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INTRODUCCION



La esclerosis lateral amiotréfica (ELA), denominada también enfermedad de
motoneurona, o enfermedad de Lou Gehrig, fue descrita por primera vez por Jean-Martin
Charcot en 1869 aunque el nombre de esclerosis lateral amiotréfica no le fue dado hasta
1874 (1, 2). La nomenclatura de esclerosis lateral refleja la degeneracién de las
motoneuronas corticoespinales cuyos axones en la médula espinal lateral parecen
cicatrizados, mientras que amiotroéfica se refiere a la muerte de las motoneuronas espinales

con una denervacién secundaria y debilidad muscular (3, 4).

La ELA es un desorden neurodegenerativo, progresivo e incapacitante, el cual, tal y
como indica su nombre, se caracteriza por la degeneracion de las motoneuronas superiores
de la corteza cerebral, las motoneuronas inferiores del tronco cerebral y motoneuronas de

la médula espinal (4, 5).

La edad de inicio de esta enfermedad es variable, generalmente, suele originarse en
la edad adulta, en torno a los 40-60 afios (4, 5). Existen casos juveniles (JELA) en los cuales
el inicio de la enfermedad sucede en torno a los 25 afios, sin embargo, este tipo de ELA es

bastante raro (4-6).

La prevalencia global de esta enfermedad es de 4,42 casos por cada 100.000
habitantes, sin embargo, cuando estudiamos la prevalencia segun la regién, observamos
gue varia de forma significativa, por ejemplo, en el sudeste asiatico la prevalencia es de 1,57
casos por cada 100.000 habitantes, por el contrario, en el este de Europa esta prevalencia
asciende hasta los 9,92 casos por cada 100.000 habitantes. Por otro lado, la incidencia global
de esta enfermedad es de 1,59, no obstante, varia segun la region estudiada desde 0,42 en
el sudeste asiatico hasta los 2,76 en el este de Europa. Es interesante destacar que tanto la
prevalencia como la incidencia es mayor en las regiones mds desarrolladas del planeta. Al
mismo tiempo, la ratio entre sexos también varia siendo la ratio hombre:mujer de 1,05
exceptuando Africa donde esta ratio asciende a 2,9 (7-9). La ratio se ve disminuida con la
edad debido a que aumenta el riesgo de padecer esta enfermedad en las mujeres, al entrar

en la menopausia (10).



Esta enfermedad es un desorden neurodegenerativo donde la esperanza media de
vida de los enfermos es corta, entre 3 y 5 afos tras el inicio de los sintomas (4, 5). Pero,
existe una gran variabilidad en la duracién de la enfermedad ya que, dependiendo del tipo
de fenotipo de la enfermedad que se presente, hay pacientes que mueren en meses
(principalmente aquellos con un inicio mas tardio) y pacientes cuya supervivencia aumenta

hasta casi mas de dos décadas (5), un ejemplo de ello es el caso de Stephen Hawking.

Clinicamente, esta enfermedad comienza con una debilidad muscular progresiva,
acompafiada de atrofia muscular, asi como de fasciculaciones y calambres, culminando en
fallo respiratorio, siendo este la principal causa de muerte de los pacientes (11). De forma
primaria, la debilidad muscular es focal y posteriormente se transmite a las regiones
adyacentes. Ademads, suele comenzar de forma unilateral en las extremidades tanto
superiores como inferiores (este tipo de inicio suele afectar a 2/3 de la poblacion afectada),
o en los clinicamente denominados musculos bulbares (1/3 de los pacientes de ELA)

(FIGURA 1) (12).

Los musculos afectados de forma primaria, cuando la enfermedad comienza en las
extremidades superiores, son los tenares de la mano dominante, asi como los extensores
de los dedos, mientras que en el caso de las extremidades inferiores los musculos que se
afectan primero son el tibial anterior, asi como los isquiotibiales. Por otro lado, cuando el
inicio es bulbar, es decir se manifiesta en musculatura inervada por nucleos del bulbo

raquideo, los sintomas mas comunes son disartria y disfagia (FIGURA 1) (12).

Normalmente, durante la exploracién neuroldgica se observa una combinacién de
signos que involucran tanto a las motoneuronas superiores como inferiores. Los principales
signos observados cuando hay afectacidon de las motoneuronas inferiores son la debilidad
muscular, la atrofia, fasciculaciones y una reduccién del tono muscular. Sin embargo, los
signos principales de afectacion de las motoneuronas superiores son la hiperreflexia,
aumento del tono muscular, enlentecimiento de los movimientos, espasticidad y cambios

en el reflejo de Hoffmann (FIGURA 1) (12, 13)



Insuficiencia respiratoria
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Figura 1: Caracteristicas Clinicas de la ELA. Tomado de (14).

La mayoria de los pacientes muestran pérdida de peso corporal durante la
enfermedad, desde los primeros estadios se puede observar pérdida de grasa y musculo. Si
la pérdida de peso es rapida, los pacientes presentaran una peor sintomatologia. Por el
contrario, los pacientes con un alto indice de masa corporal tienden a presentar una mayor

supervivencia (15).

En un principio se consideraba que esta patologia era exclusivamente motora, sin
embargo, con el paso del tiempo y el descubrimiento de genes asociados a esta enfermedad
y otras demencias (TABLA 1), se ha visto que esta patologia no solo es motora, sino que
también presenta un componente no motor, siendo el deterioro cognitivo el signo mas
frecuente de estos componentes no motores afectados, principalmente asociado a la

Demencia Frontotemporal (DFT).



CARACTERISTICAS

PATOLOGIA CARACTERISTICAS ESPECIFICAS
RELACIONADAS
e Depdsitos de B-Amiloide (AB). e Alteracion del
movimiento.

e Agregados de fosfo-TAU (p-TAU)

intraneuronales.

e Incremento de la proteina precursora
ENFERMEDAD DE de amiloide (APP).

ALZHEIMER e Disfuncidn colinérgica.
e Neuroinflamacién.
e Cambios cognitivos.

e Acumulos de proteinas ubiquitinadas.

e Neuroinflamacién. Disfuncioén colinérgica.

e Acumulos de proteinas ubiquitinadas. e  Cambios cognitivos.

e  Acumulo intracelular de a-sinucleina.

ENFERMEDAD DE
e Cuerpos de Lewy.
PAKINSON
e Pérdida de neuronas dopaminérgicas
en la sustancia nigra.
e Alteracion del movimiento.
e Neuroinflamacién. e Incremento de APP.
e Acumulo de proteinas ubiquitinadas. e  Acumulaciéon de AB y
p-TAU.
e  Alteracion del movimiento.
ENFERMEDAD DE
e Cambios cognitivos.
MOTONEURONA e  Mutaciones en C9ORF72.

e Co-agregacion de

® Acumulo intracelular de agregados . ;
eres SOD1 y a-sinucleina

i D D1).
proteicos (TDP43, FUS, SOD1) en ELA.

Tabla 1: Caracteristicas tipicas y relacionadas entre enfermedades neurodegenerativas. Tomado de (16).



Esto ha hecho que todas estas patologias sean consideradas dentro de un espectro,
el espectro ELA-DFT (FIGURA 2). Aproximadamente el 50% de los pacientes de ELA,
presentan deterioro cognitivo o conductual y se considera, que el 25% de estos pacientes
presentan criterios clinicos de DFT. Conjuntamente a estos cambios cognitivos,
histopatoldgicamente estas patologias también presentan caracteristicas comunes como las
inclusiones citoplasmaticas (17-19). El inicio de los sintomas cognitivos suele preceder a los

sintomas motores, sin embargo, suelen descubrirse a posteriori (18).

La esperanza de vida en los pacientes con deterioro cognitivo es similar a la de los
que solo presentan alteracién motora, sin embargo, aquellos que presentan deterioro
conductual o ELA-DFT presentan peor prondstico que los demds casos, siendo la esperanza

de vida de unos 2,4 afnos (18).

ELA ELAci ELA-DFT DFT-ELA DFT
ELAbi

Figura 2: Espectro Esclerosis Lateral Amiotrofica-Demencia Frontotemporal. ELA y DFT conforman los estadios finales
de un espectro que involucra a las motoneuronas y a las neuronas frontotemporales. Se indican los diferentes estadios
dentro del espectro: ELA, ELA con deterioro cognitivo (ELAci), ELA con deterioro conductual (ELAbi), ELA-DFT, DFT-ELA
y DFT. Adaptado de (18).

Actualmente existen 2 tratamientos aprobados por la U.S. Food and Drug
Administration (FDA), el Riluzol y la Edaravone, administrandose de forma oral e intravenosa
respectivamente. A pesar de estar aprobados ninguno de ellos es curativo, pero si han
demostrado que aumentan ligeramente la supervivencia. El primero de ellos, el Riluzol es
un antagonista del glutamato y se ha demostrado que aumenta la supervivencia en un rango
entre los 6 y los 21 meses. Este farmaco ejerce una accién inhibitoria en la liberacién del
glutamato inactivando los canales de calcio, asi como interfiriendo en los eventos
posteriores resultantes de la unién del neurotransmisor a los receptores de aminodcidos
excitatorios. Por su parte, Edaravone es un antioxidante y un recolector de radicales libres
qgue reduce el estrés oxidativo y como consecuencia reduce la muerte celular. Se desconoce
cual es el mecanismo de accidn exacto de este farmaco en la ELA, pero en los pacientes se

ha encontrado que preserva la funcién motora retrasando el deterioro motor (20).



Neuropatologia de la ELA

Degeneracion de las motoneuronas

Estudios en tejido post mortem de pacientes de ELA han permitido evaluar los
cambios histopatoldgicos tanto macroscépicos como microscépicos. Macroscdpicamente,
los cerebros de pacientes de ELA no presentan alteraciones, sin embargo, cuando los
pacientes presentan demencia, si que se observa atrofia en la corteza frontal y temporal,
ademds, se observa palidez y esclerosis de los haces corticoespinales y corticobulbares. Por
otro lado, la médula espinal muestra atrofia en el asta anterior y, por ultimo, se observa

atrofia muscular esquelética (21-25).

Microscépicamente, la principal caracteristica observada en los tejidos post mortem
es la degeneracion de las motoneuronas superiores e inferiores. Esta pérdida neuronal
ocurre tanto en el asta anterior de la médula espinal, como en nucleos motores del tronco
cerebral y las células de Betz de la corteza motora. La region oculomotora suele ser una de
las regiones mejor preservadas en relacidn con esta degeneracién neuronal (24). En el caso
de la médula espinal, la pérdida neuronal no se reduce a las motoneuronas, sino que

también se ven afectados tipos neuronales como las interneuronas (4, 5, 12, 21, 26, 27).

Otra caracteristica observada es la degeneracién axonal de las proyecciones desde
las motoneuronas superiores (Células de Bezt de la capa 5 del area 4 de Brodmann),
principalmente en el cuerpo calloso, la cdpsula interna, los pedunculos cerebrales y
columnas laterales, entre otros. En las motoneuronas inferiores también se observa esta
degeneracion axonal, lo cual lidera la denervacion muscular (4, 12, 21, 26). La degeneracion
axonal, es provocada por el entrecruzamiento anormal, asi como por la desorientacién de
los neurofilamentos (28). De forma secundaria a la pérdida axonal, se observa en la médula
espinal una pérdida de mielina (5, 21). Por otro lado, en las motoneuronas residuales, se
observa cromatolisis central, inclusiones sobre las que se profundizard un poco mas
adelante, hinchazén del soma y del axén proximal, asi como también de las mitocondrias,

ademas, se produce una acumulacidn de vacuolas y neurofilamentos (29).



Inclusiones

Ademas de la degeneracién neuronal, en la histopatologia de la ELA existe otra
caracteristica principal, comun a todos los tipos de ELA. Este hallazgo son las inclusiones
citoplasmdticas en las motoneuronas que no se ven afectadas en el proceso degenerativo
(30). El agregamiento de proteinas es un proceso en el cual las proteinas no se pliegan
correctamente y esto provoca una autoasociacion, que produce la formacion de oligdmeros
y fibrillas mediante la polimerizacién (31). Existen multiples formas de inclusiones en la ELA,
podemos encontrar cuerpos de Bunina, inclusiones baséfilas con forma esférica, inclusiones
ubiquitinadas como cuerpos redondos, inclusiones skein-like e inclusiones de hialina. Dichas
inclusiones, también se pueden categorizar en funcién de la proteina mayoritaria de la que
estan compuestas, como puede ser transactive response DNA-binding protein 43 (TDP43),

chromosome 9 open reading frame 72 (C90RF72) o superoxido dismutasa 1 (SOD1) (30).

Las inclusiones con forma redonda, ubiquitinadas, skein-like o densas, aparecen en
todos los casos de ELA. La presencia de estas inclusiones ubiquitinadas sugiere que existe
algun problema en otro tipo de proteinas. El mayor componente de estas inclusiones es la
TDP43, lo que podria sefialar defectos en la via de degradacidn lisosomal de proteinas mal
plegadas (32). A pesar de que son las inclusiones mas comunes de la ELA, estan presentes
en otras patologias, ademds de en el envejecimiento normal, lo que parece indicar que
podria tratarse también de un proceso fisiolégico de la edad (1, 12, 19, 21, 22, 24, 25, 33,
34).

Las inclusiones citoplasmaticas se observan en las motoneuronas residuales, tanto
en la corteza frontal, temporal, hipocampo y estriado, asi como en la médula espinal.
Generalmente las inclusiones neurodegenerativas presentan proteinas como la TAU o Q-
sinucleina, sin embargo, las inclusiones en la ELA no presentan este tipo de proteinas. Los
agregados de TDP43 se encuentran en el 97% de las neuronas afectadas en los casos de ELA
y en un 50% en los casos de DFT. Este tipo de inclusiones suelen ir acompafiadas de una
disminucion de TDP43 en el nucleo, donde normalmente se encuentra, translocandose y

agregandose en el citoplasma formando dichas inclusiones (12, 19, 21, 22, 24, 25, 33, 34).



Existen diferentes tipos de inclusiones de TDP43, con forma de madeja tanto finas
como gruesas, con forma punteada o con forma redonda y densa. Las inclusiones finas y
gruesas estan presentes tanto en las motoneuronas inferiores como superiores, sin
embargo, los otros tipos de inclusiones de TDP43 son mas comunes en las motoneuronas
del asta anterior de la médula espinal (21). A parte de presentar diversas formas, las
inclusiones de TDP43 presentan un patrén especifico celular: el 22% de los casos presentan
las inclusiones en las células gliales, el 59% las presentan de forma mixta entre las células
neuronales y las células gliales y el 7% de los casos las presentan exclusivamente en las

células neuronales (35).

En estudios histoldgicos se han observado inclusiones de SOD1 wild-type (wt), estos
agregados de SOD1 también se encuentran en pacientes con mutaciones asociadas a SOD1.
Las inclusiones SOD1 presentan una forma similar a los cuerpos de Lewy, conformadas por
una sustancia hialinizada y poco afin por tinciones histoldgicas, que ademas de ser positivas
para ubiquitina y SOD1, también lo son para neurofilamentos fosforilados y algunas
chaperonas, y se encuentran situadas en el asta anterior de la médula (21, 36). Las
mutaciones en SOD1 asociadas a la ELA provocan que esta proteina sea mds propensa a
formar agregados, convirtiéndose en la proteina que mas se suele ver agregada en estos
pacientes (37). En estos casos, este SOD1 agregado no aparece en las células de la corteza

motora y no colocalizan con TDP43 (21).

Las mutaciones en FUS (Fused in Sarcome) también generan inclusiones
citoplasmaticas que presentan formas largas filamentosas, asi como granulosas.
Histolégicamente son ubiquitinadas, pero negativas para TDP43, tanto en las inclusiones
citoplasmaticas como en las nucleares en el cerebro y médula espinal de los pacientes (21).
Las inclusiones citoplasmaticas de FUS se encuentran en los tejidos donde existe una gran
neurodegeneracién evidenciada con una gran pérdida neuronal (38). En la mayoria de los
casos, las inclusiones de FUS aparecen asociadas a mutaciones de esta proteina, aunque
algun estudio indica también que se han encontrado en casos esporadicos. Que esto ocurra,
estd relacionado con que los mecanismos que subyacen a la acumulacién citoplasmatica de
FUS no estdn esclarecidos y es posible que existan otros factores, ademas de las mutaciones

gue causen esta acumulacion (39).



Se ha descrito que existen expansiones del hexanucledtido GGGGCC en el gen
C90RF72 que neuropatolégicamente también generan agregados, siendo ubiquitina
positivos, p62 (nucleoporina 62) positivos, y siendo la mayoria TDP43 negativos. Otra
caracteristica neuropatoldgica de este gen es la produccién de repeticiones de dipéptidos
(DPR), siendo los principales poli GA (Dipéptido poli Glicina-Alanina), poli GP (Dipéptido poli
Glicina-Prolina), poli GR (Dipéptido poli Glicina-Arginina), poli PA (Dipéptido poli Prolina-
Alanina) y poli PR (Dipéptido poli Prolina-Arginina) (40). Cuando estos dipéptidos se forman,
son capaces de agregarse tanto en inclusiones citoplasmaticas como en nucleares, dentro
de las neuronas (40). Los agregados de DPR se localizan en las regiones frontal, occipital o
temporal, en la corteza motora, asi como en las regiones subcorticales, cerebelo y médula
espinal (21). La acumulacién de poli GA es el principal causante de los agregados de DPR, y
se detecta de forma predominante en la corteza frontal, asocidndose a la
neurodegeneracion de esta zona, generando inclusiones citoplasmaticas, lo que dafia el

crecimiento de las neuritas y activa la muerte neuronal a través de caspasa 3 (40).

Otro tipo de inclusiones que se encuentran en los tejidos cerebrales y medulares de
pacientes de esta enfermedad son los cuerpos de Bunina. Son inclusiones eosindfilas
pequefias, de aproximadamente 3-6 um con forma ovalada y que se encuentran en el
citoplasma de las motoneuronas inferiores, aunque también se han encontrado en las
dendritas; raramente se encuentran en las células de Betz o en las regiones oculomotoras.
Es mas normal verlas en la region lumbar de la médula que en la regién tordcica o cervical y
suelen presentarse al inicio de la enfermedad. Mediante microscopia electrdnica se estudid
su estructura, estas inclusiones estdn formadas por un material electrodenso de aspecto
amorfo el cual se rodea de estructuras tubulares y vesiculares. Los pacientes que presentan
demencia suelen presentar cuerpos de Bunina mayores que los que no la presentan (21, 41-

43).
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Histoldgicamente los cuerpos de Bunina son positivos para transferrina, cistatina C
y parcialmente colocalizan con periferina. En cuanto a la tincidn con ubiquitina, existe cierta
controversia debido a que la mayoria de los estudios indican que los cuerpos de Bunina son
negativos para ubiquitina, a pesar de ello, algunos investigadores muestran que un pequefo
porcentaje de estas inclusiones pueden ser positivas para ubiquitina. Estas inclusiones
también son negativas para marcadores relacionados con la neurodegeneracion. Su funcién
bioldgica, asi como el origen de su formacién es todavia desconocido, no obstante, en
pacientes de ELA se encuentran tanto en las motoneuronas degeneradas como en las que
presentan un aspecto normal, lo que hace pensar que son un cambio primario en estas

motoneuronas (21, 41-43).

Neuroinflamacion

La neuropatologia de esta enfermedad también estd caracterizada por la
neuroinflamacioén, que se define como astrogliosis reactiva, microgliosis e infiltracion de
linfocitos en el Sistema Nervioso Central (SNC) (44-47). En el SNC, existen dos categorias de
poblaciones celulares, estan son las neuronas y las células gliales. Las células gliales, no
producen impulsos eléctricos y son consideradas como células de soporte para las neuronas.
Estas células son principalmente los astrocitos, la microglia y los oligodendrocitos y son
capaces de regular la actividad neuronal (48). Las células gliales, participan en una red de
sefializacion con las neuronas, liberando citoquinas, neurotransmisores, factores tréficos y

exosomas que puede ser desencadenada por la agregacion proteica citoplasmatica (44).

La neuroinflamacidn, es un proceso fisioldgico que, inicialmente, presenta un papel
protector o de defensa, eliminando o inhibiendo patdgenos. Entre sus efectos beneficiosos
podemos encontrar la reparacion tisular o la eliminacién de los desechos celulares. Pese a
su papel fisiolégico, cuando la neuroinflamaciéon se cronifica, termina por afectar a
estructuras celulares sanas e inhibe los procesos de regeneracidon, terminando por
contribuir al desarrollo de patologias como la ELA (46, 48), ademads de contribuir a la

difusion de la enfermedad (44).

En los siguientes apartados se va a proceder a describir los diferentes tipos celulares
implicados en el proceso neuroinflamatorio, explicando tanto su funcién natural como su

papel en la fisiopatologia de la ELA.
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Microglia

La microglia es considerada la principal célula de la inmunidad innata en el SNC, de
forma que estd distribuida de forma ubicua en todo el cerebro y médula espinal (48, 49),
representando entre el 5y el 12% de las células gliales (50). La microglia deriva del saco
vitelino y migra al cerebro durante el desarrollo embrionario (29, 50-53). La funcién principal
de la microglia es fagocitar residuos celulares, procesar y presentar antigenos a los linfocitos

y secretar citoquinas y quimioquinas durante el proceso inflamatorio (51).

Bajo condiciones fisioldgicas, la microglia se encuentra en un estado quiescente (52,
54) mostrando una morfologia altamente ramificada, lo que permite la monitorizacién del
ambiente cercano para asi mantener la homeostasis mediante la extension o retraccién de
sus ramificaciones, ademas participa en la remodelacidn sinaptica, la neurogénesis y modula
las redes neuronales (49, 50, 53-55). Cuando existe una deficiencia en la funcidn neuronal,
la microglia es la encargada de inducir la muerte celular (54). Ademas, presentan receptores
de reconocimiento de patrones como los receptores Toll-Like (TLR), los cuales estan

involucrados en diversas enfermedades neurodegenerativas (29).

Cuando existe un estimulo, la microglia pasa del estado de reposo, a un estado
activado, adquiriendo una morfologia ameboide con un cuerpo redondo con ramificaciones
cortas y finas (54, 55). La microglia puede ser activada por diversos tipos de estimulos o
factores que pueden ser tanto exdgenos (patrones moleculares asociados a patogenos,
lipopolisacaridos bacteriales, material genético de patdgenos o virus), como endégenos
(patrones moleculares de dafio producidos por las células bajo estrés, agregados de

proteinas o placas seniles, o factores secretados por otras células gliales) (29, 54).

Dependiendo de qué tipo sea el estimulo que reciba, la microglia puede ser activada
de dos formas diferentes, una clasica también denominada M1 o una alternativa
denominada M2 (29) (FIGURA 3). El proceso de discriminacién entre las sefiales dafiinas o
protectoras es uno de los pasos mds complejos, ya que permite a la microglia no luchar
contra tejidos sanos (54). Los fenotipos M1/M2 son considerados como los extremos de un
espectro de activacidn, y dentro del tejido se encuentran diversos estadios intermedios

coexistiendo a la vez (48, 54).
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La microglia M1 es considerada neurotdxica ya que al activarse responde activando
una respuesta de células T neurotoxicas y liberando citoquinas proinflamatorias como
interleucina 6 (IL-6) o factor de necrosis tumoral (TNFQ), quimioquinas, asi como especies
reactivas de oxigeno (ROS). Por el contrario, la microglia M2 se considera neuroprotectora
ya que, al activarse, bloquea la sefial proinflamatoria y produce altos niveles de citoquinas
antiinflamatorias y factores neurotréficos como interleucina 4 (IL-4) o factor de crecimiento
similar a la insulina 1 (IGF1) o Arginasa 1, ademds se encarga de la fagocitosis y de la

reparacion tisular (29, 49, 52, 53, 55-57).

Citotoxicidad Curacién de heridas
Inflamacion FUNCIONES Fagocitosis de desechos
Presentacion de antigenos Inhibicion de la inflamacion
Permeabilizacion de la barrera hematoencefalica Mantenimiento de la homeostasis
Respuesta inmune aguda Proteccion de la matriz extracelular
Microglia M2

1 NEUROINFLAMACION §

Figura 3: Espectro de polarizacion de la microglia activada. Adaptado de (54).

El liquido cefalorraquideo de pacientes de ELA muestra una desregulacion de
citoquinas anti y proinflamatorias y de factores tréficos. Por otro lado, en tejido post
mortem, se han encontrado infiltrados de linfocitos T, tanto CD4+ como CD8+ (58, 59). Otros
estudios neuropatoldgicos han demostrado que los hallazgos de microgliosis y astrogliosis
ocurren en los estadios primarios de la enfermedad (44). Esta evidenciada microgliosis, es
observada en regiones con una pérdida significativa de motoneuronas, entre ellas la corteza
motora, donde se observa un aumento de la microglia en las vecindades de las células de
Betz, los nucleos motores del tronco cerebral, el tracto corticoespinal y el asta ventral de la
médula espinal (56, 60). Ademas, mediante tomografia de emision de positrones (PET) se
ha demostrado in vivo que los pacientes de ELA presentan una activacién microglial que no
estaba presente en las personas sin la patologia de ELA. La activacién de la microglia se
incrementa conforme la severidad de los sintomas es mayor y correlaciona con la
localizacion del dafio neuromotor en la corteza motora, el tracto corticoespinal y médula

espinal (29, 56, 59).
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Al inicio de la patologia, en respuesta al daiio neuronal, se produce una microgliosis,
asi como una activacién neuroprotectora de la microglia encontrdndose en estado M2, sin
embargo, la acumulacién de proteinas mal plegadas, asi como el adenosin trifosfato (ATP)
liberado de las motoneuronas dafiadas, o la activacion del factor nuclear kappaf3
contribuyen a las respuestas inflamatorias neurotéxicas, lo que provoca un cambio de
estado de la microglia, pasando a encontrarse en estado M1 hiperactivado. Esto conlleva a
que en los estadios finales de la enfermedad la microglia sea tdxica para las motoneuronas

(45, 49, 60, 61).

Astrocitos

Los astrocitos son la clase mas abundante de células gliales en el SNC, constituyendo
en torno al 20-40% del total de las células del cerebro (45, 62-64). Su origen estd en el
neuroepitelio derivado de la glia radial. Los astrocitos pueden desarrollarse a partir de
progenitores gliales intermedios, mediante proliferacién de astrocitos diferenciados vy

también de células Neuron-glial antigen 2 (NG2) (65).

Los astrocitos no son un tipo celular uniforme, es decir, su funciéon y morfologia
variara dependiendo de la localizacidon, de los subtipos y su estado de desarrollo (66, 67).
Los astrocitos humanos, estan caracterizados por una alta expresion de la proteina acidica
fibrilar glial (GFAP), la cual aumenta con la edad. Estructuralmente existen 4 clases de
astrocitos en el cerebro humano: los astrocitos interlaminares que se localizan en las capas
1 y 2, los astrocitos protoplasmaticos localizados en las capas 3 y 4 de la corteza,
proyecciones varicosas en las capas 5y 6 y por ultimo la astroglia fibrosa en la materia blanca

(FIGURA 4) (68).
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Los astrocitos protoplasmaticos son el tipo de astrocito mas abundante tanto en el
cerebro como en la médula espinal de los mamiferos, con una densidad aproximada en
roedores de entre 10.000 y 30.000 por mm3. Generalmente presentan un soma pequefio
con ramificaciones notablemente largas, que se distribuyen uniformemente a lo largo de
todo el soma, pero esto puede verse modificado segin la regién anatémica en la que se
encuentren. Este tipo de astrocitos presentan una de sus ramificaciones en contacto con los
vasos sanguineos, formando los pies astrocitarios perivasculares y suelen localizarse en la

vecindad de las sinapsis neuronales (65, 66).

Los astrocitos fibrosos suelen localizarse en la materia blanca del cerebro y de la
médula espinal, el nervio éptico y en la capa nerviosa de la retina. Los somas de estos
astrocitos se organizan en filas entre los haces axonales y, ademads, presentan proyecciones
largas orientadas en la direccién de los haces axonales. Se encuentran fisicamente en
contacto con los oligodendrocitos y juegan un papel crucial en la mielinizacién, y sirven de
soporte para la materia blanca (65, 66). El papel metabdlico de estos astrocitos es claro
debido a su cercania a la vasculatura, sin embargo, no modula la actividad neuronal debido

a la ausencia de sinapsis en la materia blanca (68).

Los astrocitos intralaminares suelen aparecer durante los primeros meses de vida y
se originan a raiz de precursores de astrocitos, no desde la glia radial. Se caracterizan por un
cuerpo celular pequefio y de forma esferoide que se localiza en la capa 1 de la corteza, y por
varias proyecciones pequefias en conjunto, con una o dos de mayor tamafio que se
extienden hasta las capas 2 y 4. Las porciones terminales de estas proyecciones presentan
una forma de botdn. Las proyecciones de este tipo de astrocitos contactan con los vasos
sanguineos. Este tipo de astrocitos se ha visto alterado en enfermedades

neurodegenerativas (69).

Los astrocitos con proyecciones varicosas son exclusivos del cerebro humano y no
han sido encontrados en los periodos neonatales. Se localizan en las capas 5y 6 de la corteza
y se caracterizan por unas fibras largas que contienen varicosidades distribuidas cada 10
pum. Presentan entre 1y 5 proyecciones largas, que se distribuyen hacia todas las direcciones
de las capas de la corteza y suelen terminar en el neuropilo o en los vasos sanguineos, donde
estan en contacto directo con las paredes vasculares. Apenas se localizan en las sinapsis (65,

68).
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Figura 4: Tipos de astrocitos. Modificado de (68).

En un primer momento se consideraba que los astrocitos presentaban funciones
pasivas, sin embargo, recientemente se ha descubierto que presentan un papel activo y
esencial en la homeostasis cerebral, asi como en el procesamiento de la informacion (48,
70). A pesar de que no propagan potenciales de accion, los astrocitos expresan canales de
sodio y potasio (70) y, a nivel sinaptico, responden a los neurotransmisores liberados,
mediante la elevacidén de los niveles de calcio intracelular (71). Sus principales funciones
fisioldgicas son: mantener la homeostasis molecular y metabdlica del SNC, asi como
contribuir a la homeostasis sistémica, mantener la neurotransmisién y regulacién de las
sinapsis, definir la citoarquitectura de la materia gris y actuar como primera linea de defensa
en el SNC (63, 65, 72). Esto hace que estas células presenten una alta heterogeneidad

morfolégica, transcripcional, funcional y fenotipica (FIGURA 5) (62).
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Figura 5: Funciones fisioldgicas de los astrocitos. Modificado de (65).

Los astrocitos, responden frente a cualquier tipo de dafio en el SNC de diversas
formas, ya sea variando la expresidén génica, estructura celular o funcion. Estas respuestas
son conocidas como astrogliosis (73, 74). Durante este proceso, los niveles de GFAP
aumentan, asi mismo se produce una hipertrofia de las ramificaciones (66, 75).
Funcionalmente la astrogliosis, aumenta la neuroproteccién y el soporte tréfico de las
neuronas dafiadas, aisla el area dafada del resto del tejido sano, reconstruye el dafno
producido en la barrera hematoencefdlica y es capaz de facilitar la remodelacién de los

circuitos cerebrales (75).

Al igual que sucedia con la microglia, los astrocitos reactivos pueden jugar un papel
dual en el SNC durante la patologia, o pueden promover la neuropatologia presentando un
fenotipo A1, provocando una sobre-regulacién de genes que pueden ser toxicos para las
sinapsis y las neuronas, ademads de inducir factores proinflamatorios. Normalmente, este
fenotipo es inducido por la microglia M1. Por el contrario, pueden también presentar un
papel neuroprotector con fenotipo A2, estos aumentan factores neurotrdficos que
promoveran la reparacion del dafio sindptico, asi como la supervivencia neuronal (48, 62,

64,76, 77).
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En la ELA, los astrocitos presentan dos papeles. Por un lado, secretan factores
neurotoéxicos, lo que contribuird a la muerte neuronal. Por otro lado, en esta enfermedad,
los astrocitos pierden alguna de sus funciones criticas y esto implica su propia degeneracidn.
Esto tiene como consecuencia que las neuronas motoras pierden el soporte que les
proporcionan los astrocitos, lo que puede acelerar su muerte (64, 78). Se ha visto que los
astrocitos A1 promueven la agregacion mediante la liberacion de Factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1). Ademas, liberan citoquinas proinflamatorias, y presentan

un aumento de ROS, lo cual contribuye activamente a la patologia (64).

