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Resumen

Introduccion: La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa,
progresiva y de etiologia desconocida caracterizada por la degeneracion de motoneuronas supe-
riores e inferiores. Aproximadamente el 90% de los casos de ELA son esporadicos, mientras que
el 10% restante se consideran familiares. Independientemente de si son familiares o espora-
dicas, los pacientes desarrollan una debilidad progresiva, atrofia muscular con espasticidad y
contracturas. Por lo general, la esperanza de vida en los pacientes de ELA es de 2 a 5 anos.
Desarrollo: Los modelos in vivo han ayudado a explicar la etiologia y la patogénesis, asi como
los mecanismos de la ELA. Sin embargo, estos mecanismos no estan del todo esclarecidos aun,
por lo que los modelos experimentales son fundamentales para continuar con el estudio de
los mismos, asi como para la busqueda de posibles dianas terapéuticas. A pesar de que el 90%
de los casos son esporadicos, la mayoria de los modelos utilizados hasta la actualidad para
estudiar la patogénesis estan basados en las mutaciones genéticas asociadas a la enfermedad
familiar, lo que provoca que la patogénesis de la ELA esporadica no sea ain conocida. Por
tanto, seria fundamental el estudio de la enfermedad en modelos basados en la enfermedad
esporadica.
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Correo electroénico: u.gomez.pinedo@gmail.com (U. Gomez-Pinedo).

https://doi.org/10.1016/j.nrl.2021.07.007
0213-4853/© 2023 Sociedad Espaiiola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espafa, S.L.U. Este es un articulo Open Access bajo la licencia
CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).


https://doi.org/10.1016/j.nrl.2021.07.007
http://www.elsevier.es/neurologia
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.nrl.2021.07.007&domain=pdf
mailto:u.gomez.pinedo@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.nrl.2021.07.007
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Neurologia 39 (2024) 282—291

KEYWORDS
Amyotrophic lateral
sclerosis;

SOD1;

TDP43;

FUS;

C90RF72;
Cerebrospinal fluid

Conclusidn: En el presente articulo se han revisado los principales modelos experimentales,
tanto genéticos como esporadicos, utilizados en el estudio de esta enfermedad, enfocandonos
en los que se han desarrollado utilizando el roedor como plataforma experimental.

© 2023 Sociedad Espaifiola de Neurologia. Publicado por Elsevier Espafna, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Murine experimental models of amyotrophic lateral sclerosis: An update

Abstract

Introduction: Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a progressive neurodegenerative disease
whose aetiology is unknown. It is characterised by upper and lower motor neuron degeneration.
Approximately 90% of cases of ALS are sporadic, whereas the other 10% are familial. Regardless
of whether the case is familial or sporadic, patients will develop progressive weakness, muscle
atrophy with spasticity, and muscle contractures. Life expectancy of these patients is generally
2-5 years after diagnosis.

Development: In vivo models have helped to clarify the aetiology and pathogenesis of ALS,
as well as the mechanisms of the disease. However, as these mechanisms are not yet fully
understood, experimental models are essential to the continued study of the pathogenesis
of ALS, as well as in the search for possible therapeutic targets. Although 90% of cases are
sporadic, most of the models used to study ALS pathogenesis are based on genetic mutations
associated with the familial form of the disease; the pathogenesis of sporadic ALS remains
unknown. Therefore, it would be critical to establish models based on the sporadic form.
Conclusion: This article reviews the main genetic and sporadic experimental models used in
the study of this disease, focusing on those that have been developed using rodents.

© 2023 Sociedad Espanola de Neurologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/

4.0/).

Introduccion

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es un desorden neu-
rodegenerativo, progresivo y paralitico caracterizado por la
degeneracion de motoneuronas superiores e inferiores tanto
corticales como de la médula espinal’~. La prevalencia de
esta enfermedad es de 3-5 casos cada 100.000%7. Apro-
ximadamente el 90% de los casos de ELA son esporadicos
(SALS), mientras que el 10% restante se consideran fami-
liares (FALS)®°. Dentro de este 10% de casos familiares un
20% son debidos a la mutacion de la enzima antioxidante
cobre-cinc superoxido dismutasa (SOD1).

