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Nota del Ed. Ofrecemos este mes el Resumen y Comentario de dos estudios de investigacion recién publicados.
Aparentemente tratan de temas muy distintos, pero estdn vinculados por su relacion con el gen DYRK1A, de
tanta actualidad por el interés que ha suscitado el empleo de la epigalocatequina presente en el té verde para
personas con sindrome de Down.

Estudion®1
La normalizacion de la actividad
del gen Dyrk1A, en un modelo
murino del sindrome de Down,
corrige varios rasgos fenotipicos
de la enfermedad de Alzheimer

(Normalizing the gene dosage of DyrkiA in a mouse model of Down
syndrome rescues several Alzheimer’s disease phenotypes)
Susana Garcia-Cerro, Noem{ Rueda, Verdnica Vidal, Sara Lantigua, Carmen Martinez-Cué
Neurobiology of Disease 106: 76—88, 2017. http:[[dx.doi.org/10.1016[j.nbd.2017.06.010

RESUMEN
PLANTEAMIENTO

La neuropatologia propia de la enfermedad de Alzheimer que se observa a lo largo de la vida de
las personas con sindrome de Down se debe a la sobreexpresion de varios genes presentes en el
cromosoma 21. Uno de ellos es, claramente, el gen APP: promueve la sintesis de la proteina prea-
miloide. Esta proteina sobreabunda en el sindrome de Down desde las primeras etapas, y de ella
derivan algunos péptidos p-amiloide que son téxicos y contribuyen a la patologia cerebral propia
de la enfermedad de Alzheimer.

Mds recientemente se ha sugerido la implicacion de otro gen que también se encuentra tripli-
cado en el sindrome de Down: el DYRK1A. Codifica una cinasa que se encarga de fosforilar (incor-
porar grupos fosfato) a diversas proteinas, y con ello interviene en multiples vias de sefializacion
intracelular que contribuyen al normal funcionamiento del desarrollo cerebral y la actividad de las
neuronas en el cerebro adulto. Pero cuando esta cinasa se encuentra en exceso, como es el caso del
sindrome de Down, su exagerada accidn fosforilante perturba el funcionamiento normal de la ac-
tividad cerebral. Y ademds, parece que contribuye a incrementar los procesos neurodegenerativos
propios del envejecimiento, tanto normal como patoldgico.
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En vista de ello, y dado que en el sindrome de Down el gen DYRK1A se encuentra triplicado, {po-
dria contribuir, junto con otros genes como el APP, a desarrollar algunos de los procesos neurode-
generativos que vemos en las personas con sindrome de Down?

A esta pregunta tratan de contestar las autoras de este trabajo realizado en la Facultad de Medi-
cina de la Universidad de Cantabria, basdndose en los siguientes hechos y utilizando como instru-
mento el ratén Ts65Dn, un reconocido modelo de sindrome de Down que posee triplicados tanto
el gen App como el DyrkiA:

1. El ratdn Ts65Dn sufre a lo largo de su vida un modelo de neurodegeneracion que, sin llegar a
mostrar toda la patologia cerebral propia de la enfermedad de Alzheimer, muestra muchos de sus
rasgos, algunos muy significativos, como son: un declive en su capacidad cognitiva, una degenera-
cién de neuronas colinérgicas en ciertos nucleos del cerebro, incrementos en los niveles de la pro-
teina APP y de los péptidos toxicos f-amiloide, y un exceso de fosforilaciones en las proteinas tau
(recuérdese que la funcion de DyrkiA es fosforilar). Esto ultimo requiere explicacion. La proteina
tau se encuentra en las neuronas formado fibrillas cuya funcion es la de dar consistencia o soporte
estructural a la célula; pero cuando esta proteina recibe o acumula demasiados radicales fosfato,
se hace excesivamente rigida, se une a otras proteinas tau de la neurona, y terminan por paralizar
la actividad intraneuronal y provocar su muerte: asi es como se forman los ovillos neurofibrilares
del cerebro, tipicos de la enfermedad de Alzheimer.