Una de las principales funciones de los atrocitos es mantener unos niveles bajos de
glutamato extra-neuronal, esto lo realizan mediante el aclaramiento de este
neurotransmisor del espacio sindptico, a través del trasportador Excitatory Amino Acid
Transporter-2 (EAAT2)/Astrocytic Glutamate Transporter 1 (GLT1). En la ELA, esta retirada
del glutamato del espacio sindptico se encuentra comprometida, lo que lideraria una
sobreestimulacion de los transportadores de glutamato, los cuales se han visto disminuidos
en los pacientes de ELA y en consecuencia la muerte de las motoneuronas. Por otro lado, la
astroglia en la ELA presenta déficits funcionales tales como defectos mitocondriales y una
capacidad reducida de liberar metabolitos como el lactato, liberdndose por el contrario

factores toxicos (FIGURA 6) (62, 78-80).

Al igual que sucede con las motoneuronas, a lo largo de la patologia los astrocitos
también presentan inclusiones, lo que los lleva a un estado de degeneracién. Estos
astrocitos degenerativos, ya se pueden encontrar en los primeros estadios de la

enfermedad, aumentado conforme avanza la patologia (78, 80).
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Condiciones fisiologicas ELA

EAAT2/GLT

Glutamato
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POSTSINAPTICA

Figura 6: Representacion esquemdtica de las interacciones entre las motoneuronas y los astrocitos. Modificado de
(79).

Oligodendrocitos

Los oligodendrocitos (OLs) son otro tipo de células de neuroglia (78, 81, 82). Este
tipo celular se genera tras un proceso de especificacion, proliferacion, migracion vy
diferenciacién durante el desarrollo del cerebro, el nervio éptico y la médula espinal (83).
Derivan de las células progenitoras de oligodendrocitos (OPCs), las cuales tras finalizar el
desarrollo se mantienen en el SNC adulto distribuidas principalmente por la materia blanca
(83). Estas células presentan un origen diferente segun el destino que vayan a tener. Si su
destino es la médula espinal, los OLs derivan de un dominio especializado de la zona
ventricular ventral, sin embargo, si su destino es el cerebro, los oligodendrocitos derivan de
la eminencia ganglidnica medial y del drea entopeduncular anterior del cerebro anterior (83,
84). Por otro lado, la oligodendrogénesis no solo ocurre durante la gestacién, sino que en el
cerebro adulto también se siguen produciendo los oligodendrocitos, pudiendo ayudar estos

en la reparacion de la mielina (85).
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Las OPCs se distinguen de otros tipos celulares debido a sus caracteristicas
electrofisioldgicas, ya que presentan una capacitancia pequefia, canales de sodio y potasio
dependientes de voltaje y no son capaces de generar potenciales de accién (86). Por otro
lado, los OLs maduros presentan cuerpos pequefios con un nucleo que presenta altas
cantidades de cromatina, sus extensiones no presentan fibras sino que estan formadas por
granulos citoplasmaticos (87). Existen 4 tipos de OLs: el tipo | genera diferentes segmentos
de mielina en axones de pequefio didmetro en diversas orientaciones. El tipo Il es similar al
I, pero en este caso los segmentos de mielina se generan de forma paralela. El tipo I
envuelven los axones de mayor diametro y por Ultimo el tipo IV presentan un cuerpo que se

yuxtapone a un solo axén de gran dimension (87).

La principal funcion de los OLs es generar la mielina en el SNC (83, 84). Este tipo
celular es indispensable para que las neuronas funcionen correctamente ya que les
proporcionan soporte nutricional (63, 88, 89), por ejemplo, trasformando la glucosa en
lactato o piruvato, aportdndoselo mediante transportadores de dcidos monocarboxilicos

(63, 90).

La vaina de mielina es una membrana plasmatica glial que se modifica y extiende
para envolver los axones y asi permitir una conduccién nerviosa mas rapida ademas de
mantener la integridad de estos axones (82, 91, 92). La vaina de mielina recubre a los axones
de forma discontinua, lo que forma los nédulos de Ranvier en las regiones intermedias entre
dos vainas, siendo esta region rica en canales de sodio y potasio dependientes de voltaje.
Esta conformaciéon permite una conduccién saltatoria del potencial de accidén, lo que

permite una mayor velocidad en la conduccion de dicho potencial de accién (82).

Los OLs son capaces de sintetizar factores como el factor neurotréfico ciliar, IGF-1,
entre otros factores neurotréficos de soporte para las neuronas, lo que hace que estos OLs
presenten un papel neuroprotector. Es por ello que cuando estos OLs mueren, se produce
una desmielinizaciéon axonal, lo que conlleva a un bloqueo de la conducciéon de los
potenciales de accidn axonales (89). Por lo cual se considera que este tipo celular, cuando
ve alterada su funcidn contribuye a las enfermedades neurodegenerativas a través de los

mecanismos de desmielinizacién o al soporte metabdlico de las neuronas (63).
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En los pacientes de ELA, se ha observado pérdida de mielina en la materia gris de la
corteza y del asta ventral de la médula espinal (63, 93, 94). Ademas, los OLs en la ELA
presentan inclusiones de TDP43, FUS y proteina tirosina quinasa receptora erbB-4 (ErBB4).
La acumulacién de TDP43 en el citoplasma de los OLs lleva aparejada defectos y reduccién
de las vainas de mielina con la consecuente disminucidon de la mielinizacién en el SNC.
Ademas, estos OLs con inclusiones entran en el proceso de apoptosis, esto hace que se vean
aumentadas las OPCs, sin embargo, estas OPCs no maduran correctamente debido a la
sobrerregulacion del receptor de nucleédtido de uracilo/cisteinil leucotrieno (GPR17), lo cual
impide la maduracién final y como consecuencia no se ve afectado el nimero ni el tamafio
de las motoneuronas de las vecindades. Por su parte la agregacién de FUS afecta a la materia
blanca de la médula espinal, lo que conlleva una desregulacién de los genes asociados a la
mielinizacion. Todos estos acontecimientos ocurren previos a la degeneracion de las

motoneuronas y directamente contribuyen al progreso de la enfermedad (63, 93, 95).

Mecanismos fisiopatoldgicos

A pesar de que se ha investigado mucho sobre esta enfermedad, sigue siendo de
etiologiaincierta, es decir no se conoce una causa por la cual se desencadena la enfermedad,
sobre todo en los casos esporadicos. Se considera que existen multiples factores o

mecanismos que podrian iniciarla y contribuir a la progresién de la misma.

En los préoximos parrafos se expondran los mecanismos que podrian contribuir a la

patogénesis de la ELA.

Estrés oxidativo y Disfuncion mitocondrial

El estrés oxidativo, se produce debido a un desequilibrio entre la produccion y la
eliminacion de las ROS (96, 97), cuando esto sucede se producen dafios en el ADN (acido

desoxirribonucleico), proteinas o fosfolipidos, lo que deriva en muerte celular (98-100).
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La pared mitocondrial contiene la cadena respiratoria, que consume entre el 85-90%
de total del oxigeno consumido por el cuerpo (97). Durante el proceso de produccion de
ATP en la mitocondria, se producen también la mayoria de las ROS, asi como radicales
superéxido producto de la respiracién celular (98, 99). A pesar de que las ROS provocan
efectos dafinos, no siempre estas especies son toéxicas, gracias a que funcionan como
activadores de cascadas de sefializacidn, que activan o inhiben procesos celulares como la
proliferacién, diferenciacién, metabolismo y apoptosis, ademds de participar en procesos

de aprendizaje y memoria (97).

El estrés oxidativo se ha visto implicado en numerosas enfermedades
neurodegenerativas, entre ellas la ELA, ya que el SNC es mds susceptible que otros tejidos a
las ROS (28, 101). En el tejido cerebral y médula espinal de pacientes de ELA, se han
encontrado altos niveles de radicales libres, asi como dafio oxidativo, esto también se ha
visto en muestras de LCR (liquido cefalorraquideo), suero y orina (28, 99, 100, 102, 103). En
esta enfermedad el estrés oxidativo se propuso, en un primer momento, como un factor en
la iniciacion de la patogénesis (98), sin embargo, esta circunstancia es algo dificil de
determinar debido a que no es posible evaluar esto en los estadios primarios de la

enfermedad en humanos, ya que en estas fases no se presentan sintomas (99) .

Los fallos mitocondriales como hinchazén o la vacuolizacién podrian explicar algunos
de los sintomas clinicos que presentan los pacientes de ELA como pueden ser las
fasciculaciones, la hiperexcitabilidad neuronal y la vulnerabilidad de las motoneuronas (22,
101, 104); ademas, activan sefiales proapoptoticas, lo que podria liderar la degeneracién de
las motoneuronas. (96) Los fallos en la cadena respiratoria mitocondrial son detectados en

los musculos e higado de pacientes de ELA-esporadica (ELA-E) (103).

La principal funcién de SOD1 es proteger a las células de la toxicidad de las ROS
gracias a su actividad antioxidante (105). Las mutaciones en SOD1 podrian tener un papel
primordial en los fallos de la cadena respiratoria de la mitocondria, debido a las alteraciones
en su funcion superdxido dismutasa y a que esta enzima se acumula en los espacios
intermembranales de la mitocondria, favoreciendo su mal funcionamiento uniéndose a los
canales anidnicos dependientes de voltaje, provocando la despolarizacion de la membrana

e impidiendo el buen funcionamiento de la cadena respiratoria (22, 101, 104, 106).
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Ademas, se ha visto que alguna de estas mutaciones aumenta la actividad de los
complejos | y lll de la mitocondria en la corteza motora, esta hiperactivacion eleva la
produccién de ROS y explicaria los altos niveles de estrés oxidativo observados en los

pacientes de ELA (96, 103).

Otro de los aspectos que se ven afectados por las mutaciones de SOD1 vy la
disfuncidn mitocondrial es el metabolismo, ya que se ha observado un hipermetabolismo
en los pacientes de ELA y que la ingesta de una dieta rica en grasas podria aumentar la
supervivencia. A pesar de que se desconocen las causas que provocan este
hipermetabolismo, este se ha relacionado con la toxicidad en la ELA, lo que podria influir en
la muerte de las motoneuronas del musculo esquelético, sugiriendo que los fallos

mitocondriales serian primordiales para la neurodegeneracion en esta patologia (104, 107).

Por otro lado, el estrés oxidativo también favorece la agregacion de proteinas como
TDP43 o FUS (22, 98). Se han observado mutaciones en FUS relacionadas con la
fragmentacion de las mitocondrias y una elevada produccién de ROS (96). Por su parte las
mutaciones en C90RF72, al igual que las de SODI1, provocan errores en la cadena
respiratoria, en este caso en el complejo V, lo que aumenta la ubiquitinacion y degradacion

(96).

Desregulacion del trdfico axonal

El transporte axonal mantiene el trafico constante de metabolitos entre el soma de
las neuronas y el terminal sindptico, ademas de encargarse del reciclaje de las proteinas
agregadas o mal plegadas, para mantener asi la homeostasis neuronal. Las neuronas estan
altamente polarizadas, por lo que el buen funcionamiento del transporte axonal es vital para

el mantenimiento de las funciones fisioldgicas (98, 108, 109).
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El transporte axonal cuenta con microtubulos que actian como la via citoesquelética
del transporte, como proteinas motoras encargadas del transporte en si, y como los
adaptadores que unen el metabolito a transportar a las proteinas motoras. El transporte
axonal se divide en transporte axonal lento para proteinas solubles o componentes
citoesqueléticos o, transporte rapido para organelas, vesiculas o ARNs (acido ribonucleico)
(108). Las principales proteinas motoras son la kinesina, encargada del transporte

anterdgrado y la dineina, encargada del transporte retrégrado (28, 104).

Tanto la conduccién de los impulsos eléctricos como el mantenimiento estructural
del axén y el transporte axonal son procesos altamente regulados y ligados a la estructura
de los neurofilamentos. Los neurofilamentos son filamentos intermedios especificos de las
neuronas resistentes a la elongacidn, y conforman heterotrdmeros compuestos por
neurofilamentos de cadena ligera, media o alta (96). Ademads, son la proteina citoesquelética
mas abundante de las motoneuronas y determinan el didametro del axén (28, 101, 104, 110),
uniéndose con los filamentos de actina y microtibulos construyendo una red que mantiene

la estructura axonal (96).

Numerosos estudios han determinado la relacién entre la desregulacién del
transporte axonal y las enfermedades neurodegenerativas, debido a las mutaciones
presentadas en los genes que codifican a las proteinas encargadas de este transporte (108).
Esto es debido a que como se ha comentado anteriormente, este transporte axonal es

fundamental para el funcionamiento y supervivencia de las neuronas (109).

En el caso de la ELA, estd demostrado que la retraccion axonal y la denervacién
ocurren previa a la pérdida de los somas y, que los mecanismos axonales determinan el
fenotipo en esta enfermedad. Ademas, el deterioro del transporte axonal contribuye a la

patogénesis de esta enfermedad (5, 101).

En los pacientes, se observa un descenso de los neurofilamentos de cadena ligera
codificados por el gen NEFL (5), ademas, los neurofilamentos presentan tanto una
localizacidon como una acumulacion aberrante, afectandose por ello el transporte axonal (28,
98, 102, 104). No se conoce el mecanismo por el cual los neurofilamentos se agregan, pero
se cree que la hiperfosforilacién podria jugar un papel importante (28, 110). Por otro lado,
se observa una desorganizaciéon de las redes de neurofilamentos en los pacientes (96). La
disfuncién de los neurofilamentos se considera un aspecto modificador de la severidad, pero

no como un agente causal (104).
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TDP-43 facilita el transporte del ARNm (ARN mensajero) a través del transporte
axonal, y se ha visto que esta proteina podria estar involucrada en los defectos en el
transporte observados en esta patologia (98, 111). Otras mutaciones, como las del gen
Profilin 1 (PFN1), que regula la polimerizacién de la actina, también se han visto relacionadas
con la ELA, ya que, como consecuencia de la no polarizacidn de esta proteina, la unién a los
microtubulos puede verse afectada y como consecuencia el transporte, tanto anterdgrado
como retrégrado (5, 12, 22, 96, 104). El deterioro del transporte axonal también se ha visto
en pacientes de ELA, tanto esporadica como familiar, cuyas mutaciones no sucedian en los

genes relacionados con el citoesqueleto (96).

Excitotoxicidad mediada por glutamato

La excitotoxicidad es un proceso en el cual se produce una toxicidad mediada por
los neurotransmisores excitatorios, mayoritariamente el glutamato, debido a que se
produce respuesta celular deteriorada frente a esta estimulacion excitatoria, y esto activara
la cascada de neurotoxicidad que liderara la muerte celular (112, 113). Esto puede suceder
debido, tanto a una alta actividad en las neuronas presindpticas como a una respuesta

anormal de la neurona postsindptica, asi como a ambos procesos (112).

El sistema glutamatérgico es esencial para el buen funcionamiento del cerebro, de
hecho, el 40% de las sinapsis del SNC son glutamatérgicas, por lo que el glutamato es un
neurotransmisor esencial para la comunicacion neuronal y para funciones como el
aprendizaje o la memoria (113). El glutamato es el neurotransmisor excitatorio mas
abundante presente en el SNC, liberado mediante vesiculas sindpticas, tras lo cual estimula
la activacién de receptores tanto ionotropicos como metabotrdopicos en el terminal
postsindptico. Los niveles de este neurotransmisor en el SNC son mas altos que en el resto
del cuerpo, concretamente en el cerebro hay una concentracién de 6 umol/g, sin embargo,

los niveles extracelulares se mantienen en niveles bajos (98, 114, 115).
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Uno de los procesos mas importantes para el correcto funcionamiento del cerebro
es el aclaramiento de este glutamato en las sinapsis, esto se produce a través de los
receptores EAAT2 presentes en los astrocitos (114-116). Cuando esto no sucede, los
receptores de glutamato se sobre-activan lo que deteriora los terminales postsinapticos, las
dendritas y los cuerpos neuronales (115). A diferencia de otras enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer o la enfermedad de Huntington, en el tejido
neuronal de los pacientes de ELA se han encontrado defectos en la sefalizacidon del
glutamato, ademds de un aumento del glutamato en el LCR. Estos defectos fueron

atribuidos a la pérdida del transportador EAAT2 en los astrocitos (96, 104).

Por otro lado, un exceso de glutamato podria derivar en una activaciéon anormal de
los receptores AMPA (acido a-amino-3-hidroxi-5-metilo-4-isoxazolpropidnico), lo que
provocaria un flujo excesivo de calcio hacia la neurona postsinaptica y esto lideraria un
disparo excesivo de potenciales de accién lo que aumentaria la produccién de ROS (96, 104,

112).

Las mutaciones en SOD1, han demostrado que provocan un aumento de liberacién
de glutamato, hiperexcitabilidad de las motoneuronas y de las interneuronas y que esto
sucedia dos o tres meses antes del inicio de la degeneracién de las motoneuronas y de los

sintomas (96, 112).

Por otro lado, estudios electrofisiologicos demostraban la alteracion de la
sefalizacion por glutamato debido a las alteraciones en las motoneuronas corticales y
espinales, ya que se observaba la aparicién de fasciculaciones, provocadas por las descargas

espontdneas de las motoneuronas en las fibras musculares que inervan (112).

Alteraciones en el metabolismo y procesamiento del ARN

Otro de los mecanismos alterados en esta patologia es el procesamiento del ARN.
Este es uno de los aspectos que mas interés estd generando en los ultimos afos, gracias al
descubrimiento de genes como TARDBP (TAR DNA Binding Protein) y FUS, ambos

relacionados con el procesamiento del ARN (101).
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Las proteinas de unién al ARN son unas proteinas que se encargan de controlar todos
los procesos del metabolismo del ARN, es decir, participan regulando la transcripcidn, el
procesamiento, su localizacién y funciones, asi como su posterior degradacién. La
patogénesis de diversas enfermedades neurodegenerativas, entre ellas la ELA, se ve

influenciada por la desregulacion de este tipo de proteinas (98, 100).

La desregulacion de estas proteinas causa patogénesis en la ELA mediante dos
mecanismos, la alteracion del metabolismo del ARN y la pérdida de la homeostasis proteica
(100). Como se ha comentado anteriormente, estas proteinas participan en muchos
procesos, por lo que su desregulacién altera diferentes procesos como la expresidn génica,
los patrones de splicing, la exportacién nuclear del ARNm, asi como su transporte vy
traduccién. Todo ello conllevaria que las proteinas posean una localizacion aberrante, asi
como interacciones o modificaciones post-transcripcionales defectuosas, plegamientos

defectuosos, agregaciones de proteinas y cambios en la dindmica de granulos (98, 100, 114).

Uno de estos procesos alterados observados en la ELA es la formacion de ARN foci
aberrantes, principalmente relacionado con las expansiones del hexanucledtido G4C,. Estas
expansiones lideran una transcripcidn bidireccional que implica la formacion de estos ARN
foci, los cuales secuestran a las proteinas de unidn al ARN alterando su localizacién y en
consecuencia, el metabolismo del ARN (98, 100, 106, 117). En estudios realizados en tejidos
post mortem de pacientes de ELA se ha encontrado que practicamente el 80% de las
neuronasy casi % de las células gliales de la regién motora del cerebro y de la médula espinal
presentaban ARN foci antisentido. En las regiones extramotoras estos niveles eran todavia

mas altos (96).

Los defectos en el procesamiento también se relacionan con otros mecanismos
como la excitotoxicidad mediada por glutamato. Esto es debido a que, en algunos casos de
ELA, se ha visto que un defecto en este procesamiento del ARN en los astrocitos provoca

una disminucién en los niveles del transportador EAAT2 (104, 118).
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Los granulos de estrés son organelas sin membrana que participan en el
metabolismo del ARN cuando la célula estd sometida a situaciones de estrés. Sus principales
componentes son las proteinas de unién a ARN. Este tipo de estructuras presentan un
patrén transitorio, es decir, se forman en repuesta al estrés celular, sin embargo, un estrés
crénico puede provocar que estos granulos se conviertan en permanentes. Una de sus
funciones es inhibir la traduccidon mediante el secuestro del ARN. Cuando estas estructuras
son permanentes, pueden alterar su composicion y formar un lugar propicio para la
agregacion patoldgica de proteinas, de hecho, las inclusiones de TDP43 o FUS promueven la

formacidn de los granulos de estrés ademas de colocalizar con ellos (96, 119-121).

Los mecanismos epigenéticos, tales como la regulacién de los micro-ARN,
mantienen la identidad de los tipos celulares y tejidos, y podrian estar involucrados en el
inicio y progresion de diversas enfermedades neurodegenerativas. En tejidos de médula
espinal de pacientes de ELA se han observado unos niveles reducidos de micro-ARNs. Esto
se relaciona con el deterioro de las vias y genes asociados a procesos como la biogénesis,

neuroinflamacion y apoptosis (96).

Alteracion de la homeostasis proteica

Los agregados de proteinas son una de las caracteristicas neuropatoldgicas
principales de la ELA. La presencia de estos agregados en el citoplasma sugiere que existe

un desequilibrio entre la sintesis de proteinas y las vias de degradacion (96).

La proteostasis es un concepto que integra todas las vias bioldgicas que controlan la
biogénesis, plegamiento, trafico y degradacién de proteinas presentes dentro y fuera de las
células. En la ELA varios de estos procesos se encuentran afectados (122, 123). Entre ellos
se encuentran la autofagia, la degradacién a través del proteasoma vy el estrés del reticulo

endoplasmatico (96).
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La autofagia es un proceso de autodegradacion intracelular cuya funcion es retirar
las proteinas mal plegadas o agregadas, asi como las organelas dafiadas. La actividad
autofagica basal es un proceso esencial para el mantenimiento de la proteostasis y viabilidad
de las neuronas debido a que, si los genes relacionados con la autofagia no estan presentes
en el SNC, se produce una neurodegeneracion espontanea con acumulacién de inclusiones
positivas para ubiquitina, lo que acaba desencadenando una muerte neuronal, daiio motor

y muerte (32, 122).

Existen 3 subtipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia
mediada por chaperonas. La macroautofagia es la via mds comun de autofagia, en ella se
formas los autofagosomas, estructuras de doble membrana que envuelve los sustratos para
su transporte y entrega a los lisosomas. La microautofagia estd mediada por la envoltura
directa por el lisosoma de los productos citoplasmaticos a degradar. La autofagia mediada
por chaperonas provoca la degradacién de proteinas citosélicas solubles mediante su
traslocacion directa al lisosoma, entre estas chaperonas podemos encontrar las proteinas

de shock térmico (HSP) (122, 124).

Clasificacion de los tipos de ELA

Los casos de ELA pueden clasificarse de diversas formas, dependiendo de la herencia
genética, donde encontramos ELA esporadica o ELA familiar, del lugar de inicio, asi como
del tipo de motoneurona que se afecta en primer lugar, donde podemos clasificarlas en ELA
bulbar, ELA espinal, Esclerosis Lateral Primaria (ELP) o Atrofia Muscular Progresiva (AMP).
Por ultimo, existen casos mds concretos que presentan su propio grupo como puede ser la

ELA juvenil o la ELA de la provincia de Guam.

ELA familiar

El 10% de los casos de ELA son familiares (ELA-F). La edad de inicio suele ser algo
inferior a la media. Generalmente son casos hereditarios y asociados a mutaciones genéticas

de herencia dominante (1, 4, 5, 125). Los casos de herencia recesiva son poco comunes (28).
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Desde los anos 90 el descubrimiento de genes asociados a esta enfermedad ha sido

exponencial (FIGURA 7). Se conocen unas 120 variantes genéticas asociadas al riesgo de

padecer esta enfermedad (24). Los principales genes asociados a esta enfermedad son la

copper-zinc superoxide dismutase 1 (SOD1), TARDBP, Fused in Sarcoma (FUS) y una

expansion repetitiva de G4C; en el marco de lectura 72 del cromosoma 9 (C90RF72). En

conjunto, las mutaciones en estos genes representan hasta un 80% de los casos de ELA-F

(126).

Los genes asociados con esta enfermedad pueden clasificarse en 3 grupos

diferentes: aquellos que alteran la proteostasis y el control de calidad de las proteinas, los

gue afectan a la estabilidad, funcion o metabolismo del ARN y por ultimo aquellos que

interfieren en la dindmica citoesquelética de los axones de las motoneuronas (3).
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Figura 7: Genes asociados a la ELA y afio de descubrimiento. Se sefialan en rojo los principales genes causantes de la
ELA. Modificado de (24).
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SOD1
El primer gen que fue asociado a la ELA fue el gen SOD1. La primera mutacion

asociada a esta enfermedad fue descubierta por Rosen y colaboradores en 1993 (127). El
15-20% de los casos de ELA-F estan asociados a mutaciones de este gen (105, 128). Se han
descubierto mas de 180 mutaciones en este gen que se relacionan con la ELA (129, 130). La
mayoria de estas, son mutaciones puntuales sin sentido. Aproximadamente el 48% de los
aminodcidos de este gen presentan mutaciones asociadas a la ELA y se localizan a lo largo

de todos los exones del gen (105).

SOD1 es un gen altamente conservado a lo largo de la evolucidn y se expresa
ubicuamente por todo el SNC. Este gen codifica para una enzima homodimérica de 32KDa,
localizada en el cromosoma 21 (131). Su localizacién es citosélica y mitocondrial y su funcion
principal es catalizar la dismutacion del anién superodxido a oxigeno molecular y peréxido de
hidrégeno, protegiendo asi a las células de la toxicidad provocada por las especies reactivas
de oxigeno (105, 127, 129). Esta enzima ademads, presenta otras funciones, como la
activacion de la transcripcién genética tras un aumento del estrés oxidativo o la regulacién

del metabolismo del ARN, ademds, ha mostrado tener un papel en la tumorigénesis (131).

Existen diversos mecanismos a través de los cuales las mutaciones de SOD1 lideran
la patogénesis de la enfermedad, entre ellos podemos encontrar el mal plegamiento de
proteinas, deficiencias en el proteasoma y estrés oxidativo, entre otros (132, 133). También

se producen deficiencias en la actividad mitocondrial, asi como en el citoesqueleto (132).
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Las principales mutaciones patolégicas asociadas con la ELA familiar son G93A, A4V,
H46R y D90A. De ellas, G93A es la mas estudiada, mientras que D90A es la mutacion mas
prevalente en Europa, sin embargo, en Estados Unidos la mas prevalente es la A4V (132). La
mutacion G93A, a pesar de ser poco comun, estd relativamente bien estudiada, debido a
qgue fue la primera mutacion de este gen que permitié la generacién de un modelo animal
genético. Esta mutacién causa un efecto moderado en la actividad enzimatica, y provoca
sintomas motores (132). Por otro lado, la mutacién D90A, mayoritariamente recesiva, causa
dos fases en la enfermedad. Una primera fase en la que los pacientes presentan deficiencias
sensoriales en la parte baja de la espalda y cadera, ademas de dolor en las articulaciones,
gue posteriormente se resuelven progresando a una segunda fase, donde la debilidad
muscular comienza en una de las extremidades y progresa de forma proximal y lenta (134).
Por ultimo, la mutacidn A4V puede causar ELA a cualquier edad. Los sintomas se presentan
de forma repentina y la enfermedad progresa rapidamente provocando el fallecimiento
aproximadamente 1,4 afios después del inicio. La muerte de las motoneuronas inferiores

lidera la clinica de estos pacientes (132).

En un primer momento, se consideré que SOD1 podria provocar la enfermedad
debido a una pérdida en su funcién enzimatica, sin embargo, algunos estudios han
demostrado que una baja actividad enzimatica de SOD1 no estd relacionada con la severidad
o causalidad de la enfermedad, pero si puede modificar algunos aspectos de la patogénesis
(128, 129, 135). Ademas, diversas mutaciones patoldgicas para la ELA no afectan a la
actividad dismutasa de SOD1 (128). Un aspecto importante a tener en cuenta es que los
portadores de mutaciones heterocigotas que afectan a la pérdida de funcién de la proteina,
no se ven afectados por la enfermedad, sin embargo, cuando la mutacidn es homocigota se
desarrollan deficiencias en el sistema motor. En los ultimos afios, los estudios indican que la
patologia podria ser causada por una ganancia de funcion de SOD1 (129, 134),

independiente de la actividad fisioldgica de esta enzima (134).

Mutaciones, como la G93A, A4V o L38V, entre otras mutaciones caracteristicas de
ELA-F, han demostrado que generan inclusiones citoplasmaticas, lo que perjudica la
traslocacion de SOD1 al nudcleo, proceso regulado por las ROS, y en consecuencia se
compromete la respuesta antioxidante, asi como la supervivencia celular (131, 132) de las
motoneuronas, debido a que este tipo celular es particularmente vulnerable al estrés

oxidativo (132).
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Uno de los principales factores que intervienen en la patogénesis de la ELA es la
desregulacion del ARN (131, 136). SOD1, a pesar de no contener un dominio especifico de
unién a ARN, estd implicado en la regulacién del metabolismo de este. Principalmente,
cuando SOD1 estd mutado, aumenta su capacidad de unién a ARNm del factor de
crecimiento vascular endotelial (VEGF) o de los neurofilamentos de cadena ligera (NFL) y
esto puede afectar de forma negativa a su expresion, estabilizacién y funcién. Adema3s, esta
unién a proteinas provoca que se produzcan deslocalizaciones de SOD1, que causan la
exposicién de polipéptidos que aumentan la capacidad de unidén a 4cidos nucleicos (131,

136, 137).

Los pacientes de ELA que presentan mutaciones en esta enzima, de forma general,
presentan una mayor duracién de la enfermedad que los pacientes que presentan la

patologia esporadica (138).

Diversos estudios neuropatoldégicos muestran que existe una falta de
inmunorreactividad para TDP43, a pesar de mostrar inclusiones ubiquitinadas. Asi mismo,
se encuentra un deterioro menor en la corteza motora que en casos esporadicos, ademas
de una relativa preservacion del sistema motor del cerebro, asi como, cambios
neurometabdlicos en la regién cervical de la médula espinal (138). Los resultados de
estudios con resonancia magnética han demostrado que las médulas espinales de pacientes
de ELA-SOD1 podrian ser mas vulnerables a las acumulaciones de alteraciones patolégicas

a lo largo del curso de la enfermedad (138).

TDP43

Numerosas mutaciones asociadas con el gen de TDP43 han sido relacionadas con la
ELA y aproximadamente corresponden al 3% de los casos de ELA-F (139), ademas, a pesar
de que pocos casos de ELA esporadica estan causados por las mutaciones de este gen, la
patologia provocada por la proteina se observa en el 90% de los pacientes de esta

enfermedad (140).
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TDP43 es una proteina ubicua codificada por el gen TARDBP, la cual pertenece a la
familia de ribonucleoproteinas nucleares heterogéneas. Presenta un tamaio de 43kDa vy
estd localizada en el cromosoma 1, presenta una regién N-terminal, una sefial de
localizacion nuclear (NSL), ademas de una region sefializadora de exportacion nuclear (NES),

dos dominios de reconocimiento del ARN, y por ultimo una regién C-terminal.

Fisioldgicamente, esta proteina estd mayoritariamente en el nucleo, participando en
la regulacion del ARN, asi como en el splicing alternativo o la estabilizacién del ARN
mensajero (140-142). Sin embargo, existen procesos mediados por el transporte activo y
pasivo, a través de los cuales TDP43 se desplaza entre el nucleo y el citoplasma para realizar
diversas funciones celulares. Los niveles y la localizacién se regulan mediante un mecanismo
de feedback negativo regulado por importinas y exportinas que reconocen los dominios NSL
y NSE (35, 139, 140). Otra de sus funciones es la de formar los granulos de estrés, los cuales
protegen a las células de procesos como el estrés oxidativo (35), aumentandose en este
caso el transporte de TDP43 al citoplasma, pero cuando las situaciones de estrés
desaparecen, los granulos se desensamblan y el TDP43 liberado se transloca de nuevo al

nucleo (140).

Dentro de las funciones fisioldgicas de TDP43 se encuentra la orientacién del
crecimiento de las dendritas y axones durante el desarrollo embrionario; ademas, en las
motoneuronas regula la morfologia y desarrollo de las espinas dendriticas, asi como la

plasticidad neuronal (141).

Actualmente no se conoce aun el mecanismo por el cual TDP43 causa la
neurodegeneracién (35, 142). Las caracteristicas histopatoldgicas de las proteinopatias de
TDP43, en concreto la localizacion citosélica y el aumento del aclaramiento nuclear, indican
gue podrian existir dos mecanismos por los cuales se desencadena la patologia. Estos

mecanismos son una pérdida de funcidn nuclear y una ganancia de funcion citosélica (35).
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La mayoria de las mutaciones suceden en la regién C terminal, lo cual aumenta la
posibilidad de agregacién, liderando un aumento de la citotoxicidad de TDP43, lo que
correlaciona con el mecanismo de ganancia toxica de funcidn. Entre ellas encontramos las
mutaciones A382T y M337V que provocan la agregacion citoplasmatica liderando el estrés
oxidativo, el estrés de reticulo endoplasmatico e induciendo la apoptosis neuronal. Sin
embargo, no todas las mutaciones de TDP43 patoldgicas se localizan en este dominio, por
ejemplo, la mutacion D169G, localizada en uno de los dominios de reconocimiento del ARN,
causa cambios estructurales en la proteina, aumentado la susceptibilidad de esta a la rotura
proteolitica causada por caspasa 3. En este caso se produce una proteina de menor tamafio

gue es patogénica y también genera agregados (35, 142).

