiles de crecer indefinidamente y ser
faciles de manipular. Algunas se derivan de gliomas (tumores en el cerebro que comparten
algunas caracteristicas con los astrocitos, entre ellas la expresion de GFAP), mientras otras se
derivan de otros tipos de células y se usan a base de conveniencia o experiencia previa. En
general, el valor de estas lineas de células estd en que uno puede facilmente comenzar y detener
la expresidn de GFAP y sus variantes, y visualizar los cambios que suceden tanto fotograficamente
como bioquimicamente. Entre los varios descubrimientos de interés de este tipo de estudios se
incluyen:

1. Exceso de GFAP normal por si solo puede inducir muchos de los mismos cambios
también causados por GFAP con secuencias de aminoacidos anormales (Koyama and
Goldman, 1999; Hsiao et al., 2005)

2. Ambos, el exceso de GFAP y las variantes activan varias vias de estrés dentro de la
célula, algunas de las cuales pueden ser daiiinas y otras protectoras (Koyama and
Goldman, 1999; Hsiao et al., 2005)

3. Excesoy variantes de GFAP alteran algunas vias de degradacién de proteinas (Koyama
and Goldman, 1999; Hsiao et al., 2005)

4. Variantes de GFAP activan ciertas vias de muerte celular (Chen et al., 2011)

5. Las fibras de Rosenthal no son inertes, y bajo algunas circunstancias son eliminadas de
las células (Koyama and Goldman, 1999; Hsiao et al., 2005)

6. Variantes actian de manera dominante, con Arg416Trp como ejemplo (Koyama and
Goldman, 1999; Hsiao et al., 2005)

Un modelo de cultivo celular inusual pero excepcionalmente util es una linea celular
inmortalizada, originalmente derivada de un tumor adrenal humano conocido como “SW13vim-
” (mencionado anteriormente de manera breve), que naturalmente carece de filamentos
intermedios en el citoplasma (Hedberg y Chen, 1986). Las células SW13 son excepcionalmente
utiles como ambientes estrictos en los cuales se prueba la habilidad de la variante de GFAP para
ensamblarse en una red citoesqueletal. La habilidad de la variante de GFAP para llevar a cabo
esta prueba es altamente predecible de si es considerable patogénico (es decir, realmente
responsables por la enfermedad) (ver ejemplos en (Li et al., 2005; Messing et al., 2012b), entre
muchos otros) (Figura 22). Sin embargo, como fue mencionado anteriormente, esta prueba solo
se utiliza en contexto de investigacion y no es adecuada para uso de rutina en la practica clinica.
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FIGURA 22: Efectos de las variantes Ser247Pro, Asp417Ala, y GIn426Leu en el
ensamblaje de filamentos estudiados en células SW13. Tefido DAPI (azul), en A, C, y D
indica la posicion de los nucleos. A) Comportamiento de GFAP silvestre (es decir, normal),
mostrando el ensamblaje tipico de filamentos en una red, con o sin fondo difuso.
Introduccion de las variantes B) Ser247Pro, C) Asp417Ala, o D) GIn426Leu produjeron
filamentos en forma de anillo en un fondo de tefiido difuso. El recuadro en el panel B
muestra el resultado de la co-introduccion de Ser247Pro junto a una cantidad igual de
GFAP normal, demostrando el efecto dominante de la variante sobre el tipo silvestre.
Figura reimpresa de (Messing et al., 2012b), con permiso de la Sociedad Médica
Americana (Archivos de Neurologia).

Un segundo tipo de cultivo celular menos utilizado se conoce como el cultivo “primario”,
lo cual significa recién aislado de tejido. Debido a que muchos cultivos son laboriosos para derivar
y mantener, no han disfrutado de un uso amplio como las lineas de células inmortalizadas.
Debido a lo impractico que es obtener dichos tejidos de humanos, estos cultivos solo han sido
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derivados de modelos de ratones, y no han encontrado una aplicaciéon amplia (Cho y Messing,
2009).

El tercero, y mas recientemente derivado tipo de sistema de cultivo de células es el de
“células madre pluripotente inducidas” o “iPS cells” por sus siglas en inglés. Estas son células que
pueden ser aisladas de una muestra sencilla de sangre o piel tomada de pacientes. Las células
son forzadas a revertirse al estado embrionario, del cual luego se pueden convertir en astrocitos
— todo en la conveniencia de un plato estandar de cultivo de tejido. Las células iPS tienen un
potencial enorme para el descubrimiento de mecanismos basicos de enfermedades usando
células humanas. En algunos casos, podrian ser una posible aplicacién terapéutica (como derivar
células iPS propias del paciente, corregir la variante causante de la enfermedad en cultivo, y luego
reintroducir las células modificadas de regreso al paciente por medio de trasplante). Dichos
escenarios ya han sido exitosos en otras enfermedades, particularmente en situaciones en las
cuales las células sujetas a modificacidon y trasplante son de la médula ésea y forman sangre. La
aplicaciéon mas dramatica de este método envuelve desérdenes de inmunodeficiencia (Wang y
Riviere, 2017). Progreso con esta estrategia también ha sido reportado para leucodistrofias y
adrenoleucodistrofias ligadas al cromosoma X (Cartier et al., 2009; Biffi et al., 2013).

Métodos para dirigir el desarrollo de células iPS de su estado pluripotente a astrocitos
fueron desarrollados por el laboratorio de Su-Chun Zhang (Waisman Center, Universidad de
Wisconsin-Madison) (Krencik y Zhang, 2011), y han sido continuamente refinados y mejorados.
Ya existe una publicacién describiendo dichas células de pacientes con la enfermedad de
Alexander (Kondo et al., 2016), y otros estudios estan cerca de ser publicados.

Para todas las fortalezas que este sistema de cultivo de células les ofrece a cientificos,
tienen limitaciones significativas que se deben tomar en consideracion. Lineas de células
inmortalizadas usualmente se originan de tumores, y comienzan con anormalidades
fundamentales en regulacion y desarrollo. Incluso cultivos primarios y células iPS tipicamente
utilizan poblaciones purificadas de sélo un tipo de célula. Esta caracteristica tiene ventajas para
muchos tipos de experimentos. Sin embargo, los astrocitos en el cerebro y la médula espinal se
desarrollan y existen como parte de una comunidad de células, con interacciones intimas y
dindmicas con otros miembros de esta comunidad — neuronas, oligodendrocitos, microglia, el
sistema vascular, entre otros. La complejidad del ambiente in vivo es imposible de replicar en un
plato de cultivo. Incluso el refinamiento relativamente simple de co-cultivo, o estudiar astrocitos
no solo en aislamiento, pero junto a uno o mas tipos de células, no ha sido logrado para la
enfermedad de Alexander por ningun laboratorio.

4.4.3 éLa Enfermedad de Alexander Ocurre en Otras Especies de Animales?

Ya que el ADNYy las secuencias de aminoacidos de GFAP han sido altamente conservadas a través
de la evolucion, como se menciond, no seria una sorpresa si la enfermedad de Alexander también
sucediera en otras especies. El problema seria reconocerla, ya que pocos animales con
enfermedades neurolégicas pasan por una examinacién neuropatolégica detallada. Claramente,
algunos ejemplos de animales con fibras de Rosenthal abundante en una autopsia han sido
descritos, en ovejas y perros en particular, pero muchos fueron antes del descubrimiento de

37



GFAP como el gen causante asi que no conocemos si tienen el mismo origen genético que la
enfermedad humana (Fankhauser et al., 1980; McGrath, 1980; Cox et al., 1986; Richardson et al.,
1991; Weissenbock et al., 1996). Un estudio en ovejas con fibras de Rosenthal no encontré
cambios en la secuencia de GFAP (Kessell et al., 2012). Recientemente, un perro fue identificado
con una variante de GFAP correspondiente a la variante Arg239His en humanos (Van Poucke et
al., 2016). Este fue un Labrador Retreiver de 3 meses con debilidad progresiva en las cuatro patas
gue eventualmente culminé en pardlisis. Ninguna colonia de crianza fue establecida, asi que este
modelo no esta disponible para mas estudios.

4.4.4 Modelos de Animales Disefiados

Como se menciond anteriormente, los modelos de cultivo de tejidos no replican la complejidad
anatomica y fisiolégica del sistema nervioso intacto, asi que los modelos animales son esenciales
para entender a fondo las consecuencias de GFAP aberrante para astrocitos en el cerebro. En la
ausencia de animales que espontaneamente desarrollen la enfermedad, métodos modernos
para manipular el genoma experimentalmente nos permite crear animales de interés. A finales
de los 1970 y principios de los 1980 se desarrollaron técnicas para afiadir elementos genéticos
definidos al genoma de ratones de manera que fueran transmitidos a sus crias como rasgos
heredados. Estos animales “transgénicos” rapidamente se volvieron herramientas populares
para estudio. Métodos aln mas poderosos fueron desarrollados mas tarde en los 1980 para
modificar los genes de los animales, permitiendo la introducciéon de variantes definidas en
localizaciones especificas. Cuando estas manipulaciones focalizadas resultan en la eliminacion de
un gen, los animales se conocen coloquialmente como “knockouts”. Cuando la manipulacién
resulta en la modificacidon de un gen en vez de su eliminacidn, los animales se conocen como
“knock-ins”.

Aunque el primer ratdn transgénico de GFAP que formé las fibras de Rosenthal impulsé
una nueva era de investigacion en la enfermedad de Alexander (Messing at al., 1998), analisis
genéticos subsecuentes en pacientes llevaron al descubrimiento de que este modelo de ratén en
particular no era una mimica genética exacta de la enfermedad humana. El ratén del 1988 llevaba
copias adicionales de un gen normal de GFAP (asi que producia niveles excesivos de una proteina
gue tenia una secuencia normal de aminodcidos), mientras que la enfermedad humana
involucraba una secuencia de aminoacidos anormal en GFAP. Las técnicas para el disefio de
mutaciones knock-in permitieron la creacidon de nuevos modelos animales que se asemejaban
mas a la enfermedad en humanos.