2. Todo esto sucede en el ratdn Ts65Dn que contiene tres copias de unos 100 genes similares a
los del cromosoma 21 humano (por eso es un modelo de sindrome de Down). Entre esos genes
triplicados, se encuentran varios de los que parecen contribuir al desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer, entre ellos el App y el DyrkiA. Pues bien, si queremos conocer la contribucion del gen
Dyrk1A a la neuropatologia por envejecimiento del raton TS65DN, ¢qué pasa si conseguimos repro-
ducir un ratén similar al Ts65Dn pero en el que hemos sustraido una copia de las tres DyrkiA? Es
decir, mantiene las tres copias de los demds genes pero s6lo muestra dos del gen DyrkiA; por asi
decir, hemos “normalizado” la presencia de este gen. {Seguird mostrando la misma tendencia a la
neurodegeneracion patoldgica tipo Alzheimer?

METODOS

Para poder responder a estas preguntas, las investigadoras cruzaron ratones trisémicas Ts65Dn
(es decir, con 3 copias de DyrkiA) con ratones que solo tenian una copia de DyrkiA. Y asi obtuvie-
ron tres tipos de ratones con 1, con 2 0 con 3 copias de ese gen. Eso les permitid establecer y ana-
lizar una hermosa comparacion entre los tres tipos de raton, para poder discernir en qué grado, al
sustraer una copia del gen Dyrk1A, se modifica la neuropatologia del envejecimiento que se observa
en los ratones que muestran tres copias de ese gen.

Obtenido suficientemente nimero de ratones en cada uno de los tres grupos, los dejaron crecer y ana-
lizaron toda una serie de pardmetros relacionados con el envejecimiento cerebral en dos periodos: a los
5-6 meses de vida (adultez del raton) y a los 13-14 meses (envejecimiento del ratdn). Los pardmetros ana-
lizados en diversas zonas del cerebro fueron: envejecimiento celular, densidad de neuronas colinérgicas,
niveles de la proteina APP, carga de péptidos AP, proteina tau total y tau fosforilada.

RESULTADOS Y DISCUSION

Al comparar los datos obtenidos en los grupos de ratones trisomicos envejecidos que tenian 2 0 3
copias del gen DyrkiA. comprobaron que la normalizacién de la dosis de ese gen concreto (grupo
con 2 copias frente a grupo con 3 copias): (1) redujo la densidad de neuronas senescentes (enve-
jecidas) en la corteza cingulada, en el hipocampo y en el septum; (2) impidio la degeneracién de
neuronas colinérgicas; (3) redujo la expresion de proteina APP en el hipocampo y la carga de pép-
tidos AP en la cortezay en el hipocampo; y (4) redujo la fosforilacién de tau en un sitio critico y los
niveles de proteina tau total en la corteza hipocampo y cerebelo.
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Es decir, la normalizacidn en el nimero de copias de Dyrk1A, a pesar de que los demds genes se-
guian triplicados, consiguid restaurar notablemente la presencia de ciertas alteraciones cerebrales
que acompafian a la evolucién patoldgica del ratén trisémico.

Esto parece indicar que la presencia de 3 copias de DyrkiA juegan un importante papel en los
procesos que conducen a la patologia cerebral. Y sugieren, por tanto, que lo mismo puede suceder
en la evolucidn patoldgica cerebral en el sindrome de Down que conduce hacia la enfermedad de
Alzheimer.

Los resultados de este trabajo, ademds, contribuyen a reforzar la idea de que la proteina APPy los
neuropéptidos f, responsables de la presencia de f-amiloide en las placas seniles, y la proteina tau
hiperfosforilada responsable de la aparicién de los ovillos neurofibrilares, mantienen una relacién
mutua en forma de circulo vicioso por la cual favorecen su crecimiento y mantenimiento.

COMENTARIO

Es evidente que este estudio contribuye de forma muy notable a resaltar la importancia del gen
DYRKIA, presente en el cromosoma 21, en la biologia cerebral. Establecido con relativa seguri-
dad su papel en el desarrollo, por supuesto en complicidad con muchos otros genes, vemos que
también contribuye poderosamente en la vida de la célula adulta, de manera que el exceso de dosis
cuando aparece como tres copias en lugar de dos, se traduce en un incremento de actividad que
resulta siendo toxica para la célula, en este caso la neurona, contribuyendo de ese modo a la instau-
racion de un envejecimiento cerebral patoldgico.