Por otro lado, la reduccién de TDP43 nuclear provoca una desregulacién del
metabolismo del ARN, lo que conlleva una reduccion en la produccién proteica lo que
lideraria el mecanismo de pérdida de funcién (35). Esta pérdida de funcidn nuclear se ha
visto que correlaciona de forma mads férrea con la disfuncién neuronal que la propia

agregacion citoplasmatica (143).

En los cerebros de pacientes con ELA se han encontrado evidencias de dafo
patoldgico en el poro nuclear y unos niveles reducidos de las importinas, lo que conlleva el

deterioro del transporte nucleocitoplasmatico (139).

De igual forma, en los pacientes de ELA se han encontrado inclusiones de TDP43 no
solo en la médula espinal, los nucleos motores o el tronco cerebral, sino que también estan
presentes en otras regiones como el hipocampo (144). Diversos estudios neuropatoldgicos
de pacientes de ELA han demostrado que la patologia se extiende a regiones conectadas
neurolégicamente entre si, en vez de a regiones proximas espacialmente (143), pudiendo

dividirse la patologia asociada a TDP43 en 4 estadios (140).

e Estadio 1: las inclusiones de TDP43 ocurren principalmente en las proyecciones de
las neuronas de la corteza motora agranular, asi como en las neuronas

somatosensoriales del tronco cerebral y de la médula.

e Estadio 2: la agregacidon proteica se propaga a otras regiones cerebrales como el
cortex prefrontal, la formacidn reticular, los nucleos precerebelares del tronco del

encéfalo y la porcion parvo celular del nucleo rojo.

35



e Estadio 3: la patologia de TDP43 se desarrolla en el cortex prefrontal, en el estriado

y en los ganglios basales.

e Estadio 4: la patologia progresa a regiones como las anteromediales del l6bulo

temporal, asi como la corteza entorrinal, el hipocampo y la fascia dentada.

Las inclusiones de TDP43 han sido observadas, como ya se ha comentado
anteriormente, en una amplia mayoria de los pacientes de ELA independientemente de si
presentaban demencia asociada o no, a excepcidn de aquellos que presentan la patologia
debido a mutaciones en SOD1, los cuales no presentan inclusiones de TDP43. Las inclusiones
ven aumentado su numero conforme evoluciona la patologia y se desarrollan los sintomas
cognitivos (35). Tanto en la corteza motora como en la médula espinal, en el plasma y el LCR
de pacientes de ELA se muestra un aumento de los niveles totales de TDP43, lo que

correlaciona con la severidad y duracion de la patologia (139).

Una de las caracteristicas diferenciales entre la ELA asociada a DFT y la que no se
asocia a esta patologia, la encontramos en el grado de patologia asociada a TDP43. La
presencia de patologia en regiones extramotoras como la corteza orbitofrontal, el giro
frontal inferior o el cingulado anterior ventral, se asocian con el deterioro cognitivo

encontrado en pacientes de ELA (35).

FUS

Fused in Sarcoma (FUS) es una proteina ubicua de unién a ADN y ARN formada por
526 aminoacidos. El 5% de los casos de ELA-F presentan mutaciones en el gen que codifica
esta proteina (145, 146). Los primeros casos de ELA asociados a mutaciones en este gen

fueron descubiertos en 2009 (147).

El gen que codifica esta proteina se identificd por primera vez en un oncogén del
cromosoma 16 de un liposarcoma humano. Este gen se conforma de un dominio N-terminal
de activacién transcripcional (QGSY), 3 regiones de repeticion de arginina-glicina-glicina
(RGG), un motivo de dedo de zinc (ZnF), una sefial de exportacién nuclear (NES) y una region
C-terminal con una sefial de localizacién nuclear (NSL). Ademas, presenta 2 dominios prion-

like (142, 145).
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FUS esta involucrada en diversos procesos como son la transcripcion y regulacion
génica, reparacion del ADN, transporte del ARN, traduccidn y procesamiento de microARN
y mantenimiento de la estabilidad gendmica (145). Es una proteina importante durante el
desarrollo del SNC, de hecho, si esta proteina se pierde de forma homocigota se produce la
muerte durante el estado embrionario (148). Al igual que sucedia con TDP43, esta proteina

se transporta entre el nlcleo y el citoplasma gracias a las regiones NSL y NES (142).

En condiciones fisiolégicas, FUS esta localizada tanto en el nicleo como en el
citoplasma, sin embargo, en las neuronas los niveles nucleares son mas altos que los
citoplasmaticos y en la glia son exclusivamente nucleares (147, 149). FUS puede unirse tanto
a ARN, ADN de cadena simple o ADN de cadena doble. La regién mds importante con funcion
de unién es la secuencia GUGGU en la region 57, sin embargo, cuando FUS muta, se une a

través de la region 3’y las regiones intrénicas (145).

Una de las funciones de FUS es participar en diferentes niveles del metabolismo del
ARN. Es capaz de modificar los niveles de transcripcidn, uniéndose a los motivos de ADN de
cadena simple y acumulandose en las vecindades de los sitios de inicio de la transcripcion.
Ademds, se une a la ARN polimerasa Il alterando los niveles de fosforilacion. Por otro lado,
estudios de fluorescencia han demostrado que se localiza en la cromatina activa. También
participa modulando el splicing del ARN y en el transporte del ARNm entre el ntcleo v el

citoplasma (145).

FUS participa en la transferencia del ARNm entre las dendritas neuronales y las
espinas dendriticas, lo cual lo hace esencial para la maduracién de las células neuronales,

plasticidad e integridad dendritica (145, 149).

Otro de los procesos en los que participa la proteina FUS es la reparacion de ADN,
participando en procesos como la recombinacion homdloga. En modelos animales se ha
visto que una deficiencia de FUS provoca una hipersensibilidad a la radiacién ionizante
aumentdndose la inestabilidad gendmica a nivel de los cromosomas, ademds de defectos
en el desarrollo de células B y espermatogénesis, donde los errores en el ADN ocurren

frecuentemente (150).
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Las mutaciones que causan la ELA-F se localizan principalmente en la secuencia NLS
y se asocian con un curso de la enfermedad mas severo, ademas de correlacionar
positivamente con el inicio de la enfermedad. Asi mismo, se ha encontrado que los pacientes
de ELA con mutaciones de FUS presentan mas frecuentemente un inicio bulbar, lo que
correlaciona con una mayor severidad (151). Las principales mutaciones asociadas a esta

enfermedad son R521C, R521H y R521G (148).

Las mutaciones de este gen correlacionan con un inicio mds temprano de la
patologia, curiosamente, el caso mas temprano de inicio de esta patologia se ha encontrado
en un paciente de 11 afios (ELA Juvenil (JELA)) con la mutacién P525L en este gen (151). Esta
mutacion aumenta el riesgo de progresion rapida (152). Los pacientes de ELA que portan
esta mutacién suelen presentar, a parte de los sintomas comunes de esta patologia, otro
tipo de sintomas como son retraso en el desarrollo, oftalmoplejia, deterioros cognitivos y

temblores (150).

Por otro lado, la mutacién Y526C se ha asociado con un inicio juvenil, progresion
rapida y signos clinicos atipicos (151). Las mutaciones R244C, R514S y R521C provocan que
el proceso de reparacidon del ADN sea deficiente. BDNF (Factor neurotréfico derivado del
cerebro) presenta un papel critico promoviendo el crecimiento dendritico y, en la formacién
de sinapsis, las neuronas que presentan la mutacién R521C muestran una disminucién del
crecimiento dendritico similar al que sucede cuando existen deficiencias en el gen BDNF.
Esto sugiere que las deficiencias en la reparacién del ADN, que estd mediada por FUS, ocurre
en los genes importantes para el desarrollo neuronal y estos errores podrian promover la

neurodegeneracién (153).

En condiciones patoldgicas, esta proteina transloca al citoplasma, lo que sugeriria
una pérdida de funcién nuclear, ademas de una ganancia de funcién tdxica citoplasmatica
(149). Una de las principales caracteristicas de la ELA-FUS son las inclusiones positivas para
esta proteina, pero negativas para TDP43 (38, 147), lo que indicaria que los mecanismos que

lideran la patologia de cada gen son independientes (148).
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Histopatoldgicamente los pacientes de ELA-FUS presentan las caracteristicas clasicas
de la ELA, como son la pérdida de motoneuronas y la degeneracion de los tractos
corticoespinales, sin embargo, no se encuentran cuerpos de Bunina. También se encuentran
inclusiones en células gliales, principalmente en oligodendrocitos y en las motoneuronas.
Estas inclusiones son heterogéneas en cuanto a morfologia, abundancia y distribucidn

dependiendo, de la mutacion presente (147).

C90ORF72

En 2011, las expansiones de la repeticidén del hexanucleétido (HRE) GGGGCC del gen
CI9ORF72 fueron asociadas a la ELA (154-156). Sin embargo, son la causa mas comun de ELA-
F (157), estando relacionadas con este gen un 40% de los casos de ELA-F en poblaciones

europeas (158).

Este gen se localiza en el brazo corto del cromosoma 9 y contiene 12 exones, y es
capaz de formar 3 variantes dependiendo del inicio de la transcripciéon. Las HRE se localizan
en la regidn no codificante, concretamente en el intron 1 de las variantes 1 (222
aminodcidos) y 3 (481 aminodcidos), y en la regién promotora de la variante 2 (481
aminoacidos). A pesar de encontrarse en la region no codificante, estas HRE son capaces de

mantenerse en el ARNm y traducirse como si fuesen codificantes (159).

En el SNC predomina la variante 2. El 95% de las personas sanas presentan menos
de 11 repeticiones de la expansion GGGGCC, el limite de los fenotipos normales esta en 30
repeticiones. Los pacientes de ELA presentan mayoritariamente entre 400 y 4400
repeticiones, aunque existen excepciones en las que la patologia se presenta con 24-28

repeticiones (159).

Este gen esta altamente conservado en los primates a través de sus diferentes
especies, esto sugiere que la proteina que codifica este gen tendria funciones bioldgicas
fundamentales. En humanos, los transcritos de C90RF72 son detectables en la mayoria de
los tejidos, principalmente en el cerebro y la médula espinal, aunque los niveles mas altos
se encuentran en las células mieloides, como por ejemplo los monocitos CD14+, eosindfilos

y neutréfilos. Principalmente se localizan en las membranas nucleares (160).
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Esta proteina interactia con las importinas, una de las principales proteinas
participantes del transporte nucleocitoplasmatico. Ademas, participa en la regulaciéon de la
formacién y degradacion de los granulos de estrés, jugando un papel crucial debido a que,
si C90RF72 no se encuentra presente, estos granulos no se pueden formar provocando la
reduccion de los niveles de proteinas asociadas a ellos. En cuanto a la degradacion de los
granulos de estrés, C9ORF72 se asocia con p62 para que los granulos de estrés comiencen

su degradacidon mediante autofagia (160).

Por otro lado, esta proteina también participa en el crecimiento de los axones. Se ha
demostrado que una sobreexpresién de C9ORF72 genera unos axones mas largos y aumenta
el tamano del cono de crecimiento. Si, por el contrario, existen unos niveles menores de
esta proteina, los axones son mas cortos y los conos menores. También es fundamental para
que la actividad neuronal sea normal y para una buena funcién sindptica. Estos procesos
dependen de la energia proporcionada por los complejos de fosforilacion oxidativa

mitocondrial y, COORF72 regula la actividad de estos complejos estabilizandolos (160).

Las HRE se transcriben y traducen en ambos sentidos del marco de lectura siguiendo
una traduccion no AUG, generando dipéptidos que agregan (DPR). Los principales son poli-

GA, -GP, -GR, -PAy -PR (161, 162).
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Alteracion en la activacion

L o microglial
Deficiencia en el trafico de
memebrana Déficits en el aclaramiento de
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Pérdida de funcién organelas dafiadas
Deficiencia del proceso Patologia en el axon y las
Autofagia-lisosoma sinapsis neuronales
C9ORF72 Secuestro de las proteinas de
( ) unién a RNA
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RNA foci

Desregulacion del splicing

Secuestro de factores
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citosoélicos

Defectos en el transporte
nucleo-citoplasma
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Alteracion en la dinamica de
granulos de estrés

Patologia TDP43

Esquema 1: Mecanismos afectados en ELA-F-C9ORF72. Modificado de (151).

Las HRE provocan la enfermedad debido a dos mecanismos que no son excluyentes
entre si. El primero de ellos es una ganancia tdxica de funcién, mientras que el otro es una

pérdida de funcion de la proteina (FIGURA 8) (157, 158).

Los mecanismos de ganancia toxica de funcidn incluyen las repeticiones de ARN y
los DPR. Las HRE, se transcriben bidireccionalmente, lo que genera repeticiones de ARN que
forman ARN foci. Estos ARN foci se acumulan en el ntcleo provocando el secuestro de las
proteinas de union al ARN, lo que interrumpe procesos como el splicing, el trasporte y la

traduccién del ARN (157, 163, 164).

Los ARN foci en sentido positivo, se localizan en numerosas regiones cerebrales
como las regiones corticales, las células granulares del giro dentado del hipocampo o el
cerebelo. Por su parte, los ARN foci antisentido se localizan en las células de Purkinje

cerebelares y en las neuronas de la médula espinal (165).
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Por otro lado, en algunos pacientes se han encontrado DPR agregados en las
inclusiones citoplasmaticas del cerebro y médula espinal y de forma ocasional en inclusiones
nucleares, asi como en el musculo esquelético del 40% de los pacientes (157, 161). Estos
DPR provocan su toxicidad mediante el secuestro de proteinas, o interfiriendo en procesos
como el transporte nucleocitoplasmatico (157); que los procesos metabdlicos celulares se
interrumpan o estén deteriorados contribuye a la formacién de inclusiones positivas para

TDP43.

Los DPR ricos en arginina como pueden ser el poli-PR o poli-GR, son altamente
neurotéxicos (162). Estos péptidos, presentan una alta afinidad por el ARN o el ADN y esto
lidera un revestimiento generalizado de los acidos nucleicos en las células, provocando un
desplazamiento de los factores de unién al ADN y ARN de la cromatina, lo que implica que
los procesos que necesitan de estos acidos nucleicos como sustratos se vean afectados,
como por ejemplo, el ensamblaje de las subunidades de los ribosomas, el splicing, la
biosintesis del ARN o su exportacidn y la reaccidon en cadena de la polimerasa dependiente

de ADN. Todos estos procesos alterados se ven afectados en la patogénesis de la ELA (166).

Las inclusiones de DPR se distribuyen a lo largo de todas las regiones cerebrales,
siendo mas abundantes en la corteza cerebral, hipocampo, amigdala, tdlamo medial y en las
células granulares del cerebelo, sin embargo, son menos frecuentes en los ganglios basales,
los nucleos del tronco cerebral y la médula espinal. Es importante destacar que estas
inclusiones de DPR no se han encontrado en astrocitos, microglia y oligodendrocitos, pero
si que estan presentes en las células ependimales del canal central de la médula espinal y

en las células subependimales del ventriculo lateral (167).

Por otro lado, existen diversas evidencias que indican que una pérdida de funcion
de CO9ORF72 es otro de los mecanismos que desencadenarian la patologia. En los cerebros y
médulas espinales de pacientes de ELA, se han encontrado niveles bajos de expresion de
C90RF72. Este descenso es debido a que las transcripciones se detienen de forma temprana,

y por las hipermetilaciones en las regiones promotoras (157).

Esta deficiencia de C90RF72, influye en diversos procesos celulares como es el
trafico endolisosomal, la via de la autofagia y la inflamacién mediada por la microglia. Asi
mismo, provoca defectos en los axones y sinapsis. Ademas, contribuye a agravar la patologia
provocada por TDP43 y favorece que otros tipos celulares, a parte de las neuronas, sean

mas sensibles a la excitotoxicidad lo que podria contribuir a la muerte neuronal (157).
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Unos niveles reducidos, o la ausencia de C90ORF72, provocan la supresion del
proceso de la autofagia y contribuye a procesos como la activacion de las células gliales, la
acumulacién de los DPR, al aumento de déficits cognitivos y a la degeneracion de neuronas
hipocampales. Todo esto indica que una deficiencia de C9ORF72 no solo provoca la
patologia por si misma, sino que exacerba los dafios provocados por los mecanismos de

ganancia toxica de funcidén (163).

ELA esporadica

La mayoria de los casos de ELA, aproximadamente el 90% de ellos, son casos
esporadicos. A pesar de que las investigaciones sobre esta patologia han aumentado
considerablemente a lo largo de los afios, la etiologia de ELA-E sigue siendo desconocida. Se
considera que existen interacciones complejas entre la susceptibilidad genética y el medio

ambiente (168).

A pesar de no conocerse la etiologia, los estudios de GWAS han determinado ciertos
loci que contribuyen al riesgo de padecer esta patologia. El principal se relaciona con
C90RF72, aunque también se han asociado la UNC13A, proteina presintomatica que regula
la liberacién de neurotransmisores, y la ELP3 involucrada en el procesamiento del ARN

(168).
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A parte de la susceptibilidad genética, existen diversos factores ambientales que
podrian tener relacion con la patologia. El mayor factor de riesgo es el género, los hombres
presentan 1,5 veces mas riesgo de padecer esta patologia que las mujeres, esto podria ser
debido a la testosterona ya que esta comienza a afectar desde el Utero, y la testosterona
fetal se ha relacionado con la ELA (169). Por otro lado, algunos estudios epidemioldgicos
han sugerido que la exposicion a pesticidas organofosfatados se asociarian con ELA-E, ya
que algunos de ellos se relacionan con el estrés oxidativo, uno de los principales
mecanismos que lideran la degeneracién de las motoneuronas. Otro posible factor
ambiental es la exposicidn a metales como el plomo, ya que se han encontrado altos niveles
de ciertos metales en la sangre, huesos, LCR, orina y médulas espinales de los pacientes de
ELA-E, sin embargo, el papel que juegan estos metales en la patogénesis todavia es
desconocido. Sumado a estos factores, también ha sido descrito que las infecciones virales
previas al inicio de los sintomas, junto con la susceptibilidad genética individual, podrian
aumentar el riesgo de desarrollar esta patologia (170). Otro factor de riesgo son los
despliegues militares, este es un factor bastante controvertido, ya que este aumento del
riesgo de padecer la enfermedad se ha visto limitado a los 10 afios posteriores a la Guerra
del Golfo y solo ocurria en el personal que habia sido desplegado sugiriendo la exposicién a
algln agente neurotéxico (171, 172). Otro factor con el que se ha visto relacion han sido los
traumatismos craneo encefalicos o contusiones que conllevan pérdida de consciencia, y este

riesgo aumenta si esto ocurre después de los 30 afios (173).

Macroscépicamente, las astas ventrales de la médula espinal de los pacientes de
ELA-E se encuentran encogidas y aparentemente grises en comparacion con las astas
dorsales, ademas, los tractos corticoespinales o incluso la médula completa pueden parecer
atrdficas. Por su parte, los cerebros aparentemente son normales, pero se puede apreciar
atrofia en el giro precentral, asi como en los I6bulos frontal y temporal, sobre todo si existe

deterioro cognitivo (174).
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Neuropatolégicamente, se encuentran cambios degenerativos en las regiones
motoras, encontrandose numerosas motoneuronas atrofiadas, esto desemboca en una
denervacion crénica y atrofia neurogénica en los musculos estriados de las extremidades y
musculos respiratorios. En las astas anteriores de la médula espinal, ademas de la marcada
atrofia, se encuentra una astrogliosis reactiva. Ademads, las motoneuronas que no se
encuentran atrdéficas, muestran signos de regresion como son la tendencia a arrugarse,
presencia de depdsitos de lipofuscinas e inclusiones como los cuerpos de Bunina,
inclusiones positivas para ubiquitina o TDP43 en el citoplasma y cromatolisis en el nucleo.
Por otro lado, también se encuentran defectos en los oligodendrocitos que contribuyen a la

degeneraciéon motoneuronal (174).

La localizacion de la atrofia es un aspecto importante, ya que dependiendo del tipo
de inicio en el que se presente, la atrofia se localiza en diferentes tejidos. En las formas
bulbares la atrofia se observa principalmente en la lengua, el diafragma, y los musculos
intercostales (174). Las formas bulbares representan el 25% de los casos de ELA y se
caracterizan por un deterioro de las motoneuronas superiores e inferiores de los nervios
craneales manifestandose con dificultades del habla y disfagia, seguida de una afectacion
de las extremidades en las fases finales de la enfermedad (26). Por su parte en las formas
espinales la atrofia ocurre principalmente en los musculos de las extremidades (174). Las
formas espinales representan el 70% de los casos de ELA, y generalmente comienzan con
un deterioro de las motoneuronas inferiores de forma proximal y simétrica que progresa de
forma distal por toda la extremidad. Los pacientes con este tipo de inicio presentan una
progresion mas lenta a otros segmentos del cuerpo, asi como a los musculos respiratorios.

(26).

De todos los casos de ELA-E, solo el 10% presentan mutaciones en genes que
presentan relacion con la enfermedad. Las mutaciones en C90RF72 son las mds abundantes
en los casos de ELA-E, mientras que las mutaciones en SOD1 representan el 2-3% de los
casos (174). También se han encontrado mutaciones asociadas a ELA-E en el gen TARDBP en

aproximadamente un 2% de los casos (175, 176), asi como mutaciones en FUS (177).
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A diferencia de los pacientes de ELA-F asociadas a mutaciones en C90ORF72, en la
patologia esporadica, los casos asociados a este gen que presentan DPRs tienen inclusiones
positivas para p62, pero en este caso son negativas para TDP43 en las neuronas del cerebelo
y del hipocampo. Ademas, los fibroblastos derivados de pacientes de ELA-F presentan

inclusiones TDP43 mas pequefias y en menor nimero que los casos esporadicos (157).

Otro rasgo caracteristico de ELA-E frente a ELA-F relacionado con el gen SOD1, es
qgue los pacientes de ELA-E presentan inclusiones gliales y neuronales que son
inmunorreactivas para ubiquitina y TDP43, sin embargo, los pacientes de ELA-F-SOD1
presentan inclusiones positivas para ubiquitina pero negativas para TDP43, lo que implicaria
gue los procesos que subyacen la degeneracion motoneuronal en ELA-E son diferentes a los
casos de ELA-F asociados a SOD1 (178). Esta diferencia con los casos de ELA-F-SOD1 es
exclusiva de este tipo de casos familiares, ya que el resto de pacientes de ELA-F con otras

mutaciones si que presentan patologia asociada a TDP43 (179).

Otros Tipos de ELA

La ELA juvenil (JELA) es un tipo de ELA en el cual el inicio de los sintomas ocurre antes
de los 25 afios. Suele ser un tipo raro de esta patologia y su patogénesis no esta del todo
clara. El primer caso de esta patologia se reportd en Japén en 1978 en un paciente de 17

afios (6). La prevalencia de esta patologia es de 1:1.000.000 (180).

Los casos de JELA, se han relacionado al igual que ELA-F y ELA-E con genes como FUS,
TDP43, C90RF72 y SOD1, sin embargo, los casos asociados a estos genes son una pequeia
minoria, ya que la mayoria de ellos se asocian a genes como la ALS2 (alsin), SEXT (senataxin)

(ALS4) y genes asociados al cromosoma 15 (ALS5) (6, 180).
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Las formas genéticas de JELA se clasifican en 3 tipos, JELA2, JELA4 y JELAS. JELA2
presenta una herencia recesiva y se caracteriza por una progresion lenta de la patologia. Se
han identificado 9 mutaciones asociadas al gen ALS2 que lideran la patologia debido a una
pérdida de funcién de la alsina. Por su parte JELA4 presenta una herencia dominante la cual
presenta una progresion lenta, debilidad muscular severa y signos piramidales en ausencia
de signos bulbares o sensoriales. Estos casos se asocian a mutaciones en el gen setx. Por
ultimo, JELAS con una herencia recesiva, presenta una progresién lenta de la atrofia de las

motoneuronas inferiores, asi como la debilidad de pies y manos donde suele iniciarse (181).

Otra variante de ELA es la Esclerosis Lateral Primaria (ELP), que es una forma rara 'y
no hereditaria que afecta exclusivamente a las motoneuronas superiores, con un origen
gradual y asimétrico. Los principales sintomas son la espasticidad, rigidez, calambres e
hiperreflexia. A diferencia de las formas clasicas de ELA, este tipo raramente es fatal y la

esperanza de vida es normal (1, 22, 24, 182, 183).

Por su parte la Atrofia Muscular Progresiva (AMP) comienza con debilidad muscular,
atrofia y fasciculaciones. Al igual que sucedia con la ELP, la AMP solo afecta a un tipo de
motoneuronas, en este caso a las motoneuronas inferiores. También es un tipo raro de
enfermedad y suele presentarse con un inicio mas temprano y suele terminar degenerando

a ELA (1, 24, 182, 183).

Por ultimo, tenemos la paralisis bulbar progresiva (PBP) que afecta exclusivamente
al tronco cerebral, afectando principalmente a los nervios craneales glosofaringeo, vago e
hipogloso. Los principales sintomas son dificultad para tragar, perdida del habla, debilidad
y atrofia facial y de los musculos de la lengua. Presenta un inicio tardio y una progresién
lenta. Suele ser fatal debido principalmente a complicaciones por neumonias (1, 24, 182,

183).
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Diagndstico de la ELA

La variabilidad clinica con la que cursa esta patologia, asi como la falta de un
biomarcador diagndstico concreto, provoca que el proceso de diagndstico sea complicado.
Actualmente se utilizan los criterios de El Escorial revisados, que fueron fruto de un trabajo
del comité de la Federacién Mundial de Investigacion Neuroldgica en Enfermedades de

Motoneuronas en 1998 (184).

Segun estos criterios, el diagndstico de la ELA se basa en (TABLA 2):

Evidencia de degeneracion de las Evidencias patoldgicas o electrofisiolégicas

motoneuronas inferiores determinada por de otras enfermedades que pudieran

un examen clinico, electrofisiolégico o explicar la  degeneracion de |las

neuropatoldgico. motoneuronas tanto inferiores como
superiores.

Evidencia de degeneracion de las Evidencias de neuroimagen que indiquen

motoneuronas superiores determinada por otros procesos patolégicos y que

un examen clinico. explicarian  los  signos clinicos vy
electrofisiolégicos encontrados.

Propagacion progresiva de los sintomas o

signos entre una region y/o a otras

regiones, basada en la historia clinica o

durante la exploracion.

Tabla 2: Criterios de diagndstico de la ELA.

Teniendo en cuenta los criterios clinicos, la ELA se diagnosticara como:

e ELA clinicamente definitiva: se define gracias a signos clinicos de
motoneuronas inferior y superior en al menos 3 regiones (bulbar, cervical,

toracica o lumbar).

e ELA clinicamente probable: se define por la presencia de signos clinicos de
motoneurona inferior o superior en 2 regiones, con signos de motoneurona

superior en regiones rostrales de las de motoneurona inferior.
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e ELA clinicamente probable con apoyo de pruebas complementarias: se
define por signos clinicos de motoneurona superior en una regién y criterios

electrofisiolégicos de motoneurona inferior en dos regiones.

e ELA clinicamente posible: signos clinicos de motoneurona inferior y superior
en la misma region, signos de motoneurona superior en dos regiones, o
signos de motoneurona superior e inferior cuando los de motoneurona

inferior son rostrales a la superior.

ARos mas tarde y para aumentar la sensibilidad al detectar un caso definitivo de uno
probable de ELA, se propusieron los criterios de Awaji (185, 186), los cuales dan un mayor
valor diagnostico a la electrofisiologia. En estos criterios se confirmaron las utilidades del
electromiograma (EMG) de aguja y los estudios de neuroconduccidén. Asi mismo, se
considerd que las evidencias electrofisioldgicas de cambios neurogénicos crénicos debian
ser considerados como equivalentes a la informacidn clinica que indica la presencia de
deterioro de los musculos. Ademas, las fasciculaciones se deben tomar como equivalentes
de los potenciales fibrilatorios y ondas positivas, siendo un marcador de denervacién incluso

en musculos sanos.

Todo ello llevé a reinterpretar los criterios de El Escorial revisados, eliminando la

categoria de ELA probable sustentada por pruebas de laboratorio.

El reflejo H como marcador de la patologia

Una de las pruebas electrofisioldgicas utilizadas para evaluar la excitabilidad de las
motoneuronas, asi como la fisiologia bdsica de los reflejos de los segmentos espinales,
ademas de su relacién con ciertos signos clinicos de diversos sindromes de motoneurona

superior, es el reflejo de Hoffmann o reflejo H (187).

Esta técnica se basa en estimular eléctricamente las fibras sensoriales la en un nervio
periférico y registrar el reflejo de respuesta en el misculo homdnimo. Esta respuesta es el

ya mencionado reflejo H (FIGURA 9) (51, 188, 189).
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La respuesta obtenida tras la estimulacién del nervio estd formada por dos
componentes, el primero que se obtiene es laonda M como respuesta a la activacion directa
de los axones motores que inervan el musculo. En segundo lugar, se obtiene el reflejo H
como tal, este ocurre de forma posterior debido a que es el resultado de la activacidn
monosinaptica de las motoneuronas al recibir la activacién de la fibra la propioceptiva.

(FIGURA 9) (51, 190).
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Figura 8: A. Esquema del EMG para evocar el reflejo H. B. Ejemplo del resultado del EMG. Modificado de (51).
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Con esta técnica se pueden analizar diversas variables (TABLA 3), como pueden ser

(187):

Ratio Hmax/Mmax.

H media.

Reflejo-H de unidad motora

unica.

Inhibicidn vibratoria del

Reflejo-H del sdleo.

Tiempos de reaccién en la

relajacién muscular.

Reflejo-H condicionado

(Pierrot-Deseilligny).

Reflejo-H condicionado

(Tanaka).

Porcentaje del pool de
motoneuronas que pueden ser

activadas.

Porcentaje del pool de
motoneuronas que pueden ser

activadas

Funcidn sinaptica central de las

motoneuronas individuales.

Inhibicion presindptica.

Inhibicion presindptica.

Inhibicién recurrente.

Inhibicion recurrente.

Tabla 3: Variables susceptibles de analizar con el reflejo H.
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Medida aproximada de |la
excitabilidad  del pool de
motoneuronas. Se relaciona con
los signos clinicos de los sindromes
de motoneurona superior.

Medida efectiva de los cambios en
la excitabilidad del pool de
motoneuronas. Podria utilizarse
como monitorizacidn a largo plazo
en pacientes de ELA.

El jitter medio en el reflejo H es
superior en pacientes de ELA.
Puede reflejar cambios en la
excitabilidad  del pool de
motoneuronas.

La interrupcidon de la influencia
supraespinal facilitadora en las
interneuronas la inhibitorias,
mejora la excitabilidad de las
motoneuronas alfa al
estiramiento.

El descontrol de las interneuronas
que median la  inhibicién
presinaptica induce una relajacién
muscular defectuosa.

Correlaciéon  positiva entre el
descenso del nivel de inhibicion y
la espasticidad en ELA.
Relacionado con la via de
Renshaw.

Modificacidon de la actividad de las

interneuronas inhibitorias la que

actuan en el séleo.



Los musculos en los cuales mas se ha utilizado esta técnica son el séleo y el
gastrocnemio. En situaciones fisioldgicas, la estimulacién vibratoria de este nervio ocurre a
la vez que la estimulacién eléctrica cuando se estd registrando el reflejo H, lo cual resulta en
una inhibicidn de los impulsos aferentes y una reduccién de las amplitudes del reflejo H. Por
el contrario, en situaciones patoldgicas donde hay un estado excitatorio, la reduccion de la
amplitud debida a la estimulacién vibratoria no es tan evidente, lo cual estaria relacionado

con una reducida activacién GABAérgica (acido y-aminobutirico) (188).

En el séleo, existen diversos factores que pueden limitar el tamafio del reflejo H,
entre ellos nos encontramos con la imposibilidad de activar a todas las motoneuronas
debido a sus diferentes umbrales de activacion, o con que el aumento de la onda M previene
el crecimiento del reflejo H debido a la colisién que existe entre la descarga del reflejo

ortodrédmica y la descarga antidromica de los axones motores (191).

En pacientes de ELA, se observd que los cambios en la excitabilidad del reflejo H,
seguido de una relajacién correlacionaba con el grado de espasticidad. En los pacientes mas
severos no se observa inhibicion presinaptica (192). Ademas, la ratio Hmax/Mmax refleja
los signos de sindrome de motoneurona y se incrementa con el aumento de la espasticidad,
ademas de correlacionar con la hiperreflexia y el signo de Babinski. En los pacientes con
afectacién de motoneurona superior esta ratio estd ligeramente aumentada, sin embargo,
en los pacientes con afectacion de motoneurona inferior era menor (187, 188). Cuando se
administra medicacion miorrelajante, la ratio Hmax/Mmax no se ve alterada por lo que esta

variable no es de ayuda para poder estudiar los resultados de los tratamientos (193).