En el ratédn, Hagemann et al. crearon mimicas genéticas exactas de la enfermedad de
Alexander en humanos directamente modificando el gen de GFAP del ratén (el cual ya es 90%
idéntico al humano) con variaciones en secuencia idénticas a dos variantes comunes, Arg79His y
Arg239His (Hagemann et al., 2006) (Figura 23). [Debido a diferencias menores en secuencias
entre humanos y ratones en la region de dominio principal (el ratéon tiene 3 aminoacidos menos),
las publicaciones que describen a este ratdon en particular se refieren a las variantes como
Arg76His y Arg239His]. Independientemente, el laboratorio de Kazuhiro lkenaka (Instituto
Nacional para Ciencias Fisioldgicas, Japdn) credé una version transgénica que llevaba una
secuencia humana con la variante Arg239His, y producia una proteina humana anormal en
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adicién a la proteina normal de ratén
(Tanaka et al., 2007). Ambos modelos de
ratones formaban fibras de Rosenthal,
demostrando el enlace entre la variante
de GFAP y el rasgo neuropatoldgico
distintivo de la enfermedad. Aunque
ningun modelo sufrié de convulsiones
visibles, ambos mostraron una
sensibilidad anormal al ser expuestos a
un quimico experimental que induce
convulsiones, acido kainico. Mas
reciente, Cotrina y colegas reportaron
que el ratédn Arg236His experimenta
actividad sub-convulsiva continua en
registros de electroencefalogramas
(EEG) (Cotrinaetal., 2014). M3s acerca de
lo aprendido en estos estudios se FIGURA 23: Seccion de tejido de cerebro de un
discutird a continuacion.  rgtén disefiado con la variante R236H
Sorprendentemente, ninguno de los  (equivalente a R239H en humanos), mostrando
modelos de raton mostré evidencia de  fibras de Rosenthal abundantes (estructuras
deficiencia en la materia blanca. Como se g/obu/ares rojas — a/gunas de muchas en este
menciond anteriormente, los astrocitos  plano de vision indicadas por flechas) en
humanos son mas grandes y complejos  gstrocitos. Figura reimpresa de (Hagemann et
que los de ratones (Oberheim et al., g/, 2006). Utilizada con permiso de la Sociedad

2009), lo cual podria limitar cudn de cerca  de Neurociencia. Los circulos tefiidos de violeta
los modelos de ratones pueden imitar la

enfermedad humana.

Mas reciente, el laboratorio de Mel Feany (Bringham and Women’s Hospital, Harvard)
cred un modelo de la enfermedad de Alexander en Drosophila. La mosca frutera comun,
Drosophila melanogaster, por mas de 100 afios ha servido como uno de los sistemas de modelo
animal mas versatiles en el cual estudiar genética tanto en desarrollo normal como en
enfermedades (Figura 24). A pesar de que las moscas son evolutivamente diferentes a los
humanos, y no tienen mielina, astrocitos, o filamentos intermedios como GFAP, su sistema
nervioso depende de células parecidas a los astrocitos (también llamadas “glia”) que interactian
con neuronas de manera similar a lo que sucede en el sistema nervioso de vertebrados.
Utilizando métodos andlogos a esos del ratén lkenaka (es decir, afadiendo un gen humano al
genoma de la mosca), estos investigadores generaron moscas que producen la variante de
Arg79His humana de GFAP en su glia, y estudiaron los efectos resultantes tanto en las células
gliales como en las neuronas vecinas (Wang et al., 2011). Moscas que producian GFAP humano
normal fueron usadas como control. Similar a los resultados en ratones, producir la forma de
Arg79His de GFAP causé formaciones de agregados entre glia casi idénticos a las fibras de
Rosenthal. En adicidn, la presencia de fibras de Rosenthal en estas células estaba relacionada a
su tendencia de causar muerte en las neuronas vecinas, lo que se conoce como neurotoxicidad
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inducida por glia. Las moscas también eran mas susceptibles
a convulsiones, y esto puede reflejar un disturbio subyacente
en la habilidad de manejar glutamato. Una fortaleza del
modelo de mosca es que uno puede cruzar las moscas de
GFAP con cepas que tienen deficiencia de otros genes, y asi
identificar otros mecanismos genéticos que podrian ser
modificadores importantes de la enfermedad inducida por
GFAP. De esta manera, se identifico la sintasa de oxido nitrico
como un mecanismo importante a través del cual Ia
{ produccidon de la variante de GFAP en

FIGURA 24: Drosophila melanogaster. Reimpresa glia lleva a los efectos toxicos en
bajo licencia de CC-BY 2.0. https://en neuronas (Wang et al.,, 2005). Otras
.m.wikipedia.org/wiki/File:Drosophila_melano maneras en las cuales el modelo de
gaster_-_Fruit_fly.png moscas ha sido utilizado se describen a

continuacion.

4.5 ¢COMO LAS VARIANTES DE GFAP CAUSAN LA ENFERMEDAD?

A cierto nivel, esta es la pregunta fundamental que todos los sistemas de modelo intentan
contestar. Si entendemos cédmo las variantes de GFAP causan la enfermedad, tenemos mejor
oportunidad de intervenir para cambiar el curso de eventos. La discusién a continuacién
comienza con lo que sucede en el astrocito, y luego considera cémo estos cambios impactan el
ambiente alrededor, y otras células que interactdan con los astrocitos.

Algo que claramente sucede es que la expresion del GFAP mutante lleva a una cascada de
cambios en la expresidn de otros genes, lo que se refiere colectivamente como “respuesta de
estrés”. En algunos aspectos, la activacion de estas vias son intentos de la célula de protegerse a
si misma de cualquier tipo de lesion como termal (es decir, estrés por calor), toxica, o en el caso
de GFAP, de origen genético. De hecho, los mismos genes a menudo son activados por todos
estos diversos tipos de insultos (por ejemplo, aB-cristalina fue originalmente identificada en
Drosophila como parte de la respuesta a estrés por calor, y también se conoce como una proteina
de choque térmico). Exactamente cémo estas diferentes vias de estrés son activadas es un tema
de investigacidn considerable, pero solo hay pocas respuestas disponibles. Un rasgo interesante
es que las mismas vias basicas son activadas por tener mucho GFAP y por tener GFAP anormal.
En general, los efectos perjudiciales de tener demasiado GFAP, o alternativamente GFAP
anormal, se conoce como “toxicidad GFAP” (Messing et al., 2012a).

Ya que el GFAP anormal inicia el proceso de la enfermedad, hace sentido que cualquier
aumento en el nivel de actividad genética (también conocido como “expresiéon”) solo podria
empeorar las cosas. Estudios en ambos, modelos de raton y en autopsias humanas, consisten en
la idea de que el nivel de la acumulacién de GFAP se correlaciona con la severidad de la
enfermedad (Hagemann et al., 2006; Walker et al., 2014). Este aumento podria ser medido
facilmente a través de analisis del fluido cerebroespinal, donde el GFAP normalmente estd
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presente en niveles bajos, pero aumenta marcadamente en la enfermedad de Alexander y otras
condiciones (Kyllerman et al., 2005; Liem and Messing, 2009; Jany et al., 2015) (Figura 25). Niveles
de GFAP elevados también se observan en la sangre, principalmente en pacientes de desarrollo
temprano de la enfermedad (Jany et al., 2015).
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FIGURA 25: Niveles de GFAP en fluido cerebroespinal (CSF, por sus siglas en inglés)
(panel izquierdo) y en la sangre (panel derecho) de pacientes de la enfermedad de
Alexander y controles saludables (los valores se muestran en el axis de y con una
escala logaritmica para el CSF, y una escala linear para sangre). Los niveles de
GFAP estuvieron elevados en el CSF para todos los pacientes de la enfermedad de
Alexander excepto uno, y en la sangre para grupos con inicio de la enfermedad en
nifiez y juventud, pero no en adultez. Cada punto de data representa un individuo.
Figuras reimpresas de (Jany et al., 2015); Creative Commons Attribution 4.0
International license. AxD = Enfermedad de Alexander.

Otras caracteristicas presuntamente secundarias que pueden residir dentro de astrocitos
0 en una poblacidn de células adyacentes, como microglia, se refleja por un aumento en nimero
de moléculas secretadas o adheridas a la membrana (quizas receptores de las moléculas
secretadas). Estos fueron detectados por primera vez por Hagemann et al. (2005), en su estudio
del modelo de ratén original que formo fibras de Rosenthal, y subsecuentemente expandido por
el laboratorio de Goldman en su estudio de este y otros modelos de ratéon (Olabarria et al., 2015;
Olabarria and Goldman, 2017). Este perfil general de activacidon genética a veces se conoce como
“neuroinflamacion”, debido a similitudes con la respuesta inmunoldgica fuera del sistema
nervioso, y podria explicar el beneficio que ocasionalmente se atribuye a tratamientos con
medicamentos antinflamatorios como prednisolona. Sin embargo, ninguno de estos compuestos
antinflamatorios ha sido estudiados en estudios clinicos formales, asi que no se ha llegado a un
consenso en como se deben usar en los pacientes.

Se desconoce por qué los niveles de GFAP aumentan (al punto de toxicidad). Uno podria
pensar en el nivel total de cualquier proteina como un reflejo del balance de sintesis y
degradacion. Por lo tanto, los cambios en el total de GFAP deben ser, en parte, debido a cambios
en la sintesis, degradacién, o ambos. Es importante entender por qué los niveles de GFAP
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aumentan en la enfermedad de Alexander, porque podria ofrecer una oportunidad importante
de intervencién. Estudios en ambos, modelos de ratén y tejido humano sugieren que hay una
correlacién entre los niveles de GFAP y la severidad de la enfermedad. Esto hace sentido intuitivo
porgue cualquier aumento en la actividad de la expresion de GFAP (es decir, actividad del geny
traduccion a proteina) también aumenta el nivel de la misma proteina que da inicio a la
enfermedad en primer lugar.