Independientemente de si son familiares o esporadicas,
los pacientes desarrollan una debilidad progresiva, atrofia
muscular con espasticidad y contracturas. La debilidad pro-
gresiva puede comenzar de manera distal o proximal en la
parte superior o inferior de las extremidades hasta alcan-
zar todos los musculos, incluyendo aquellos relacionados
con la respiracion, habla y deglucion’-8. Los pacientes mue-
ren, la mayoria, por fallo respiratorio, de 2 a 5 afos después
del diagnéstico? %8,

En el caso de que se vean afectadas en primer lugar
las motoneuronas superiores, se observa rigidez muscular
y espasticidad. Por el contrario, si se ven afectadas las
motoneuronas inferiores se observa una irritabilidad eléc-
trica excesiva, liderada por fasciculaciones espontaneas. Las
principales caracteristicas patologicas son la muerte de las
motoneuronas de la corteza motora y de la médula espinal.

A esta degeneracion de las motoneuronas se le une el pro-
ceso neuroinflamatorio que provoca una proliferacion de la
astroglia, la microglia y las células oligodendrogliales. Un
hallazgo comun, tanto en los casos esporadicos como fami-
liares, es la agregacion citoplasmatica de proteinas, siendo
las mas comunes TDP43, ubiquitina y en casos esporadicos
de ELA, SOD1°.

Debido a que los mecanismos que subyacen a esta enfer-
medad no estan del todo esclarecidos'®, es fundamental
el desarrollo de modelos experimentales para esclarecer
los mecanismos, asi como para la busqueda de posibles
tratamientos. En el presente articulo se ha realizado una
actualizacion de los principales modelos experimentales
utilizados en el estudio de esta enfermedad previamente
revisados en nuestro grupo de investigacion’, enfocandonos
en los que se han desarrollado utilizando al roedor como
plataforma experimental.

Desarrollo
Raton Wobbler

Este modelo de raton fue descubierto por primera vez
por Falconer en 1956''. Consiste en una mutacion autoso-
mica recesiva espontanea en la cepa C57BL/F'%'3. Dicha
mutacion se localiza en el cromosoma 11, la cual es
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Modelos murinos de ELA. Se indican las principales caracteristicas de cada modelo.

leucina a glutamina en el dominio C-terminal de la proteina
Vps54'215, Una de las principales caracteristicas de este
modelo es que los machos, a pesar de la normal apariencia
de los aparatos genitales, son estériles'® (fig. 1).

284



Neurologia 39 (2024) 282—291

Los sintomas que presenta se dividen en 3 fases
(fig. 1): una primera fase presintomatica, una evolutiva vy,
por ultimo, una fase estable. En la fase presintomatica,
cuya duracion es desde el nacimiento hasta las 3 sema-
nas, se observan pequenos sintomas no clinicos siendo el
peso, la fuerza de agarre y el reflejo de enderezamiento
normales'>'>'®. Sin embargo, si se observan rasgos his-
topatoldgicos, como por ejemplo la vacuolizacion en las
motoneuronas espinales'®'”, marcaje débil de los cuerpos
de Nissl y somas aumentados'®. Durante la fase evolutiva,
que se extiende hasta los 3 meses de edad, se obser-
van cambios clinicos, morfoldgicos y moleculares, como,
por ejemplo, la pérdida muscular y de peso, y el desarro-
llo de temblor en la cabeza. Las extremidades traseras
se ven menos afectadas, sin embargo, la debilidad de las
extremidades anteriores y musculos del cuello se desarrolla
rapidamente. Tras la rapida progresion observada los sin-
tomas se estabilizan, pasando por tanto a la uUltima fase
que se alarga hasta la muerte del animal. Esta fase esta
caracterizada por una detencion de la degeneracion de
las motoneuronas'>'®'%, En esta fase es extrafio observar
motoneuronas vacuolizadas. Sin embargo, se observan defi-
ciencias en las sinapsis neuromusculares’®.

Este modelo se ha utilizado para testar la efica-
cia de tratamientos en el curso de la degeneracion de
motoneuronas'®. La principal desventaja de este modelo es
que, a pesar de que es una mutacion espontanea y podria
servir para estudiar los casos esporadicos de la enfermedad,
esta no se ha encontrado en ningin caso humano'?. Es por
ello que se considera un buen modelo para las enfermedades
de motoneurona en vez de para la ELA'>"3,

SOD1

Rosen et al. descubrieron en 1993 las mutaciones en el
gen SOD1 (cromosoma 21) que estaban relacionadas con la
ELA'820, Esta proteina es una metaloenzima de 153 aminoa-
cidos que se expresa en el citosol?°. Su funcidn fisioldgica
es catalizar la conversion de los aniones superdxidos a peroé-
xido de hidrégeno’'*?". Las mutaciones en este gen fueron
la primera causa genética descrita para la ELA"'2° y repre-
sentan un total del 20% de la ELA familiar y un 1-2% de los
casos esporadicos’.