Un parametro mas sensible que la ratio Hmax/Mmax para evaluar la hiperreflexia es
la Hmedia, ya que permite evaluar las modificaciones en la excitabilidad durante el progreso
de la enfermedad. Los pacientes que presentan un aumento en la amplitud de la Hmedia
presentan un curso de la enfermedad mds lento y mayor supervivencia que los que

presentan un descenso en la Hmedia (187, 194).

En los primeros estadios de la enfermedad, la amplitud del reflejo H en relacién con
la onda M puede ser normal o incluso algo superior a lo esperado. Sin embargo, en los
estadios finales se observa una disminucién del reflejo H mds pronunciada en pacientes con

un patron de baja sensibilidad motora generalizada (187).
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La variacién media de la latencia en el estudio de motoneurona Unica es
significativamente superior en los pacientes que en la poblacién sana. Esto tiene relacion
con los cambios en la excitabilidad del poo/ de motoneuronas, lo que correlaciona con las
propiedades electrofisiolégicas de las motoneuronas que se encuentran alteradas en esta

patologia (187).

En un estudio realizado en 36 pacientes de ELA, los datos de la inhibicion recurrente
y vibratoria demostraron que existe una desinhibicion de las motoneuronas de la médula

espinal tras las lesiones de las motoneuronas superiores (188).

Recientemente se ha evaluado el reflejo H del musculo masetero en pacientes de
ELA. En este caso ademas de desencadenarse el reflejo H homénimo, la estimulacion de este
nervio puede evocar el reflejo H heteréonimo en el musculo temporal. Este actia de forma
diferente al homdnimo ya que cuando la intensidad del estimulo aumenta este reflejo no
desaparece, sino que se mantiene y aumenta su amplitud. Los resultados de este estudio
determinaron que el reflejo del musculo temporalis en pacientes de ELA es mucho mas
excitable que en los sujetos sanos, lo que permitiria su uso para la deteccidn de dafios en el
tracto corticoespinal y asi usar este reflejo para evaluar la excitabilidad del pool de

motoneuronas bulbares (195).

A pesar de estos resultados en pacientes de ELA, existen pocos estudios que analicen
el reflejo H en la ELA, esto es debido a diversos problemas metodolégicos tales como la
localizacidn de los electrodos de estimulacion, la determinacion del umbral motor, debido
a que la estructura de los nervios y musculos cambia constantemente y, por ultimo, la
reproducibilidad de la técnica a causa de la reduccién del nUmero de motoneuronas con el
progreso de la enfermedad. Sin embargo, su estudio podria presentar ventajas para conocer
la excitabilidad de las motoneuronas a lo largo del curso de la enfermedad. El pardmetro
mas efectivo para evaluar estos cambios seria la Hmedia debido a su fiabilidad y a que se

puede analizar a lo largo de toda la enfermedad (187).
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Via piramidal y ELA

El control de los movimientos musculares en el cerebro humano es un proceso
complejo, ademds de delicado debido a que se ven involucradas diferentes areas del
cerebro, cada una responsable de funciones especificas. Todo este control sucede a través

de la via piramidal (FIGURA 10) (196, 197).

La via piramidal, se origina en la corteza cerebral y se divide en dos tractos
principales, el corticobulbar y el corticoespinal. Ambos tractos recogen sefales eferentes y

las envian al tronco cerebral y a la médula espinal, respectivamente (196, 197).

El tracto corticoespinal, se origina de forma primaria en las cortezas frontoparietales
(corteza motora primaria, d4rea motora secundaria y corteza somatosensorial),
posteriormente todas las sefiales convergen formando haces que viajan a través de la
capsula interna y los pedunculos cerebrales, tras ello, atraviesan el tronco cerebral y los
nucleos pontinos donde los haces se compactan aln mas, para atravesar el bulbo raquideo,
a partir de aqui, se produce un proceso de decusaciéon en la médula espinal donde en torno
al 75-90% de las fibras decusardn al sitio contralateral de la corteza de la que provenian
formando la parte lateral del tracto corticoespinal. Estas fibras, cuando llegan al nivel diana

sinaptardn directamente con las neuronas del asta anterior (198, 199).

Sin embargo, entre el 5 y 15% no decusaran. Estos haces que no decusan, se
extienden por la médula espinal hasta niveles tordcicos formando la parte anterior del tracto
corticoespinal. Cuando llegan los haces al nivel diana, las fibras del tracto corticoespinal
anterior decusaran a través de la comisura de la materia blanca anterior antes de sinaptar

con las neuronas del asta anterior de la materia gris (198).

Tras las sinapsis, tanto del tracto anterior como del lateral, las neuronas proyectaran
a los musculos de las extremidades y musculos axiales para que se realicen las funciones

motoras correspondientes (198, 199).
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Figura 9: llustracion de la via corticoespinal. Modificado de (199).

Una de las principales caracteristicas de la ELA es la degeneracion de este tracto
corticoespinal, lo que conlleva una disfuncién en las motoneuronas superiores e inferiores
(201). La disfuncién de las motoneuronas superiores provoca sintomas como la

espasticidad, debilidad, activacion de los reflejos y de la respuesta plantar extensora (202).
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Los pacientes de ELA muestran hiperintensidades del tracto corticoespinal en las
secuencias T2 de resonancia magnética, ademads de una reduccién de la anisotropia y un
aumento de la difusividad de este tracto (202). De hecho, uno de los primeros cambios
detectables en las resonancias magnéticas son los cambios en la anisotropia de la materia
blanca del tracto corticoespinal, ocurriendo en primer lugar de forma distal vy

posteriormente de forma proximal (203, 204).

Que el tracto corticoespinal sea una region afectada de forma primaria en esta
patologia, la convierte en una regién interesante para su estudio, es por ello que este trabajo

se basara en el estudio de esta via tanto histoldgica como electrofisiolégicamente.

Modelos animales

A pesar de todo lo que se conoce de esta patologia, tal y como se ha comentado en
apartados anteriores, los mecanismos que subyacen a esta patologia no estan del todo
esclarecidos. Por ello, es fundamental el desarrollo de modelos experimentales que

permitan dilucidar estos mecanismos, asi como para la busqueda de posibles tratamientos.

Modelo Wobbler

El modelo de ratén Wobbler fue descubierto por primera vez por Falconer en 1956
(205). Consiste en una mutacidn autosdmica recesiva espontanea en la cepa C57BL/F (206,
207). Dicha mutacion se localiza en el cromosoma 11, la cual es homadloga de la regién del
genoma humano 2p13 (206, 208, 209). Esta mutacidn presenta relacién con la degeneracién
de las motoneuronas y es provocada por un cambio puntual en el Gltimo exén del gen Vps54
(Vacuolar Protein Sorting-Associated Protein 54), provocando un cambio (206-209) de
leucina a glutamina en el dominio C-terminal de la proteina Vps54 (206, 210). Este gen
codifica para uno de los componentes de la proteina retrograda asociada al Golgi, que

participa en el transporte vesicular retrogrado (211, 212).
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La sintomatologia de este modelo se divide en 3 fases: una primera fase

presintomatica, una evolutiva y por ultimo una fase estable.

La fase presintomatica, se extiende desde el nacimiento hasta las 3 semanas.
Durante esta fase se observan pequefios sintomas no clinicos mientras que el peso, la fuerza
de agarre y el reflejo de enderezamiento se mantienen normales (206, 207, 213). Sin
embargo, en esta fase se observan rasgos histopatoldgicos, como es la vacuolizacién en las
motoneuronas espinales (213, 214), un marcaje débil de los cuerpos de Nissl y los somas
aumentados (207), ademds muestran astrogliosis, microgliosis y reduccién en el nimero de

oligodendrocitos (215).

Durante la fase evolutiva, que se extiende hasta los 3 meses de edad, se observan
cambios clinicos, morfoldgicos y moleculares. Los animales presentan pérdida muscular y
de peso, ademds de desarrollar temblor en la cabeza. A pesar de que las extremidades
traseras se ven menos afectadas, la debilidad de las extremidades anteriores y musculos del

cuello se desarrolla rdpidamente (206, 207, 213).

Tras esta rdpida progresion sintomatica se produce una fase de estabilizacion
sintomatica, que se alarga hasta la muerte del animal. Esta fase esta caracterizada por una
detencion de la degeneracion de las motoneuronas (206, 207, 213) asi como, por la
vacuolizacidn de endosomas, el deterioro del transporte axonal, agregacién proteica y
disfuncién mitocondrial. Ademas, presentan neuroinflamacidn y deficiencias en las sinapsis
neuromusculares (211, 213). Los niveles de ROS en esta fase se encuentran

significativamente elevados en la médula espinal de estos animales (10, 216).

Estos animales presentan hiperexcitabilidad cortical, explicada principalmente por
la pérdida de neuronas GABAérgicas. Esto se corroboré en estudios en los que encontraron
un aumento de la excitabilidad en la regidon CA1 (cuerno de Ammoén 1) del hipocampo, en
conjunto con un menor numero de interneuronas inhibitorias durante la formacion

hipocampal (217).
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Este modelo se ha utilizado para testar la eficacia de tratamientos en el curso de la
degeneracion de motoneuronas (213). Entre ellos se ha testado el Riluzol, el cual ha
demostrado reducir el deterioro motor en este modelo (217). Estos animales presentan una
sobrerregulacién de los niveles de cortisona en las glandulas adrenales, plasma y diversas
regiones de la médula espinal y del cerebro, sin embargo, los niveles de testosterona en los
testiculos, plasma, médula espinal y cerebro son significativamente menores en estos
animales (10, 215, 218). Lo que correlaciona con una de las principales caracteristicas de
este modelo que es que los machos, a pesar de la normal apariencia de los aparatos

genitales, son estériles (213).

Por otro lado, con estos animales se ha visto que el tratamiento con progesteronay
la alopregnanolona provoca un descenso en la neuroinflamacién mediante una regulacién
a la baja de la reactividad glial, ademas de que funcionan como agentes neuroprotectores

promoviendo la supervivencia neuronal (215).

La nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) juega un papel fundamental en el
proceso de eliminacion de las ROS, asi como en el metabolismo energético y la funcidn
mitocondrial. También presenta propiedades protectoras contra la muerte neuronal
mediada por PARP-1 (Poli (ADP-Ribosa) polimerasa 1) y frente a la degeneracién axonal
inducida por la excitotoxicidad. Las médulas espinales de los ratones Wobbler presentan
niveles disminuidos de NAD*. En estudios in vitro con motoneuronas procedentes de ratones
Wobbler se ha visto que la adicidn exdgena de NAD* o de cafeina mejora el desarrollo de las

motoneuronas (216).

La principal desventaja de este modelo es que, a pesar de que es una mutacién
espontdnea y podria servir para estudiar los casos esporadicos de la enfermedad, esta se ha
encontrado en muy pocos casos humanos (206, 211). Es por ello que se considera un buen

modelo para las enfermedades de motoneurona en vez de para la ELA (206, 207).
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Modelo SOD1

El primer modelo animal SOD1 fue creado en 1994. En este modelo se introdujo la
mutacién G93A (219, 220). Los modelos basados en esta mutacion son los mas utilizados
para el estudio de la ELA (221-223), sin embargo, existen mas de 10 modelos mutantes de

SOD1, entre ellos encontramos SOD1-G37R, SOD1-G85R o SOD1-G86R (224).

Los diferentes modelos de SOD1 dependiendo de la mutacidn especifica que porten,
del numero de copias, de los niveles de expresion de la proteina o el género, presentan
variabilidad en cuanto a la edad de inicio de los sintomas clinicos, la progresion y la
supervivencia (219). No obstante, de forma general, los ratones que sobre-expresan las
mutaciones de SOD1 presentan pérdida significativa de motoneuronas, denervacidn axonal,

paralisis progresiva, agregacion proteica y una esperanza de vida reducida (223, 225).

Los principales hallazgos en los modelos SOD1 son un inicio temprano de la
astrogliosis y microgliosis, excitotoxicidad mediada por glutamato, déficits en el transporte
axonal, vacuolizacién mitocondrial, procesamiento aberrante de los neurofilamentos y

soporte metabdlico reducido en las motoneuronas (22, 226, 227).

En un primer momento se pensd que la enfermedad era causada por una pérdida de
la actividad, sin embargo, los ratones knock-out (KO) para Sod1 no desarrollaban ELA (219,

220).

Generalmente, los animales SOD1-G93A sobre-expresan la mutacion humana
SOD1G93A. Estos animales presentan signos clinicos y neuropatoldgicos que correlacionan
con ELA-F, como son pardlisis de las extremidades con atrofia de los musculos esqueléticos
(228, 229). Ademds, muestran alteraciones en las estructuras dendriticas de las
motoneuronas superiores, neuronas piramidales del cortex prefrontal y en las
motoneuronas inferiores del tronco del encéfalo y la médula espinal (221). La denervacidn

muscular precede a la pérdida de las motoneuronas y a la atrofia muscular (229).

La neurodegeneracion 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 10 (228). A pesar de la muerte de las motoneuronas, en estos ratones la capacidad

respiratoria se preserva hasta el final de la enfermedad (230).
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Por otro lado, la contractilidad de los musculos de estos animales precede a la
reduccion de la conectividad en la unidad motora. Ademas, la atrofia muscular ocurre de
forma posterior a estos procesos (231). Este modelo también ha permitido descubrir que el
declive progresivo de las proyecciones corticoespinales y bulboespinales sucede

anteriormente al inicio de los sintomas clinicos (224).

Los ratones SOD1-G93A presintomaticos y sintomadticos muestran una evidente
astrogliosis, tanto en el cerebro como en la médula espinal. En el ultimo estadio de la
enfermedad, cuando las motoneuronas ya se han perdido, el nimero de astrocitos
activados estd aumentado en la médula espinal, el nicleo motor trigeminal del tronco del

encéfalo y en la corteza motora primaria (224).

A pesar de la pérdida de las motoneuronas frénicas, las ratas SOD1-G93A, al igual
gue sucedia con los ratones, mantienen la capacidad respiratoria. Sin embargo, la actividad
del nervio frénico se reduce aproximadamente un 50%, lo que sugiere un mecanismo
(plasticidad) compensatorio en los inputs sindpticos para suplir a las motoneuronas frénicas,

amplificando asi su actividad individual (230).

En los mutantes SOD1-G93A existe una reduccion del flujo sanguineo y un aumento
del uso de la glucosa en la médula espinal durante la fase presintomatica, lo que sugiere que
la pérdida de oxigeno y el desacoplamiento del metabolismo posiblemente induciria la
muerte de las motoneuronas (232). La resistencia a la insulina ha demostrado jugar un papel

en la progresidn de la enfermedad en modelos animales (15).

Los animales SOD1 muestran excitotoxicidad, la cual puede aparecer debido a
cambios en las propiedades eléctricas intrinsecas de las motoneuronas, o debido a un
incremento de las propiedades de las sinapsis excitatorias. Esta excitabilidad intrinseca de
las motoneuronas se produce en los primeros estadios e incluso durante el estado

embrionario (233).
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La degeneracidon y muerte de las motoneuronas se asocia con el incremento de la
peroxidacidn lipidica, la cual lidera la ferroptosis. Esta ferroptosis es un proceso oxidativo
de muerte celular dependiente de hierro. Cuando en los animales SOD1-G93A se sobre-
expresa GPX4 (Glutatidn peroxidasa 4), una enzima que reduce la ferroptosis, se observa un
inicio tardio de los sintomas, una mejora en la funcién locomotora, lo que correlaciona con
la disminucién de la muerte de las motoneuronas. Como consecuencia de todo esto la

esperanza de vida de estos animales aumenta (234).

Los ratones que sobreexpresan SOD1-G37R, no presentan alteraciones durante los
primeros meses de vida, sin embargo, comienzan a desarrollar signos clinicos a partir de los
4 meses de edad. Presentan disminucién del movimiento, dificultad para mover y extender
las extremidades, asi como temblores, debilidad asimétrica en las extremidades, pérdida de
peso progresiva y los datos electromiograficos muestran ondas agudas espontdneas
caracteristicas de la atrofia. Los datos histolégicos de estos ratones muestran vacuolas
principalmente en el neuropilo del asta ventral, particularmente en las dendritas vy

reduccion de las motoneuronas en la zona lumbar de la médula dsea (235).

En los ratones SOD1 (G37R), la degeneracion de las neuronas serotoninérgicas es la
responsable de la hiperreflexia en estos animales. Esta hiperreflexia es un mecanismo
compensatorio a los déficits motores, permitiendo el mantenimiento de la funcién motora
tras el inicio de la enfermedad (236). En un estudio reciente utilizando estos ratones se ha
visto que existen diferencias entre sexos en la formacién 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 (237).

A pesar de que este modelo desarrolla la mayoria de los hallazgos neuropatolégicos
de ELA (238, 239), 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 (238).
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Modelo TDP43

La proteina TDP43 se descubrié debido a sus efectos en la transcripcion del virus de
la inmunodeficiencia humana (240). Estd codificada por el gen TARDBP en el cromosoma 1.
Contiene una sefal de localizacién nuclear (220, 240, 241), dos dominios de unién a ARN y
una region rica en glicina, region en la cual se han identificado la mayoria de las mutaciones

patogénicas para ELA (240).

Esta proteina juega un papel en el procesamiento del ARN y en la regulacion del
splicing (220, 240, 241), ademds de ser critica para la funcidn y la supervivencia de las
neuronas debido a que, si se altera la sefial de localizacion nuclear, aumenta la

neurotoxicidad (241).

Esto provoca que esta proteina sea el mayor componente patolégico de las
inclusiones citoplasmaticas en la ELA DFT. Las mutaciones de esta proteina representan al
4% de las ELA-F (220), pero las inclusiones se encuentran en la mayoria de los casos de ELA

(220, 242).

El primer modelo transgénico de proteinopatia TDP43 fue creado por Robert Baloh
y colaboradores en 2009. Este modelo expresa la mutacion A315T bajo el control de un
promotor de ratdn. Estos animales generan aproximadamente 3 veces mas proteina mutada

que la enddgena, expresandose el transgén en el cerebro y médula espinal (243, 244).

Estos animales 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. Las necropsias de estos animales muestran degeneracién de los axones motores
y también se observa que presentan una disminucién del 20% en el numero de
motoneuronas respecto a los controles. Estos ratones presentan una mayor afectacion de

las motoneuronas superiores que el modelo SOD1 (243, 244).

La toxicidad inducida por TDP43 es dependiente de los niveles de expresion del
transgén. Con una expresién 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 neurotodxicas si se sobreexpresan (245).
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Los ratones que sobreexpresan la TDP43 humana o una mutacidén de este gen
asociada a la ELA presentan acumulacidon de ubiquitina, fragmentacion de la TDP43,
astrogliosis, microgliosis, degeneracidn axonal, pérdida neuronal, discapacidad motora y
esperanza de vida reducida (246). La sobreexpresién de la mutacién M337V provoca la
pérdida severa de motoneuronas, degeneracidon de la unidn neuromuscular y muerte

prematura (242).

Utilizando ratones transgénicos parala TDP43 humana, se ha podido determinar que
la proteina TDP43 de ratdn estd significativamente disminuida respecto a los controles, lo
que sugiere que la proteina humana podria regular la expresién de la de ratdn a través de
la baja regulacion del ARN Tardbp. Pero a pesar de que la expresion de la TDP43 de ratdn se
reduce, esta reduccién no lidera la pérdida de funcidn ya que la TDP43 humana compensa
la pérdida funcional, por tanto, este tipo de animales no serian una buena herramienta para

estudiar la pérdida de la funcién de mTDP43 (246).

Los ratones que expresan de forma inducible la mutacion patogénica A315T en las
neuronas del SNC, muestran atrofia cortical e hipocampal temprana, asociada a la pérdida
de las neuronas que expresan la TDP43 humana mutada, y astrogliosis reactiva. También
mostraron localizacién citoplasmatica de la proteina, fragmentos fosforilados, asi como una
elevada ubiquitinacion en el cerebro de estos ratones. De forma funcional, estos ratones
presentan déficits de memoria progresivos, hiperactividad, desinhibicién y discapacidad
motora, siendo esta Ultima asociada a la expresion de la TDP43 mutada y a su acumulo en

las motoneuronas alfa en la médula espinal (247).

TDP43 es un ligando de Oxr1 (proteina de resistencia a la oxidacién 1). Esta proteina
pertenece a la familia de proteinas que contienen el dominio TLDc (dominio catalitico), el
cual confiere la proteccion frente al estrés oxidativo. La sobreexpresion de la isoforma Oxrl-
C reduce la agregacion citoplasmatica de la TDP43 en los mutantes M337V y Q331K, lo cual
sugiere que Oxrl posee el potencial de reducir la patologia asociada a TDP43, como puede

ser la disfuncion mitocondrial y la apoptosis inducida por el estrés oxidativo (242).

Teniendo en cuenta los animales transgénicos para TDP43, se considera que al
observar pocas inclusiones de TDP43, su agregacion no seria el factor neurotdxico inicial en
estos animales. Sin embargo, la deslocalizacion y fragmentacion observada en varios

modelos sugiere que éstas pueden jugar un papel en la neurodegeneracion (245).
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Modelo FUS

Las mutaciones de FUS representan el 1% de la patologia esporadica y el 4% de la
familiar. FUS es una proteina nuclear relacionada con multiples pasos de la expresién génica,
como la transcripcidon del ARNm, 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 cambio de sentido y se localizan en la secuencia del dominio C-
terminal de la localizacion nuclear (NLS) (248). Tras el descubrimiento de la implicacion de
FUS en la patologia de la ELA (249) se han desarrollado varios modelos animales utilizando
mutaciones de esta proteina, incluyendo knock-outs, y sobreexpresién tanto del FUS

mutante como del wild-type (250).

Los ratones KO Fus/Tls (Translocated in liposarcoma) mueren inmediatamente tras
el nacimiento mostrando esterilidad e inestabilidad cromosdmica (220, 251-253). Las
neuronas deficientes de FUS/TLS muestran unas espinas con menos densidad y morfologia
andémala. En este modelo no se produce pérdida de motoneuronas, por lo que la
patogénesis estaria relacionada con una ganancia de funcion (251). Otros grupos han usado
la misma técnica KO, pero han generado un modelo en el que obtienen una expresién baja
del gen con una proteina truncada y no funcional. Sin embargo, en este caso sélo se estudié
el modelo desde un punto de vista del sistema reproductivo y no desde la neuropatologia
(252). Recientemente se ha estudiado la neuropatologia del modelo KO observandose
pérdida de peso, pero no fenotipo motor y siendo el numero de las neuronas
acetilcolintransferasa positivas normal. La falta del fenotipo motor y la neurodegeneracién
en estos ratones sugiere que la disminucién sélo de FUS es insuficiente para causar los

sintomas de ELA (252).

Scekic-Zahirovic J. y colaboradores generaron un modelo de ratén condicional
knock-in en el cual se eliminaron tanto Nis como Fus. Con este modelo vieron que FUS estaba
completamente deslocalizado en el citoplasma de los ratones homocigotos, lo que
provocaba la degeneracion de las motoneuronas en neonatos. Los ratones heterocigotos
muestran parcialmente la patologia FUS-ELA. Con ello demostraron que la mutacién en FUS
estd asociada a la degeneracidon de motoneuronas a través de la deslocalizacion de FUS en
estas células, mientras que el dafio axonal y la desmielinizacion ocurren

independientemente de la expresion del mutante FUS en las motoneuronas (248).
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La sobreexpresion de FUS, tanto wild-type como mutante, desencadena la
degeneracion de las motoneuronas, sugiriendo que la proteina mutante tiene una ganancia
de funcidn téxica que lidera la neurodegeneracién mas agresiva (248). La sobreexpresién de
hFUSwt muestra un fenotipo mds agresivo en los homocigotos, que desarrollan
discapacidad motora, la cual desemboca en pardlisis, y muestran un aumento de la FUS
citoplasmatica pero no son inclusiones ubiquitinadas. Se observa pérdida de motoneuronas

en el asta anterior de la médula lumbar, dafio en la unién neuromuscular y gliosis (220, 253).

Devoy A. y colaboradores han generado un modelo murino que consiste en
introducir en el locus del gen Fus de ratén la mutacion FUSDeltal4 humana, la cual se
relaciona con la ELA. Este modelo sintetiza la patologia FUS-ELA humana definida por un
inicio con mediana edad y una progresiva degeneracidon de las motoneuronas con una
herencia dominante. Los resultados se obtuvieron del analisis del comportamiento motor,
fisiologia muscular para evaluar la inervacidn y funcién de los musculos de las extremidades

y analisis patologico de las motoneuronas espinales (250).

En ratas, Huang C. y colaboradores han generado un modelo transgénico de FUS
mutante, el cual desarrolla axonopatia severa de las motoneuronas, denervacién de los
musculos esqueléticos y pérdida sustancial de las neuronas corticales e hipocampales. Sin
embargo, ratas transgénicas con la FUS normal muestran déficits en la memoria y
aprendizaje espacial, pérdida de neuronas corticales e hipocampales, acompainada de
agregacion de ubiquitina y reaccién glial, desarrollando asi algunos de los sintomas de la ELA

y la DFT (249).

Recientemente se ha encontrado en diversos modelos animales que existe una
homeostasis aberrante de las marcas epigenéticas. Una de estas marcas que estan alteradas
es la acetilacién de las histonas. La supervivencia neuronal se ve afectada si existe un
descenso en la acetilacidn de histonas. Rossaert y colaboradores evaluaron la eficacia de un
inhibidor (ACY-738) de deacetilasas sobre el fenotipo de un ratén FUS. Encontraron que el
tratamiento con este inhibidor reestablecia la acetilacién de histonas ademas de las vias
metabdlicas en la médula espinal, lo cual provocaba que la progresién de la enfermedad
fuera menor. Esto sugeriria que las histonas deacetilasas pueden ser una posible diana

terapéutica (254).
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Modelo C9ORF72

Las expansiones del hexanucleétido en C9ORF72 son la causa genética mas
frecuente de la ELA (aproximadamente representa al 35-45% de las ELA-F). La funcién de
C90RF72 es desconocida, pero se ha sugerido que tendria un papel en el tréfico de proteinas
(223, 255, 256). Las expansiones ocurren en la parte no codificante del gen (256). Se han
descrito 3 mecanismos posibles para la patogenicidad de estas expansiones: secuestro de
las proteinas de union al ARN, toxicidad mediada por dipéptidos formados como resultado

de la traduccion no ATG asociada a la repeticion y haploinsuficiencia (156, 255, 257).

Utilizando ratones con una reduccién crénica de C90RF72 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 (256).
Eliminando los dos alelos del gen, se produce en los ratones esplenomegalia, aumento de
los nédulos linfaticos cervicales y muerte prematura, ademas de déficits cognitivos en

memoria de trabajo y evaluacién de la ansiedad (220, 256).

Los ratones donde la expansidon de la mutacion estd dirigida por las regiones
reguladoras humanas muestran diferentes fenotipos incluyendo paralisis, comportamiento
similar a la ansiedad, descenso en la supervivencia, neurodegeneracion generalizada en el

cerebro y médula espinal, siendo significativo en la corteza y el hipocampo (258).

Koppers y colaboradores sugieren que la pérdida de C90ORF72 por si misma es
insuficiente para causar la ELA, sin embargo, no descartan la posibilidad de que la pérdida
de funcidon module el proceso de la enfermedad e influya en el inicio, la severidad y duracién

(255).

En contraste, otros investigadores se basan en la ganancia de funcion; utilizando
ratones en los que se inducen 66 expansiones mediante AAV (virus adenoasociados), se
observa que los cerebros de estos ratones muestran los hallazgos de la ELA como con la
patologia 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 (255).
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Recientemente, dos grupos han generado modelos de ratén que expresaban
proteinas de repeticion de dipéptidos (156, 259). Choi y colaboradores generaron un
modelo en el cual consiguen que los cerebros de estos ratones expresen menores niveles
del dipéptido GRgp mediante el control de un promotor inducible. Estos ratones muestran
de manera asociada a la edad los mismos déficits de comportamiento social y deterioro de
la funcidn sindptica que se observa en la ELA, ademas de un ligero aumento de la muerte
neuronal, microgliosis y astrogliosis. Por otro lado, presentan un déficit en la morfologia y
en la funcién de las mitocondrias. Este dafio 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 (259).

Hao y colaboradores también generaron un modelo transgénico, en el cual los
animales expresaban especificamente poli-PR (GFP-PRzs). Los ratones heterocigotos
presentaban déficits motores, pérdida de células de Purkinje, activacién de la microglia y de
los astrocitos en el cerebelo ademas de en la médula espinal. Asi mismo, la transmision
sinaptica estaba desregulada en estos ratones, todo ello correlaciona con la patologia de la
ELA. Sin embargo, los ratones homocigotos morian prematuramente presentado altos

déficits motores, posiblemente debido a la alta toxicidad de este dipéptido (156).

Modelo quimico

Beta-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA) es un aminodacido no proteico e hidrofilico
producido por cianobacterias. Es altamente neurotéxico (238, 260). Este aminoacido estd
relacionado con diferentes enfermedades neurodegenerativas (238, 261, 262). La primera
relacion que se establecid entre L-BMAA vy las enfermedades neurodegenerativas fue en la
Isla de Guam en la que se vio una relacion entre este aminodcido y el sindrome ELA-
Parkinson ligado a demencias, aunque esta hipodtesis es controvertida (261). En los pacientes
de ELA, L-BMAA se acumula en el SNC como un aminodcido libre o integrado en proteinas.
Tanto en la patologia esporddica 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

(263).

67



Se postularon tres mecanismos por los cuales este compuesto provoca su efecto
neurotéxico: la activacion directa de los receptores NMDA (acido N-metil-D-aspartico), la
activacion de los receptores de glutamato metabotrdpicos y la induccién del estrés oxidativo

(261).

Munk y colaboradores, mediante inyecciones intraperitoneales, realizaron un
analisis de las dosis que deben administrar y sus efectos, para asi realizar una correlacion
entre los resultados obtenidos y patologias como la ELA, con el fin de buscar un modelo de
ELA esporadica. Segun sus resultados, la dosis 300mg/kg durante 5 dias consecutivos es la
dosis idénea para este modelo. En los animales tratados observaron que no existian
diferencias en cuanto al peso, por lo que el desarrollo general no se veia afectado. Estos
animales presentan déficits neuronales desde el dia siguiente al inicio del tratamiento, asi
como dificultades en la coordinacidon motora. Mediante microscopia electréonica observaron
que las motoneuronas se veian afectadas a nivel de médula espinal lumbar, fragmentacion
de reticulo endoplasmatico y polirribosomas libres, ademds las neuronas espinales
presentan inflamacion, vacuolizacion y mitocondrias alteradas (261), por lo que este
modelo presenta varios de los hallazgos neuropatolégicos encontrados en la ELA humana

(238).
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En un estudio posterior de este mismo grupo, realizaron la caracterizacion de este
modelo centrandose en los posibles cambios morfométricos y de los niveles de
neurotransmisores. Los resultados de dicho estudio muestran que existen varias fases en la
evolucién de los sintomas de los animales tratados. Una primera fase en la que se produce
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. En una segunda
fase de estabilizacién los sintomas se desarrollan mas lentamente, debido principalmente a
los reservorios de L-BMAA del cerebro. Mediante resonancias magnéticas in vivo, se observo
una pérdida progresiva del volumen muscular de las extremidades en los animales tratados
en comparacion con los controles. No se observé cambio en el volumen total de la corteza
cerebral. Sin embargo, el volumen de los ventriculos laterales se ve agrandado en los
animales tratados (238). Por otro lado, también estudiaron los cambios neuroquimicos a
corto plazo mediante HPLC (Cromatografia liquida de alta eficacia) y a largo plazo mediante
espectroscopia de resonancia magnética. A corto plazo, observaron niveles elevados 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 significativamente
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 relacién con los mecanismos excitotoxicos que estan envueltos en la

neurodegeneracion (238).
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LCR'Y ELA

La etiologia de esta patologia no se conoce, pero en los ultimos afios se ha avanzado
en el conocimiento de la patogénesis de la enfermedad, encontrandose diferentes
mecanismos que podrian estar involucrados. Sin embargo, no se ha conseguido dilucidar
hasta qué punto cada uno de estos mecanismos contribuyen a la fisiopatologia general

(264).

Numerosas investigaciones se han centrado en la difusidn de la patologia de la ELA
de forma fisica entre neuronas contiguas, ya sea de forma anterdgrada como retrograda o
mediante mecanismos que involucran contacto célula-célula, sin embargo, estos no explican
ciertos datos clinicos e in vitro. Esto llevod a diversos autores a proponer que el LCR pudiera

tener un papel critico tanto en la causa como en la difusién de la enfermedad (265).