¢éLa sintesis de GFAP aumenta? ¢Por qué? Basado en las medidas de niveles de mRNA en
ambos modelos animales y cerebros humanos, es claro que el proceso de transcripcién genética
(de ADN a ARN) aumenta (Hagemann et al., 2005; Hagemann et al., 2006). Por qué la sintesis de
GFAP aumenta es otro asunto. Un aumento en la expresién de GFAP aparenta ser una
caracteristica fundamental de la respuesta reactiva de los astrocitos a casi cualquier lesién o
enfermedad que los afecte a ellos o a otras células en el sistema nervioso central (como se
menciona anteriormente). En muchos otros escenarios, la explicaciéon se podria encontrar en
cambios en otras células, como neuronas, oligodendrocitos, y microglia, las cuales luego se
comunican con los astrocitos para provocar esta respuesta. Uno de los descubrimientos mas
interesantes en modelos de ratdn, sin embargo, es que cambios en la sintesis de GFAP ocurren
como un evento temprano, mucho antes de que cualquier alteracién significativa haya ocurrido
en otra poblacién celular en el cerebro. Por ejemplo, cuando la actividad del promotor de GFAP
(la regién reguladora del gen, la cual controla la transcripcidon de la region codificante) fue
examinada como una funcién de edad en la mutante Arg236His, un cambio dramatico se observd
entre 7-14 dias después del nacimiento (Figura 26).
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Ademas del aumento en sintesis, también parece haber cambios en la degradacién, pero
estos son mdas complejos. Por otro lado, una via importante para digerir una amplia variedad de
proteinas involucra una estructura subcelular llamada “proteasoma”, y esta via parece estar
afectada, al menos en modelos de cultivo celular de la enfermedad de Alexander (Tang et al.,
2006 and Tang et al., 2010). Hay indicaciones de que esto sucede en animales y en humanos
(Walker et al.,, 2014). Por otra parte, otra via de digestiéon de proteinas (y estructuras mas
grandes), llamada “autofagia”, parece aumentar, pero esta via solo se ha estudiado en modelos
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de cultivo celular (Tang et al., 2008). Moody et al. (2017) utilizaron un método diferente para
analizar esta pregunta. Introduciendo isotopos pesados de nitrogeno a la dieta de los animales,
pudieron examinar cuan rapido la poblacidn de GFAP en el cerebro se convertia de aminodcidos
gue contenian el nitrégeno normal al nitrogeno pesado, y determinando la tasa de cambio. Para
su sorpresa, el cambio en los ratones con GFAP mutante era mas rdpido que en los ratones
normales. A pesar de que los detalles de lo que inicia este cambio (en las primeras dos semanas
después del nacimiento) contindan inciertos, eventualmente parece ser que la degradacion se
pone a la par con la sintesis. Los astrocitos luego llegan a un equilibrio donde ambos lados de la
ecuacion aumentan y los niveles de GFAP se estabilizan, pero a un nivel mas alto que antes (un
resumen de esta hipdtesis se muestra en la Figura 27). Este descubrimiento tiene implicaciones
muy importantes para el campo de terapias, ya que sugiere que si se puede encontrar alguna
manera de detener la sintesis, la degradacion estd preparada para deshacerse del GFAP que ya
esta presente.

FIGURA 27: Modelo propuesto para
cambios en sintesis y degradacion
impulsado por la presencia de GFAP
mutante. Inicialmente, la sintesis y
degradacion son equivalentes, asi que los

synthesis . ;
rate niveles de proteina en general se
) mantienen estables. Todavia
degradation
@ desconocemos los detalles de lo que
ocurre para alterar este balance, pero la

hipdtesis es que lo que surge es un

age periodo en el cual la sintesis excede la
degradacion (resultando en un aumento
en niveles de proteina), y luego la
degradacion la alcanza y un nuevo, pero
mds alto equilibrio se mantiene.

Existe alguna evidencia para decir que incluso bajos niveles de la proteina GFAP mutante
puede causar problemas. Todavia no sabemos precisamente a qué nivel comienzan estos
problemas (Flint et al., 2012). La supresién de GFAP como estrategia terapéutica es un area de
investigacién activa, y determinar exactamente cudnta supresidn es necesaria es una meta
importante de estos estudios.

Cambios en el ambiente extracelular pueden en parte explicar el origen de las
convulsiones, uno de los problemas neurolégicos mds comunes experimentados por individuos
con la enfermedad de Alexander. Uno que ha recibido la mayor atencién estd relacionado a
glutamato, un neurotransmisor excitatorio que es absorbido por astrocitos a través de un
transportador de proteinas conocido como “Glt-1”. En modelos de ratén y tejidos de humanos,
los niveles de Glt-1 parecen mas bajos de lo normal, un descubrimiento que la enfermedad de
Alexander comparte con otros desordenes neuroldgicos como esclerosis lateral amiotrdéfica
(Hagemann et al.,, 2009). Tal disminucidon en niveles de transportador, si se extiende a una
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disminucién en funcién (no probada todavia), podria contribuir a la excitacion excesiva de las
neuronas alrededor que estan expuestas a niveles de glutamato mas alto por periodos de tiempo
mas largos de los que ocurren durante un funcionamiento fisiolégico normal (Tian et al., 2010).
En otro modelo de ratdon de la enfermedad de Alexander, estimulacion eléctrica del hipocampo
resultd en liberacidon de adenosina trifosfato (ATP, por sus siglas en inglés), ademas de niveles
elevados de su producto de descomposicion, adenosina (Lee et al., 2013; Fujii et al., 2014).
Juntos, estos pueden reflejar alteraciones fundamentales a la fisiologia del hipocampo que
contribuye, en parte, a aspectos de la enfermedad de Alexander relacionados a las convulsiones
y a la cognicion.

Como se menciond anteriormente, ninguno de los modelos existentes de la enfermedad
de Alexander muestra evidencia de leucodistrofia. Por lo tanto, actualmente no podemos
esclarecer este aspecto clave de la enfermedad humana — éicdémo los cambios en los genes de
astrocitos llevan a efectos secundarios en las células responsables por la creacién de mielina, los
oligodendrocitos? Algunos han argumentado que los defectos en mielina podrian reflejar la
expresion de GFAP en otras células ademds de astrocitos, como los precursores de
oligodendrocitos, pero la evidencia de esto es muy débil. Hasta que no haya mejores modelos de
animales y cultivos celulares disponible, no haremos mucho progreso en entender este aspecto
de la enfermedad.

4.6 ¢SE PIERDEN ASTROCITOS?

La pregunta de si las mutantes de GFAP causan muerte de astrocitos ha sido una dificil de
responder de manera definitiva. Indicios de tal efecto provienen principalmente de estudios
hechos en cultivos de células, los cuales por muchas razones son un modelo imperfecto de la
enfermedad (Mignot et al.,, 2007; Cho and Messing, 2009). A pesar de que el modelo de
Drosophila descrito anteriormente también presenta muerte neuronal inducida por glia como
una caracteristica prominente, este también es un modelo imperfecto de la enfermedad humana
(Wang et al., 2011). Estudios con muestras de pacientes, casi siempre obtenidas en autopsias,
son dificiles de interpretar porque muchos de los cambios observados podrian ser secundarios a
otras complicaciones como hipoxia (falta de oxigeno) o convulsiones. Con los modelos de ratén
existentes, no se ha observado evidencia de muerte celular (Hagemann et al., 2006). Sin
embargo, se estan desarrollando modelos de rata que podrian esclarecer esta pregunta.

4.7 ¢SON LAS FIBRAS DE ROSENTHAL TOXICAS PARA ASTROCITOS?

La pregunta de si las fibras de Rosenthal en si son buenas o malas para los astrocitos nunca se ha
esclarecido. Ciertamente, funcionan como un indicador importante de que algo malo est3
pasando en la célula, pero uno podria verlas como parte de una respuesta de proteccion (tal vez
secuestrando proteinas de GFAP mutantes del resto de la célula) o alternativamente como
téxicas (como interfiriendo con la maquinaria de degradacion de proteinas). A pesar de muchos
esfuerzos, e incluso algunas alegaciones, no hay data absolutamente convincente de estudios en
cultivo de células o modelos animales (Mignot et al., 2007; Wang et al., 2011). La respuesta a esta
pregunta es importante, ya que podria guiar el disefio de experimentos que buscan encontrar
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estrategias de tratamiento efectivo. Si uno acepta la idea de que las fibras de Rosenthal son
toxicas, estrategias para reducir el nimero de fibras son valiosas. Por otro lado, si son
protectoras, tratamientos beneficiosos podrian o no coincidir con la reduccion de fibras de
Rosenthal, y uno podria incluso imaginar intentar aumentar el niumero.

4.8 (PODRIA ALGUIEN TENER LA ENFEREMDAD DE ALEXANDER SIN FIBRAS DE ROSENTHAL?

Esta es una pregunta interesante para la cual no sabemos la respuesta. Muchas veces, la solicitud
para realizar pruebas genéticas viene de imagenes de MRI, las cuales, de cumplir con el criterio
clasico, han demostrado ser altamente confiables para diagndstico. En algunas situaciones, sin
embargo, las imagenes de MRI son equivocas, y se realizan pruebas de GFAP como parte de la
busqueda de un diagndstico. Por lo tanto, hay muchos pacientes que tienen un diagndstico de la
enfermedad de Alexander adquirido principalmente a base de resultados genéticos, con MRI
atipico y sin confirmacion de la patologia. Ya que la mayoria de las variantes reportadas son
“privadas” (es decir, solo se conoce un paciente con la misma mutacion), como se explicé
anteriormente, todavia se desconoce si todos estos presentan fibras de Rosenthal. La asuncién
actual es que si las presentan, pero esta es otra indicacién de la necesidad continua de autopsias
y donacidn de tejidos para poder entender el espectro completo de la enfermedad. Es importante
notar que, actualmente, neuropatologia sin fibras de Rosenthal no llevaria a la consideracion de
la enfermedad de Alexander como un diagndstico potencial, o a la recomendacion de realizar
analisis genético de GFAP. Por lo tanto, hay una parcialidad en contra del descubrimiento de
enfermedades causadas por variantes de GFAP que no causan la formacién de fibras de
Rosenthal.

4.9 ¢PODRIA ALGUIEN TENER FIBRAS DE ROSENTHAL SIN LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER?