El primer modelo animal que portaba una mutacion de la
SOD1 humana fue creado en 1994, siendo esta la G93A% %2,
Este modelo es el mas utilizado para el estudio de la ELA?>?4,
a pesar de que existen mas de 10 modelos mutantes de SOD1,
como por ejemplo SOD1-G37R, SOD1-G85R o SOD1-G86R?>.
Los diferentes modelos de SOD1 presentan variabilidad en
cuanto a la edad de inicio de los sintomas clinicos, la pro-
gresion y la supervivencia, dependiendo de la mutacion
especifica del gen, el nimero de copias, los niveles de expre-
sién de la proteina o el género®.

Los principales hallazgos en los modelos SOD1 son
un inicio temprano de la astrogliosis y microgliosis,
excitotoxicidad mediada por glutamato, déficits en el trans-
porte axonal, vacuolizacion mitocondrial, procesamiento
aberrante de los neurofilamentos y soporte metabdlico redu-
cido en las motoneuronas'2%?7 (fig. 1).

En un primer momento se penso6 que la enfermedad era
causada por una pérdida de la actividad, sin embargo, los
ratones knock-out (KO) para SOD1 no desarrollaban ELA%?2,

Los animales SOD1-G93A sobreexpresan la mutacion
humana SOD1G93A. Este animal presenta signos clinicos
y neuropatoldgicos que correlacionan con FALS, como son
paralisis de las extremidades con atrofia de los muUscu-
los esqueléticos’®?°. Ademas, muestra alteraciones en las
estructuras dendriticas de las motoneuronas superiores,
neuronas piramidales del cortex prefrontal y en las moto-
neuronas inferiores del tronco del encéfalo y la médula
espinal?®. La denervacion muscular precede a la pérdida de
las motoneuronas y a la atrofia muscular?’. En un estudio
longitudinal, Marcuzzo et al. encontraron que la neurode-
generacion en este modelo sucede desde la semana 8 en
la materia blanca ventral y en los nervios periféricos antes
de extenderse a la materia gris ventral en la semana 1028,
A pesar de la muerte de las motoneuronas, en estos rato-
nes la capacidad respiratoria se preserva hasta el final de la
enfermedad*’.

En una reciente investigacion con estos animales se
encontré que la contractilidad de los mUsculos precedia a
la reduccién de la conectividad en la unidad motora. Ade-
mas, demostraron que la atrofia muscular ocurre de forma
posterior a estos procesos®'.

La reduccion del flujo sanguineo encontrada en los
mutantes SOD1-G93A y el aumento del uso de la glucosa en
la médula espinal en la fase presintomatica sugieren que la
pérdida de oxigeno y el desacoplamiento del metabolismo
induciria la muerte de las motoneuronas'®.

Este modelo ha permitido descubrir que el declive
progresivo de las proyecciones corticoespinales y bulboespi-
nales sucede anteriormente al inicio de los sintomas clinicos.
Por otro lado, ratones SOD1-G93A presintomaticos y sin-
tomaticos muestran una evidente astrogliosis, tanto en el
cerebro como en la médula espinal. En el Gltimo estadio
de la enfermedad, cuando las motoneuronas ya se han per-
dido, el niUmero de astrocitos activados esta aumentado en
la médula espinal, el niicleo motor trigeminal del tronco del
encéfalo y en la corteza motora primaria®.

A pesar de la pérdida de las motoneuronas frénicas, las
ratas SOD1-G93A, como hemos comentado anteriormente,
mantienen la capacidad respiratoria (fig. 1). Ademas,
la actividad del nervio frénico se reduce aproximada-
mente un 50%, lo que sugiere un mecanismo (plasticidad)
compensatorio en los inputs sinapticos para suplir a
las motoneuronas frénicas, amplificando asi su actividad
individual®°.

La excitotoxicidad puede aparecer debido a cambios en
las propiedades eléctricas intrinsecas de las motoneuronas
o debido a un incremento de las propiedades de las sinap-
sis excitatorias. En el modelo SOD1-G93A la excitabilidad
intrinseca de las motoneuronas se produce en los primeros
estadios incluso en el estado embrionario®?.

Los ratones que sobreexpresan SOD1-G37R no presen-
tan alteraciones durante los primeros meses de vida, sin
embargo, comenzaban a desarrollar signos clinicos a par-
tir de los 4 meses de edad. Presentaban disminucion del
movimiento, dificultad para mover y extender las extre-
midades, asi como temblores, debilidad asimétrica en las
extremidades, pérdida de peso progresiva (fig. 1) y los datos
electromiograficos presentaban ondas agudas espontaneas
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caracteristicas de la atrofia. Los datos histoldgicos de estos
ratones muestran vacuolas principalmente en el neuropilo
del asta ventral, particularmente en las dendritas y reduc-
cion de las motoneuronas en la zona lumbar de la médula
osea’’.