El LCR contiene proteinas y fragmentos de proteinas descargadas por las células
afectadas, las cuales podrian servir como biomarcadores para las enfermedades
neurodegenerativas, sin embargo, en la ELA, tiene mas importancia el determinar cudl es el
mecanismo que le confiere el caracter toxico (266). El LCR se encuentra en contacto
estrecho con numerosas regiones del SNC, circulando a través de los 4 ventriculos y del canal
central de la médula espinal hasta el espacio subaracnoideo. Las células ependimarias de la
superficie de los ventriculos permiten la difusién de macromoléculas entre el fluido
intersticial y el parénquima cerebral. Ademas, existe una microcirculacion de LCR que se
origina en la superficie pial y transporta moléculas al tejido cerebral mediante el transporte

a través de los espacios perivasculares de los vasos sanguineos penetrantes (265).

Algunos estudios tanto in vivo como in vitro, asi como estudios de protedmica han
sugerido que el LCR podria poseer un perfil neurotdxico y que podria estar implicado en el
proceso de la enfermedad (264, 266-268). Sin embargo, no todos los pacientes presentan
un LCR citotdxico ni se ha encontrado relacidn de este LCR téxico con la supervivencia de los

pacientes (269).
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Infusidon LCR

La mayoria de los hallazgos en la ELA se han realizado utilizando modelos
transgénicos que no replican totalmente la patologia esporadica (270). Existen diferentes
estudios que confirman el efecto citotoxico del liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes
de ELA en cultivo celular (266, 271). Con estos resultados 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 (266, 270).

Algunos investigadores han observado que la inyeccién aguda y puntual de LCR-ELA
provoca cambios en canales idnicos dependientes de voltaje de sodio y potasio (271). Otros
estudios indicaron que se induce estrés oxidativo en las motoneuronas (272). Ratas tratadas
con LCR-ELA muestran que los pardmetros obtenidos en la prueba del Rota-Rod fueron
menores que los niveles basales tomados con animales controles, ademads de que la fuerza
de agarre de estos animales se vio seriamente afectada. También afecté la actividad

neuronal de la corteza motora (270).

Recientemente, en un estudio donde inyectaban intratecalmente LCR-ELA,
observaron atrofia en las fibras musculares, una disminucién de la complejidad de las
uniones neuromusculares, dafo ultraestructural y aumento del estrés oxidativo, lo cual
sugeriria que el musculo esquelético estd involucrado en la patogénesis de la ELA (273). Sin
embargo, al ser inyecciones puntuales no imitan el curso temporal de la ELA y no la

reproducen (274).

Es por ello que nuestro grupo se planted el estudio de los cambios histopatoldgicos
y funcionales tras la infusidén continua de LCR-ELA. Utilizando LCR citotéxico de pacientes de
ELA, se rellenaron unas mini bombas osméticas (ALZET®) las cuales se implantaron via
subcutanea, a las que se adjunté una canula de infusion de cerebro (ALZET®) que se
implantd en el ventriculo lateral derecho 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 observd una activacidon microglial seguida de una
astrogliosis, lo cual se observa tanto en pacientes con ELA como en el modelo SOD1-G93A.
Dicho evento puede apoyar la idea de que la neuroinflamacidn es un proceso temprano en

la patogénesis de la ELA (274).
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También se obtuvo una sobreexpresion de S100B (S100 calcium-binding protein 68),
la cual correlaciona con la supervivencia en la enfermedad. Los resultados mostraron
también presencia citosdlica de TDP43 colocalizada con ubiquitina, asi como proteinas
relacionadas con los cuerpos de Bunina. También se incrementaron los niveles de
metalotioneina que podria indicar una reaccién neuroprotectora en respuesta a la infusién
de LCR-ELA citotoéxico. Estos hallazgos pueden mejorar la comprension de la patogénesis y

evolucién de la ELA (274).

Para testar la hipdtesis de que el LCR constituye una ruta de difusidon de la
enfermedad se infusionaron con LCR de pacientes de ELA-E ratones que sobreexpresaban la
proteina TDP43wt. Los resultados indicaron que una infusion intracerebroventricular de 14
dias generaba disfunciones motoras y cognitivas, asi como cambios neuropatolégicos tales
como la proteinopatia TDP43, anomalias de los neurofilamentos y neuroinflamacién.
Ademads, se encontraron diversos mecanismos desregulados como son la organizacién
citoesquelética, el trafico de vesiculas, la funcion mitocondrial y el metabolismo celular.
Todo esto indicaria que el LCR podria estar involucrado en la difusion de la patogénesis de

la ELA (275).

72



JUSTIFICACION DEL ESTUDIO
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Uno de los principales retos que presenta la Esclerosis Lateral Amiotrofica es el
desconocimiento sobre las bases de su patologia, a pesar de todas las investigaciones
realizadas en cuanto a los mecanismos que subyacen la etiopatogenia de la enfermedad.
Esto implica que no existe ninguna alternativa terapéutica farmacolégica con resultados

favorables que logren curar o mejorar sustancialmente a los pacientes.

A esto se suma que la mayoria del conocimiento que se tiene de esta patologia esta
fundamentada en modelos animales basados en las mutaciones que provocan las variantes
familiares de la ELA. Esto hace que todas las investigaciones solo representen a un nimero
muy reducido de pacientes. Ademds, estos modelos no representan la totalidad de los

hallazgos clinicos y neuropatolégicos encontrados en los pacientes con ELA esporddica.

En la actualidad existen muy pocos modelos animales que estudien la patologia
esporadica, a pesar de que es la mayoritaria. Existe un modelo basado en la neurotoxina L-
BMAA que pretendia representar a la patologia encontrada en la isla de Guam, sin embargo,
esta neurotoxina no solo afecta a las motoneuronas, sino que se ven también otro tipo de
neuronas como las dopaminérgicas, por lo que no es tampoco un modelo que represente la

ELA exclusivamente.

Paralelamente en los Ultimos afios, trabajos previos realizados por nuestro grupo
han descrito que el LCR de pacientes de ELA es citotdxico para las motoneuronas en cultivo,
lo que hizo plantear que el liquido citotdxico podria ser un medio de difusion de la
enfermedad y, que la infusién continua de este LCR intraventricular en roedores seria un
buen modelo para estudiar la patologia esporadica. Los resultados indicaron que esta forma
de generacion del modelo es valida ya que recapitula los hallazgos obtenidos en la patologia

humana.

Con estos resultados previos, en el presente trabajo de tesis doctoral nos
planteamos si la infusidn intracerebroventricular en ratas bajo un modelo agudo (14 dias) o
cronico (42 dias) puede desarrollar alteraciones conductuales, motoras, electrofisioldgicas

o histoldgicas similares a las presentadas en la patologia humana.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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Hipotesis

En los Ultimos afios ha avanzado enormemente el conocimiento sobre la patogénesis
de la ELA tanto esporadica como familiar, sin embargo, el mecanismo por el cual se
desencadena la enfermedad sigue siendo desconocido. Por otro lado, se conoce que el LCR
es selectivamente citotdxico para los cultivos de motoneuronas, pese a ello, todavia se

desconoce el porqué de esta citotoxicidad.

Por su parte, la mayoria del conocimiento del cual se dispone estd basado en los
hallazgos encontrados en modelos animales basados en mutaciones familiares, las cuales
representan exclusivamente a un nimero muy reducido de los pacientes de ELA. Ademas,
estos modelos solo representan alguna de las caracteristicas encontradas en los pacientes,
por lo que no reflejan la patologia al completo. Eso hace fundamental encontrar un modelo
que permita reproducir la totalidad de la patologia, asi como representar a la mayoria de los

pacientes incluidos en la patologia esporadica.

Basandonos en los antecedentes incluidos en la introduccidn, y en el conocimiento
por parte de nuestro grupo de investigacion, de que la infusidon continua intraventricular de
LCR de pacientes de ELA en rata, provoca alteraciones histolégicas similares a las

encontradas en la ELA, nos planteamos la siguiente hipdtesis:

Que la infusidn intracerebroventricular, tanto aguda como crénica, de LCR de
pacientes de ELA en rata, induce un cuadro histopatoldgico/ electromiografico que abre la

posibilidad de tener un modelo experimental de ELA esporadica.
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Objetivos

Objetivos Generales

sido:

1.

3.

Los principales objetivos propuestos para la demostracion de esta hipdtesis han

Comparar, en ratas, las alteraciones histoldgicas a punto final, provocadas por la
infusion aguda y crénica intracerebroventricular de LCR de pacientes de ELA, frente
a la infusién aguda y crénica intracerebroventricular de LCR de pacientes sin

patologia neurodegenerativa.

Estudiar los posibles cambios a nivel electrofisiolégico que podria provocar dicha
infusidn de LCR a lo largo de todo el proceso experimental, mediante el estudio de

los cambios en el reflejo de Hoffmann.

Analizar longitudinalmente si esta infusion afecta a nivel clinico a los animales vy si
estos comportamientos variarian a lo largo del estudio, mediante los test de

Matsumoto, Plano Inclinado y el Andlisis de la Pisada.

Objetivos Particulares

VI.

Evaluar si existen cambios neuroinflamatorios tanto en la corteza motora como en

la médula espinal.

Evaluar los efectos que provoca la infusién de LCR sobre las motoneuronas de la

corteza motora y de la médula espinal.

Analizar los cambios producidos a nivel axonal, teniendo en cuenta los cambios

provocados en la onda M.

Analizar los cambios producidos a nivel sinaptico, teniendo en cuenta los cambios

provocados en la onda H.

Evaluar la posible alteracion, tanto de la funcién como de la coordinacién motora.

Evaluar la posible alteracion en la fuerza de las extremidades de los animales.
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MATERIALES Y METODOS
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Disefio Experimental

El disefio experimental de este estudio fue de tipo transversal, puesto que se
analizaban variables recopiladas en un periodo de tiempo concreto sobre una muestra

poblacional predefinida.

Descripcién de las Variables

Variables independientes:

Tiempos de exposicion de infusidn intracerebroventricular (ICV)

Variables dependientes:

e Variacion en la conducta exploratoria.

e Variacion en la fuerza motora.

e Variacion en los registros electromiograficos.

e Cambios en la morfologia microglial y astrocitaria.

e Cambio en la morfologia y el nUimero de neuronas motoras.

Criterios de inclusion y exclusion de los animales experimentales

Criterios de inclusidn:

e Registro de onda My onda H en el dia basal.

e No presentar signos de enfermedad previo al registro basal.
e No presentar infeccidn sistémica tras el implante.

e No presentar reacciones adversas a la implantacion.

Criterios de exclusion:

e Desprendimiento del implante ICV.
e Infeccién en la localizacion del implante.

e Alteraciones severas de la conducta y bienestar animal.
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Liquido Cefalorraquideo

Aspectos éticos

Los pacientes firmaron un consentimiento informado, previo a su inclusién y
participacion en el estudio. El manejo de los datos de los pacientes se realizé bajo el
cumplimiento del Reglamento (UE) 2016/679 del Parlamento Europeo de 27 de abril de
2016, relativo a la proteccion de las personas fisicas y de la Ley Organica 3/2018, de
Proteccién de Datos Personales y garantia de los derechos digitales, en vigor desde el 7 de

diciembre de 2018.

Los datos de los pacientes fueron codificados y archivados con proteccién, de forma
gue sdlo los investigadores tenian acceso a los mismos. El procesamiento de estos datos fue

realizado exclusivamente por los individuos autorizados.

El proyecto se realizé de acuerdo con las normas de Helsinki (Recommendations
Guiding Physicians in Biomedical Research Involving Human Subjects, Helsinki 1964,
enmendadas durante la 522 Asamblea General de la Asociacion Médica Mundial,

Edimburgo, Escocia, octubre de 2000).

LCR-ELA

Caracteristicas y obtencion de muestras

Las muestras de LCR-ELA, fueron obtenidas de pacientes diagnosticados de ELA
definitiva, segun los criterios de El Escorial revisados (184) y monitorizados en la Unidad de
Neuromuscular del Hospital Clinico San Carlos. Las muestras fueron tomadas, previo
consentimiento informado (ANEXO 1), mediante puncién lumbar, cuando existia indicacion
clinica para dicha prueba durante el seguimiento de los pacientes. Tras su obtencidn, las

muestras fueron alicuotadas y conservadas a -80°C hasta su uso.

Los criterios de inclusidn y exclusién de los LCR para su uso en el presente estudio

fueron los siguientes:
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Criterios de Inclusion:

e Firma de consentimiento.

e Diagnostico de ELA definitiva.

e Forma esporadica/familiar de la enfermedad.
e Mayores de 18 y menores de 95 afios.

e Serologias negativas.

e Citotoxicidad in vitro sobre motoneuronas corticales.

Criterios de exclusion:

e LCRictérico o hemolizado.
e Serologias positivas para Herpes Zoster, HIV, meningitis, otras patologias.
e Debut oncoldgico.

e Dafio neuroldgico por traumatismo o ictus.

A todos los pacientes incluidos se les registraron los siguientes datos demograficos:
edad, sexo, tipo de ELA (esporadica o familiar), evolucién, forma de inicio, tratamiento

farmacoldgico y necesidad de respiracion asistida.

En el Modelo Agudo, se utilizaron muestras de 17 pacientes de ELA, 9 mujeresy 8
hombres. Todos, salvo uno, presentaban la forma espordadica de la enfermedad, 6 de inicio
espinal y 11 de inicio bulbar. La edad media en el momento de la extraccidn del LCR, fue de

64,88 afios. Todos presentaban una evolucion entre 2 y 31 meses (TABLA 4).
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ID muestra Sexo Edad ELA-E/ELA-F  Forma Inicio Evolucion

1 Hombre 66 ELA-F Bulbar 2 meses
4 Hombre 70 ELA-E Bulbar 3 meses
13 Mujer 46 ELA-E Espinal 7 meses
14 Mujer 70 ELA-E Bulbar 3 meses
17 Hombre 46 ELA-E Espinal 7 meses
19 Mujer 74 ELA-E Bulbar 6 meses
HC120 Hombre 51 Sin datos Sin datos Sin datos
HC 130 Mujer 79 ELA-E Espinal 31 meses
HC 137 Mujer 62 ELA-E Bulbar 7 meses
HC 138 Mujer 72 ELA-E Bulbar 10 meses
HC 141 Mujer 87 ELA-E Bulbar 13 meses
HC 143 Hombre 53 ELA-E Espinal 4 meses
HC 149 Hombre 70 ELA-E Espinal 20 meses
HC150 Mujer 58 ELA-E Espinal/Bulbar 7 meses
HC 152 Hombre 71 ELA-E Bulbar Sin datos
HC 154 Mujer 64 ELA-E Bulbar 8 meses
HC 175 Hombre 64 ELA-E Espinal 24 meses

Tabla 4: Caracteristicas clinicas de los LCR-ELA del Modelo Agudo. Se indican el nimero de identificacion, el sexo, la
edad, el fenotipo, la forma de inicio, asi como el tiempo de evolucion.

Por su parte, para el Modelo Crénico se han utilizado muestras procedentes de 15
pacientes de ELA, siendo 9 mujeres y 6 hombres. Todos ellos presentaban la forma
esporadica de la enfermedad, siendo 9 de ellos de inicio espinal y 6 de inicio bulbar. La edad
media de los pacientes en el momento de la extraccion del LCR, fue de 67,53 afios. Ademas,
en ese momento, todos ellos presentaban una evolucién de los sintomas entre los 4 y los 31

meses (TABLA 5).
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ID muestra Sexo Edad ELA-E/ELA-F Forma Inicio Evolucion

HC 130 Mujer 79 ELA-E Espinal 31 meses
HC 137 Mujer 62 ELA-E Bulbar 7 meses
HC 138 Mujer 72 ELA-E Bulbar 10 meses
HC 141 Mujer 87 ELA-E Bulbar 13 meses
HC 143 Hombre 53 ELA-E Espinal 4 meses
HC 144 Hombre 71 ELA-E Espinal + 12 meses
HC 148 Mujer 47 ELA-E Espinal 15 meses
HC 149 Hombre 70 ELA-E Espinal 20 meses
HC 150 Mujer 62 ELA-E Espinal 7 meses
HC 152 Hombre 71 ELA-E Bulbar Sin datos
HC 154 Mujer 64 ELA-E Bulbar 8 meses
HC 156 Mujer 77 ELA-E Espinal 11 meses
HC 157 Mujer 71 ELA-E Espinal 13 meses
HC 158 Hombre 63 ELA-E Bulbar 14 meses
HC 175 Hombre 64 ELA-E Espinal 24 meses

Tabla 5: Caracteristicas clinicas de los LCR-ELA del Modelo Crénico. Se indican el nimero de identificacion, el sexo, la
edad, el fenotipo, la forma de inicio, asi como el tiempo de evolucion.

LCR-Control

Caracteristicas y obtencion de muestras

Las muestras de LCR-Control se obtuvieron de pacientes que acudieron al servicio
de Urgencias o a la consulta de Neurologia del Hospital Clinico San Carlos y a los cuales, por
indicacion clinica, se les realizé una puncién lumbar, previo consentimiento informado
(ANEXO 1). Tras su obtencidn, las muestras fueron alicuotadas y conservadas a -80°C hasta

su posterior utilizacién.

El criterio para ser considerada muestra control era no presentar patologia
infecciosa ni neurodegenerativa, asi como ser negativo en el test de citotoxicidad de

neuronas corticales.

En el Modelo Agudo se utilizd la muestra de un paciente diagnosticado de
Hipertension Intracraneal Idiopatica (HII) / Hidrocefalia. El paciente presentaba en el

momento de la toma de la muestra una edad de 68 anos (TABLA 6).
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HC 22 Mujer 68 HII

Tabla 6: Caracteristicas clinicas de los LCR-Control del Modelo Agudo. Se indican el numero de identificacion, el sexo,
la edad, asi como el motivo de la extraccion del LCR.

En el Modelo Crénico se han utilizado 2 muestras de pacientes diagnosticados de
HIl. Los pacientes presentaban en el momento de la toma de la muestra una media de 66,5

afios. Ambas muestras pertenecian a mujeres (TABLA 7).

HC 25 Mujer 56 HII

HC 28 Mujer 77 HII

Tabla 7: : Caracteristicas clinicas de los LCR-Control del Modelo Crénico. Se indican el numero de identificacion, el
sexo, la edad, asi como el motivo de la extraccion del LCR.

Caracterizacion de las muestras de Liquido Cefalorraquideo

Previo a la preparacion de las bombas osmaticas para la administracion del LCR, se
realizd la caracterizaciéon en cultivos de motoneuronas corticales de los LCR-ELA, para

distinguir las muestras entre LCR-ELA no citotdxico y LCR-ELA citotdxico (ANEXO 2).

Extraccion y cultivo primario de motoneuronas embrionarias.

El manejo de animales de experimentacion se llevdé a cabo de acuerdo con la
legislacién estatal vigente estipulada por el Comité Etico Espafiol (RD 53/20313) del 1 de
febrero y por las directrices de la Normativa de la Unidon Europea (2010/63/UE), por la que
se establecen las normas bdsicas aplicables para la proteccidn de los animales utilizados en

experimentacidn y otros fines cientificos.
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Para llevar a cabo la evaluacién de la citotoxicidad de LCR se tomd como referencia
el protocolo disenado por Yafiez et al (276). Se empled una hembra de rata Wistar (250-275
gramos), previamente anestesiada con Tiopental sédico 60 ml/kg (Tiobarbital 1 g, Braun) +
Fentanilo 0,3 mg de fentanilo/kg (Fentanest 0,05 mg/ml solucién inyectable, KERN
PHARMA), que se hallaba entre los 19-21 dias de gestacidn, a la cual se le realizd una
laparotomia para la extraccidon de fetos (n=12). Estos se extrajeron uno a uno, realizandose
la diseccion del cerebro correspondiente al drea motora, ubicada en la parte anterior del
encéfalo cercana a los bulbos olfatorios (FIGURA 11). Se obtuvieron segmentos finos y se
mantuvieron a 42C en una placa p6 con Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS) (1X)
sin calcio, sin magnesio (Gibco; Ref. 14190-144) para su conservacion durante la extraccion.
La seleccién de esta zona para realizar el cultivo primario se debié a que la obtencién de

células de esta region es de facil acceso y permite un mejor aislamiento.

Figura 10: Imdgenes de la diseccion de la corteza motora
en embriones de rata Wistar E19-21. (A)  Vista
panordmica superior de cerebro de embrion E19-21 de
rata. Las zonas marcadas en color amarillo y sefialadas
con la punta de flecha corresponden a la corteza motora
que fueron diseccionadas. (B) Seccion coronaria de
cerebro de embrion E19-21 de rata, las zonas marcadas
en color amarillo corresponden a la corteza motora, al
igual que en la imagen A.

Una vez finalizada la extraccion de la corteza motora, los distintos procedimientos

que se describen a continuacion se realizaron en una cabina de flujo laminar, con objeto de

mantener la esterilidad.
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Los fragmentos obtenidos se suspendieron en Neurobasal Medium (1X) sin L-
glutamina (Gibco; Ref. 21103-049) y se sometieron a una digestion enzimatica con 4 mg de
Papaina (Thermo Scientific; Ref. 88285) en 1 ml de Earled’s Balanced Salt Solution (EBSS)
(1X) sin calcio, sin magnesio (Gibco; Ref. 1455-048) durante 10 minutos a 379C. A
continuacién, se afiadieron hasta 10 ml de Neurobasal Medium (1X) para detener la reaccion
enzimatica y se disgregd entre 30-40 veces con una pipeta p1000 (eppendorf Research plus;

Ref. 4885362).

Una vez parada la reaccion, se centrifugd la muestra durante 4 minutos a 800 rpm,
se retird el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 2 ml de Neurobasal Medium (1X)
suplementado con B-27 (50X) (Gibco; Ref. A35828-01) al 2%, L- glutamina 1mM (Sigma-
Aldrich; Ref. G3126) y antibidtico-antimicotico al 1% (Gibco; Ref. 15240-082).

Para poder llevar a cabo la siembra de las células, se realizd un recuento de estas en
una Camara de Neubauer, realizando una dilucion de % de Trypan Blue (Sigma-Aldrich; Ref.
T6146), colorante que tifie las células muertas cuando no mantienen integras sus

membranas, lo cual no sucede con las vivas, que se observan refringentes.

Induccion a la citotoxicidad del cultivo de motoneuronas embrionarias

Para el cultivo primario se sembrd 1 placa de 96 pocillos (Corning; Ref. 3596) con
una densidad de 10.000 células/pocillo y 1 placa de 24 pocillos (Thermo Scientific; Ref.
142475) con 134.000 células/pocillo, cada una destinada para un ensayo diferente que se

describira a continuacion.

Una vez realizada la siembra de las placas se dejaron crecer durante 10 dias en una
incubadora a 372Cy CO2 al 5%. Para mantener la capacidad de crecimiento de las células en
unas condiciones dptimas, el dia 5 de cultivo se realizé un cambio de medio de cultivo,

afiadiendo 50 pl de Neurobasal Medium (1X) suplementado.

El dia 10 de cultivo se afiadié a los pocillos LCR al 10% en Neurobasal Medium (1X)

para su incubacién a 372Cy CO2 al 5% durante 24 horas.
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Ala placa p96 se le afiadio LCR de pacientes con ELA, de controles y una curva patrén
con diferentes concentraciones de Dimethyl Sulphoxide (DMSO) (Sigma; Ref. D2650), que
se empleé para tener una curva de referencia de citotoxicidad por compuesto quimico
(Blanco, 0.5 mM, 1.2 mM, 2 mM, 2.5 mM, 5mM, 10mM), todos ellos con ensayos por
duplicado. Esta placa fue destinada a evaluar los efectos citotéxicos del LCR sobre la

poblacién neuronal mediante el ensayo MTT.

A la placa p24 se le afiadid LCR de pacientes con ELA, de controles y un blanco. Esta
placa se empled para evaluar la supervivencia de la poblacién neuronal a través de

LIVE&DEAD.

Pasadas las 24 horas de incubacidn, se procedid a realizar las dos técnicas de

evaluacioén que se describirdn mas adelante.

Meétodo de cuantificacion de citotoxicidad: MTT

Para la evaluaciéon de la citotoxicidad se empled el Vybrant MTT Cell Porliferation
Assay Kit (Invitrogen; Ref. V13154), que proporciona un método simple para la
determinacién de la viabilidad celular basado en la conversion del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenitetrazolio (MTT) soluble en agua, en un formazan insoluble. Este
formazan se solubiliza y se puede determinar la concentracion por densidad éptica a 570

nm.

Previo al inicio del protocolo, se prepararon los reactivos siguiendo las
recomendaciones de la casa comercial. Al comienzo del ensayo se retird el medio de cultivo
y se reemplazé por 100 pl de Neurobasal Medium (1X) fresco. A continuacion, se afiadieron
10 ul de la solucién madre MTT 12 mM a cada pocillo y se incubd a 372C durante 4 horas.
Con posterioridad a laincubacion, se agregaron 50 pl de DMSO a cada pocillo para solubilizar
los cristales de formazan y obtener una reaccion colorimétrica; se mezclaron repetidamente
con una pipeta p200 (eppendorf Research plus; Ref. 400916Z). Una vez afadido el
disolvente, la placa se incubdé a 372C durante 4 horas y posteriormente se leyd la
absorbancia (Abs) a 570 nm en un espectrofotémetro para placas (Heales; Ref. MB-580). Se

considerd que a partir de Abs=0,4 el LCR era No citotoéxico.
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Meétodo de cuantificacion de la viabilidad celular: LIVE&DEAD

Otra técnica empleada para evaluar la viabilidad celular fue LIVE/DEAD®
Viability/Citotoxicity Kit (Invitrogen; Ref. MP03224). Este estd basado en la determinacion
simultanea de células vivas y muertas con dos sondas fluorimétricas que miden pardmetros

de actividad esterasa y la integridad de la membrana plasmatica.

Las células vivas se distinguen por la presencia de la actividad esteresa intracelular,
determinada por la conversién enzimatica no fluorescente de calceina a calceina
fluorescente de color verde. Mientras que las células muertas se distinguen por el
homodimero de Etidio-1, que entra en las membranas de las células dafiadas, produciendo

una fluorescencia roja.

Se prepararon los reactivos seguln el protocolo de la casa comercial, transfiriendo el
reactivo Live Green al Dead Red. A continuacidn, se afiadieron 125 pl de Neurobasal Medium
(1X) y 125 pl del compuesto a cada pocillo, y se incubd durante 15 minutos en oscuridad a
temperatura ambiente. Una vez acabada la incubacién, se paré la reaccidon con PFA 4% +

sacarosa 10% en PB 0’1M, para fijar el cultivo celular durante 30 minutos.

Para poder realizar la cuantificacién de las células vivas y muertas, se llevé a cabo el
montaje de los covers en portaobjetos con Fluorsave® (FluorSave™ Reagent, Calbiochem;
Ref. 345789), posteriormente se cuantifico la cantidad de células vivas y muertas a través
de un microscopio de epifluorescencia (Leica CTR4000). Se considerd que los LCR-ELA que

presentaban una viabilidad del 20% o menor, correspondian a los LCR citotdxicos.
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Animales

El disefio experimental se divididé en dos etapas experimentales, la primera fue una
infusidn ICV de LCR de pacientes de ELA en rata, para valorar si en tiempos cortos era posible
establecer patrones motores, electromiograficos e histopatologicos de la ELA. Esta primera

etapa se denominé Modelo Agudo.

Posteriormente, con el fin de estudiar si los liquidos ELA-No Citotdxicos, tendrian
algun efecto motor, conductual, electromiografico o histopatoldgico se planted la segunda
etapa en la que seincluyd un nuevo grupo y, ademas, se abordé la cuestién de si una infusion
prolongada de LCR podria lograr efectos mas acusados que el Modelo Agudo. Esta etapa se

denomind Modelo Cronico.

Para el desarrollo del Modelo Agudo se utilizaron 17 ratas Wistar Han macho
(Charles River Laboratories) de 8 semanas de edad y un peso comprendido entre 300 y 500g,

en el momento de la implantacion de las bombas osmdticas.

Posteriormente, para el desarrollo del Modelo Crénico se utilizaron 30 ratas Wistar
Han macho (Charles River Laboratories) de 8 semanas de edad y un peso comprendido entre

200y 300g, en el momento de la implantacién de las bombas osméticas.

Todos los procedimientos experimentales fueron realizados en el animalario del
Hospital Clinico San Carlos, ubicado en la Unidad de Medicina y Cirugia Experimental de

dicho hospital, con nimero de registro ES280790000088.

Los animales se mantuvieron en condiciones adecuadas de bioterio, con agua y
alimento (piensos comerciales) ad libitum, con elementos de medio ambiental enriquecido,
y condiciones ambientales de temperatura a 21+1°C, permaneciendo en ciclos de

luz/oscuridad 12:12 h.

Todos los procedimientos se llevaron a cabo de acuerdo con la normativa de la
Comunidad Econdmica Europea, 2010/63/EU relativa a la proteccién de animales para fines
cientificos (Boletin Oficial de la Unidon Europea, de 20 de octubre 2010, L 276/33), en vigor
a nivel nacional desde febrero de 2013, a través del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero
de 2013 y bajo la supervisién del Comité Local de Bioética y Bienestar Animal de nuestro

hospital y de la Comunidad de Madrid. Con el nimero de proex: 005/17 (ANEXO 3).
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Los animales del Modelo Agudo fueron asignados aleatoriamente en 2 Grupos

experimentales:

e Grupo LCR-Control: 7 animales a los que se les implanté la bomba osmética

con LCR-Control.

e Grupo LCR-ELA Citotdxico: 10 animales a los que se les implantd la bomba

osmotica con LCR-ELA Citotodxico.

Los animales del Modelo Crénico fueron asignados aleatoriamente en 3 Grupos

experimentales:

e Grupo LCR-Control: 10 animales a los que se les implanté la bomba osmética

con LCR-Control.

e Grupo LCR-ELA No Citotéxico: 10 animales a los que se les implanté la bomba

osmotica con LCR-ELA No Citotoéxico.

e Grupo LCR-ELA Citotdxico: 10 animales a los que se les implanté la bomba

osmotica con LCR-ELA Citotodxico.

Bombas osmoticas

Para la administracion del LCR, se utilizaron bombas osméticas (ALZET® Osmotic
Pumps, Charles River Laboratories). El mecanismo de accién de estas bombas se produce
debido a la diferencia de presién osmotica que existe entre la capa osmética (FIGURA 12)
de la bomba y el tejido donde se implanta. La capa osmdtica presenta una alta osmolaridad,
esto es indispensable para que el agua fluya hacia la bomba a través de una membrana
semipermeable (FIGURA 12) que se encuentra localizada en el exterior de la bomba. Cuando
el agua penetra, la capa osmaética comprime el reservorio (FIGURA 12), provocando que el
LCR se desplace hacia el moderador de flujo, que permite la administraciéon controlada y

constante del LCR (277).
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LCR Capa Membrana Reservorio Moderador de
Osmotica Semipermeable Impermeable Flujo

Figura 11: Esquema de las capas de la bomba osmdtica. Modificado de (276).

La gran mayoria de los farmacos no son capaces de atravesar la barrera
hematoencefalica (BHE), es por ello que se hace necesaria la administracion local
directamente dentro del SNC. Para ello, a las bombas osmdticas se les puede unir un ALZET
Brain Infusion Kit® (FIGURA 13) que permite la administracion directa en el cerebro del LCR

(278).

Moderador de Flujo

Canula de
Infusién
Pestafia Extraible
—
Bomba Catéter
Osmética

S

~

Espaciadores

Figura 12: Esquema de las partes del ALZET Brain Infusion Kit®. Modificado de (277).
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En este proyecto se utilizaron bombas osméticas del modelo 1002 para el Modelo
Agudo y del modelo 2002 para el Crénico, junto con el ALZET Brain Infusion Kit® modelo 3.
El modelo 1002 proporciona un flujo continuo de LCR con una velocidad de 0.25ul/hora
durante 14 dias, mientras que el modelo de bomba 2002 posibilita un flujo continuo y
controlado de LCR a una velocidad de 0.5ul/hora durante 14 dias. En el Modelo Crdnico se
aplicaron tres bombas osmoéticas de forma consecutiva a cada animal (12: dia 1 al 14; 22: dia

15 al 28; 32: dia 29 al 42.).

Cada bomba se rellend con un volumen de 100 ul de un pool de LCR-Control y LCR-
ELA Citotdxico respectivamente en el Modelo Agudo (TABLA 8), y con un volumen de 200 pl
de un pool de LCR-Control, LCR-ELA No Citotdxico y LCR-ELA Citotdxico respectivamente
(TABLA 9), en el Modelo Crénico, tras lo cual se procedidé a unir el Brain Infusion Kit® a la
bomba mediante un catéter lo suficientemente largo para permitir la movilidad de la cabeza
y el cuello del animal una vez insertada la bomba dentro de este, en el espacio
supraescapular entre la capa muscular y la dermis. Este catéter también estaba lleno del LCR
correspondiente. El catéter se fija tanto a la bomba como al Brain Infusion Kit® mediante

pegamento instantaneo de cianoacrilato (Loctite®).
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HC22 1
4
13
14
17
19
HC 120
HC 130
HC 137
HC 138
HC 141
HC 143
HC 149
HC150
HC 152
HC 154
HC 175

Tabla 8: Clasificacion de las muestras utilizadas en el Modelo Agudo divididas por tipo de LCR.