La contestacién a esta pregunta es probablemente si. Jacob et al. (2003) describieron 11
pacientes quienes murieron por una variedad de razones (sin sintomas neurolégicos evidentes)
y que en la autopsia revelaron abundantes fibras de Rosenthal en sus cerebros. Hay dos
explicaciones alternativas para este descubrimiento. Primero, estos individuos pudieron haber
cargado variantes de GFAP que, de haber sido conocidas, podrian haber sido consideradas un
diagnéstico de la enfermedad de Alexander. Sin embargo, su muerte prematura de otras causas
previno la aparicién eventual de sintomas relacionados a Alexander. Como se menciond
anteriormente, la edad de aparicién para la enfermedad de Alexander es extremadamente
variable, extendiéndose hasta los 60 e incluso los 70 (dependiendo del criterio para diagndstico
de Alexander). Es completamente posible que existan muchos individuos en el estado pre-
sintomatico. Desafortunadamente, no se han realizado estudios genéticos en las personas en
este estudio con esta designacién de “encefalopatia de fibras de Rosenthal”. Segundo, debemos
recordar que las fibras de Rosenthal ocurren en muchas condiciones que no tienen relacion con
la enfermedad de Alexander (Wippold et al., 2006), y en teoria podrian surgir de aumentos en
niveles de GFAP extremos y persistentes, de cualquier causa.
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4.10 ¢ QUE TIENE EN COMUN LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER CON OTROS DESORDENES
NEUROLOGICOS?

Claramente los niveles elevados de GFAP en la enfermedad de Alexander son una caracteristica
comun para casi todos los desérdenes o lesiones del sistema nervioso central, pero se desconoce
si esto en si causa algun problema. Cuando GFAP tiene una secuencia normal de aminoacidos,
solo su expresién a niveles altos lleva a fibras de Rosenthal, y tal vez solo en esos casos el GFAP
lleva a la toxicidad. Por lo contrario, en la enfermedad de Alexander algunos GFAP contienen
secuencias anormales, lo que posiblemente ejerza algunos de sus efectos a través de mecanismos
aparte de simplemente los niveles de GFAP.

No obstante, varios aspectos de la enfermedad de Alexander son compartidos con otras
enfermedades neuroldgicas, y atencidn a estos puede revelar cdmo la enfermedad evoluciona 'y
cémo puede ser tratada. Primero es el diagndstico caracteristico de las fibras de Rosenthal, lo
cual coloca a la enfermedad de Alexander junto a otros desérdenes conocidos que involucran
agregacion de proteina, como la esclerosis lateral amiotréfica, la enfermedad de Parkinson, y la
enfermedad de Huntington. Algo en comun que tienen estas enfermedades es la disfuncién de
la maquinaria de degradacién de proteina en la célula, principalmente la proteasoma (Bossy-
Wetzel et al., 2004; Zheng et al., 2016).

Otra caracteristica, recientemente descubierta, es la localizacion errénea y agregacion de
otra proteina, TDP-43, en el citoplasma de astrocitos (Walker et al., 2014). TDP-43 se encuentra
normalmente en el nucleo, pero es modificada y llevada al citoplasma en varios desérdenes. TDP-
43 normalmente funciona regulando la expresion de otros ARN mensajeros, quizas algunos miles
(Huang et al., 2014), asi que cambios en este sistema puede tener un efecto amplio en la funcién
general de los astrocitos. Variantes patogénicas de TDP-43 fueron identificadas en sub-grupos de
pacientes con esclerosis lateral amiotréfica y demencia lobar frontotemporal (Sreedharan et al.,
2008).

Finalmente, por su puesto, es disfuncion del astrocito. La enfermedad de Alexander es
considerada el primer ejemplo de desorden primario de astrocitos (es decir, donde los astrocitos
son el origen), pero se cree que la disfuncién de astrocitos también juega un papel importante
en muchos otros desérdenes neuroldgicos. Desdrdenes neurolégicos con comienzo en la adultez
gue se conocen bien y tienen componentes significativos de astrocitos incluyen la enfermedad
de Parkinson (Booth et al., 2017), la enfermedad de Alzheimer (Verkhratsky et al., 2010), la
enfermedad de Huntington (Khakh et al., 2017), y esclerosis lateral amiotréfica (Lob- siger and
Cleveland, 2007). Desdrdenes del neurodesarrollo que inicialmente se manifiestan en la nifiez
donde la disfuncién de astrocitos ha ganado mas atencion incluyen el sindrome de Rett (Lioy et
al., 2011), el sindrome de Down (Nelson et al., 1997), y el sindrome de X fragil (Higashimori et al.,
2013). De particular interés son dos leucoencefalopatias donde la disfuncion de astrocitos lleva
a defectos en la materia blanca, leucoencefalopatia megalencefalica con quistes subcorticales
(Leegwater et al., 2001), y enfermedad de sustancia blanca evanescente (Dooves et al., 2016).
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Una funcion de astrocitos que ha recibido la mayor atencion es el transporte de
glutamato, pero en realidad, la naturaleza de toxicidad de astrocito (ya sea un fallo de funcion
preexistente, como transporte de glutamato, o la adquisicién de una nueva funcién, como la
secrecion de sustancias toxicas) es pobremente entendida y asunto de gran interés (Nagai et al.,
2007; Liddelow et al., 2017). Claramente sera importante ver los avances en entendimiento de

estos otros desérdenes para aplicaciones que podrian ser de beneficio para la enfermedad de
Alexander.
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CAPITULO 5 En Busca de Tratamientos

A pesar de nuestro entendimiento incompleto de exactamente cdmo las variantes patogénicas
de GFAP llevan a disfuncién de astrocitos y las muchas manifestaciones de la enfermedad de
Alexander, varias ideas de tratamientos estan siendo exploradas, y algunos estudios preliminares
en pacientes se han llevado a cabo. La racional (o la falta de) para esta variedad de métodos se
discute aqui, con un enfoque primario en aquellos que son aplicables a humanos o modelos
animales. Estudios que solo utilizaron modelos de cultivo celular no se incluyeron. Repasos
extensos en el tema de terapias para la enfermedad de Alexander ya se han realizado (Messing
et al., 2010; Brenner and Messing, 2014).

5.1 METODOS PASADOS

En el pasado, ocurrieron dos estrategias de tratamiento en pacientes sin una racional fuerte y no
se contintan realizando en la actualidad. En la era pre-genética, un infante recibié un trasplante
de médula ésea (Staba et al., 1997), bajo la asunciéon de que la enfermedad de Alexander
compartia similitudes con otras leucodistrofias para las cuales esta estrategia de tratamiento era
utilizada (como la leucodistrofia metacromatica). La nifia falleci6 4.5 meses después del
trasplante, y ningun otro paciente fue tratado utilizando este método. Mas recientemente, una
nifia de 9 anos con el Tipo Il de la enfermedad de Alexander fue tratada con hormona liberadora
de tirotropina (TRH, por sus siglas en inglés), basado en indicaciones de un efecto favorable en
modelos de ratén de otras enfermedades neurogenéticas (Ishigaki et al., 2006). La naturaleza de
ese efecto favorable nunca fue bien definida. Se encontré una mejoria transitoria en su
condicién, pero luego desaparecié durante el periodo de cuatro meses del estudio. Un escrito
por los mismos investigadores comentd que otros dos pacientes también fueron tratados con
TRH sin mejoria alguna (Yoshida et al., 20112). Actualmente no hay ninguna investigacién de TRH
como terapia.

5.2 IDEAS DE GENETICA

Estudios genéticos utilizando modelos de ratén de la enfermedad de Alexander sugieren
estrategias interesantes para posibles tratamientos. Ambas involucran la manipulacidn de genes
de respuesta a estrés. Estos son genes que son inducidos en astrocitos y muchas otras células
como proteccion natural contra eventos termales, téxicos u otros perjudiciales. Dos que son de
particular interés en la enfermedad de Alexander son aB-cristalina y Nrf2. Exactamente por qué
estos genes se activan en la enfermedad de Alexander es motivo de debate, pero podria estar
relacionado a estrés oxidativo (descrito anteriormente). También ofrecen claves acerca de cdmo
uno podria contrarrestar los efectos de GFAP mutante en astrocitos.

5.2.1 aB-cristalina

aB-cristalina, también conocida como “proteina de choque térmico B5” (HSPB5, por sus siglas en
inglés) y CRYAB, es una proteina que fue originalmente aislada del lente, pero luego se encontré
gue estd mucho mas distribuida en el cuerpo. En el sistema nervioso, los astrocitos normalmente
producen niveles bajos, donde se enlaza a GFAP y ayuda a regular su ensamblaje de filamentos
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maduros. Goldman y colegas encontraron que aB-cristalina es un componente principal de las
fibras de Rosenthal en la enfermedad de Alexander, donde parece quedar atrapada durante el
proceso de agregacion (lwaki et al., 1989). Basado en el trabajo de los laboratorios de Goldman
y Quinlan sugiriendo que aB-cristalina puede promover el desmontaje de los filamentos de GFAP
y disolver los agregados (Nicholl and Quinlan, 1994; Koyama and Goldman, 1999), el laboratorio
de Messing examind si elevar los niveles de aB-cristalina artificialmente en astrocitos de modelos
de ratdn seria de beneficio. Estos investigadores comenzaron creando ratones que producen aB-
cristalina extra en astrocitos, y luego cruzdndolos con modelos de ratén de la enfermedad de
Alexander. En el modelo de ratén mas severamente afectado, el cual tipicamente muere a ~ 4
semanas de edad, altos niveles de aB-cristalina rescataron al raton del efecto letal (Hagemann et
al., 2009). Queda por verse si estos resultados se pueden trasladar a un tratamiento que pueda
ser probado en humanos.