QOussini et al. demostraron, utilizando ratones SOD1
(G37R), que la degeneracion de las neuronas serotoninérgi-
cas es la responsable de la hiperreflexia en estos animales.
Esta hiperreflexia es un mecanismo compensatorio a los défi-
cits motores, permitiendo el mantenimiento de la funcion
motora tras el inicio de la enfermedad®. En un estudio
reciente utilizando estos ratones se ha visto que existen
diferencias entre sexos en la formacion de nuevas ramas
axonales observando que, a pesar de que estas nuevas ramas
estaban incrementadas en los ratones hembra, también
presentaban mayor pérdida neuronal y denervacion de las
uniones neuromusculares, lo que podria ir en detrimento de
la progresidn de la enfermedad®.

A pesar de que este modelo desarrolla la mayoria de los
hallazgos neuropatoldgicos de ELA®*7, queda por demostrar
aun si estos hallazgos pueden extrapolarse a otras formas
de ELA familiar o esporadica. En concreto, este mutante ha
sido criticado debido a su poco valor predictivo para testar
potenciales terapias®.

TDP43

La proteina TDP43 se descubri6 debido a sus efectos en la
transcripcion del virus de la inmunodeficiencia humana?®.
Esta codificada por el gen TARDBP en el cromosoma 1.
Contiene una sefal de localizacion nuclear (NLS)?%2%:38
2 dominios de unidon a RNA y una region rica en glicina,
region en la cual se han identificado la mayoria de las muta-
ciones patogénicas para ELAZ’. Desempefia un papel en el
procesamiento del ARN y en la regulacion del splicing?%2%:38
ademas de ser critica para la funcion y la supervivencia de
las neuronas debido a que, si se altera la NLS, aumenta
la neurotoxicidad®. Esto provoca que esta proteina sea el
mayor componente patoldgico de las inclusiones citoplas-
maticas en la ELA y la demencia frontotemporal (DFT). Las
mutaciones de esta proteina representan al 4% de las FALS??,
pero las inclusiones se encuentran en la mayoria de los casos
de ELA?2%,

El primer modelo transgénico de proteinopatia TDP43 fue
creado por Baloh et al. en 2009. Este modelo expresa la
mutacion A315T bajo el control de un promotor de raton.
Estos animales generan aproximadamente 3 veces mas pro-
teina mutada que la endogena, expresandose el transgén en
el cerebroy la médula espinal. En primer lugar, estos anima-
les muestran sintomas motores a los 3 0 4 meses de edad, y a
los 4 meses y medio ya no son capaces de soportar su propio
peso utilizando sus extremidades para deslizarse (fig. 1). Las
necropsias de estos animales muestran degeneracion de los
axones motores y también se observa que presentan una dis-
minucion del 20% en el nimero de motoneuronas respecto a
los controles. Estos ratones presentan una mayor afectacion
de las motoneuronas superiores que el modelo SOD1404,

La toxicidad inducida por TDP43 es dependiente de
los niveles de expresion del transgén. Con una expresion
intermedia de TDP43 se observa un fenotipo atenuado en
comparacion con los animales que expresan altos niveles de

TDP43. Tanto TDP43 wild type como la mutante son neuro-
toxicas si se sobreexpresan®?.

Los ratones que sobreexpresan la TDP43 humana o una
mutacion de este gen asociada a la ELA presentan acumula-
cion de ubiquitina, fragmentacion de la TDP43, astrogliosis,
microgliosis, degeneracion axonal (fig. 1), pérdida neuro-
nal, discapacidad motora y esperanza de vida reducida®.
Los ratones que sobreexpresan la mutacion M337V presen-
tan pérdida severa de motoneuronas, degeneracion de la
unidn neuromuscular y muerte prematura® (fig. 1).