HC 25 HC 144 HC 130
HC 28 HC 148 HC 137
HC 156 HC 138

HC 157 HC 141

HC 158 HC 143

HC 149

HC 150

HC 152

HC 154

HC 175

Tabla 9: Clasificacion de las muestras utilizadas en el Modelo Crénico divididas por tipo de LCR.
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Cirugia

El procedimiento quirdrgico para la implantacion de la bomba osmética fue igual en

ambos modelos y el protocolo a seguir fue el siguiente:

El animal era anestesiado via intraperitoneal con 75 mg/kg de ketamina (Ketolar
50mg/ml, PARKE-DAVIS, Grupo Pfizer) y 0,25 mg/kg de medetomidina (Domtor 1mg/ml,
ecuphar®) y durante todo el procedimiento, se mantuvo con anestesia gaseosa de isoflurano

al 2% (Aerrane 100%; Ref. 607114.4 OH, Baxter), con un flujo de oxigeno de 4 litros.

Tras la comprobacién de que el animal estaba totalmente anestesiado, se procedié
a rasurar la zona de interés y, posteriormente, a colocarlo en el estereotaxico (NEUROSTAR
StereoDrive; Serial N2: 02008CFFOO0BD), tras lo cual se le aplicod gel lubricante en los ojos

(Lubrithal, Dechra).

Con un bisturi, se realizd una incisidn sagital de 2,5 cm de longitud para exponer el
craneo del animal. Con un hisopo se limpiaba el exceso de sangre. Con el bisturi se retiraba
el tejido conectivo adherido al craneo para limpiar la zona del hueso parietal y mejorar asi
la posterior adhesion del Brain Infusion Kit®. Una vez limpio, se procedia a realizar una
apertura subcutdnea en el area interescapular donde se colocaria la bomba. Tras esto, se
localizaban Bregma y Lambda (FIGURA 14), que serian utilizados como referencia para la

localizacion del trépano.

TREPANO
/’ X=-0.48 mm;Y =+1.4 mm
(]
BREGMA ~
LAMBDA

Figura 13: Representacion del crdneo de una rata. Se indican las marcas de referencia Bregma y
Lambda, asi como el sitio de trepanacion con sus coordenadas. Realizado con
https://app.biorender.com/.
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Mediante coordenadas estereotaxicas (X = —=0.48 mm; Y = +1.4 mm), se determind
la localizacién donde realizar el trépano (FIGURA 15) y se procedio a realizar dicho trépano
con un taladro provisto de una punta de diamante, teniendo cuidado de no penetrar la
duramadre (FIGURA 15). La canula del Brain Infusion Kit® se sujetaba al estereotaxico y se
insertaba mediante coordenadas estereotaxicas (X =—0.48 mm; Y = +1.4 mm; Z = +4.0 mm)
(FIGURA 15). Para fijar la canula al craneo se utilizaba una gota de pegamento instantaneo
de cianoacrilato (Loctite®) y cemento dental (Henry Schein®; Ref. 100-1673) con la finalidad
de formar una plataforma estable entre el hueso temporal y el soporte de la bomba de
infusion. Una vez seco, el catéter y la bomba se introducian en la apertura interescapular
gue se habia realizado anteriormente. Tras esto se procedia a cerrar la incisién con sutura

absorbible (Vycril™ 3-0, Ethicon; Ref. V316H).

ALZETPump
AT e ety

Cannula
/

‘ \ ; % J)— Removable Tab
ALZET Catheter
X n;mﬁ" Tube

X

Depth-Adjustment
Spacers

2,

X=-0.48 mm;Y=+1.4mm; Z=+4.0 mm

. ‘\‘

@ )

= ki < &

et seomn(Paxinos & Watson, 2006) Bregma 040 mm

Figura 14: Esquema de la implantacion de la bomba osmética en el ventriculo lateral derecho de la rata. A. Colocacion
del animal en el estereotdxico. B. Incision en la calota y trépano. C. esquema del Brain Infusion Kit®. D. llustracion de
la bomba osmdtica una vez insertada. E. Esquema de la localizacion de la bomba osmdtica mediante coordenadas
estereotdxicas.

Al terminar el procedimiento quirurgico, se administrd via subcutanea 0,2 mg/kg de
Meloxicam (Metacam 5mg/ml, Boehringer Ingelheim), y 15 mg/kg de Enrofloxacino (Baytil
25mg/ml, BAYER) como antiinflamatorio y antibidtico respectivamente, ademas de 1 mg/kg

de Atipamezol (Antisedan 5mg/ml, Ecuphar®) como revertidor de la anestesia.

A los animales se les administré antinflamatorio y antibiético, diariamente, en los
tres dias post cirugia, asi mismo, los animales fueron monitorizados diariamente hasta que
la sutura cicatrizé. Posteriormente se monitorizaron semanalmente controlando a su vez el

peso corporal con una balanza digital (LETICA DIGITAL SCALE LE-2000).

96



Electromiografia

El reflejo de Hoffman se utiliza para estudiar las caracteristicas de las conexiones

monosinapticas desde las fibras sensoriales hasta las motoneuronas espinales.

El EMG se realiza en ambas extremidades traseras. Para ello, el animal es
anestesiado con Isoflurano al 4% (Aerrane 100%; Ref. 607114.4 OH, Baxter) y esta anestesia
es mantenida al 1,5-2% durante todo el procedimiento. Una vez anestesiado, el animal fue
colocado en la mesa de cirugia decubito prono, dejandole libres las extremidades
posteriores donde se realizaria el procedimiento. Se utilizaron 5 electrodos, dos de
estimulacién y 3 de registro. Los electrodos de estimulacion se colocaron subcutadaneamente,
paralelos a ambos lados del espacio retromaleolar, circulando la corriente eléctrica en
sentido lateromedial, mientras que los 3 electrodos de registro se colocaron, el positivo en
el segundo espacio interéseo plantar, el electrodo de referencia en el borde plantar lateral,
y latoma de tierra se coloco en el tercio superior de la cola (FIGURA 16) (279). Los electrodos

se fijaron a la mesa para imposibilitar su desplazamiento durante el proceso.

Obturador
externo

Aductor
mayor y corto

Semimembranoso

Figura 15: A: Localizacion de los electrodos de estimulacion y registro. En blanco se muestran los electrodos
de estimulacion localizados a ambos lados del tenddn de Aquiles, en rojo el electrodo de registro positivo
localizado entre la segunda y tercera almohadilla, en azul el electrodo de registro negativo, localizado en el
lateral del quinto dedo, por ultimo, en color negro el electrodo tierra localizado en el tercio superior de la
cola. B: Musculos internos de la extremidad posterior de rata (vista medial). Tomado de Elaboracidn de
Esquemas Anatdmicos de las extremidades inferiores de la rata mediante una técnica de dibujo a ldpiz.
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Para la estimulacion eléctrica se utilizdé un estimulador analégico (FIGURA 17) (Grass
Telefactor W. Warwick, Rl U.S.A modelo S88) al cual se le asocia una unidad de aislamiento
de estimulos (SIU) modelo PSIU6 (FIGURA 18) (Grass Instrument Co USA) que permite el
control de las intensidades de estimulacién, asi como su polaridad. Una vez que el estimulo
se produce, los electrodos de registro envian la respuesta a un amplificador AC/DC modelo
3000 (FIGURA 19) (A-M Systems™) que amplificara la sefial y, seguidamente, la envia a una
interfaz de registro (FIGURA 20) (CED1401), asociada a una CPU (Unidad central de
procesamiento) donde el software Spike v8.04 (Cambridge Electronic Design Limited)

permite la visualizacidn y analisis de los datos registrados.

Figura 16: Estimulador Grass modelo S88. En la parte superior se indican las condiciones de estimulacion en
el protocolo de Intensidades: Rate 0.2Hz, Delay 0, Duration 0.5ms y Volts 7mA (Variable).

POLARITY CURRENT RANGE
0 MR q0-150]

Figura 17: Unidad de Aislamiento PSIU6. Permite modificar la intensidad del
pulso proporcionado, asi como cambiar su polaridad. Concretamente en la
imagen estd programada para dar pulsos entre 1y 15mA y polaridad normal.
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Figura 18: Amplificador AC/DC modelo 3000. Permite amplificar la sefial obtenida por los pulsos eléctricos
dados.
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Figura 19: Tarjeta analdgico/digital. Permite convertir la informacién analdgica registrada en
informacion digital que se verd reflejada en el software Spike.

EMG Modelo Agudo

Los registros EMG se realizaron a los 7 animales del Grupo LCR-Control y a los 10
animales del Grupo LCR-ELA Citotdxico, llevando a cabo dos protocolos de EMG: un
protocolo de intensidades (mA) y un protocolo de frecuencias (Hz). Ambos protocolos se
realizaron previos a la implantacion de las mini bombas osméticas y posteriormente a la

cirugia a dias 3,7, 14, 21y 28.

e El protocolo de intensidades consiste en fijar la frecuencia con la que se realizan
los estimulos eléctricos a 0,2Hz y aumentar progresivamente la intensidad de
dichos estimulos desde 0,1mA hasta 10mA. Concretamente, se dieron un
minimo de 5 pulsos en cada una de las siguientes intensidades: 0.1; 0.3; 0.5; 0.7;

0.9;1;2;3;4;5;6;7;,8;,9y 10 mA.
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El protocolo de frecuencias consiste en fijar la intensidad y aumentar la
frecuencia progresivamente desde 0,2Hz hasta 10Hz. Se considera que la
intensidad fijada debe ser aquella intensidad a la que las ondas M y H se
estabilizaron en el protocolo de intensidades. En concreto se dieron un minimo
de 5 pulsos en cada una de las siguientes frecuencias: 0.2; 0.5; 1; 2; 4; 6; 8; y 10

Hz.

EMG Modelo Crénico

Los registros EMG se realizaron a 5 animales del Grupo LCR-Control, 4 animales del

Grupo LCR-ELA No Citotdxico y a 6 animales del Grupo LCR-ELA Citotéxico; llevando a cabo

dos protocolos de EMG: un protocolo de intensidades (mA) y un protocolo de frecuencias

(Hz). Ambos protocolos se realizaron previos a la implantacion de las minibombas osméticas

y posteriormente a la cirugia a dias 3, 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49 y 56.

El protocolo de intensidades consiste en fijar la frecuencia con la que se realizan
los estimulos eléctricos a 0,2Hz y aumentar progresivamente la intensidad de
dichos estimulos desde 0,1mA hasta 10mA. Concretamente, se dieron un
minimo de 5 pulsos en cada una de las siguientes intensidades: 0.1; 0.3; 0.5; 0.7;

0.9;1;2;3;4;5;6;7;,8;,9y 10 mA.

El protocolo de frecuencias consiste en fijar la intensidad y aumentar la
frecuencia progresivamente desde 0,2Hz hasta 10Hz. Se considera que la
intensidad fijada debe ser aquella intensidad a la que las ondas M y H se
estabilizaron en el protocolo de intensidades. En concreto se dieron un minimo
de 5 pulsos en cada una de las siguientes frecuencias: 0.2; 0.5; 1; 2; 4; 6; 8; y 10

Hz.
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Pruebas Conductuales

Tras evaluar los resultados del Modelo Agudo, se considerd relevante realizar
estudios conductuales para evaluar la funcién motora de forma cuantitativa de los animales
del Modelo Crénico. Concretamente los animales fueron sometidos a la escala motora

Matsumoto, Plano Inclinado y Footprint Test.

Estas pruebas conductuales se realizaron a 6 animales del Grupo LCR-Control, 6

animales del Grupo LCR-ELA No Citotdxico y a 6 animales del Grupo LCR-ELA Citotdxico.

Matsumoto

La escala motora Mastumoto (280) es una prueba conductual que permite estudiar
la funcion motora. Esta escala fue desarrollada para evaluar el fenotipo motor de ratas

SOD1-G93A, en cualquier estadio de la enfermedad.

El protocolo de Matsumoto (ESQUEMA 1) a seguir es el siguiente: el animal es
colocado en un campo abierto y se observa durante 30 segundos si es capaz de incorporarse
de ambos lados. Si en estos 30 segundos el animal no se incorpora, se le da una puntuacion

de 0, si solo es capaz de levantarse de un lado, se le da una puntuacién de 1.

Posteriormente se estudia si son capaces de mantenerse de pie. En aquellos
animales que no son capaces de mantenerse de pie se observa si arrastran alguna parte del
cuerpo. Si arrastran alguna parte del cuerpo, se le da una puntuacién de 2, si por el contrario

esto no sucede y no arrastran ninguna parte del cuerpo, se les da una puntuacién de 3.

Por otro lado, en aquellos animales que si eran capaces de mantenerse de pie en el
campo abierto, se observa si presentaban algun déficit funcional como podria ser paralisis
de las extremidades o algun signo de debilidad muscular. Si presentan alguno de estos
déficits, se les da una puntuacion de 4, si por el contrario no presentaban déficits

funcionales, se les proporciona la puntuacién de 5.

La disminucidn en los valores obtenidos en el test se correlaciona con un incremento

de los sintomas en cualquiera de los fenotipos de la enfermedad.
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Esquema 2: Diagrama de flujo a seguir en la escala Matsumoto. Adaptado de (279).

Plano Inclinado

Esta prueba conductual permite determinar la fuerza en las extremidades de los
animales. En un primer momento se utilizaba para animales que presentaban lesién en la
médula espinal (280, 281). Los animales fueron colocados lateralmente de forma
perpendicular al eje mayor del plano inclinado, y se evalud el angulo méaximo al cual son
capaces de mantenerse durante 5 segundos sin caerse. Este proceso se realiza colocando al
animal tanto del lado derecho como del izquierdo, para asi evaluar la fuerza en ambas
extremidades. El algoritmo seguido se muestra en la ESQUEMA 2. Se tomd6 como partida el
angulo de 70 grados debido a que se ha correlacionado que, por debajo de este dngulo, los

animales SOD-G93A ya mostraban debilidad muscular y pérdida de fuerza.
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Esquema 3: Algoritmo a seguir para el protocolo de Plano Inclinado. Adaptado de (279).

Footprint Test

El analisis de las pisadas mientras que los animales andan libremente, permite el
estudio de la coordinacién motora, asi como la sincronia. Para realizar esta prueba
conductual, las patas de los animales se tifien con tinta no téxica. Las patas delanteras se
tifen de negro y las traseras de azul para poder diferenciarlas con facilidad posteriormente.
Tras tefir las patas, se coloca el animal para que ande sobre una camino estrecho y recto,
para evitar que los animales se den la vuelta. Sobre este camino se coloca un papel

absorbente donde quedaran marcadas las huellas (FIGURA 21).

Figura 20: Representacion grdfica del
Footprint Test. En negro se muestran las
patas delanteras y en azul las patas traseras.
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Posteriormente, se analizan 4 variables siguiendo el protocolo de Medinaceli et al
(282) (FIGURA 22). Se toman como control la extremidad derecha, debido a que es la

contralateral al hemisferio de implantacién de la bomba osmética:

Distancia al pie opuesto (TOF): es la proyeccidon ortogonal de la distancia desde
punta de una extremidad a la punta de la extremidad opuesta. NTOF representa la distancia
desde la extremidad control a la extremidad experimental, mientras que ETOF representa

la distancia desde la extremidad experimental a la extremidad control.

Largo de la huella (PL): es la distancia lineal entre el talén y el tercer dedo. NPL
representa esta distancia en las extremidades controles mientras que EPL representa la

distancia en la extremidad experimental.

Distancia entre el primer y el quinto dedo (TS): representa la distancia lineal entre el
centro de la huella del primer dedo y el centro de la huella del quinto dedo. NTS representa

la pata control mientras que ETS la extremidad experimental.

Distancia entre los dedos intermedios (IT): representa la distancia lineal entre el
centro de la huella del segundo dedo y el centro de la huella del cuarto dedo. NIT representa

la pata control mientras que EIT, la extremidad experimental.
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NTOF

ETOF 4

Figura 21: Representacion grdfica de las variables a analizar
en el Footprint Test. En negro se muestran las patas
delanteras y en azul las patas traseras. Se indican las
variables a medir tanto en la extremidad control (N) como
en la experimental (E).

Para calcular el grado de dafio motor se utiliza el indice funcional del ciatico (SFI)
mediante la siguiente féormula:

ETOF — NTOF NPL—EPL N ETS — NTS N EIT — NIT 220

= X
SFI NTOF * EPL NTS NIT 4

Perfusion Intracardiaca

Para evaluar los cambios neuropatoldgicos, se procede al sacrificio de los animales
mediante perfusién intracardiaca con formaldehido al 4% (Casa Alvarez; Ref.
FO090101.1221.). Se realiza aproximadamente a dia 40 tras la implantacidn de las bombas
osmoticas en el Modelo Agudo, y a dia 59 tras la implantacién de las bombas osméticas en

el Modelo Cronico.
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El animal es anestesiado con tiopental 40-60 mg/kg (Tiobarbital Braun 1 g) vy
fentanilo 0.3mg/kg (Fentanest 0,05 mg/ml solucion inyectable, KERN PHARMA) via
intraperitoneal. Una vez alcanzado el plano quirurgico (ausencia de reflejo podal), el animal
se coloca sobre una rejilla, adecuada para la recogida de los liquidos de lavado vy fijacidn, y
se estiran y sujetan las extremidades. Posteriormente, se realiza un corte en la piel a la altura
del final del esterndn; se separa la piel y se cortan las costillas en paralelo a los pulmones
para exponer el corazén. Tras esto, se inserta una aguja en el ventriculo izquierdo hasta
alcanzar la aorta y, a continuacién, se realiza una incisién en la auricula derecha para
permitir el escape de la circulacién de retorno de los liquidos. En ese momento, con una
bomba peristaltica (Fisher Scientific; Ref. GP1100) se procede al lavado de los tejidos con
solucién salina 0,9% a una velocidad de 40 ml/min (300-400 ml) (GRIFOLS; Ref. 605137 ).
Finalmente se procede a la fijacién de los tejidos mediante solucién de fijado con

formaldehido al 4% (300-400 ml).

El sacrificio de los animales se llevé a cabo de acuerdo con la normativa de la
Comunidad Econdmica Europea, 2010/63/EU relativa a la proteccion de animales para fines
cientificos (Boletin Oficial de la Unidon Europea, de 20 de octubre 2010, L 276/33), en vigor
a nivel nacional desde febrero de 2013, a través del Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero

de 2013.

Extraccion y procesado de tejidos

Tras finalizar el procedimiento de perfusidn intracardiaca, se procedio a la extraccion

de los tejidos de interés (FIGURA 23).

Para la extraccion del cerebro, se procede a decapitar el animal a la altura del tronco
cerebral. Posteriormente se retira toda la piel y musculatura adyacente y se expone el
craneo del animal, extrayendo posteriormente la bomba implantada. Con ayuda de unas
pinzas no dentadas y de unas tijeras de punta curva se procede a la apertura del crdneo y
exposicion del cerebro. Con sumo cuidado se extrae el tejido, previa eliminacion de las
meninges, para evitar cortes en el mismo y se sumerge la solucién de post fijacidon

(formaldehido 4%) durante 24 horas.
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Para la obtencidn del tejido de la médula espinal, se extrae la columna vertebral
completa y se mantiene en solucién de post fijacién (formaldehido 4%) durante una semana.
Transcurrido ese tiempo, se procede a extraer la médula espinal, para ello se retira toda la
musculatura adyacente y se procede a la apertura de toda la columna con el fin de exponer
la médula. La médula se extrae y se retiran las meninges, sumergiendo de nuevo el tejido

en solucidn de post fijacion (formaldehido 4%) durante 24 horas.

Pasado el tiempo correspondiente, los tejidos son lavados con phosphate buffered
saline (PBS) y transferidos a una solucion crioprotectora de sacarosa 30% en PBS, para
deshidratarlos y evitar la formacidn de cristales durante la posterior congelacidn. La solucidn

de criopreservacion se cambia una o dos veces por semana, realizando al menos 3 cambios.

A continuacion, el tejido extraido se incluye en medio NEG-50™ (Thermo Fisher
Scientific/Richard-Allan Scientific 6502) u OCT (Optimal Cutting Temperature) y se mantiene
a -20°C hasta que el medio se solidifique. Una vez solidificado, se realizan secciones
coronales de 30um de las regiones de corteza motora en cerebro y C5-C6/L3-L5 de médula
espinal, utilizando el criostato (Microm HM505E). Los cortes fueron realizados de forma
seriada y fueron seguidamente colocados en un portaobjetos (Leica 3800200AE) y

conservados a -20°C hasta su uso para las técnicas inmunohistoquimicas.
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Figura 22: Esquema del procedimiento de extraccion y procesado de tejidos. A. Extraccion y procesado del
cerebro: Se realiza la apertura del crdneo, se extrae el cerebro, se transfiere a solucion crioproteccion, se
incluye en medio de inclusion NEG-50, se realizan cortes coronales a criostato y se colocan los cortes en
portaobjetos (2 cortes por porta). B. Extraccion y procesado de la médula espinal: Se realiza la apertura
de la columna vertebral, se extrae la médula espinal, se transfiere a solucion crioproteccion, se realizan
secciones de las zonas de interés (médula cervical y lumbar), se incluye en medio de inclusion NEG-50, se
realizan cortes coronales a criostato y se colocan los cortes en portaobjetos (3 cortes por porta).

Inmunohistoquimica

Para evaluar histopatoldgicamente los cambios producidos por el LCR, se realizaron
inmunohistoquimicas de fluorescencia para su posterior analisis mediante microscopia

confocal.

Previo al inicio del protocolo de inmunohistoquimica, el primer paso fue el lavado
de los tejidos con PBS 1X, realizando al menos 4 lavados con agitacidén suave en una placa
de movimiento orbital, ayudando con esto a eliminar el exceso de OCT y de sacarosa

presentes en los tejidos, favoreciendo con asi la penetracion de los anticuerpos.
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El procedimiento fue el siguiente: los tejidos se dejaron atemperar y fueron
colocados en camaras humedas. Posteriormente se lavaron 3 veces con PBS 1X (PBS 10X
Canvax; Ref. BR0O004) durante 5 minutos (3x5min), tras esto se permeabilizaron con PTA
(PBS 1X + Tritén x-100 al 0.1% (Sigma Aldrich; Ref. T9284) + 0.01% albimina bovina (Sigma-
Aldrich; Ref. A3733) (3x5min) y posteriormente se bloquearon los epitopos inespecificos,
mediante suero de burro al 3% en PTA, durante una hora y media a temperatura ambiente.
Seguidamente se incubaron los tejidos con el anticuerpo primario diluido en solucién de

bloqueo overnight a temperatura ambiente.

Los anticuerpos primarios utilizados para el Modelo Agudo fueron los siguientes

(TABLA 10):

e GFAP (Proteina acida fibrilar glial): es una proteina de los filamentos intermedios
gue actia como un componente estructural intracelular del citoesqueleto de los
astrocitos. Su expresion se ve incrementada con la activacién de este tipo
celular.

e |BA1l (Molécula adaptadora 1 de unién a calcio ionizado): es una proteina de
union a actina citosélica que contiene un dominio de unién a calcio especifico
de las células de microglia y ve aumentada su expresion con la activacién de
estas.

e ChAT (Acetilcolintransferasa): es una enzima que cataliza la biosintesis de la
acetilcolina, un neurotransmisor que regula la sefial de transduccién en la union
neuromuscular. Se encuentra exclusivamente en las neuronas colinérgicas del
cerebro y la médula espinal. En la ELA se ha observado una disminucion en los
niveles de ChAT.

e TDP43: es una proteina que pertenece a la familia de las ribonucleoproteinas
nucleares heterogéneas y es critica para la supervivencia de las células
nerviosas. Normalmente esta localizada en el nucleo de las células nerviosas y
gliales. Cuando existe una patologia, esta proteina transloca al citosol y se
producen acumulaciones que se manifiestan en forma de inclusiones

citoplasmaticas.
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Ubiquitina: es una proteina pequefia que participa en el proceso de
ubiquitinacion, el cual controla la degradacién proteica, asi como la estabilidad
y la localizacién intracelular de las muchas proteinas. En ELA las inclusiones
citoplasmaticas de las motoneuronas son ricas en ubiquitina.

NeuN: es una proteina localizada en el ntcleo y en el citoplasma perinuclear de
neuronas del SNC de mamiferos. Es un marcador ampliamente utilizado en la
diferenciacién neuronal para evaluar el estado de las neuronas, tanto en
situaciones fisioldégicas como patoldgicas, ya que es especifico de este tipo
celular. Diversas patologias provocan una disminucion de la inmunorreactividad

de NeuN.
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GFAP

IBA1

ChAT

TDP43

Ubiquitina

NeuN

Biolegend

Abcam

Millipore

Abcam

Abcam

Millipore

829401

ab5076

AB144p

ab57105

ab7780

MAB377

GFAP nativo
purificado de
médula
espinal bovina
Ibal Humana,
aa 135-147 (C-
terminal)
Enzima
Humana
placentaria

TDP43
Humana
completa
recombinante,
aa 1-261
Ubiquitina
Humana
completa
recombinante
Ndcleos
celulares
purificados de
cerebro de
raton, clon

A60

Chicken

Goat

Goat

Mouse

Rabbit

Mouse

1:1000

1:500

1:150

1:250

1:100

1:500

Tabla 10: Anticuerpos primarios utilizados en el Modelo Agudo. Se indica el nombre del anticuerpo, la casa
comercial, su referencia, inmundgeno, la especie donde se han realizado y la dilucién de uso.
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Los anticuerpos primarios utilizados para el Modelo Crénico fueron los siguientes

(TABLA 11):

GFAP

IBA1

ChAT

TDP43

Ubiquitina

NF (Neurofilamentos): filamento intermedio presente en el citoplasma de las
neuronas. Interviene en el mantenimiento de la estructura neuronal y en el
transporte axonal. En la ELA se aumentan los niveles en el soma y el axén
proximal, llegando a formar precipitados.

Caspasa 3: es una proteasa que participa en la muerte celular y es uno de los
principales efectores de la cascada de apoptosis, tanto en la via intrinseca como
en la extrinseca. La activacidn de esta caspasa se observa incluso antes del inicio
de la debilidad muscular.

CD86: es una glicopropteina transmembrana que participa en los estadios
iniciales de la activacién de las células T. En el modelo SOD1-G93A aumentan
los niveles de CD86 al presentar la microglia el fenotipo proinflamatorio M1.
Argl (Arginasa 1): es una enzima citosdlica dependiente de manganeso que
participa en el metabolismo de la arginina, contribuyendo a la reparacién de
tejidos. Presenta propiedades neuroprotectoras, siendo esencial para proteger
las motoneuronas del éxido nitrico dependiente de la apoptosis. Se induce
cuando la microglia presenta un fenotipo M2.

MHC Il (Complejo Mayor de Histocompatibilidad 2): glicoproteina de membrana
de las células presentadoras de antigenos. Interviene en el desarrollo de las
respuestas inmunes especificas tanto humoral como celular, participando en el
reconocimiento de los antigenos por los linfocitos T. En los tejidos afectados por
la ELA se ha visto que existe un aumento de los niveles de MHC Il. También es

considerado como un marcador de la fase de polarizacién M1.
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GFAP

IBA1

NF

ChAT

Caspasa 3

TDP43

CD86
Arg 1l

Ubiquitina

MHCII

Origene

Abcam

Biolegend

Millipore

Sigma Aldrich

Abcam

Finetest

Finetest

Biolegend

Abcam

AP31806PU-N

ab5076

841001

AB144pP

C8487

ab57105

FNab01504
FNab04801

646302

Ab180779

GFAP humana

recombinante

Ibal Humana,
aa 135-147 (C-
terminal)
Extremo C-
terminal de NF-
M de rata
Enzima humana
placentaria
Péptido
sintético
correspondiente
al sitio de corte
de la caspasa 3
humana
conjugada a KLH
TDP43 humana
completa
recombinante,
aa 1-261
Molécula CD86

Arginasa

Complejo de
ubiquitina 1gG
entrecruzado
con
glutaraldehido
desnaturalizado
Fragmento
recombinante
de MHCII
humana, aa 30-
225, dominio

extracelular

Chicken

Goat

Rabbit

Goat

Rabbit

Mouse

Rabbit

Mouse

Mouse

Rabbit

1:300
(cerebro)
1:500

(médula)

1:500

1:500

1:150

1:300

1:250

1:320
1:500

1:100

1:174,6

Tabla 11: Anticuerpos primarios utilizados en el Modelo Cronico. Se indica el nombre del anticuerpo, la casa
comercial, su referencia, inmundgeno, la especie donde se han realizado y la dilucién de uso.
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Al dia siguiente, se lavan los tejidos con PTA (3x5min) para eliminar posibles restos
de anticuerpo no unido y posteriormente son incubados con el anticuerpo secundario
correspondiente (TABLA 12 y TABLA 13) diluido en solucién de bloqueo, durante 2 horas a
temperatura ambiente y oscuridad. Ademas del anticuerpo secundario correspondiente, se

afiade DAPI (diclorhidrato de 4’,6-diamidino-2-fenilindol) y Draqg5 para la tincidon de nucleos.

Donkey Anti- Alexa Fluor Abcam ab63507 1:500
Chicken 488
Donkey Anti-Goat Alexa Fluor Invitrogen A11055 1-10 ug/ml
488
Donkey Anti-Goat Alexa Fluor Abcam ab150130 1:500
555
Donkey Anti- Alexa Fluor Invitrogen A31572 1-10 ug/ml
Rabbit 555
DAPI Biolegend 422801 1:2000
Draqg5 Abcam ab108410 1:4000

Tabla 12: Anticuerpos secundarios utilizados en el Modelo Agudo. Se indica el nombre del anticuerpo, el fluorocromo
conjugado, la casa comercial, su referencia y la dilucién de uso.
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Donkey Anti-
Chicken

Donkey Anti-Goat

Donkey Anti-Goat

Donkey Anti-
Rabbit
Donkey Anti-
Mouse
Donkey Anti-
Mouse
Donkey Anti-
Rabbit
DAPI

Draq5

Alexa Fluor
488
Alexa Fluor
488
Alexa Fluor
555
Alexa Fluor
555
Cy3

Alexa Fluor
647
Cy5

Abcam

Abcam

Abcam

Abcam

Jackson

ImmunoResearch

Abcam

Jackson

ImmunoResearch

Biolegend

Abcam

ab63507

ab150129

ab150130

ab7080

715-165-150

ab150107

711-175-152

422801
ab108410

1:500

1:500

1:500

1:400

1:400

1:400

1:300

1:2000
1:4000

Tabla 13: : Anticuerpos secundarios utilizados en el Modelo Cronico. Se indica el nombre del anticuerpo, el fluorocromo
conjugado, la casa comercial, su referencia y la dilucion de uso.

Transcurrida la incubacidn, se retira el anticuerpo secundario y se lava con PBS

(3x5min). Seguidamente, se dejan secar los portaobjetos y se montan con un cubreobjetos

y medio de montaje acuoso FLUORSAVE (Millipore 345789) adecuado para preservar la

fluorescencia.
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Adquisicion y andlisis de imagenes

Para visualizar y posteriormente analizar los resultados de las inmunohistoquimicas,
se realizd una adquisicion de imagenes mediante microscopia confocal (Olympus AF1000)
con el software Olympus FluoView FV1000. Las imagenes fueron tomadas con el objetivo
40x. Para cada marcador, se utilizé el laser correspondiente a cada una de las ondas de
excitacion de los fluorocromos utilizados. Se tomaron 3 imagenes por hemisferio de corteza
cerebral, asi como 2 imagenes por hemisferio de médula espinal. Con este numero de

imagenes se conseguia obtener una visién completa de toda la regién (FIGURA 23).

A ;T C

Figura 23: Localizacion de las imdgenes tomadas. A. 3 fotos de corteza motora por hemisferio. B. 2 fotos de asta
motora por hemisferio de médula cervical. C. 2 fotos de asta motora por hemisferio de médula lumbar.

Las imagenes se cuantificaron mediante el software Imagel v. 1.8 (NIH). La
cuantificacion se realizé por densidad éptica y se automatizd para evitar errores humanos
mediante la utilizacidon de macros (ANEXO 4), siguiendo las caracteristicas del programa. Se
ajusto el threshold de cada imagen para evitar el posible ruido de fondo. El drea de analisis

fue determinada automdaticamente por el programa de analisis del confocal.