5.2.2 Nrf2

Nrf2 es un “factor de transcripcion” que normalmente funciona enlazandose a regiones
reguladoras de genes para controlar la expresion de dichos genes. Como aB-cristalina, Nrf2 es un
gen de respuesta a estrés que es activado por una variedad de insultos a la célula, y, a su vez
activa la expresidon de muchos genes de procesos siguientes que actdan juntos para amortiguar
los efectos de la lesién. Similar al experimento con ratones y aB-cristalina descrito
anteriormente, el laboratorio de Messing también generd cepas separadas de ratones que
artificialmente producen altos niveles de Nrf2 en astrocitos. Cuando son cruzados con ratones
que llevan las mutaciones de GFAP en la enfermedad de Alexander, el Nrf2 extra probd ser de
beneficio, en parte reduciendo los niveles de GFAP (LaPash Daniels et al., 2012). La activacion de
Nrf2 es un tema de gran interés para otras enfermedades neuroldgicas, y programas extensivos
de desarrollo de drogas se estan llevando a cabo en la industria farmacéutica para desarrollar
compuestos que actlen en este objetivo (Johnson and Johnson, 2015). Sin embargo, ninguno de
estos compuestos ha llegado a la etapa de uso clinico. Es interesante que una droga aprobada
recientemente para uso en esclerosis multiple, dimetilfumarato, se presume actua a través de la
via de Nrf2 (Linker et al., 2011), pero faltan pruebas de este concepto en humanos.

5.3 PRUEBAS DE CANDIDATOS ESPECIFICOS DE MEDICAMENTOS

Basado en entendimiento emergente de mecanismos basicos de la enfermedad de Alexander,
dos estudios se enfocaron en medicamentos especificos que podrian actuar en estas vias de
manera beneficiosa. El primero es ceftriaxona, un antibiético de la familia de penicilina
ampliamente utilizado para tratar enfermedades infecciosas. Experimentos utilizando modelos
de ratones al igual que muestras de cerebro de pacientes de la enfermedad de Alexander
identificaron una disminucion en la proteina de astrocitos, Glt-1, la cual es normalmente
responsable de transportar el aminoacido pequeno glutamato a través de la membrana del
astrocito (Hagemann et al., 2009; Tian et al., 2010). Se cree que los astrocitos cuidadosamente
controlan los niveles de glutamato en el espacio sindptico removiéndolo luego de que es liberado
de las neuronas. Demasiado glutamato podria en cambio llevar a enlace excesivo a sus receptores
en las neuronas, demasiada excitacion, y potencialmente muerte neuronal debido a
“excitotoxicidad” (Lipton y Rosenberg, 1994). Por lo tanto, por extensidon, muy poco Glt-1 podria
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llevar a muerte de neuronas. Este mecanismo de disfuncién de astrocitos causando muerte
neuronal ha sido propuesto anteriormente para otra enfermedad neurodegenerativa, esclerosis
lateral amiotréfica (ALS, por sus siglas en inglés) (Rothstein et al., 1995). Con esta idea en mente,
Rothstein y colegas buscaron medicamentos que pudieran aumentar la produccién de Glt-1 en
cultivo de tejidos de médula espinal de ratén, e identificaron a ceftriaxona como candidato
(Rothstein et al., 2005).

Uniendo estas dos ideas — que la reduccidn de Glt-1 en la enfermedad de Alexander puede
ser la causa de muchos de los problemas, y que la ceftriaxona puede estimular Glt-1 — Sechi y
colegas iniciaron un ensayo de este medicamento en un paciente con comienzo de la enfermedad
en la adultez. En este estudio no ciego (es decir, ambos el paciente y los doctores sabian que se
estaba administrando la droga), se notdé una mejoria modesta en algunos, pero no todos los
sintomas a los 20 meses (Sechi et al., 2010). Subsecuentemente, los mismos investigadores
reportaron un seguimiento a los 4 afios de haber comenzado el tratamiento, y alegaron mejoria
continua (con algunos de los investigadores haciendo las pruebas sin saber el historial del
tratamiento) (Sechi et al., 2013). En conjunto, este estudio de un solo paciente es dificil de
interpretar, ya que se conoce que la severidad de los sintomas puede fluctuar y algunos pacientes
han experimentado recuperacidon espontanea a través de periodos de tiempo mas largos
(Messing et al., 2012b; Namekawa et al., 2012). La ceftriaxona es complicada por requerir una
ruta de administracidn intravenosa, algunas veces realizada a diario, lo cual puede ser dificil de
sostener por largos periodos de tiempo. Aunque nunca se publicd, algunos anos de esfuerzo en
el laboratorio de Messing para demostrar experimentalmente un beneficio de ceftriaxona en
modelos de ratén de la enfermedad de Alexander no lograron mostrar ningun efecto, y fueron
abandonados por el grupo.

Una serie de pistas totalmente diferentes acerca del control de niveles de GFAP llevo a
probar el litio como tratamiento para la enfermedad de Alexander. El litio es un metal alcalino
gue ha sido utilizado en forma de sal desde la antigliedad en una variedad de escenarios. Todavia
se usa ampliamente en trastorno bipolar y otros desérdenes psiquiatricos. El litio tiene muchos
efectos diferentes al nivel celular y molecular, y desde luego la base para su eficacia en psiquiatria
todavia es motivo de debate, pero dos de estos efectos fueron considerados potencialmente
utiles en el contexto de la enfermedad de Alexander. Como se menciond anteriormente, la
acumulacién de GFAP a niveles tdxicos es una de las hipdtesis principales para explicar la
patologia y disfuncidon neuroldgica de la enfermedad de Alexander, y la acumulacién se cree (o
se creia) que refleja una combinacion de un aumento en sintesis y una disminucion en
degradacidn. A través de los afios, muchos otros estudios en diferentes tipos de células y
enfermedades revelaron que el litio, al menos en teoria, podia actuar para disminuir la sintesis
(via Stat3) y aumentar la degradacién (a través de autofagia) de GFAP. Como fue reportado por
La Pash Daniels et al. (2015), la administracion de litio a ratones a través de la comida por un
periodo de cuatro semanas reduce los niveles de GFAP en multiples areas del cerebro y la médula
espinal, probablemente a través de la inhibicion de sintesis. Sin embargo, las reducciones fueron
relativamente modestas (~10-30%), y ocurrieron dentro de un rango estrecho de
concentraciones de droga, por debajo del cual no hubo ningin efecto y por encima del cual hubo
un aumento en mortalidad. Esta ventana estrecha de tratamiento para litio es bien conocida en
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la comunidad de psiquiatria, y ya es una limitacién principal en su uso. Basado en estas
consideraciones (el efecto modesto y los problemas de seguridad), el litio no avanzo a estudios
en humanos para la enfermedad de Alexander.

En la descripcién original del modelo de Drosophila, Wang et al. (2011) demostraron
efectos beneficiosos de la vitamina E al igual que el compuesto conocido como 17-AAG (una
variacion de geldanamicina), este ultimo siendo probado como tratamiento contra el cancer. Sin
embargo, no se han realizado estudios de ninguno de estos compuestos en modelos de ratén de
la enfermedad.

5.4 PRUEBAS IMPARCIALES DE MEDICAMENTOS

Una alternativa al método de genes candidatos, y una que no requiere ninguna
presuposicion acerca del mecanismo subyacente es el de “pruebas imparciales de
medicamentos”. Colecciones de medicamentos que ya han sido aprobadas para uso humano por
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA, por sus siglas en
inglés) estan disponibles a través de suplidores comerciales en formatos que son adaptables a
una variedad de pruebas. Utilizando cultivo de células de cerebros de uno de los modelos de
ratén de la enfermedad de Alexander, Cho et al. (2010) buscaron identificar medicamentos
aprobados por la FDA que redujeran los niveles de GFAP en astrocitos. Un nimero de compuestos
interesantes que parecian prometedores fueron encontrados, y en algunos casos, cumplieron
con las pruebas mas rigurosas de eficacia in vivo al reducir niveles de GFAP en el cerebro de
ratones que recibieron inyecciones intraperitoneales. Sin embargo, estudios subsecuentes
utilizando ratones con GFAP mutado (con niveles elevados en el cerebro) fallaron en replicar los
primeros estudios que utilizaron ratones normales.

Utilizando el modelo de Drosophila descrito anteriormente, Wang et al. (2016) llevé a
cabo una prueba similar, pero con animales vivos en vez de cultivos de células. Al exponer moscas
individuales a uno de 1987 compuestos, y luego examinar sus cerebros para reducciones en una
medida de muerte celular (activacién de caspasa), estos investigadores identificaron siete
compuestos que mostraron el efecto deseado. Un compuesto, glicopirrolato, implicaba el
sistema colinérgico (el cual depende de acetilcolina como neurotransmisor en sinapsis) como una
nueva via de disfuncion que requeria mas estudios. La ventaja del modelo de mosca para este
tipo de estudio es que se realizd in vivo, pero la desventaja, mencionada anteriormente, es que
las moscas no son una copia genética exacta de la enfermedad humana y tienen varios aspectos
artificiales que se deben mantener en mente.

5.5 TERAPIA ANTISENTIDO

Al presente (finales del 2017), la estrategia mas prometedora para tratamiento parece ser
terapia antisentido. Este método toma ventaja de la habilidad de sintetizar hebras cortas de ADN
gue especificamente reconocen el ARN mensajero especifico y promueven su destruccion. De
esta forma, una reduccion de ARN mensajero de GFAP llevaria a una reduccion de la proteina de
GFAP. Se espera que esto pueda reducir los efectos téxicos de ambos, el exceso de GFAP y el
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GFAP mutante que presuntamente son la raiz de todos los problemas en la enfermedad de
Alexander. Resultados prometedores han comenzado a surgir de dichos estudios utilizando
modelos de raton de la enfermedad de Alexander (Powers et al., 2016).

El atractivo a largo plazo de estas estrategias de antisentido es que interrumpen el
proceso de enfermedad desde el comienzo, previniendo la producciéon de GFAP anormal. Por lo
tanto, todos los efectos futuros, para ambos neuronas y oligodendrocitos, deberian
presuntamente desaparecer. Deberiamos reconocer que pruebas de riesgo actuales se basan en
las consecuencias benignas de la deficiencia de GFAP en roedores, la cual no predice a totalidad
los efectos de esta misma deficiencia en humanos. Solo ensayos clinicos apropiados de Fase | que
cuidadosamente evaluen la seguridad en pacientes humanos pueden contestar esta pregunta.

5.6 ¢HAY ALGUN ROL PARA LAS CELULAS MADRE Y TRANSPLANTE DE CELULAS?