Si esta hipotesis se va conformando, es ineludible, una vez mds, considerar la posibilidad de que
una sustancia que frene la hiperactividad fosforilante de la proteina DYRK1A (derivada de la hipe-
ractividad codificante del gen en exceso), contrarreste también su accion toxica sobre la vida de la
neurona. Vuelve, entonces, a considerarse el posible valor de la epigalocatequina, producto natural
del té verde, como elemento que pueda detener o moderar la evolucion hacia el envejecimiento
patoldgico de las personas con sindrome de Down.

Pero la utilizacidn beneficiosa de la epigalocatequina en las personas con sindrome de Down y en
los modelos animales de dicho sindrome sigue suscitando numerosas dudas. En primer lugar,
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porque su accion sobre cognicién y conducta, solo comprobada hasta ahora en jovenes adultos,
es moderada y exige ser acompafiada por sistemdticos ejercicios cognitivos. Y en segundo lugar,
porque van apareciendo resultados negativos en modelos animales, que obligan a tener muy en
cuenta qué tipo de preparado es apropiado, qué dosis, cudnto pasa al cerebro, en qué etapa de la
vida puede resultar, o no, beneficiosa.

Algunas de estas contradicciones quedan reflejadas en otro reciente articulo que a continuacion re-
sumimos, publicado también este afio por el grupo de Roper en Estados Unidos. En todo caso, no
se debe olvidar que existen otros productos que también inhiben a la proteina DYRK1A; es decir, si
el papel del gen DYRK1A y de su proteina resultante es tan decisivo, serd oportuno probar también
otros productos inhibidores, distintos de la epigalocatequina.

Estudio n® 2
El consumo de epigalocatequina-
3-galato en el modelo Ts65Dn de
sindrome de Down fracasa en la
mejora de déficit conductuales
y resulta perjudicial para el
desarrollo dseo

(Epigallocatechin-3-gallate consumption in the Ts6 5Dn model of Down
syndrome fails to improve behavioral deficits and is detrimental to skeletal phenotypes)
Megan stringer, Irushi Abeysekera, Jared Thomas, Jonathan LaCombe, Kailey Stanconbe, Robert |
Stewart, Karl ] Dria, Joseph M Wallace, Chatles R Goodlett, Randall ] Roper
Physiology & Behavior 177: 230-241, 2017

RESUMEN

PLANTEAMIENTO

El gen DYRK1A se encuentra triplicado tanto en la trisomfa 21 humana como en el ratén TS65Dn,
un modelo de sindrome de Down, y estd implicado en un buen nimero de vias criticas para el de-
sarrollo neuroldgico y en la osteoclastogénesis o produccion de osteoclastos. Los osteoclastos son
células del hueso que intervienen de manera muy importante en el modelado, recambio y regene-
racion de las trabéculas del hueso y su calcificacién. La epigalocatequina-3-galato (EGCG) inhibe
la actividad de la proteina DyrkiA.
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El grupo de investigadores que firman este estudio habia demostrado previamente que el trata-
miento con EGCG pura, a la dosis de 10 mg/kg/dia, mejoraba las anomalias del esqueleto propias
de los ratones Ts65Dn (que recuerdan las propias del sindrome de Down), si bien esa misma do-
sis, as{ como la de 20 mg/kg/dia, no mejoraban el aprendizaje visoespacial en el test de Morris ni
el reconocimiento de objetos novedosos (grupo de Roper: Stringer et al., 2015; Blazek et al., 2015).
En contraste con estos resultados, otro estudio con EGCG en este mismo modelo de ratén obtuvo
resultados diferentes (De la Torre et al., 2014): la EGCG que se administrd era un suplemento (Life
Extension® Mega Green Tea Extract, Lightly Caffeinated), y fue administrada a razdn de 2-3 mg/dia por
raton (es decir, una dosis diaria de ffi8o-120 mg/kg [para un ratén de 25 g], que daria una dosis
final efectiva de ffig0-60 mg/kg/dia teniendo en cuenta su degradacidn). Esta dosis habia sido ca-
paz de mejorar el aprendizaje del raton y la conducta tigmotdctica en el test de Morris, y mejoro el
reconocimiento de objetos nuevos.