Los resultados de TDP43 y Ubiquitina se realizaron analizando al menos 200 células
(motoneuronas ChAT) por animal y area motora cortical y medular, en las que se determind
el indice de células que presentaron traslocacion al citoplasma de la TDP43, asi como la

colocalizacién de inclusiones ubiquitinadas con TDP43.

Los resultados de Microglia se estudiaron mediante el andlisis de Sholl (283, 284). El
numero de intersecciones se calculd utilizando circulos concéntricos de 10um desde el soma
de las células de microglia. Para cada animal se analizaron un minimo de 300 células por
grupo en 400um? de diferentes secciones, a través de toda la extensién rostro-caudal de la

corteza motora.
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Analisis estadisticos

Los andlisis estadisticos, tanto de la parte electrofisiolégica como la conductual, se
realizaron con el software IBM SPSS statistics 25. Todos los resultados fueron analizados
mediante una ANOVA de medidas repetidas (ANOVA MMRR) con un factor intersujeto. Se
tomaron como significativos valores de p-valor<0,005. Los resultados se muestran como
[F(g! del efecto, gl del error), p-valor]. Las comparaciones post-hoc se realizaron aplicando

la correccién de Bonferroni para comparaciones multiples.

Los analisis de la parte histoldgica fueron realizados mediante el software GraphPad
Prism 8. Los resultados se analizaron mediante una ANOVA de una via en el Modelo Crénico
y mediante T-Student en el Modelo Agudo. Se tomaron como significativos valores de
p-valor<0,05. En las graficas se muestran los resultados como media + SEM (error estandar

de la media).
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RESULTADOS
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Animales

Los animales se mantuvieron en condiciones adecuadas de bioterio, con agua y
alimento (piensos comerciales) ad libitum, con elementos de medio ambiental enriquecido,
y condiciones ambientales de temperatura 21+1°C, permaneciendo en ciclos de

luz/oscuridad 12:12 h.

Los animales de ambos modelos fueron asignados aleatoriamente a un grupo u otro,
y todos ellos tanto en el Modelo Agudo como en el Modelo Crénico sobrevivieron al
implante de la mini-bomba osmética. En ningin momento del estudio presentaron signos
de infeccidn, ni convulsiones, agresividad, piloereccidon o postracién, todos ellos signos o
sintomas relacionados con el dolor y sufrimiento, de acuerdo con lo sefialado en el apartado
de bienestar animal del Proex 005/17. En los estudios electrofisiolégicos tampoco hubo
complicaciones, no viéndose afectados en ninglin momento por la anestesia inhalatoria con

isoflurano.

Resultados de Histologia

Modelo Agudo

Microglia en corteza motora y médula espinal

Los resultados de la inmunohistoquimica de IBA1 en la corteza motora indicaron un
aumento de la expresién de este marcador en el Grupo ELA con respecto al Grupo Control
(FIGURA 24) (TABLA 14), sin embargo, este aumento no llega a ser significativo. A pesar de
no ser significativo, si que se observé un cambio en la morfologia de estas células, ademas
el nimero de células positivas para dicho marcador si que es significativamente mayor en
el Grupo ELA (p=0,0004). Las células del Grupo ELA presentaban una morfologia
predominantemente ameboide perdiendo gran numero de sus arborizaciones, algo que no
ocurre en el Grupo Control, evidenciado en el analisis cuantitativo de Sholl, donde se
observé que el Grupo ELA presenta un numero significativamente menor de intersecciones
que el Grupo Control (FIGURA 25). Todo ello, el aumento en los niveles de marcaje, la forma
ameboide y la reduccion de ramificaciones es indicativo de una activacion de este tipo

celular.
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Control Citotoxico

Figura 24: Resultados histoldgicos de IBA-1 en la Corteza Motora del Modelo Agudo. En rojo se marcan las células de
microglia y en azul se marcan los nucleos. Escala: imdgenes superiores 100 um, imdgenes inferiores en detalle 50 um.
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Figura 25: Resultados del andlisis de IBA-1 en la Corteza Motora del Modelo Agudo. Se muestran
el numero de células IBA-1 positivas, asi como el andlisis de su fenotipo analizado mediante la
técnica Sholl.
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Los resultados de la inmunohistoquimica de IBA1 en médula espinal indicaron una
disminucion de la expresion de este marcador en el Grupo ELA con respecto al Grupo
Control, sin llegar a ser significativo (FIGURA 26) (TABLA 14). A pesar de este descenso en
los niveles de expresidn, se observé un cambio en la morfologia de estas células, ademas,
cuando se analiza el nimero de células, este es significativamente superior en el Grupo ELA
(p=0,006). Las células del Grupo ELA presentaban una morfologia menos ramificada y con
una forma mas ameboide, evidenciado en el analisis de Sholl, donde se observé que el
Grupo ELA presentaba una disminucion en el nimero de intersecciones mayor que el Grupo
control, ademads, la media de intersecciones del Grupo ELA era menor que la del Grupo

Control (FIGURA 27). Estos resultados son indicativos de una activacion de este tipo celular.

Control Citotoxico

IBA-1/ DAPI

Figura 26: Resultados histoldgicos de IBA-1 en la Médula Espinal del Modelo Agudo. En rojo se marcan las células de
microglia y en azul se marcan los nucleos. Escala: imdgenes superiores 100 um, imdgenes inferiores en detalle 50 um.
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Figura 27: Resultados del andlisis de IBA-1 en la Médula Espinal del Modelo Agudo. Se muestran el numero de
células IBA-1 positivas, asi como el andlisis de su fenotipo analizado mediante la técnica Sholl.

IBA1 Control ELA

Corteza Motora 22987 + 6929 32087 + 5490

Médula Espinal 19996 + 3288 15943 + 2639

Tabla 14: Resultados del andlisis del marcaje de IBA-1 tanto de la Corteza Motora como de la Médula Espinal del
Modelo Agudo. Los resultados se muestran como Media+SEM.
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Astrocitos en corteza motora y médula espinal

Los cambios astrogliales provocados por la infusién de LCR se analizaron a través del
marcador GFAP. Los resultados en la corteza motora de GFAP (FIGURA 28) indicaron un
aumento significativo de los niveles de astrocitos en el Grupo ELA con respecto al Grupo
Control (p=0,0056) (FIGURA 30) (TABLA 15). Estos resultados son indicativos de un aumento
del marcaje en el citoesqueleto de los astrocitos, lo que demuestra una astrogliosis en el
Grupo ELA, pasando a un estado activado. Esto correlaciona con el aumento de la microglia
mencionado anteriormente, indicando una activacidn del proceso neuroinflamatorio en la

corteza de estos animales.

Control Citotoxico

/ DAPI

Figura 28: Resultados histolégicos de GFAP en la Corteza Motora del Modelo Agudo. En verde se marcan los astrocitos
y en azul se marcan los nucleos. Escala: imdgenes superiores 100 um, imdgenes inferiores en detalle 50 um.
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Los resultados en médula espinal de GFAP indicaron que al igual que sucedia en
corteza motora, existe un aumento significativo de los niveles de astrocitos en el Grupo ELA,
mostrandose mas protopldsmicos con respecto al Grupo Control (p<0,0001) (FIGURA 29)

(FIGURA 30) (TABLA 15).

Control itotéxico

"o

/ DAPI

Figura 29: Resultados histoldgicos de GFAP en la Médula Espinal del Modelo Agudo. En verde se marcan los astrocitos
y en azul se marcan los nucleos. Escala: imdgenes superiores 100 um, imdgenes inferiores en detalle 50 um.
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Figura 30: Resultados GFAP del Modelo Agudo. Se muestra la expresion de GFAP tanto en la Corteza Motora como en
la Médula Espinal. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.

GFAP Control ELA
Corteza Motora 41701 + 3918 55812 + 2808
Médula Espinal 62653 + 4545 90529 + 4037

Tabla 15: Resultados del andlisis del marcaje de GFAP tanto de la Corteza Motora como de la Médula Espinal del
Modelo Agudo. Los resultados se muestran como Media+SEM.

Neuronas en corteza motora y médula espinal

El principal hallazgo tanto en pacientes como en modelos animales es la
degeneracion neuronal, es por ello que, en este estudio, se analizd la posible degeneracion
neuronal mediante el marcador NeuN, ya que es una proteina localizada en el nicleo y en
el citoplasma perinuclear de neuronas del SNC y permite evaluar el estado de las neuronas,
tanto en situaciones fisiolégicas como patoldgicas, debido a que es especifico de este tipo
celular. Los resultados de las inmunohistoquimicas realizadas en corteza motora indicaron
una disminucion de la inmunorreactividad de este marcador en el Grupo ELA con respecto

al Control, sin llegar a ser significativo (p=0,0992) (FIGURA 31) (TABLA 16).

Por su parte, los resultados de las inmunohistoquimicas realizadas en médula espinal
también mostraban una disminucién no significativa (p=0,0636) de los niveles de este

marcador en el Grupo ELA con respecto al Control (FIGURA 31) (TABLA 16).

Los resultados tanto de corteza motora como de médula espinal indican que existe

una pérdida de las neuronas en estos animales.
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Figura 31: Resultados del andlisis del marcaje de NeuN tanto en la Corteza Motora como en la Médula Espinal del
Modelo Agudo. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.

NeuN Control ELA
Corteza Motora 66330 + 15803 33579 + 8784
Médula Espinal 210486 + 15928 180571 + 9976

Tabla 16: Resultados del andlisis del marcaje de NeuN tanto de la Corteza Motora como de la Médula Espinal del
Modelo Agudo. Los resultados se muestran como Media+SEM.

Acetilcolintransferasa en corteza motora y médula espinal

Al conocer los resultados de la pérdida neuronal en general, se analizaron de forma
concreta los cambios en las motoneuronas ya que son el tipo neuronal mas afectado en esta
patologia. La acetilcolintransferasa, enzima que cataliza la biosintesis de acetilcolina, se
encuentra exclusivamente en las neuronas colinérgicas del cerebro y la médula espinal, por

lo que es un buen marcador para evaluar los cambios en las motoneuronas de este modelo.

Los resultados de la inmunohistoquimica de ChAT en corteza motora (FIGURA 32)
indicaron una reduccion significativa (p=0,0103) de la intensidad de este marcador en el
Grupo ELA con respecto al Grupo Control, lo cual es indicativo de una reduccién en el

nimero de motoneuronas en estos tejidos.
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Los resultados de la inmunohistoquimica de ChAT en médula espinal, al igual que los
de corteza motora, indicaron una reduccién significativa (p=0,0001) (FIGURA 33), de la
intensidad de este marcador en el Grupo ELA con respecto al Grupo Control, lo que indica
una reduccién en el nimero de motoneuronas en estos tejidos. Ademas, el andamiaje
neuronal, compuesto por la presencia de columnas organizadas de dendritas y axones, se
preservaba en el Grupo Control, mientras que en el Grupo Citotdxico se observd no
ordenado, con un patrdén erratico en la disposicién de las dendritas, asi como en la densidad

de marcaje en las células ChAT positivas.

Control Citotoxico ‘

/ DAPI

Figura 32: Resultados histolégicos de ChAT en la Corteza Motora del Modelo Agudo. En verde se marcan los
motoneuronas y en azul se marcan los ndcleos.
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Figura 33: Resultados del andlisis del marcaje de ChAT tanto en la Corteza Motora como en la Médula Espinal del
Modelo Agudo. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.
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Inclusiones intracitoplasmdticas en corteza motora y médula espinal

Uno de los aspectos mas relevantes en la neuropatologia de la ELA es la aparicion de
inclusiones intracitoplasmaticas, la mayoria de ellas positivas para TDP43, es por ello que en
los tejidos del Modelo Agudo se analizé la presencia de estas inclusiones tanto en corteza

motora como en médula espinal.

Los resultados (TABLA 17), tanto de corteza motora como de médula espinal
(FIGURA 34) mostraban un aumento significativo (p=0,0078 y p<0,0001 respectivamente)
de las inclusiones citoplasmaticas en el Grupo ELA con respecto al Grupo Control (FIGURA

35), indicativo de la desregulacion de esta proteina y caracteristico de esta patologia.

17524 + 3650 7039 + 1785

_ 110311 + 19127 38411 + 6775

Tabla 17: Resultados del andlisis del marcaje de ChAT tanto de la Corteza Motora como de la Médula Espinal del
Modelo Agudo. Los resultados se muestran como Media+SEM.
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Figura 34: Resultados histoldgicos de ChAT y Ubiquitina en la Médula Espinal del Modelo Agudo. En verde se marcan
las motoneuronas, en rojo las inclusiones ubiquitinadas y en azul se marcan los ntcleos.
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Figura 35: Resultados del numero de inclusiones intracitoplasmdticas tanto en la Corteza Motora como en la Médula
Espinal del Modelo Agudo. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.
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Modelo Crénico
Microglia en corteza motora y médula espinal

Los resultados histoldgicos de IBA1 en corteza motora (FIGURA 36), de los animales
del Modelo Crénico se analizaron mediante el analisis Sholl, teniendo en cuenta una
superficie minima de 400um?. Los resultados mostraron un aumento significativo de la
microgliosis en el Grupo ELA-Citotdxico (p=0,0058). Sin embargo, cuando se realiza el
analisis de Sholl (FIGURA 37), el Grupo ELA-Citotdxico mostraba una reduccidn significativa
de la media del nimero de intersecciones con respecto a los otros dos grupos, ademas el
Grupo ELA-No Citotéxico mostraba menor nimero de intersecciones que el Control [F(2,

5654)=1398, p<0,0001].

Control No Citotoxico Citotoxico

Figura 36: Resultados histoldgicos de IBA-1 en la Corteza Motora del Modelo Crénico. En rojo se marcan las células
de microglia y en azul se marcan los ntcleos.

IBA-1 / DAPI

Por su parte los resultados de IBA1 de médula espinal muestran un aumento
significativo del nimero de células positivas para este marcador, indicando un aumento de
la microgliosis en este tejido al igual que sucedia con la corteza motora. Los analisis de Sholl
(FIGURA 38) muestran un cambio en la morfologia, de forma transitoria, pasando de una
morfologia arborizada (quiescente en reposo) a una morfologia ameboide y abastonada

(activa y fagocitica) en el grupo de LCR Citotéxico.
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Figura 37: Resultados del estudio del estado de activacion de la microglia en la Corteza Motora del Modelo Crénico a
través del andlisis de Sholl.
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Figura 38: Resultados del estudio del estado de activacion de la microglia en la Médula Espinal del Modelo Crénico a
través del andlisis de Sholl.
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Ademas de efectuar este analisis, se realizaron otras dos inmunohistoquimicas para
estudiar si la microglia mostraba patrones de polarizacién proinflamatorio (M1) o
antiinflamatorio (M2), para ello se utilizaron los marcadores CD86, proteina caracteristica
de los estadios proinflamatorios o M1, y Arginasal, enzima caracteristica del estadio

antiinflamatorio o M2.

Los resultados de CD86 en corteza motora (FIGURA 39) indican un aumento de los
niveles de este marcador en el Grupo ELA-Citotdxico con respecto al Grupo Control y ELA-
No Citotdxico, pero sin llegar a ser significativo estadisticamente [F(2, 330)=2,448,
p=0,0880] (FIGURA 41). Por su parte, los resultados de ARG1 en corteza motora (FIGURA 39)
muestran una reduccién significativa del marcaje en el Grupo ELA-Citotdxico con respecto a

los Grupos Control y ELA-No Citotéxico [F(2, 355)=4,746, p=0,0092] (FIGURA 42).

Los resultados de CD86 en médula espinal (FIGURA 40) indican un incremento
significativo de los niveles de este marcador en el Grupo ELA-Citotdxico y ELA-No Citotdxico
con respecto al Grupo Control [F(2, 503)=16,89, p<0,0001] (FIGURA 41). Por su parte, los
resultados de ARG1 en médula espinal (FIGURA 40) indican diferencias significativas entre
los grupos [F(2, 447)=3,581, p=0,0286], concretamente muestran un aumento no
significativo del marcaje en el Grupo ELA-No Citotéxico (p=0,5354) y una reduccién

significativa en el Grupo ELA-Citotéxico (p=0,0237) (FIGURA 42).

Los resultados relativos a la microglia IBA1+ nos indican que, en el Grupo Control,
las células de microglia se encontraban en un estadio quiescente o de reposo, con una forma
mas ramificada; por su parte en el Grupo ELA-No Citotdxico mostraba un descenso en el
numero de células positivas para este marcador, sin embargo, estas células comenzaban a
presentar un fenotipo mas activo, ya que el nUmero de intersecciones en el andlisis de Sholl
es menor que en el Grupo Control. Por ultimo, el Grupo ELA-Citotdéxico mostraba un
descenso mayor en el nimero de intersecciones, indicativo de que las células de microglia

se encontraban en un estadio activado, con forma mas ameboide.
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Esto correlaciona con los resultados de polarizacion ya que observamos que, tanto
en el estadio M1 como M2, los niveles de marcaje del Grupo Control eran inferiores,
indicativo de la no activacidon microglial. Sin embargo, los niveles de estos marcadores eran
mayores en los Grupos ELA, indicando la activacion de este tipo celular. Es interesante
indicar que el Grupo ELA-No Citotodxico presentaba una elevacion del marcaje de ARG1, por
lo cual estas células presentaban, asi mismo, una microglia activada en estado
antiinflamatorio, sin embargo, el Grupo ELA-Citotéxico presentaba mayor marcaje en CD86,
indicativo de activacién microglial en estadio pro-inflamatorio.

Polarizacion de la Microglia
Corteza Motora

Control No Citotoxico Citotoxico

/ CD86 / DAPI

/| ARG / DAPI

Figura 39: Resultados de la polarizacion (M1 'y M2) de la microglia en la Corteza Motora del Modelo Crénico. En la
parte superior se representa en verde las células IBA-1+, en rojo las células CD86+ y en azul los nucleos. En la parte
inferior se representa en verde las células IBA-1+, en rojo las células ARG-1+y en azul los ntcleos. Escala 100 um.
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Polarizacion de la Microglia
Médula Espinal
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Figura 40: Resultados de la polarizacion (M1 y M2) de la microglia en la Médula Espinal del Modelo Cronico. En la
parte superior se representa en verde las células IBA-1+, en rojo las células CD86+ y en azul los ntcleos. En la parte
inferior se representa en verde las células IBA-1, en rojo las células ARG-1+y en azul los nucleos. Escala 100 um.
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Figura 41: Resultados del andlisis de la intensidad de marcaje de CD86 tanto en Corteza Motora como en Médula
Espinal del Modelo Cronico. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.
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Figura 42: Resultados del andlisis de la intensidad de marcaje de ARG-1 tanto en Corteza Motora como en Médula
Espinal del Modelo Cronico. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.

Complejo Mayor de Histocompatibilidad Il en corteza motora y médula espinal

El MHCIl es una glicoproteina de membrana de las células presentadoras de
antigenos. Interviene en el desarrollo de las respuestas inmunes especificas tanto humoral
como celular, participando en el reconocimiento de los antigenos por los linfocitos Ty, en
consecuencia, en el proceso neuroinflamatorio durante el desarrollo de la patologia,
ademads forma parte de los marcadores propios de la polarizacién microglial de la fase M1.
Se realizé una inmunohistoquimica para este marcador y los resultados de corteza motora
(FIGURA 43), indicaron un aumento significativo [F(2,165)=9,449, p=0,0001] del marcaje
tanto en el Grupo ELA-No Citotdxico (p=0,0459) como en el Grupo ELA-Citotdxico (p<0,0001)
con respecto al Grupo Control. Por su parte los resultados de médula espinal mostraban un
aumento significativo de este marcador en el Grupo ELA-Citotoxico [F(2,48)=4,659,
p=0,0142] siendo significativo en este caso solo el Grupo ELA-Citotdxico (p=0,0196) (FIGURA
44).
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Figura 43: Resultados histolégicos de MHCII, CD11b y GFAP en la Corteza Motora del Modelo Crdnico. En rojo se
muestran las células GFAP+, en blanco las células MHCII+, en verde las células CD11b+ y en azul los ntcleos. Escala
100 um.
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Figura 44: Resultados del andlisis de la intensidad de marcaje de MHCII tanto en Corteza Motora como en Médula
Espinal del Modelo Crénico. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.

Astroglia en corteza motora y médula espinal

A continuacion, se procedioé a analizar otro aspecto del proceso neuroinflamatorio,
analizando los cambios en los astrocitos. Para ello, se realizaron inmunohistoquimicas
utilizando como marcador la GFAP. Los resultados en la corteza motora (FIGURA 45),
indicaron un aumento significativo de los niveles de astrocitos en el Grupo ELA-Citotdxico
[F(2, 27)=5,020, p=0,0140]. Los resultados en médula espinal (FIGURA 46) indicaron un
aumento significativo de los niveles de astrocitos en el Grupo ELA-Citotdxico [F(2, 45)=5,558,
p=0,07]. Estos resultados mostraron un aumento de la astrogliosis en los Grupos ELA en
estos tejidos, indicando la activacion de este tipo celular tanto en la corteza como en la
médula (FIGURA 47). Esto correlacionaba con el incremento de la microglia mencionado
anteriormente, indicando una activacién del proceso neuroinflamatorio en la corteza de

estos animales.
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Figura 45: Resultados histolégicos de GFAP en la Corteza Motora del Modelo Crénico. En verde se marcan los astrocitos
y en azul se marcan los nucleos. Escala: imdgenes superiores: 100 pm, imdgenes en detalle: 50 um
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Figura 46: Resultados histoldgicos de GFAP en la Médula Espinal del Modelo Crdnico. En verde se marcan los astrocitos
y en azul se marcan los nucleos. Escala: imdgenes superiores: 100 um, imdgenes en detalle: 50 um
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Figura 47: Resultados del andlisis del marcaje de GFAP del Modelo Crénico. Se muestra la expresion de GFAP tanto
en la Corteza Motora como en la Médula Espinal. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.

Acetilcolintransferasa en corteza motora y médula espinal

Los resultados de la inmunohistoquimica de ChAT en la corteza motora [F(2,
1069)=44,29, p<0,0001] (FIGURA 48), indicaron una reduccion significativa de la intensidad
de este marcador en la corteza motora del Grupo ELA-Citotoxico (p<0,0001), esto es
indicativo de una reduccidon en el niumero de motoneuronas en estos tejidos. En el Grupo
ELA-No Citotdxico habia un aumento de los niveles de marcaje con respecto a los dos Grupos
(p=0,003). La variacién en el marcaje observada en los tres grupos se correlaciona con el
aumento de las células ChAT positivas a caspasa 3, siendo este marcaje mas acusado en la

médula espinal (FIGURAS 49 y 50).

141



Control No Citotoxico Citotéxco

.

Control No Citotoxico Citotoxico

CASP3 / ChAT

Figura 48: Resultados histolégicos de ChAT y Caspasa 3 en la Corteza Motora del Modelo Crénico. En verde se
marcan los motoneuronas, en azul se marcan los ntcleos y en rojo las células Caspasa 3+. Escala: imdgenes
superiores: 100 um, imdgenes parte media: 50 um, imdgenes detalle: 10 um.
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Figura 49: Resultados histoldgicos de ChAT y Caspasa 3 en la Médula Espinal del Modelo Crdnico. En verde se
marcan los motoneuronas, en azul se marcan los ntcleos y en rojo las células Caspasa 3+. Escala 50 um.
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Figura 50: Resultados del andlisis del marcaje de ChAT tanto en la Corteza Motora como en la Médula Espinal del
Modelo Cronico. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.
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Neurofilamentos en corteza motora y médula espinal

Los neurofilamentos son unas proteinas estructurales del citoesqueleto de los
axones. Los resultados de la inmunohistoquimica en la corteza motora evidencian una
estructura conservada de estos neurofilamentos en el Grupo Control, mientras en los
Grupos ELA se produce una desorganizacidn, asi como agregacién, ademds de mostrar una
disminucién en los niveles de marcaje (FIGURA 51). Por su parte los resultados de la médula

espinal indicaron una marcada reduccion de los niveles de neurofilamentos en el Grupo ELA-

Citotdxico.
Expresion NF Expresion NF
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Figura 51: Resultados del andlisis del marcaje de Neurofilamentos tanto en la Corteza Motora como en la Médula
Espinal del Modelo Cronico. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.
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Inclusiones intracitoplasmadticas en corteza motora y médula espinal

Al igual que sucedia en el Modelo Agudo, era interesante evaluar si la infusidn
crénica de LCR produciria una traslocaciéon de TDP43 al citoplasma de las motoneuronas, es
por ello que se realizé una inmunohistoquimica para TDP43 y los resultados de la corteza
motora (FIGURA 52) indicaron un aumento de las inclusiones de TDP43 en los grupos ELA
[F(2,6)=212,6, p<0,0001], llegando a ser significativo en el Grupo ELA-Citotéxico (p<0,0001).
Por su parte en la médula espinal (FIGURA 53), se observaba la misma tendencia [F(2,
15)=94,77, p<0,0001], siendo el aumento significativo en el Grupo ELA-Citotdxico (p<0,0001)
(FIGURA 54). Ademas, la presencia de inclusiones ubiquitinadas muestran que es evidente
una alteracién de la via del proteasoma, ya que la traslocacién del nucleo al citoplasma de
la TDP43 en agregados o inclusiones activa esta via, la cual es responsable de la degradacion
de agregados de proteinas y de la eliminacion de proteinas mal plegadas. En los animales
citotoxicos fue evidente el incremento de las inclusiones y su localizacién con la expresion

de TDP43 citoplasmatico.

Inclusiones Citoplasmaticas
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Figura 52: Inclusiones intracitoplasmdticas en la Corteza Motora. se muestran en verde las motoneuronas, en rojo la
ubiquitina, en blanco la TDP43 y en azul los nucleos. Escala 100 um.
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Inclusiones Citoplasmaticas
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Figura 53: Inclusiones intracitoplasmdticas en la Médula Espinal. se muestran en verde las motoneuronas, en rojo la
ubiquitina, en blanco la TDP43 y en azul los nucleos. Escala 100 um
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Figura 54: Resultados del numero de inclusiones intracitoplasmadticas, tanto en la Corteza Motora como en la
Meédula Espinal del Modelo Cronico. Las grdficas muestran los valores de Media+SEM.

146



Resultados electrofisiolégicos

Como parte del estudio Agudo y Crénico, se realizd un EMG a los animales, donde
se registro el reflejo H estimulando en el espacio retromaleolar y registrando en la regién

plantar.

Para estudiar la dindmica de reclutamiento de las ondas M y H que se producen en
el reflejo H, asi como para determinar la intensidad a la que se estabilizan las amplitudes de
M y H (intensidad de interés para luego aplicar el protocolo de frecuencias), se siguio el
siguiente protocolo: se fij6 la frecuencia a 0,2Hz y se fue aumentando progresivamente la
intensidad de los estimulos desde 0,1mA hasta 10mA. Concretamente, se dieron un minimo
de 5 pulsos en cada una de las siguientes intensidades: 0.1; 0.3; 0.5; 0.7; 0.9; 1; 2; 3; 4, 5, 6;
7;8;9y 10 mA.

Para para estudiar las respuestas tanto directas (onda M), como a través de la
sinapsis espinal, para generar la onda H en funcion del aumento de las frecuencias (Hz), se
siguid el siguiente protocolo: se fijé la intensidad a la cual las ondas M y H se estabilizaron
en el protocolo de intensidades y se fue aumentando progresivamente la frecuencia desde
0,2Hz hasta 10Hz. En concreto se dieron un minimo de 5 pulsos en cada una de las siguientes

frecuencias: 0.2;0.5; 1; 2;4;6; 8; y 10 Hz

A continuacién, se muestran los resultados obtenidos divididos por protocolo y

onda.

Modelo Agudo
Intensidades onda M Modelo Agudo

El primer paso fue conocer si tanto el Grupo Control como el Grupo ELA eran iguales
al inicio del estudio. Teniendo en cuenta el dia PRE, todas las intensidades, ambas
extremidades y ambos Grupos, se realizdé un ANOVA MMRR que mostré que no existian
diferencias en funcién del Grupo [F(1, 15)=0,309, p= 0.587]. Todo esto nos indicaba como
se mencionaba anteriormente, que ambos Grupos eran iguales al inicio, lo que evitaba la

necesidad de realizar una normalizacion de los datos.
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La FIGURA 55 muestra los resultados de ambos Grupos. En ambos Grupos se observa
de forma general, cémo el perfil de reclutamiento de la onda M comienza primero
aumentando de forma progresiva en las intensidades bajas; tras el aumento progresivo de
la intensidad, la amplitud de la onda comienza una fase de crecimiento exponencial hasta
gue, a intensidades altas, se produce una estabilizacién de la amplitud de la onda, indicando
gue se alcanza el maximo de unidades motoras que se pueden reclutar en la localizacién de

registro.

Los resultados intra-grupo indicaron que, si se tomaba cada extremidad como un
individuo independiente, no habia diferencias significativas a lo largo de los dias. En el Grupo
Control se muestra que la amplitud de la onda M no varia de forma significativa a lo largo
de los dias, lo que es indicativo de que estos animales no presentan dafio neuronal debido
a que la magnitud de las respuestas musculares no cambia, reclutando y activando todo el

pool neuronal presente conforme aumenta la estimulacién.

Por su parte, en el Grupo ELA, a pesar de que no existen diferencias intra-grupo a lo
largo de los dias, si que se observan tendencias diferentes al Grupo Control. Se produce un
aumento de la amplitud en el dia 3 post implantacién, sin embargo, este aumento de la
amplitud no se mantiene y se produce en los siguientes dias un descenso progresivo de la
amplitud, viéndose éste incrementado el ultimo dia del estudio. El incremento inicial de la
amplitud puede ser debido a un mecanismo compensatorio provocado por la afectacion
cortical, ya que el LCR se aplica intraventricularmente. Sin embargo, a pesar de este
aumento de excitabilidad espinal durante los primeros dias del estudio, se observa
afectacién cuando se intenta optimizar la activacién neuronal, lo cual es indicativo de
muerte neuronal, ya que no es posible reclutar al maximo, como sucedia en el Grupo Control

causando el descenso en la amplitud de la onda M.
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Por otro lado, era interesante conocer si al tener en cuenta las extremidades existiria
alguna diferencia entre los Grupos (FIGURA 55), por ello, se realizé un ANOVA MMRR para
ver si existian diferencias entre los Grupos teniendo en cuenta ambas extremidades, todos
los dias y todas las intensidades. Globalmente, no se encontraron diferencias entre los
Grupos [F(1, 13)=0,301, p=0,592], tampoco se encontraron diferencias globales en la
interaccion cuadruple Dia-Extremidad-Intensidad-Grupo [F(56, 728)=0,839, p=0,793]. A
pesar de no existir un efecto global, se realizaron las pruebas post hoc corregidas por la
prueba de Bonferroni. En este caso no se observd, al igual que sucedia globalmente, ningin

valor significativamente diferente.
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Intensidades Onda M Modelo Agudo

Control

— Pre
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--- Dial4
— Dia21
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Figura 55: Resultados electrofisioldgicos de la Onda M en el protocolo de intensidades del Modelo Agudo. Se
muestran los promedios de las curvas de reclutamiento de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Intensidades Onda H Modelo Agudo

Al igual que sucedia en la onda M, en la onda H se realizé una comparacion en el dia
de inicio de ambos Grupos. Es por ello que teniendo en cuenta todas las intensidades, ambas
extremidades y ambos Grupos, se realizdé un ANOVA MMRR que mostré que no existian
diferencias en funciéon del Grupo [F(1, 14)=1,247, p= 0.283]. Esto nos indica, como se
mencionaba anteriormente, que ambos Grupos son iguales al inicio, lo que evita la

necesidad de realizar una normalizacion de los datos.

La FIGURA 56 muestra los resultados de ambos Grupos tomando cada extremidad
de cada animal como un individuo independiente. En ambos Grupos se observa, de forma
general, como la amplitud de la onda H comienza primero aumentando de forma progresiva,
posteriormente, al aumentar la intensidad, comienza una fase de crecimiento exponencial

hasta que, a intensidades altas, se produce una estabilizacién de la amplitud de la onda.

A pesar de que la amplitud de las ondas sigue este patrén mencionado a lo largo de
todos los dias del estudio, en el Grupo Control se muestra que la amplitud de la onda H no
varia de forma significativa a lo largo de los dias, lo que es indicativo, al igual que sucedia en
la onda M, de que estos animales no presentan dafio neuronal debido a que son capaces,

conforme aumenta la estimulacidn, de reclutar y activar todo el pool neuronal presente.

Por su parte, en el Grupo ELA a pesar de no ser significativo, observamos a
intensidades altas, es decir, cuando se recluta el maximo de neuronas, un descenso de la
amplitud en los primeros dias del estudio, sin embargo, este descenso de la amplitud no se
mantiene y se produce en los siguientes dias, un aumento progresivo de la amplitud. El
incremento producido en los ultimos dias puede estar relacionado con el intento de estos
animales de activar un mecanismo compensatorio que ayude a revertir la muerte neuronal

que esta sucediendo.