Las células madre que tienen el potencial de repoblar el cerebro ya pueden ser aisladas
en cultura y expandidas como una opcién terapéutica potencial para reemplazar tipos de células
gue se pierden en enfermedad. Dichas células madre han encontrado una amplia aplicacion fuera
del sistema nervioso, comenzando hace décadas con el trasplante de médula dsea para corregir
una variedad de desdrdenes en la sangre y mas recientemente con investigaciones activas en
desoérdenes del pancreas, higado, y corazén. En el sistema nervioso central, trasplante celular
para la enfermedad de Parkinson ha ganado mucho interés. Entre las leucodistrofias, se llevd a
cabo un estudio para probar el uso de células progenitoras de oligodendrocitos derivadas de
células madre embrionarias para el tratamiento de la enfermedad de Pelizaesus Merzbacher
(Gupta et al., 2012). Este desorden resulta de variantes en PLP, o proteina proteolipidica, una
proteina componente en la capa de mielina que envuelve a los axones. Este fue un ensayo de
Fase | principalmente dirigido a establecer seguridad, pero ninguna conclusién fue posible con
relacion a eficacia.

Para la enfermedad de Alexander, células madre derivadas de muestras de sangre o piel
de un paciente y convertidas a estado embrionario (“células madre pluripotentes inducidas”, o
células IPS, por sus siglas en inglés, ver seccion 4.4.2) estan siento utilizadas activamente en
estudios de mecanismos basicos de la enfermedad. Sin embargo, su explotacién como un
potencial tratamiento estd a muchos afios e incluso décadas en el futuro. Queda mucho por
aprender acerca de los riesgos asociados con dichos trasplantes de células madre al cerebro o
médula espinal (podrian formar tumores, por ejemplo), y al presente es incierto si se pierden
astrocitos en la enfermedad de Alexander ademds de ser disfuncionales. Los trasplantes de
células tienen un razonamiento mas fuerte cuando van dirigidos a remplazar poblaciones de
células que estan deficientes en niumeros, pero menor cuando se enfrentan con una poblacidn
residente que no desaparece. Es interesante que un estudio de células madre humanas
trasplantadas al sistema nervioso central de un modelo de ratdén con un defecto genético en
mielina mostréo repoblacidon extendida de oligodendrocitos humanos, aparentemente
desplazando los oligodendrocitos de raton residentes (Windrem et al.,, 2008). Todavia se
desconoce si una estrategia de trasplante dirigida a reemplazar astrocitos es posible.
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Un escenario mas probable para la enfermedad de Alexander, en el futuro inmediato, es
disefiar un tratamiento que arregle los problemas iniciales con los astrocitos, y solo entonces
considerar reparar la mielina ya sea a través de la estimulacién de células madre residentes, o
trasplantacién de progenitores gliales para repoblar oligodendrocitos. Como con otros
desdérdenes del sistema nervioso central, si hay alguna pérdida secundaria o degeneracion de
axones, estos son deficiencias que serian mucho mas dificil de corregir. Por lo tanto, en el 2017,
no hay razones convincentes para terapias de células madre.
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CAPITULO 6: Conclusiones

A pesar de los avances significativos en el entendimiento de la enfermedad de Alexander en los
ultimos 20 afios, todavia quedan muchas preguntas importantes y fundamentales. Todavia no
sabemos cudl de las funciones criticas de astrocitos se vuelve deficiente. Todavia no sabemos
exactamente cdmo cambios en la secuencia de aminoacidos de GFAP afectan a los astrocitos.
Hemos hecho esencialmente ningln progreso en el entendimiento de por qué esto es una
leucodistrofia, con cambios dramaticos en oligodendrocitos y/o mielina. ¢Por qué algunas areas
del cerebro y la médula espinal son selectivamente afectadas cuando los astrocitos (y el GFAP)
estan presente a través de todo el sistema nervioso central? Estas son solo algunas de las
preguntas claves que esperemos se contesten en los préximos afios. Aqui brevemente discutimos
otro rompecabezas — épor qué hay tantas diferencias entre pacientes quienes segun todas las
otras medidas tienen la misma enfermedad?

6.1 VARIABILIDAD - ¢POR QUE ES LA ENFERMEDAD SEVERA EN ALGUNOS, Y MAS LEVE EN
OTROS?

Uno de los aspectos mas confusos de la enfermedad de Alexander es que las variantes en un solo
gen, afectando células que estdn ampliamente distribuidas en el sistema nervioso central,
pueden tener un efecto tan variable en términos de severidad y tipos de sintomas. Incluso dentro
de la misma familia, con herencia de la misma mutacién, puede haber amplia variabilidad. Por
ejemplo, Zang et al., (2013) reportaron una familia con un nifio que tuvo un inicio de la
enfermedad a los 8 afios de edad mientras la madre, con la misma variante (Arg79His), no
mostraba sintomas a los 29 afios (aunque si mostraba anormalidades en el MRI). De las variantes
patogénicas, Arg75His y Argd16Trp son particularmente variables en sus efectos, con edades de
inicio reportadas variando desde el nacimiento hasta 36 afios (Arg79His) y de 3 meses a 45 afios
(Arg4d16Trp). Esta interrogante ha impulsado la busqueda de modificadores, ambos genéticos y
ambientales, que puedan influenciar el curso de la enfermedad.

6.1.1 Modificadores Ambientales

Hay varios candidatos de modificadores ambientales, pero ninguno ha sido probado
experimentalmente en modelos de animales de la enfermedad. Estos incluyen trauma a la cabeza
(Ayaki et al., 2010; Namekawa et al., 2010), fiebre (Ayaki et al., 2010; Zang et al., 2013), y alcohol
(Schmidt et al., 2013). Por ejemplo, el paciente descrito por Schmidt et al. (2013) era un adulto
quien experimenté una aparicion repentina de sintomas luego de un episodio de consumo
compulsivo de alcohol, y nunca se recuperd. Cotrina et al. (2014) sometieron a modelos de raton
de la enfermedad de Alexander a lesiones cerebrales traumaticas, esperando ver un aumento en
la susceptibilidad a convulsiones post-trauma. A pesar de que los ratones con la mutacién si
mostraron anormalidades pre-existentes en sus grabaciones de EEG (descritas como “sub-
convulsivas”, o no llegando al nivel de convulsiones obvias), no fueron diferentes a los ratones
normales en el desarrollo de convulsiones luego de la lesion.
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6.1.2 Modificadores Genéticos

Los modificadores genéticos son una alternativa para explicar las diferencias entre individuos
quienes podrian compartir la misma variante de GFAP, pero diferir en muchos de los otros
~20,000 genes en sus genomas. La posibilidad de la existencia de estos se puede inferir de la
situacion opuesta de gemelos idénticos. Tres pares han sido descritos en la literatura, y al
comparar el curso de sus enfermedades es sorprendente cuan similar es cada uno de estos
gemelos a su hermano (Meins et al., 2002; Shi-roma et al., 2003; Li et al., 2005). Por lo tanto,
cuando el resto del genoma es igual, el curso de la enfermedad es igual. Por lo contrario, se
conocen gemelos fraternos (pero no identificados en las publicaciones relevantes por motivos de
privacidad) y muestran cursos muy diferentes.

Dando seguimiento a la hipdtesis de que el nivel de acumulacion de GFAP es un
determinante clave de la severidad de la enfermedad, dos grupos han alegado que una variante
en la region reguladora secuencia arriba del gen de GFAP podria contribuir a la variabilidad
observada en la poblacién de pacientes. Se alega que esta variante altera la afinidad de enlace
para un factor de transcripcion (proteina reguladora) llamado “AP-1", y por ende influencia el
nivel de actividad del gen y ultimamente la produccion de la proteina (Bachetti et al., 2010).
Yoshida et al. (2013), en un estudio de 10 pacientes con inicio en la adultez, presentaron
evidencia de que la variante que se creia causaba altos niveles de expresién estaba asociada con
un inicio mas temprano y una progresidn mas rapida. Esta conclusidn estaba basada en el curso
de la enfermedad de tres de los cuatro pacientes para quienes ambas copias de GFAP contenian
la variante. Se debe aclarar que estos descubrimientos son extremadamente preliminares y
sujetos a debate considerable, y esperan ser replicados por otros grupos en una serie mas grande
de pacientes.

Ya se estan llevando a cabo evaluaciones de genoma completo para identificar
modificadores genéticos en modelos de mosca y ratén. El primer resultado de surgir de estos
modelos genéticos poderosos proviene de las moscas, donde la delecion del gen de sintasa de
oxido nitrico significativamente reduce la toxicidad glial para neuronas (Wang et al., 2015). En
ultima instancia, la esperanza es que a través de la identificacion de estos modificadores
mejoraremos la habilidad de ofrecer predicciones acerca del curso futuro para pacientes
individuales ademds de descubrir nuevas formas posibles de tratar la enfermedad.

6.2 ¢PODEMOS CURAR LA ENFERMEDAD DE ALEXANDER?

Para ser honesto, probablemente no, o al menos no en el futuro cercano. Pero las curas
son solo posibles algunas veces en la medicina, y es importante distinguir entre tratamientos y
curas. Las curas eliminan una enfermedad de forma permanente. Gracias a la era de los
antibidticos, uno puede ser curado de muchas enfermedades causadas por bacterias y algunos
virus. En algunos casos de cancer, las células cancerosas son completamente eliminadas del
cuerpo, y el largo de la vida se vuelve indistinguible de aquellos quienes nunca tuvieron un
diagndstico de cancer.
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En el caso de la enfermedad de Alexander, la meta realista para el futuro inmediato es
encontrar tratamientos en vez de curas, unos que puedan modificar el curso de la enfermedad y
mejorar la calidad de vida. Al final, podriamos mirar a un futuro en el cual métodos nuevos de
edicién de genes u otras técnicas podrian permitir la correccion de los cambios en la secuencia
de ADN del gen de GFAP que lleva a la enfermedad de Alexander (Suzuki et al., 2016). La
tecnologia para lograr este reto probablemente tenga su primera aplicacién en desérdenes de la
médula ésea y sangre, similar a los origenes de trasplantes en medicina, donde las células se
pueden remover del cuerpo, modificar, y luego re-introducir. Sin embargo, el sistema nervioso
central y los astrocitos presentan un reto adicional el cual debe ser sobrellevado para que esta
estrategia se vuelva una realidad para la enfermedad de Alexander. Ya sabemos la causa genética
de la (mayoria) enfermedad de Alexander. Estamos comenzando a entender los mecanismos.
Estos son primeros pasos esenciales.