Xu Ya-Fei et al., utilizando ratones transgénicos para la
TDP43 humana, determinan que la proteina TDP43 de ratén
esta significativamente disminuida respecto a los controles,
lo que sugiere que la proteina humana podria regular la
expresion de la de raton a través de la baja regulacion del
ARN Tardbp. Pero a pesar de que la expresion de la TDP43 de
raton se reduce, esta reduccion no lidera la pérdida de fun-
cion ya que la TDP43 humana compensa la pérdida funcional,
por tanto, este tipo de animales no serian una buena herra-
mienta para estudiar la pérdida de la funcién de mTDP43,

Los ratones que expresan de forma inducible la mutacion
patogénica A315T en las neuronas del sistema nervioso cen-
tral (SNC) muestran atrofia cortical e hipocampal temprana,
asociada a la pérdida de las neuronas que expresan la TDP43
humana mutada, y astrogliosis reactiva. También observaron
localizacion citoplasmatica de la proteina (fig. 1), fragmen-
tos fosforilados, asi como una elevada ubiquitinizacion en el
cerebro de estos ratones. De forma funcional, estos ratones
presentan déficits de memoria progresivos, hiperactividad,
desinhibicion y discapacidad motora, siendo esta Ultima aso-
ciada a la expresion de la TDP43 mutada y a su acumulo en
las motoneuronas alfa en la médula espinal*.

TDP43 es un ligando de Oxr1 (proteina de resistencia a
la oxidacion 1). Esta proteina pertenece la familia de pro-
teinas que contienen el dominio TLDc, el cual confiere la
proteccion frente al estrés oxidativo. La sobreexpresion de
la isoforma Oxr1-C reduce la agregacion citoplasmatica de
la TDP43 en los mutantes M337V y Q331K, lo cual sugiere
que Oxr1 posee el potencial de reducir la enfermedad aso-
ciada a TDP43 como puede ser la disfuncion mitocondrial y
la apoptosis inducida por el estrés oxidativo®.

Teniendo en cuenta los animales transgénicos para
TDP43, Gendron y Petrucelli consideran que, al observar
pocas inclusiones de TDP43, la agregacion de TDP43 no seria
el factor neurotoxico inicial en estos animales. Sin embargo,
la deslocalizacion y la fragmentacion observada en varios
modelos sugiere que estas pueden desempenar un papel en
la neurodegeneracion®.

FUS

Las mutaciones de Fused in Sarcoma (FUS) representan el
1% de la enfermedad esporadica y el 4% de la familiar. FUS
es una proteina nuclear relacionada con multiples pasos de
la expresion génica, como la transcripcion del mRNA, el
splicing, el transporte y la traduccion. En las neuronas se
encuentra en axones, dendritas y sinapsis excitatorias. La
mayoria de las mutaciones de FUS son mutaciones con cam-
bio de sentido y se localizan en la secuencia del dominio
C-terminal de la localizacion nuclear (NLS)*. Tras el des-
cubrimiento de la implicacion de FUS en la enfermedad de
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la ELA*® se han desarrollado varios modelos animales utili-
zando mutaciones de esta proteina, incluyendo knockouts, y
sobreexpresion tanto del FUS mutante como del wild-type™ .

Los ratones KO FUS/TLS mueren inmediatamente
tras el nacimiento mostrando esterilidad e inestabilidad
cromosomica?>“3% (fig. 1). Las neuronas deficientes de
FUS/TLS muestran unas espinas con menos densidad y mor-
fologia andmala. En este modelo no se produce pérdida de
motoneuronas, por lo que la patogénesis estaria relacio-
nada con una ganancia de funcién*. Otros grupos han usado
la misma técnica KO, pero han generado un modelo en el
que obtienen una expresion baja del gen con una proteina
truncada y no funcional. Sin embargo, en este caso solo se
estudio el modelo desde un punto de vista del sistema repro-
ductivo y no desde la neuropatologia®. Recientemente, se
ha estudiado la neuropatologia del modelo KO observandose
pérdida de peso, pero no fenotipo motor y siendo el nUmero
de las neuronas acetilcolinesterasa positivas normal. La falta
del fenotipo motor y la neurodegeneracion en estos ratones
sugiere que la disminucion solo de FUS es insuficiente para
causar los sintomas de ELA®.

Scekic-Zahirovic et al. generaron un modelo de ratén con-
dicional knock-in en el cual se eliminaron tanto NLS como
FUS. Con este modelo vieron que FUS estaba completamente
deslocalizado en el citoplasma de los ratones homocigo-
tos, lo que provocaba la degeneracion de las motoneuronas
en neonatos. Los ratones heterocigotos muestran parcial-
mente la enfermedad FUS-ELA. Con ello demostraron que la
mutacion en FUS esta asociada a la degeneracion de moto-
neuronas a través de la deslocalizacion de FUS en estas
células (fig. 1), mientras que el dafo axonal y la desmie-
linizacion ocurre independientemente de la expresion del
mutante FUS en la motoneuronas®.