¢A qué podrian deberse estos resultados tan contradictorios entre los del grupo de Ropery el de
De la Torre? El presente estudio trata de analizar si la discordancia entre ellos se debe a las notables
diferencias en la dosis de EGCG, claramente menor en el estudio del grupo de Roper. Para ello
administraron una dosis de EGCG pura de ffiso mg/kg/dia durante 7 semanas, empezando unos
3 dias después del destete. Ademds, y puesto que la dosis ahora utilizada era muy superior a la que
habia mostrado mejorar la calidad del hueso, analizaron si la nueva mayor dosis y administrada
durante mayor tiempo podria mejorar mds adn la funcion del esqueleto. De manera adicional,
analizaron también los cambios reales en el nivel de proteina DyrkiA mediante cuantificacion de
la actividad cindsica (recordemos que la proteina DyrkiA es una cinasa); de este modo se podrd
comprobar el grado en que la EGCG, que inhibe la actividad de esta cinasa, estd siendo realmente
activa y cumple la funcién que se le supone.

METODOS

La ambicidn de los objetivos obligo a los autores a disponer de multiples técnicas de estudio. Las
de tipo conductual incluyeron: a) observacion y evaluacion de la conducta de los animales en un
ambiente nuevo con multiples compartimentos, en el que se mueven espontdneamente; b) reco-
nocimiento de objetos novedosos; c) equilibrio en el trdnsito por una viga de madera; d) test de
Morris. Las de esqueleto 6seo incluyeron una tomografia computerizada del fémur y la resistencia
mecdnica del hueso. Las bioquimicas consistieron en medir los niveles de la proteina DyrkiA y
cuantificar su actividad cindsica en diversas regiones del cerebro y en el hueso.

La administraciéon de EGCG (50 mg/kg/dia) se inicid el dia 24 postparto y durd hasta el dia 68
postparto. A lo largo de ese tiempo los animales fueron sometidos a las distintas pruebas.

RESULTADOS

Fueron realmente imprevistos. La EGCG no fue capaz de mejorar las pruebas de cognicidén/con-
ducta de los ratones trisomicos en la mayoria de las pruebas realizadas, ni los resultados relacio-
nados con el esqueleto. S6lo mejord parcialmente la medicién que valoraba la decision del ratén
de correr riesgo en una de las pruebas. Pero no mejord los resultados ni en el test de Morris ni en el
de objetos novedosos. Estos resultados confirman los obtenidos por el mismo grupo investigador
con una dosis menor, que tampoco fue capaz de mejorar la cognicion/conducta, pero contradicen
los conseguidos por el grupo de De la Torre con la dosis alta, a pesar de que la dosis del presente
estudio estuvo a la altura de la dosis empleada por De la Torre. Hay que afiadir que en otro estudio
del grupo de Dierssen (Catuara-Solarz et al., 2015) realizado en ratones Ts65Dn de 5-6 meses de
edad, la EGCG tampoco logré mejorar el aprendizaje, y solo lo hizo cuando se afiadio enriqueci-
miento ambiental al firmaco.

Es llamativo que la dosis alta de EGCG empeord la estructura dsea y sus propiedades mecdnicas,
tanto en los ratones trisémicos como en los euploides. Y esto contradice lo descrito por los mis-

108 | REVISTA SINDROME DE DOWN | VOLUMEN 34, SEPTIEMBRE 2017



mos autores cuando utilizaron dosis mds bajas. Lo que hace pensar que el efecto de la EGCG sobre
el esqueleto no es uniforme y crece linealmente con la dosis sino que, por el contrario, puede tener
un efecto contrapuesto: mejorar a dosis bajas y empeorar a dosis mds altas.

Otro aspecto importante del estudio fue la evaluacidn de la actividad de la proteina DyrkrA, pre-
suntamente inhibida bajo la accién de la EGCG. El resultado mds destacable fue la falta de corre-
lacidn entre el nivel de proteina alcanzado en el cerebro y el grado de actividad cindsica. De hecho,
no observaron diferencias en actividad cindsica entre ratones euploides y trisdmicos en ninguna
de las tres regiones cerebrales estudiadas. ¢Serd que la EGCG no atraviesa suficientemente bien la
barrera hematoencefdlica y no llega al cerebro?