Los astrocitos llevan su nombre debido a su parecido a las estrellas. Cerramos con un
mensaje de esperanza de un astrénomo pionero:

“En algun lugar, algo increible esta esperando ser conocido”
Carl Sagan
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Otros Recursos y Organizaciones

Actualmente no existen organizaciones o fundaciones que se dediquen exclusivamente a la
enfermedad de Alexander. La Fundacion Unida de Leucodistrofias (ulf.org) en los Estados
Unidos y la Asociacién Europea de Leucodistrofias en Europa (ela-asso.com) son organizaciones
sombrilla que incluyen a la enfermedad de Alexander entre sus intereses. Dos fuentes de
informacién confiables que estan disponibles en el internet, aunque principalmente dirigidas a
una audiencia de médicos, son las siguientes:

Online Mendelian Inheritance in Man (https://omim.org/entry/203450)

Gene Reviews (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1172/).

La pagina web de la enfermedad de Alexander del Centro Waisman de la Universidad de Wisconsin-
Madison también mantiene una bibliografia virtual completa de publicaciones de investigacion y una
lista actualizada de variantes (ademas de enlaces a la literatura): www.waisman.wisc.edu/alexander
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Apéndice — 6 de agosto de 2021

Introduccién

La primera edicion de “La Enfermedad de Alexander: una Guia para Pacientes y
Familiares” salid a la imprenta en noviembre del 2017. Ha salido nueva informacion desde
entonces y una actualizacion puede ser de provecho. La casa publicadora no ha permitido la
revision de la versidn original, asi que esta actualizacién esta provista aqui a manera de
apéndice.

Repasos
La proteina acida fibrilar glial (GFAP por sus siglas en inglés), la proteina afectada cuya

forma anormal causa la enfermedad de Alexander, fue primero descubierta en el 1971. Para
conmemorar el 50 aniversario de este evento seminal de neuroquimica, Messing y Brenner
escribieron un repaso comprensivo que esta disponible en linea de manera gratuita en la
revista de la Asociacion Americana de Neuroquimica, ASN Neuro (Messing and Brenner, 2020),
disponible en el siguiente enlace:
https://journals.sagepub.com/doi/full/10.1177/1759091420949680

Genética (12M15S)

Al tiempo del dltimo escrito, todas las variantes de GFAP que causan la enfermedad de
Alexander involucraban a la isoforma principal, GFAP-c.. Se comenté que “no existia evidencia
clara” para variantes en las secuencias de aminoacido Unicas a las isoformas menores conocidas
como GFAP-0 y GFAP-x. Esto ha cambiado, al menos con respecto a GFAP-8. Helman et al.
(2020) reportd acerca de tres familias, dos de las cuales tenian una variante con un cambio de
arginina a histidina en la posicién 430 en la secuencia de GFAP-0. Este cambio en el ADN (y ARN
resultante) también alteré el proceso de empalme que normalmente genera el ARN mensajero
(ARNmM) para cada una de las isoformas. En una situacion normal, los Gltimos aminodcidos de la
secuencia de GFAPa (posiciones 391 a 432) son remplazados por una secuencia de aminodcidos
completamente diferente en GFAPS (posiciones 391 a 431). Sin embargo, cuando la arginina en
la posicidn 430 de GFAPO es en cambio histidina (variante ARG430His), este estrecho de 41
aminodcidos se fusiona con la secuencia de GFAPa en vez de remplazarla. La fusidn de
isoformas es ahora llamada GFAPA. No se conoce como GFAPA resulta en la enfermedad de
Alexander. Sorprendentemente, la tercera familia contenia una variante de ADN en esta misma
posicién como una mutacién “silenciosa” que llevé a la misma alteracion de empalme y
produccion de la isoforma GFAPA pero son ningln cambio al aminodcido en si (por ejemplo,
Arg430Arh). Este hallazgo en la tercera familia apoya la idea de que lo mas importante es el
cambio en empalme, y no el cambio de aminodcido.

Mecanismos

Una caracteristica consistente de la enfermedad de Alexander es que GFAP, en adicién a
tener una secuencia de aminoacido alterada, se acumula a niveles mas altos de lo normal. Ya
gue solo una de las dos copias del gen de GFAP necesita estar afectada para causar la
enfermedad, el estado natural refleja una combinacién de ambos mutante y proteina normal.
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Al nivel de transcripcion genética (por ejemplo, ADN a ARN) ambos alelos parecen expresarse
por igual. Pero no se conocia si esto es mantenido al nivel de proteina (luego de traduccion de
ARN a proteina y reflejando el estado estable entre sintesis y degradacién). Heaven et al. (2019)
reportd un conteo de proteinas mutantes versus normales en tejido cerebral de tres individuos
con la enfermedad de Alexander, y sorpresivamente encontraron que en dos de los tres
individuos la proteina mutante representaba mucho menos de la mitad del total. Estos
resultados sugieren que, por razones desconocidas, la mutante de GFAP es menos estable que
la proteina normal. Esto es consistente con un reporte anterior por Moody et al (2017),
quienes, utilizando modelos de ratéon, encontraron un aumento en volumen del total de GFAP
en mutantes versus animales control. También es consistente con los estudios de supresién
anti-sentido de Hagemann et al (2018) (discutido luego en mas detalle) en el cual la limpieza de
la proteina de GFAP luego del fin de la sintesis ocurrid mucho mas rapido de lo esperado.

Otros entendimientos de los mecanismos provienen de nuevos modelos de culturas de
células que permiten la generacion de astrocitos que contienen la variante de GFAP que causa
la enfermedad. Dos grupos crearon una linea de células madre pluripotentes inducidas de
pacientes con la enfermedad de Alexander y examinaron la amplia gama de cambios que
ocurrié en la expresién de miles de otros genes. En un estudio, Jones et al. (2018) encontré que
astrocitos de Alexander tenian alteraciones en su organizacion y la estructura de una variedad
de compartimientos sub-celulares, junto a cambios en movimientos de pequefios paquetes
(Hlamados vesiculas) de una parte de la célula a otra. En adicidn, estos astrocitos de Alexander
mostraron dafios en la secrecion de ATP y movimiento de calcio, ambas moléculas importantes
gue afectan una variedad de procesos bioldgicos. En el segundo estudio, Li et al. (2018)
encontraron un aumento en expresion de genes relacionados a funcion inmune, inflamacion,
proliferacién, y adhesién, ademds de una disminucién de expresion de genes relacionados a
sinapsis y transporte de iones. Uno de los genes cuya expresion aumentd, conocido como
CHI3L1, fue de particular interés ya que su secrecidn desde astrocitos interferia con una
populacién de células progenitoras que normalmente dan lugar a oligodendrocitos, las células
responsables de formar mielina en el sistema nervioso central. Un aumento en la secrecién de
CHI3L1 es la primera explicacion potencial de por qué la enfermedad de Alexander envuelve
anormalidades en mielina tan frecuentemente, de ahi su clasificacion como leucodistrofia.

Otros tres estudios recientes resaltan nuevos aspectos de posibles mecanismos.
Utilizando un modelo celular que expresa la variante Arg239His de GFAP, y un sistema que
permite la cultura de astrocitos junto con neuronas, Gao et al. (2019) descubrié que hay una
transferencia de mitocondria de una célula a otra. La mitocondria es el organelo productor de
energia en el citoplasma de todas las células en el cuerpo. Sin embargo, los astrocitos con el
GFAP mutante no pudieron transferir mitocondria a las neuronas tan facilmente como los
astrocitos control. Se desconoce si esto se traduce a una deficiencia en energia celular en la
enfermedad de Alexander. Wang et al. (2018), en un modelo de la enfermedad de Alexander en
Drosophila, buscé al modificador de genes que alterd las consecuencias de la mutante de GFAP
en la glia de la mosca, enfocandose en algunos que sugerian un cambio fundamental en la
habilidad de las células de detectar y responder a estrés mecanico (como la rigidez) del
ambiente alrededor. Identificaron varios otros actores moleculares en esta trayectoria, y
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confirmaron que estos mismos cambios también fueran evidentes en ambos el modelo animal y
el cerebro humano. Ahora hay un interés en ver si estos modificadores pueden ser manipulados
de tal manera que alteren el curso de la enfermedad, ofreciendo nuevas estrategias de
tratamiento. Por Ultimo, Battaglia et al. (2019) identificaron la adicién de fosfato a serina-13 (el
decimotercer aminoacido en el dominio principal de GFAP) como una caracteristica importante
gue distingue entre el comienzo temprano o tardio de la enfermedad de Alexander (el
comienzo temprano tenia mas fosforilacién que comienzo tardio), sin embargo, se desconoce el
por qué. La serina fosforilada promovid la agregacion de GFAP y también fue asociada con el
clivaje por caspasa 6 cerca del centro de la proteina.

Tratamientos

Las convulsiones son un sintoma comun en individuos con la enfermedad de Alexander
tipo I, y en algunos casos pueden ser dificiles de controlar. Hamada et al. (2020) reportaron que
una dieta cetogénica (la cual es alta en grasa y baja en carbohidratos) puede ser util para estos
pacientes. Dichas dietas han sido estudiadas anteriormente en otros tipos de epilepsia (Martin-
McGill, Bresnahan, Levy and Cooper, 2020). Hamada et al. estudiaron a tres pacientes con
comienzo temprano de la enfermedad de Alexander, dos de los cuales eran gemelos idénticos,
con convulsiones intratables que no respondian a ningin medicamento (aunque los autores no
especificaron qué medicamentos intentaron). Le hicieron un cambio a dieta cetogénica a la
edad de 14 meses para un individuo, y a la edad de 7 meses para los gemelos. En los tres
individuos las convulsiones se detuvieron dentro de un mes de iniciar la dieta, con efectos
duraderos (12-16 meses, fechas del ultimo reporte). Sin embargo, aunque las convulsiones
fueron controladas, hubo una progresién continua de la enfermedad, evidenciada por
resonancia magnética y medidas de varios marcadores de inflamacion en el fluido
cerebroespinal. Por lo tanto, la dieta cetogénica podria ser util para un grupo de pacientes,
pero no altera el curso de la enfermedad fundamentalmente.