La sobreexpresion de FUS, tanto wild type como
mutante, desencadena la degeneracion de las motoneuro-
nas, sugiriendo que la proteina mutante tiene una ganancia
de funcion toxica que lidera la neurodegeneracion mas
agresiva®. La sobreexpresion de hFUSwt muestra un feno-
tipo mas agresivo en los homocigotos, que desarrollan
discapacidad motora, la cual desemboca en paralisis, y
muestran un aumento de la FUS citoplasmatica pero no son
inclusiones ubiquitinadas. Se observa pérdida de motoneu-
ronas en el asta anterior de la médula lumbar, dafo en la
unidn neuromuscular (fig. 1) y gliosis?>*°,

Devoy et al. han generado un modelo murino que con-
siste en introducir en el locus del gen FUS de raton
la mutacion FUSDelta14 humana, la cual se relaciona
con la ELA. Este modelo sintetiza la enfermedad FUS-
ELA humana definida por un inicio con mediana edad y
una progresiva degeneracion de las motoneuronas con una
herencia dominante. Los resultados se obtuvieron del ana-
lisis del comportamiento motor, fisiologia muscular para
evaluar la inervacion y la funcién de los musculos de las
extremidades y analisis patoldgico de las motoneuronas
espinales.

En ratas, Huang et al. han generado un modelo transgé-
nico de FUS mutante, el cual desarrolla axonopatia severa de
las motoneuronas, denervacion de los mUsculos esqueléticos
y pérdida sustancial de las neuronas corticales e hipocam-
pales. Sin embargo, ratas transgénicas con la FUS normal
muestran déficits en la memoria y aprendizaje espacial, pér-
dida de neuronas corticales e hipocampales, acompanada de

agregacion de ubiquitina y reaccion glial, desarrollando asi
algunos de los sintomas de la ELA y la DFT“,

Recientemente, se ha encontrado en diversos modelos
animales que existe una homeostasis aberrante de las mar-
cas epigenéticas. Una de estas marcas que estan alteradas
es la acetilacion de las histonas. La supervivencia neuronal
se ve afectada si existe un descenso en la acetilacion de
histonas (fig. 1). Rossaert et al. evaluaron la eficacia de un
inhibidor (ACY-738) de deacetilasas sobre el fenotipo de un
raton FUS. Encontraron que el tratamiento con este inhi-
bidor reestablecia la acetilacion de histonas ademas de las
vias metabodlicas en la médula espinal, lo cual provocaba que
la progresion de la enfermedad fuera menor. Esto sugeriria
que las histonas deacetilasas pueden ser una posible diana
terapéutica®’.

C90RF72

Las expansiones del hexanucledtido en C90RF72 son la causa
genética mas frecuente de la ELA (aproximadamente repre-
senta al 35-45% de las FALS). La funcion de C9ORF72 es
desconocida, pero se ha sugerido que tendria un papel en
el trafico de proteinas®>>*. Las expansiones ocurren en la
parte no codificante del gen>. Se han descrito 3 mecanismos
posibles para la patogenicidad de estas expansiones: secues-
tro de las proteinas de unién al RNA, toxicidad mediada por
dipéptidos formados como resultado de la traduccion no ATG
asociada a la repeticién y la haploinsuficiencia®?°>°¢,

Utilizando ratones con una reduccién crénica de C9ORF72
o expresando el gen humano con diferentes expansiones, se
ha identificado una ganancia de toxicidad como mecanismo
central de la enfermedad en el sistema nervioso central
de los mamiferos®?. Eliminando los 2 alelos del gen, se pro-
duce en los ratones esplenomegalia, aumento de los nédulos
linfaticos cervicales y muerte prematura, ademas de défi-
cits cognitivos en memoria de trabajo y evaluacion de la
ansiedad?>°? (fig. 1).

Los ratones donde la expansion de la mutacion esta
dirigida por las regiones reguladores humanas muestran
diferentes fenotipos incluyendo paralisis, comportamiento
similar a la ansiedad, descenso en la supervivencia, la neu-
rodegeneracion generalizada en el cerebro y la médula
espinal, siendo significativo en la corteza y el hipocampo®’
(fig. 1).

Koppers et al. sugieren que la pérdida de C9ORF72 por
si misma es insuficiente para causar la ELA, sin embargo,
no descartan la posibilidad de que la pérdida de funcién
module el proceso de la enfermedad e influya en el inicio,
la severidad y la duracion®?.

En contraste, otros investigadores se basan en la ganan-
cia de funcion; utilizando ratones en los que se inducen 66
expansiones mediante AAV, se observa que los cerebros de
estos ratones muestran los hallazgos de la ELA como con la
enfermedad TDP43 o los déficits de comportamiento. Otros
estudios han encontrado también inclusiones ubiquitinadas,
pero no en las poblaciones neuronales relevantes y, por lo
tanto, sin desarrollar el fenotipo motor®2.