CONCLUSION

A juicio de los autores, sus resultados destacan que existen todavia importantes brechas a la hora
de saber el grado en que la EGCG muestra un valor terapéutico para mejorar ciertos rasgos pro-
pios del sindrome de Down, y que habrdn de ser abordadas en el futuro mediante los modelos
animales. Estos modelos habrdn de concentrarse en estos cuatro aspectos criticos del tratamiento
con EGCG: (1) el momento o periodo en que la EGCG ha de ser administrada, teniendo en cuenta
posibles efectos secundarios, y la duracion del tratamiento; (2) la dosis dptima de administracion;
(3) el tipo de suplemento que se administre, ya que en este estudio -especialmente negativo- se
empled EGCG pura, mientras que en el mds positivo de De la Torre fue el suplemento denominado
Life Extension® Mega Green Tea Extract, Lightly Caffeinated que contiene otras catequinas; (4) los me-
canismos que expliquen los efectos terapéuticos de la EGCG: si son debidos a la inhibicién de la
DyrkiA o a otros posibles.

Tampoco se debe olvidar que algunos de los efectos de la EGCG sobre la actividad DyrkrA, des-
critos por algunos autores, fueron conseguidos en ratones transgénicos; es decir, en un ambiente
cromosOmico normal. Es posible que en un ambiente trisémico como es el del ratén Ts65Dn, la
situacion sea muy distinta.
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COMENTARIO

Los resultados de este segundo estudio, realizado en ratones trisdomicos Ts65Dn, cuestionan algu-
nos de los principios sobre los que se basa la propuesta de administrar EGCG a las personas con
sindrome de Down. Si algo queda claro es que la diversidad de abordajes, dosis de tratamiento,
tipos de extractos, etapa de la vida en que se administra el producto, etc., originan resultados con-
tradictorios que nos llevan a la confusion. Este estudio, ademds, sefiala efectos contraproducentes
sobre el hueso, al menos a la dosis y edad temprana en que se administrd. Y suscita la duda sobre
silaaccion de la EGCG pueda ser debida realmente a su inhibicion sobre la actividad de la proteina
DyrkiA.

Todo ello no hace mds que confirmar la prudencia que siempre hemos recomendado a la hora de
administrar esta nueva sustancia. Hasta ahora, hay sélo un estudio clinico que muestra efectos po-
sitivos moderados en jovenes adultos con sindrome de Down cuando la EGCG va acompaiiada de
enérgica y constante estimulacion cognitiva. Nos consta que algunas familias estdn dando EGCG
a sus hijos pequefios. El estudio actual destaca la improcedencia de esta decision, ya que puede
originar problemas en el desarrollo del esqueleto.

COMENTARIO FINAL

¢Por qué hemos asociado estos dos articulos?

1. El primero nos ha llevado a la conclusion de que, quizd, la triple presencia del gen DyrkiA en
los ratones trisémicos Ts65Dn contribuya a facilitar el desarrollo de alteraciones neuropatoldgicas
asociadas a la enfermedad de Alzheimer. Podria ocurrir lo mismo en las personas con sindrome
de Down.

2. La epigalocatequina (EGCG) es un foco de indudable atencién y protagonismo en el actual mun-
do de la investigacion y la clinica sobre el sindrome de Down. Y ello se debe a que se ha asociado
sus efectos a la inhibicion que ejerce sobre la hiperactividad de la proteina DykiA, resultante de las
tres copias de gen DYKIA.

3. Por eso, es fdcil que algunos propongan ensayar la actividad de la EGCG en personas adultas con
sindrome de Down, para ver si protege frente a la evolucion hacia el Alzheimer.

4. Sin embargo, el segundo articulo nos sefiala las muchas dudas de fondo que existen todavia
acerca de la accion beneficiosa de la EGCG en su accidn sobre cognicidn y conducta. Por lo que es
preciso extremar la prudencia a la hora de hacer recomendaciones, y ensayar también la utilizacién
de otras moléculas inhibidoras de la actividad de la proteina DyrkrA.
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