El tratamiento en el horizonte mas prometedor para la enfermedad de Alexander utiliza
oligonucledtidos anti-sentido (segmentos cortos de ADN disefiados especificamente para
enlazarse a, y promover la degradacion de ARNm), administrado directamente al fluido
cerebroespinal para reducir la produccidn de la variante de GFAP que es téxica para el cerebro
y espina dorsal. Lo atractivo de anti-sentido como estrategia de tratamiento fue solo insinuado
en la edicidn previa, ya que el primer reporte que proveyo data apoyando este método,
utilizando modelos de ratdn, no habia completado el proceso de revision de pares y sido
aceptado para publicacién. En la publicacién de la revista Annals of Neurology de enero del
2018, Hagemann et al (2018) proveyeron un caso convincente para la habilidad de los
oligonucledtidos anti-sentido para eficientemente eliminar practicamente por completo el
GFAP del cerebro y la espina dorsal de los ratones. Muchos aspectos de la patologia (como las
distintivas fibras de Rosenthal) desaparecieron. Mas importante aun, el tratamiento con anti-
sentido especifico para GFAP no solo previno la enfermedad al ser administrado temprano, si
no que también revirtio la enfermedad al ser administrada a los ratones que ya habian
desarrollado la patologia al maximo.
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Sin embargo, los modelos de ratdn existentes no son ideales. Aunque muestran varias
caracteristicas claves de la enfermedad humana, como fibras de Rosenthal, astrogliosis, y
mayor susceptibilidad a convulsiones, no tienen deficiencias motoras, ni leucodistrofia
evidente, y solo tiene deficiencias sutiles de aprendizaje y memoria. Mas recientemente,
Hagemann et al. (2029) reportaron un nuevo modelo en ratas que tiene varias ventajas sobre
previos modelos de ratones (una version preliminar del reporte, no revisado por pares esta
disponible en: https://www.biorxiv.org/content/10.1101/2021.01.29.428244v1). Estas ratas,
disefiadas para llevar una variante de GFAP equivalente a la variante Arg239His
frecuentemente vista en humanos, son mucho mas severamente afectadas que el modelo de
ratdn correspondiente, con anormalidades en materia blanca y sintomas clinicos relacionados a
la funcién motora (debilidad, falta de coordinacion). Las ratas son el primer modelo animal en
proveer un sistema en el cual el mecanismo causante de leucodistrofia puede ser estudiado. En
cuanto a los experimentos en ratones descritos en la publicacién del 2018, tratar a las ratas con
oligodendrocitos anti-sentido previene de manera efectiva la enfermedad, e incluso revierte
muchos aspectos de la misma, incluyendo las deficiencias clinicas.

Basado en estos dos estudios, un ensayo clinico aleatorio (placebo controlado, doble
ciego) estd en marcha y hay esperanzas de que tenga resultados en los proximos afios. Mdas
informacidn acerca del ensayo clinico aqui: https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT04849741
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Glosario

Anticuerpo proteinas del sistema inmune que selectivamente reconocen a otras moléculas y
gue pueden ser modificados como herramientas para reconocer esas moléculas en
varios tipos de pruebas

Astrocito uno de los cuatro tipos de células principales del sistema nervioso central

Ataxia problemas con el balance y la coordinacion, especialmente involucrando el caminar
Autofagia un medio particular de degradar proteinas y otros componentes de una célula
Bovina un grupo de animales que incluye ganado doméstico

Células madre embrionarias células derivadas de embriones tempranos y capaces de
convertirse en virtualmente cualquier tipo de organismo maduro

cifosis curvatura de la espina, principalmente en la direccién frontal-trasera
Citoplasma la porcién de la célula fuera del nucleo

Cognicion se refiere a la amplia gama de actividades mentales incluyendo aprendizaje,
memoria, atencién, razonamiento, lenguaje, y otros

Colinérgico relacionado al sistema de neuronas que se comunican entre si utilizando la
acetilcolina como neurotransmisor

Diploide tiene el complemento completo de cromosomas de ambos padres
Disartria anormalidades del habla que afectan cuan claro o alto alguien puede generar sonidos
Disfagia anormalidades al tragar

Dominio principal en referencia a filamentos intermedios, una porcidn de la proteina al
principio de la cadena de aminodcido (el primero en ser sintetizado durante el proceso
de traduccion del ARN mensajero)

empalme (de ARN) proceso a través del cual las secuencias de ARN correspondientes a intrones
en un gen son removidas, y las secuencias correspondientes a exones se unen para
formar el ARN mensajero maduro (empalme alternativo se refiere a cuando no todos
los exones son utilizados, y en combinaciones variadas)

Epiglotis tapa de cartilago elastico en la parte posterior de la boca

escoliosis curvatura del hueso de la espina dorsal de manera lateral, lo cual puede afectar la
funcion de érganos internos como los intestinos o pulmones

espasticidad estado de funcidn motora alterada, caracterizada por aumento en rigidez

Espina dorsal cervical region de la espina dorsal en el cuello, importante porque esta region
controla directamente los nervios de la cara, brazos, y la respiracién, también actia
como un conducto para fibras que controlan otras areas del cuerpo y las piernas
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Expresividad el grado en el cual un rasgo o caracteristica particular esta mostrado por un
individuo con genotipo particular

factor de transcripcidn proteinas que se unen a regiones regulatorias de genes para controlar
el nivel de transcripcién de la secuencia de ADN a una hebra complementaria de ARN

Fibroso en medicina, tipicamente referente a uno de los tejidos conectivos, mayormente
compuesto por un tipo de célula llamado fibroblasto

Filamentos intermedios familia de proteinas que forman largas estructuras filamentosas dentro
de la célula, con un didmetro caracteristico de 10nm

funcién motora lograda a través de la accion de los musculos, y representada por la habilidad
de caminar, usar las manos, hablar, entre otros

Glioma una categoria de tumores en el cerebro o espina dorsal que se derivan de o comparten
ciertas caracteristicas con células gliales (p. ej. astrocitos y oligodendrocitos)

Gliosis reaccion de astrocitos a lesiéon o enfermedad del sistema nervioso central que involucra
proliferacién, cambio en tamafio y forma de la célula, y alteraciones complejas de
expresion genética

Heterocigoto tiene dos formas diferentes de un gen en particular

Hidrocefalia agrandamiento de uno o mas ventriculos del cerebro, usualmente relacionados a
una variedad de problemas con el flujo del fluido en el cerebro

Hipoxia deficiencia de oxigenos en drganos o tejidos

Histologia rama de las ciencias de anatomia que envuelve examinacién microscépica de células
y tejidos — a veces utiliza secciones delgadas de tejido montado en una laminilla de
cristal y tefiido de diferentes maneras

Intra-peritoneal ruta de inyeccién en el espacio peritoneal, el cual envuelve la mayoria de los
drganos en la cavidad abdominal entre la superficie de esos érganos y la pared
abdominal

kDa abreviacién de kilo Daltones, una medida de peso molecular (para proteinas que reflejan el
numero de pares de bases unidos en la cadena)

leucodistrofia trastorno de materia blanca, a menudo, pero no exclusivamente, de origen
genético

macrocefalia agrandamiento de la cabeza

macroéfago uno de los tipos de células principales del sistema inmune, responsable por ingerir y
degradar diferentes tipos de moléculas e incluso organismos, al igual que interactuar
con y regular las funciones de otros tipos de células del sistema inmune

materia blanca regiones del sistema nervioso central compuesto principalmente de axones con
mielina

mediana el punto medio de un rango de valores, en el cual mitad estan debajo y mitad estén
por encima
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médula parte del tallo cerebral, frente al cerebelo, ambos localizados en la base del craneoy
conectando el cerebro al corddén espinal

megaloencefalia agrandamiento del tejido cerebral

microglia uno de los cuatro tipos principales de células del sistema nervioso central,
cercanamente relacionadas a los macréfagos en otras partes del cuerpo

mielina capas de membranas de grasa que rodean los axones, producida en el sistema nervioso
central por oligodendrocitos

mielinizacidn el proceso de formacién de mielina

mioclonia palatina contracciones ritmicas de los musculos en el paladar blando, en la parte
trasera de la parte superior de la boca

mitocondria organelo sub-celular responsable de la produccidn de energia

nucleo en la biologia celular de organismos superiores, una estructura dentro de la célula
envuelta por una membrana, que contiene los cromosomas y el ADN

oligodendrocito uno de los cuatro tipos de células principales del sistema nervioso central, y la
fuente de mielina

Par de bases componentes de la doble hélice de ADN en el cual los nucleétidos se emparejan
con el nucledtido complementario en la hebra opuesta de la hélice

paralisis inhabilidad para moverse, usualmente debido a la pérdida de control o funcién
muscular

patogénico capaz de causar enfermedad

penetrancia el porciento de individuos con un genotipo particular que demuestran un rasgo o
caracteristica correlacionado — para enfermedades altamente penetrantes esto puede
ser un 100%

polipéptido término general que denota una larga cadena de aminodacidos — todas las proteinas
son polipéptidos

Presidn intracraneal presion dentro del craneo, relacionado a la cantidad de fluido en los
tejidos y ventriculos (puede ser fatal)

prevalencia nimero de pacientes que actualmente existen en una poblacién definida,
expresado en porcientos o proporcién

proteasoma estructura celular responsable de degradar muchos tipos de proteinas, actuando
como un “basurero” para la célula

quiasma optico parte del sistema nervioso central donde los dos nervios dpticos de los ojos se
unen y se cruzan parcialmente para continuar sus proyecciones al cerebro y permitir la
visién
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Region codificadora la regidon de la secuencia de ADN que contiene el codigo de 3 pares de
bases por cada aminodcido, arreglados en el orden de la secuencia final de estos
aminoacidos en la proteina

sinapsis sitio de contacto y comunicacion entre dos neuronas
tipo silvestre la forma “normal” o mas comun

transportador proteina que atraviesa la membrana celular, responsable de transportar
moléculas especificas de un lado a otro
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