Recientemente 2 grupos han generado modelos de raton
que expresaban proteinas de repeticion de dipéptidos®®-°8.
Choi et al. generaron un modelo en el cual consiguen que
los cerebros de estos ratones expresen menores niveles del
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dipéptido GRgy mediante el control de un promotor induci-
ble. Estos ratones muestran de manera asociada a la edad
los mismos déficits de comportamiento social y deterioro de
la funcion sinaptica que se observa en la ELA, ademas de un
ligero aumento de la muerte neuronal, microgliosis y astro-
gliosis. Por otro lado, presentan un déficit en la morfologia
y en la funcion de las mitocondrias. Este dano podria ser
uno de los primeros eventos patogénicos que suceden en la
enfermedad, ya que se observa previamente a los déficits de
comportamiento y celulares®. Hao et al. también generaron
un modelo transgénico, en el cual los animales expresaban
especificamente poly-PR (GFP-PRyg). Los ratones heteroci-
gotos presentaban déficits motores, pérdida de células de
Purkinje, activacion de la microglia y de los astrocitos en el
cerebelo ademas de en la médula espinal. Ademas, la trans-
mision sinaptica estaba desregulada en estos ratones, todo
ello correlaciona con la enfermedad de la ELA. Sin embargo,
los ratones homocigotos morian prematuramente (fig. 1)
presentado altos déficits motores, posiblemente debido a
la alta toxicidad de este dipéptido®®.

Modelo quimico

Beta-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA) es un aminoacido
no proteico e hidrofilico producido por cianobacte-
rias. Es altamente neurotoxico®® (fig. 1). Este ami-
noacido esta relacionado con diferentes enfermedades
neurodegenerativas®®>*%, La primera relacidon que se esta-
blecioé entre L-BMAA y las enfermedades neurodegenerativas
fue en la isla de Guam, en la que se vio una relacion
entre este aminoacido y el sindrome ELA-parkinson ligado
a demencias, aunque esta hipotesis es controvertida®®. En
los pacientes de ELA, L-BMAA se acumula en el SNC como un
aminoacido libre o integrado en proteinas. Tanto en la enfer-
medad esporadica como en la familiar se observan estos
agregados en el cerebro, lo que nos indicaria que se ven
afectados mecanismos como el de la autofagia®'.

Se postularon 3 mecanismos por los cuales este com-
puesto provoca su efecto neurotoxico: la activacion directa
de los receptores NMDA, la activacion de los receptores
de glutamato metabotropicos y la induccion del estrés
oxidativo™.

De Munck et al., mediante inyecciones intraperitoneales,
realizaron un analisis de las dosis que deben administrar y
sus efectos, para asi realizar una correlacion entre los resul-
tados obtenidos y enfermedades como la ELA, con el fin de
buscar un modelo de ELA esporadica. Segun sus resultados,
la dosis 300 mg/kg durante 5 dias consecutivos es la dosis
idonea para este modelo. En los animales tratados obser-
varon que no existian diferencias en cuanto al peso, por lo
que el desarrollo general no se veia afectado. Estos anima-
les presentan déficits neuronales desde el dia siguiente al
inicio del tratamiento, asi como dificultades en la coordina-
cion motora. Mediante microscopia electrénica observaron
que las motoneuronas se veian afectadas a nivel de médula
espinal lumbar, fragmentacion de reticulo endoplasmatico y
polirribosomas libres, ademas las neuronas espinales presen-
tan inflamacion, vacuolizacion y mitocondrias alteradas®
(fig. 1), por lo que este modelo presenta varios de los hallaz-
gos neuropatologicos encontrados en la ELA humana’®.

En un estudio posterior de este mismo grupo, realiza-
ron la caracterizacion de este modelo centrandose en los
posibles cambios morfométricos y de los niveles de neu-
rotransmisores. Los resultados de dicho estudio muestran
que existen varias fases en la evolucion de los sintomas de
los animales tratados. Una primera fase en la que se pro-
duce una rapida evolucion de los sintomas que ocurre entre
el primer y tercer mes tras el tratamiento, posiblemente
debido a la excitotoxicidad causada en el SNC. Posterior-
mente, una segunda fase de estabilizacion en la cual los
sintomas se desarrollan mas lentamente, debido principal-
mente a los reservorios de L-BMAA del cerebro. Mediante
resonancias magnéticas in vivo, se observo una pérdida pro-
gresiva del volumen muscular de las extremidades en los
animales tratados en comparacion con los controles. No se
observéd cambio en el volumen total de la corteza cerebral.
Sin embargo, el volumen de los ventriculos laterales se ve
agrandado en los animales tratados®. Por otro lado, tam-
bién estudiaron los cambios neuroquimicos a corto plazo
mediante HPLC y a largo plazo mediante espectroscopia de
resonancia magnética. A corto plazo, observaron niveles ele-
vados de glutamato y taurina en la corteza motora, mientras
que los niveles de GABA se encontraban disminuidos. A largo
plazo, las concentraciones de glutamato estaban significa-
tivamente aumentadas respecto a los controles, los niveles
de GABA estaban significativamente disminuidos, pero en los
niveles de taurina no se observaron diferencias. Estos niveles
alterados tienen relacion con los mecanismos excitotoxicos
que estan envueltos en la neurodegeneracion’.

Infusion liquido cefalorraquideo

La patogénesis de la ELA esporadica no es conocida y la
mayoria de los hallazgos se han realizado utilizando mode-
los transgénicos que no replican totalmente la enfermedad
esporadica®?. Existen diferentes estudios que confirman
el efecto citotoxico del liquido cefalorraquideo (LCR) de
pacientes de ELA en cultivo celular® %4, Con estos resulta-
dos y teniendo en cuenta la cercania del LCR a la médula
espinal, podria plantearse que el LCR fuera un mecanismo
de difusion de la enfermedad®®. Algunos investigadores
han observado que la inyeccion aguda y puntual de LCR-ELA
provoca cambios en canales ionicos dependientes de vol-
taje de sodio y potasio®. Otros estudios indicaron que se
induce estrés oxidativo en las motoneuronas®. Ratas trata-
das con LCR-ELA muestran que los parametros obtenidos en
la prueba del Rotarod (fig. 1) fueron menores que los niveles
basales tomados con animales controles, ademas de que la
fuerza de agarre de estos animales se vio seriamente afec-
tada. También afecté a la actividad neuronal de la corteza
motora®?. Recientemente, en un estudio donde inyectaban
intratecalmente LCR-ELA, observaron atrofia en las fibras
musculares, una disminucion de la complejidad de las unio-
nes neuromusculares, dano ultraestructural y aumento del
estrés oxidativo, lo cual sugeriria que el musculo esquelético
esta involucrado en la patogénesis de la ELA®. Sin embargo,
al ser inyecciones puntuales no imitan el curso temporal
de la ELA y no la reproducen’. Es por ello que nuestro
grupo se planted el estudio de los cambios histopatoldgicos
y funcionales tras la infusion continua de LCR-ELA. Utili-
zando LCR citotoxico de pacientes de ELA, se rellenaron unas
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minibombas osmoticas (Alzet) las cuales se implantaron via
subcutanea, a las que se adjuntd una canula de infusion de
cerebro (Alzet) que se implanté en el ventriculo lateral dere-
cho de los animales. Los resultados de este estudio muestran
cambios citohistoquimicos en cerebro y médula espinal que
se asemejan a los encontrados en los pacientes de ELA. Se
observo una activacion microglial seguida de una astroglio-
sis (fig. 1), lo cual se observa tanto en pacientes con ELA
como en el modelo SOD1-G93A. Dicho evento puede apoyar
la idea de que la neuroinflamacion es un proceso temprano
en la patogénesis de la ELA. También se obtuvo una sobreex-
presion de S100B, la cual correlaciona con la supervivencia
en la enfermedad. Los resultados mostraron también presen-
cia citosélica de TDP43 colocalizada con ubiquitina (fig. 1),
asi como proteinas relacionadas con los cuerpos de Bunina.
También se incrementaron los niveles de metalotioneina que
podria indicar una reaccion neuroprotectora en respuesta a
la infusion de LCR-ELA citotoxico. Estos hallazgos pueden
mejorar la comprension de la patogénesis y evolucion de la
ELA°.

Conclusiones

En conclusion, cada uno de los modelos desarrollados en
roedores ofrece caracteristicas fisiopatologicas dentro del
mosaico de la ELA, permitiendo su uso en el ensayo y
desarrollo de nuevos farmacos. El avance y el desarrollo
continuo de la investigacion biomédica y tecnoldgica ha
permitido mantener vigentes las investigaciones preclini-
cas basadas en estos modelos experimentales. Es necesario
entender las limitaciones que posee cada modelo y que solo
pueden describir un escenario concreto de la patologia, por
lo que las investigaciones deberian continuar con el Unico
fin de encontrar dianas terapéuticas para el tratamiento de
la ELA.
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