Estadisticamente, se realiz6 un ANOVA MMRR para ver si existian diferencias entre
los Grupos teniendo en cuenta ambas extremidades, todos los dias y todas las intensidades.
Globalmente, no se encontraron diferencias entre los Grupos [F(1, 12)=2,070, p=0,176],
tampoco se encontraron diferencias globales en la interaccidon cuddruple Dia-Extremidad-

Intensidad-Grupo [F(56, 672)=1,126, p=0,252].
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A pesar de no existir un efecto global, se realizaron las pruebas post hoc corregidas
por la prueba de Bonferroni. Al analizar la interaccidn cuadruple, se encontraron diferencias
significativas en ambas extremidades. En la extremidad derecha las diferencias fueron en el
dia 7, en las intensidades 4 (p=0,042) y 5 (p=0,048), asi como en el dia 14, en las intensidades
0,3 (p<0,001) y 0,5 (p<0,001). En cuanto a la extremidad izquierda, se encontraron
diferencias en el dia 14, en las intensidades 0,3 (p=0,015), 0,5 (p=0,013), 0,7 (p=0,024) y 0,9
(p=0,016).
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Intensidades Onda H Modelo Agudo
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Figura 56: Resultados electrofisiologicos de la Onda H en el protocolo de intensidades del Modelo Agudo. Se
muestran los promedios de las curvas de reclutamiento de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Frecuencias Onda M Modelo Agudo

Tal y como se realizd en el protocolo de intensidades, lo primero que se comprobd
en el protocolo de frecuencias fue siambos Grupos eran iguales al inicio. Para ello, se realizo
un ANOVA MMRR teniendo en cuenta todas las frecuencias, ambas extremidades y ambos
Grupos. Los resultados mostraron que no existen diferencias entre los Grupos previo a la

cirugia [F(1, 15)=1,072, p=0,317].

En la FIGURA 57 se pueden observar que los resultados intra-grupo fueron los

siguientes:

En el Grupo Control se observa como la amplitud desciende conforme aumenta la
frecuencia de forma progresiva. En cuanto a los dias, se produce un aumento de las
amplitudes al inicio del estudio que posteriormente disminuye hasta colocarse en niveles
minimos a mitad del estudio, posteriormente se produce un nuevo aumento para finalizar

las amplitudes por debajo del dia basal.

El Grupo ELA presenta un descenso progresivo en los primeros dias, sin embargo,
este descenso es mas acusado en las frecuencias mas altas, este descenso ocurre en paralelo
a lo largo de todos los dias, lo cual es indicativo de que las sinapsis no se ven afectadas sino
de que existe una muerte de motoneuronas. En cuanto a la evolucidn respecto a los dias,
también en la FIGURA 57, se puede observar cémo existe un aumento en el dia 3 post
quirurgico, este aumento de las amplitudes desaparece, convirtiéndose en un descenso

progresivo hasta el final del estudio.

Estadisticamente, se realizé un ANOVA MMRR para ver si existian diferencias entre
los Grupos teniendo en cuenta ambas extremidades, todos los dias y todas las frecuencias.
Globalmente, no se encontraron diferencias entre los Grupos [F(1, 14)=0,865, p=0,368],
tampoco se encontraron diferencias globales en la interaccion cuddruple Dia-Extremidad-

Frecuencia-Grupo [F(28, 392)=0,760, p=0,808].

A pesar de no existir un efecto global, se realizaron las pruebas post hoc corregidas
por la prueba de Bonferroni. En este caso no se observd, al igual que sucedia globalmente,

ningun valor significativamente diferente.
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Frecuencias Onda M Modelo Agudo
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Figura 57: Resultados electrofisiologicos de la Onda M en el protocolo de frecuencias del Modelo Agudo. Se
muestran los promedios de la evolucion de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Frecuencias Onda H Modelo Agudo

Al realizar un ANOVA MMRR teniendo en cuenta todas las frecuencias, ambas
extremidades y ambos Grupos, los resultados mostraron que no existen diferencias entre

los Grupos en el dia basal [F(1, 14)=1,038, p=0,326].

Las amplitudes de la onda H descienden de forma mads acusada de lo que sucedia en
la onda M, esto es debido a que la onda M no depende de las sinapsis espinales, algo que si

sucede con la onda H ya que este reflejo depende de dichas sinapsis.

En el Grupo Control se observa cdmo la amplitud desciende, conforme aumenta la
frecuencia, de forma mds acusada con las frecuencias mas altas. En cuanto a los dias, se
produce un descenso de las amplitudes al inicio del estudio, este descenso se ve reducido
en los Ultimos dias del estudio, hasta situarse en valores por encima del basal en el dultimo

dia del estudio (FIGURA 58).

El Grupo ELA presenta un descenso progresivo en las frecuencias bajas y mas
acusado en las frecuencias mas altas, este descenso ocurre en paralelo a lo largo de todos
los dias, lo cual es indicativo de que las sinapsis no se ven afectadas, sino de que existe una
muerte de motoneuronas. En cuanto a la evolucién respecto a los dias, en la FIGURA 58 se

puede observar cdmo existe un descenso ligero a lo largo de todos los dias del estudio.

Estadisticamente, se realizé un ANOVA MMRR para ver si existian diferencias entre
los Grupos teniendo en cuenta ambas extremidades, todos los dias y todas las frecuencias.
Globalmente, no se encontraron diferencias entre los Grupos [F(1, 12)=1,647, p=0,224],
tampoco se encuentran diferencias globales en la interaccion cuadruple Dia-Extremidad-

Frecuencia-Grupo [F(28, 336)=0,748, p=0,821].

A pesar de no existir un efecto global, se realizaron las pruebas post hoc corregidas
por la prueba de Bonferroni. Al analizar la interaccién cuadruple, se encontraron diferencias
significativas en la extremidad derecha. Concretamente las diferencias se encontraron en el

dia 7, en las frecuencias 4 (p=0,033), 6 (p=0,045), 8 (p=0,042) y 10 (p=0,043).
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Frecuencias Onda H Modelo Agudo
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Figura 58: Resultados electrofisioldgicos de la Onda H en el protocolo de frecuencias del Modelo Agudo. Se muestran
los promedios de la evolucion de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Modelo Crénico

Intensidades Onda M Modelo Cronico

Al igual que en el Modelo Agudo, es importante conocer si todos los Grupos son
iguales en el inicio del estudio, ya que si no lo fueran deberiamos realizar una normalizacidn
de los datos. Se realiz6 un ANOVA MMRR teniendo en cuenta el dia basal, las dos
extremidades y todas las intensidades, resultando que todos los Grupos eran iguales [F(2,

12)=2,136, p=0,161].

El perfil de reclutamiento general de la onda M es el siguiente: cuando se comienza
a estimular el musculo a intensidades bajas no se produce respuesta alguna, hasta que se
llega a una intensidad umbral a la cual comienza a aumentar la amplitud de la onda de forma
progresiva. Al continuar estimulando a intensidades progresivamente mas altas, la amplitud
de la onda entra en una fase de crecimiento exponencial, hasta que, a intensidades altas, la

amplitud se estabiliza.

A pesar de que este es el perfil de reclutamiento de la onda de forma general, existen
ciertas diferencias en los perfiles que siguen los Grupos a lo largo de los dias, sin embargo,
estas diferencias no son estadisticamente significativas (FIGURA 59). En el Grupo Control se
observa un aumento de las amplitudes en los primeros dias, provocado por una
hiperexcitabilidad espinal como consecuencia del deterioro cortical y del consecuente
mecanismo de compensacion, sin embargo, a partir del dia 28 se produce un descenso de
las amplitudes, debido al deterioro progresivo de las motoneuronas de la médula espinal,
siendo las amplitudes menores que las del dia basal. En el Grupo No Citotdxico se observa
un aumento de las amplitudes de la onda M conforme evolucionan las semanas, salvo en el
dia 28, que se produce un descenso de la amplitud recuperdndose posteriormente a los
niveles de dias anteriores, siendo estas amplitudes mayores que el dia basal, indicando un
aumento de hiperexcitabilidad de las motoneuronas. Por ultimo, el Grupo Citotdxico posee
un perfil muy similar al No Citotéxico, con la salvedad de que en el dia 7 se produce un

aumento mayor de las amplitudes de la onda M, que posteriormente vuelve a descender.
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Con el dato de que los 3 Grupos eran iguales al inicio, se procedid a realizar el analisis
del resto de los dias sin la necesidad de normalizacién. Se realiz6 un ANOVA MMRR vy los
resultados indicaron que no existia diferencias entre los Grupos [F(2, 12)=0,444, p=0,652],
sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la interaccién cuadruple Dia-
Extremidad-Intensidad-Grupo [F(224, 1344)=1,189, p=0,040]. Este resultado nos llevd a
realizar un analisis post hoc corregido por la prueba de Bonferroni, que indicaron que las
diferencias se encontraban en la extremidad izquierda, y los Grupos ELA-No Citotdxico y
ELA-Citotdxico, en el dia 7 e intensidad 2 (p=0,01), y en el dia 14 en las intensidades mas

bajas 0,1 (p=0,016), 0,3 (p=0,012) y 0,5 (p=0,009).
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Intensidades Onda M Modelo Crénico
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Figura 59: Resultados electrofisioldgicos de la Onda M en el protocolo de intensidades del Modelo Crénico. Se
muestran los promedios de las curvas de reclutamiento de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Intensidades Onda H Modelo Crdnico

El ANOVA MMRR del dia basal, para las dos extremidades y todas las intensidades

indicaba que todos los Grupos eran iguales [F(2, 12)=1,578, p=0,246].

El perfil de reclutamiento general de la onda H es el siguiente: cuando se comienza
a estimular el musculo a intensidades bajas no se produce respuesta alguna hasta que se
llega a una intensidad umbral, a la cual comienza a aumentar la amplitud de la onda de
forma progresiva. Al continuar estimulando con un incremento progresivo de las
intensidades, la amplitud de la onda entra en una fase de crecimiento exponencial hasta

gue, a intensidades mas altas, la amplitud se estabiliza.

A pesar de que este es el perfil de reclutamiento de la onda de forma general, existen
ciertas diferencias en los perfiles que siguen los Grupos a lo largo de los dias, sin embargo,
estas diferencias no son estadisticamente significativas. En todos los Grupos se observa de
forma general, cdmo las amplitudes de las ondas aumentan con el paso del tiempo,
situdndose siempre por encima del dia basal. En el Grupo Control se observa un aumento
progresivo de las amplitudes a lo largo de todos los dias, hasta el dia 42 ya que, en los dias
posteriores, cuando ya no existe flujo de LCR, se produce un descenso de las amplitudes.
Por su parte, en el Grupo No Citotdxico se observa un aumento de las amplitudes de la onda
H a lo largo de todos los dias. Por ultimo, el Grupo Citotdxico muestra mayor nimero de
fluctuaciones en cuanto a la amplitud, no produciéndose ese aumento progresivo
observado en los Grupos anteriores, sino que las amplitudes aumentan y disminuyen segun
el momento del estudio, ademas de que estas amplitudes, aunque no son diferentes
estadisticamente, si son menores y menos estables que en los dos Grupos anteriores

(FIGURA 60).
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Con el dato de que los tres Grupos eran iguales al inicio, se procedié a realizar el
analisis del resto de los dias sin la necesidad de normalizacién. Se realiz6 un ANOVA MMRR
y los resultados indicaron que no existia diferencias entre los Grupos [F(2, 12)=1,318,
p=0,304], sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la interaccién cuadruple
Dia-Extremidad-Intensidad-Grupo [F(224, 1344)=1,560, p<0,0001]. Este resultado nos llevd
a realizar un analisis post hoc corregidas por la prueba de Bonferroni, que indicaron que las
diferencias se encontraban en ambas extremidades. En la extremidad derecha las
diferencias ocurrieron entre el Grupo Control y ELA-Citotéxico, en el dia 14 en las
intensidades bajas 0,5 (p=0,027) y 1 (p=0,046), y entre los Grupos ELA-No Citotdxico y ELA-
Citotodxico, los dias 35 en la intensidad 0,3 (p=0,033) y 42 en las intensidades 0,9 (p=0,035)
y 1 (p=0,045). Por su parte, la extremidad izquierda presenta diferencias estadisticas entre
los Grupos Control y ELA-Citotéxico, en el dia 7 en la intensidad 8 (p=0,046), en el dia 21 en
las intensidades 2 (p=0,038), 4 (p=0,034), 5 (p=0,047), 6 (p=0,045), y 8 (p=0,034), y en el dia
42 en las intensidades 3 (p=0,009), 4 (p=0,004), 5 (p=0,004), 6 (p=0,006), 7 (p=0,007), 8
(p=0,005), 9 (p=0,008), y 10 (p=0,011). También se encontraron diferencias significativas
entre los Grupos Control y ELA-No Citotdxico en el dia 42 en las intensidades 4 (p=0,019), 5
(p=0,02), 6 (p=0,021), 7 (p=0,023), 8 (p=0,014), 9 (p=0,026), y 10 (p=0,023).
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Intensidades Onda H Modelo Crénico
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Figura 60: Resultados electrofisioldgicos de la Onda H en el protocolo de intensidades del Modelo Crdnico. Se
muestran los promedios de las curvas de reclutamiento de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Frecuencias Onda M Modelo Crdnico

Al igual que en el resto de protocolos, se realiz6 un ANOVA MMRR teniendo en
cuenta el dia basal, las dos extremidades y todas las frecuencias, y a diferencia de lo ocurrido
en todos los casos anteriores, en este protocolo si se encontraron diferencias significativas
entre los Grupos al inicio del estudio [F(2, 12)=5,374, p=0,022]. Lo que conllevé la necesidad
de realizar una normalizacién de los datos para poder compararlos entre si. Para ello, se
toméd la media de cada intensidad en el dia basal. Todos los datos fueron divididos por Ia

media correspondiente para normalizarse.

De forma general en el protocolo de frecuencias la onda M, como el musculo es
estimulado a una intensidad alta, presenta una amplitud grande que disminuye de forma
progresiva conforme se estimula a mayores frecuencias. Todas las ondas, a lo largo del
estudio, presentan este perfil de descenso progresivo de la amplitud con respecto a la
frecuencia, sin embargo, existen diferencias dentro de cada Grupo, que, a pesar de no ser
significativas, si resultan interesantes porque los distintos Grupos presentan perfiles
diferentes a lo largo de los dias. En el Grupo Control se observa un descenso progresivo de
las amplitudes conforme evolucionan los dias, salvo en los dias 14 y 21 que presentan un
ligero aumento, que en los dias posteriores desaparece, volviendo a disminuir estas
amplitudes. En el Grupo No Citotdxico se observa un aumento de las amplitudes de la onda
M con respecto al dia basal, sin embargo, a pesar de este aumento, las amplitudes de la
onda practicamente todos los dias se mantienen sin variaciones. En el Grupo Citotdxico
sucede algo similar a lo que ocurren el Grupo No Citotodxico, es decir, al igual que sucedia en
el otro grupo se produce un aumento de las amplitudes con respecto al dia basal, siendo
muy pronunciado el aumento en el dia 7, sin embargo, este aumento disminuye
manteniéndose las amplitudes por encima del dia basal, pero en valores muy similares a
este. Cabe destacar que en los tres grupos, en el dia 28, se produce un descenso de las

amplitudes (FIGURA 61).
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Tras la normalizacién, se procedié a realizar el andlisis del resto de los dias. Se realizé
un ANOVA MMRR vy los resultados indicaron que existian diferencias entre los Grupos [F(2,
12)=4,998 , p=0,026], sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la interacciéon
cuadruple Dia-Extremidad-Frecuencia-Grupo [F(112, 672)=1,550, p<0,0001]. Este resultado
nos llevé a realizar un analisis post hoc corregidas por la prueba de Bonferroni, que indicaron
gue las diferencias se encontraban en ambas extremidades. En la extremidad derecha las
diferencias ocurrieron entre el Grupo Control y ELA-No Citotdxico en el dia 42 para las
frecuencias bajas 0,2 (p=0,041), en las frecuencias medias 2 (p=0,041) y 3 (p=0,043), y entre
los Grupos ELA-No Citotdxico y ELA-Citotdxico en el dia 42, en las frecuencias 0,2 (p=0,049),
2 (p=0,035), 3 (p=0,036) y 4 (p=0,045). Por su parte la extremidad izquierda presenta
diferencias estadisticas entre los Grupos Control y ELA-Citotéxico en el dia 3 en las

frecuencias 0,2 (p=0,047) y 10 (p=0,049).
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Frecuencias Onda M Modelo Crénico
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Figura 61: Resultados electrofisioldgicos de la Onda M en el protocolo de frecuencias del Modelo Crdnico. Se
muestran los promedios de la evolucion de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Frecuencias Onda H Modelo Crdnico

Al realizar el ANOVA MMRR teniendo en cuenta el dia basal, las dos extremidades y
todas las frecuencias, se encontraron diferencias significativas entre los Grupos al inicio del
estudio [F(2, 12)=7,247, p=0,009]. Lo que supuso la necesidad de realizar una normalizacion
de los datos para poder compararlos entre si. Para ello, se tomé la media de cada intensidad
en el dia basal. Todos los datos fueron divididos por la media correspondiente para

normalizarse.

La onda H al estar relacionada con las sinapsis en la médula espinal, se ve
influenciada de mayor forma por las frecuencias, de ahi que el descenso de la onda se
produzca de forma muy evidente al aumentar la frecuencia, a diferencia de lo que sucedia
en la onda M, donde el descenso de la amplitud con respecto al aumento de frecuencia era

menor y muy progresivo.

En cuanto a las diferencias intra-grupo, encontramos que dentro del Grupo Control
se observa que las amplitudes aumentan respecto al basal a lo largo de los dias, encontrando
su maximo en el dia 42; en cuanto a las frecuencias mas altas, todas las amplitudes de la
onda H muestran unos valores muy similares. En el Grupo No Citotdxico, también los ultimos
dias, presentan amplitudes mas altas, sin embargo, el descenso en estos dias con respecto
a la frecuencia se produce de forma mucho mas brusca que en los primeros dias donde las
amplitudes, aunque disminuyen, se mantienen similares a lo largo de todas las frecuencias.
En cuanto al Grupo Citotéxico, las amplitudes de la onda a lo largo de todos los dias son
menores que en los otros Grupos, y en las frecuencias mas altas las amplitudes son mucho

mas similares a la de los otros Grupos (FIGURA 62).
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Tras la normalizacién, se procedio a realizar el analisis del resto de los dias sin la
necesidad de normalizacidn. Se realizé un ANOVA MMRR y los resultados indicaron que no
existian diferencias entre los Grupos [F(2, 12)=0,505, p=0,616], sin embargo, se encontraron
diferencias significativas en la interacciéon cuddruple Dia-Extremidad-Frecuencia-Grupo
[F(112, 672)=1,461, p=0,0003]. Este resultado nos llevd a realizar un andlisis post hoc
corregidas por la prueba de Bonferroni, que indicaron que las diferencias se encontraban en
ambas extremidades. En la extremidad derecha, las diferencias ocurrieron entre los Grupos
ELA-No Citotoxico y ELA-Citotéxico en el dia 28 en las frecuencias 1 (p=0,013), 2 (p=0,03), y
en el dia 35 en la frecuencias 2 (p=0,024) y 3 (p=0,025). Por su parte la extremidad izquierda
presenta diferencias estadisticas entre los Grupos Control y ELA-Citotéxico en el dia 3, en la
frecuencia 6 (p=0,046) y entre los Grupos Control y ELA-No Citotéxico en el dia 7, en las

frecuencias 8 (p=0,026) y 10 (p=0,038) .
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Frecuencias Onda H Modelo Crdnico
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Figura 62: Resultados electrofisioldgicos de la Onda H en el protocolo de frecuencias del Modelo Crénico. Se
muestran los promedios de la evolucion de la onda a lo largo de todo el estudio.
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Variables clinicas

Peso corporal

A todos los animales se les realizé una medida del peso corporal de forma previa a
la implantacion de las mini-bombas osméticas y semanalmente de forma posterior a dicho

implante, hasta la finalizacion del estudio.

En cuanto al Modelo Agudo, algunos animales mostraron una ligera pérdida de peso
al inicio del estudio, pero sin llegar a ser este descenso superior al 10% del total del peso
corporal. Al realizar un ANOVA univariante (ANOVA) se comprobd que ambos Grupos no
presentaban diferencias en cuanto al peso en el momento previo a la cirugia [F(1, 15)=2,269,

p=0,153].

Posteriormente se realizé un ANOVA de medidas repetidas con un factor inter-
sujeto (ANOVA MMRR), donde globalmente no se encontraron diferencias significativas
entre los Grupos a lo largo de los dias [F(4, 60)=0,823, p=0,515]. A pesar de no existir
diferencias entre Grupos, se observa una tendencia ascendente del peso medio a lo largo

del estudio. (FIGURA 63)

En cuanto al Modelo Crénico, algunos animales mostraron una ligera pérdida de
peso a lo largo del estudio, recuperandose esta pérdida de peso en las siguientes semanas,
y mostrando todos los animales un peso superior al basal en el momento de la ultima

medida.

En primer lugar, se realizé un ANOVA donde se comprobé que ambos Grupos no
presentaban diferencias en cuanto al peso en el momento previo a la cirugia [F(2, 27)=0,556,

p=0,580].

Posteriormente se realiz6 un ANOVA MMRR donde globalmente no se encontraron
diferencias significativas entre los Grupos a lo largo de los dias [F(16, 216)=0,1,501,
p=0,101]. A pesar de no existir diferencias entre Grupos, se observa una tendencia

ascendente del peso medio a lo largo del estudio. (FIGURA 63)
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Figura 63: Evolucion medio del peso de los animales de ambos modelos.

Tal y como se ha comentado en el apartado de Materiales y Métodos, a los animales
del Modelo Crénico, se les realizaron el test de Matsumoto, el test del Plano Inclinado vy el

test Footprint.
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Plano Inclinado

El test de Plano Inclinado determina la fuerza en las extremidades de los animales.
Los animales fueron colocados lateralmente de forma perpendicular al eje mayor del plano
inclinado y se evalta el dngulo maximo al cual son capaces de mantenerse durante 5
segundos sin caerse. Este proceso se realiza colocando al animal, tanto del lado derecho

como del izquierdo, para asi evaluar la fuerza en ambas extremidades.

Las puntuaciones de medias entre los Grupos no mostraron diferencias significativas
a lo largo del estudio, ni en las extremidades derechas ni en las izquierdas. El Grupo Control
mostrd una puntuacion minima media de 60° de inclinacidn tanto en la extremidad derecha
como la izquierda y una puntuacién media maxima de 63,3° en ambas extremidades. El
Grupo No Citotéxico presentaba una puntuacion media minima de 59,1° en ambas
extremidades y maxima de 63,3° en ambas extremidades. Por ultimo, el Grupo Citotdxico
tenia una puntuacién minima media de 59,1° en la extremidad derecha y de 60° en la

izquierda, y una puntuacion maxima media de 64,1° en ambas extremidades.

En primer lugar, se realizé la comprobacién mediante ANOVA MMRR, de que todos
los Grupos eran iguales al inicio del estudio y los resultados mostraron que en el dia basal
todos los Grupos eran iguales teniendo en cuenta ambas extremidades [F(2, 15)=0,064,

p=0,938].

Posteriormente se procedié al andlisis completo, también mediante un ANOVA
MMRR, gue mostrd que globalmente no existian diferencias entre los Grupos al analizar las
interacciones triples (Extremidad-Semana-Grupo) [F(14, 105)=0,660, p=0,808], sin embargo,
al analizar de forma concreta las pruebas post hoc, se observan diferencias significativas
tanto en la extremidad derecha como en la izquierda. En la extremidad derecha
encontramos diferencias en la segunda semana entre los Grupos Control y ELA Citotdxico
(p=0,0046), y entre los Grupos ELA No Citotéxico y ELA Citotdxico (p=0,0046), y en la quinta
semana entre los Grupos Control y ELA no citotéxico (p=0,0017), y entre los Grupos ELA No
Citotoxico y ELA Citotdxico (p=0,005). En la extremidad izquierda estas diferencias solo se
encuentran en la quinta semana entre los Grupos Control y ELA No Citotéxico (p=0,005) y

los Grupos ELA No Citotéxico y ELA Citotoxico (p<0,001) (FIGURA 64).
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Figura 64: Resultados medios del test de Plano Inclinado dividido por extremidad.

173



Matsumoto

Para evaluar la funcién motora, se les realizd a 6 animales de cada Grupo la escala
motora de Matsumoto. Los animales fueron colocados en un campo abierto y se observa

durante 30 segundos si es capaz de incorporarse de ambos lados.

Todos los animales presentaron una puntuacion basal de 5 en la escala, por lo que
no fue necesario ninguna prueba estadistica para comprobar si los Grupos eran diferentes

al inicio del estudio.

Posteriormente, se realiza un ANOVA MMRR en el que globalmente no se encontraron
diferencias entre los grupos a lo largo de los dias [F(14, 105)=1,298, p=0,221]. A pesar de
esto, si se observa que los animales del Grupo con LCR-Citotdxico presentan puntuaciones
medias mas bajas a partir de la segunda semana, mientras que los otros dos Grupos
comienzan a presentar puntuaciones menores en semanas posteriores manteniéndose
siempre el Grupo Control con puntuaciones medias mas altas a lo largo de todo el estudio

(FIGURA 65).

Las puntuaciones mas bajas se debieron a que algunos dias a lo largo del estudio
algunos de los animales no se levantaron en los 30 segundos correspondientes, o solo se
levantaron de uno de los lados, revirtiéndose esto a la semana siguiente, salvo en uno de
los animales del Grupo LCR-Citotodxico, el cual a partir de la semana 4 (dia 28) y hasta el final

del estudio obtuvo puntuaciones de 0.
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Figura 65: Resultados del Test de Matsumoto.

Sciatic Functional Index (Footprint test)

El footprint test se realiza para evaluar la coordinacién motora, asi como la sincronia.
Tras el analisis de las huellas y la toma de las diversas medidas, se calcula el Sciatic Functional
Index (SF1). Valores de 0 en el SFl indican una coordinacién normal, mientras que valores de
-100 indican una discapacidad total (285). Otros autores han determinado que los valores
normales se encontraban en el rango de -11 a 11 (282). Sin embargo, se suele utilizar los

valores de Sarikcioglu et al.

Con la variable TOF, se mide la capacidad de la extremidad experimental de soportar
el peso del animal. Las variables TS e ITS son indicadores de la condicion del nervio peroneo,
y la variable PL es mejor en los animales normales que andan solo sobre los dedos, mientras

gue los animales con nervios lesionados apoyan todo el pie e incluso arrastran los dedos.

En primer lugar, se analizaron los resultados en el dia basal mediante un ANOVA,
para comprobar que todos Grupos eran iguales al inicio del estudio y se observé que no

existian diferencias entre los Grupos [F(2, 14)=0,937, p=0,415].
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lo largo de los dias, los resultados mostraron que no existian diferencias

a lo largo de las semanas [F(14, 91)=0,971, p=0,489] (FIGURA 66).
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Figura 66: Resultados del andlisis de las huellas. Se muestran los resultados del Sciatic Functional Index.
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DISCUSION
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En este proyecto se ha inoculado de forma aguda y crénica LCR de pacientes de ELA
y de controles a ratas Wistar, plantedandose que podria ser un modelo de difusion de la ELA

y que permitiria estudiar la patologia esporadica.

Como se ha visto en apartados anteriores, la mayoria de los modelos que se utilizan
para el estudio de esta patologia, estdn basados en mutaciones asociadas a la patologia
familiar. Ademas, estos modelos no representan la totalidad de la patologia encontrada en
humanos. Es por ello que este proyecto se planteé como una solucidn a la escasez de
modelos animales, que analizara la patologia esporadica. Los resultados demostraron que
esta forma de generar la patologia recapitula la mayoria de los hallazgos encontrados en los

pacientes de ELA.

Infusion de LCR como modelo esporadico de ELA

La capacidad del LCR de algunos pacientes de ELA de ser citotdxico para las
motoneuronas en cultivos, ha sido descrita en repetidas ocasiones (264, 266, 267, 271, 272,
286-295), asi mismo también es citotdxico para otros tipos celulares como pueden ser la
microglia o los astrocitos (296-298) y es un hecho que se ha demostrado de igual forma en
este trabajo, cuando durante el proceso de caracterizacién de los LCR a utilizar, se observé

cdmo algunos liquidos testados provocaban una muerte de motoneuronas.

Es interesante destacar que a pesar de que el LCR de pacientes de ELA es citotéxico
para las motoneuronas en cultivos, se ha demostrado que no altera las caracteristicas
clinicas en los pacientes, es decir, no presenta influencia en la sintomatologia, el inicio de la
enfermedad, la severidad o la supervivencia (269). Esto correlaciona con los resultados de
este estudio, ya que clinicamente, los animales no muestran diferencias en la clinica tal y
como indican los resultados de las pruebas de comportamiento, asi como la evoluciéon del

peso corporal.
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Teniendo en cuenta la capacidad citotéxica del LCR, asi como su posible implicacién
como transmisor de la patologia (265), nuestro grupo se planted, en un estudio previo al
que aqui se describe, la posibilidad de que la infusidn continua ICV de LCR citotéxico de
pacientes, podria alterar histopatoldgica y funcionalmente el SNC. En dicho estudio se
demostré que a pesar de que funcionalmente no se encontraban cambios similares a la ELA,
histopatoldgicamente los animales expuestos al LCR citotdxico desarrollaban cambios
similares a los encontrados en los pacientes de ELA. Entre estos cambios se encuentran una
activacion microglial y astroglial, asi como la sobreexpresién de proteinas como la S1008 en
los astrocitos. Ademas, se encontraron inclusiones citoplasmaticas en las motoneuronas en

conjunto, con un aumento del marcaje de caspasa 3 (274).

Tras estos resultados se planteé el estudio objeto de esta Tesis, en la que analizamos
si la infusidn continua tanto aguda como crénica, podria también desarrollar cambios
electrofisioldgicos e histoldgicos similares a los encontrados en los pacientes. Los resultados
de este estudio demostraron una alteracidon histopatoldgica y a diferencia del estudio
anterior se encontraron alteraciones electrofisiolégicas, sin embargo, no se veian alteradas
las caracteristicas clinicas de los animales. En los siguientes apartados se profundizara sobre

cada uno de los resultados obtenidos.

Las alteraciones in vivo provocadas por la administracion de LCR de pacientes de ELA
en modelos animales ha sido descrita por diversos autores. En un estudio reciente,
utilizando la administracién ICV continua de LCR en ratones transgénicos para TDP43, se
demuestra que el LCR de pacientes de ELA presenta factores que podrian estar involucrados

en la difusién de la patologia (275).
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Otros estudios que utilizan inyecciones puntuales de LCR en modelos animales,
demuestran que este tipo de aproximacién también desarrolla caracteristicas similares a las
encontradas en la infusidon continua. Los resultados de estas investigaciones muestran
degeneracion de motoneuronas (290, 299, 300), alteraciones en la regulacion de diferentes
factores troficos (301), alteraciones en el reticulo endoplasmatico de las neuronas motoras,
ademas de fragmentacion del aparato de Golgi, alteracion en los canales idnicos de este tipo
celular, fosforilacion de los neurofilamentos e inclusiones citoplasmaticas (271, 272, 289,
302, 303). Las alteraciones no solo ocurren en las motoneuronas, sino que también ocurren
en otros tipos celulares como los astrocitos (294, 298). Asi mismo, existen alteraciones en
la miogénesis en musculos como el gastrocnemio (304), ademas de alteraciones en las
uniones neuromusculares y denervacién (273), disfuncién en la mitocondria, asi como
aumento de las ROS y desregulacién de la via lisosomal (293), posiblemente estos resultados
sean producto de los tiempos cortos de analisis ya que existe una ventana muy proxima
entre la inyeccion de LCR y el sacrificio del animal, por lo que un posible sustrato

inflamatorio agudo jugaria un papel en los resultados obtenidos.

Hoy en dia solo existe otro modelo que intente recapitular la patologia esporadica,
el Modelo Quimico L-BMAA, sin embargo todavia no existe ningin modelo basado en esta
sustancia que recapitule de forma exitosa los sintomas clinicos y de comportamiento, asi

como la neuropatologia correspondiente a los pacientes de esta enfermedad (305).

Todos los resultados descritos confirman que la infusién, tanto puntual como
continua de LCR citotéxico de pacientes de ELA es una buena aproximacién para generar un
modelo de ELA-E, ya que recapitula la mayoria de los hallazgos observados en los pacientes
de esta patologia. Esto seria de gran interés para la comunidad cientifica debido a que en la
actualidad no existe ningiin modelo basado en la patologia esporadica, sino que todos estan

basados en las mutaciones asociadas a la patologia familiar (306).
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Neuroinflamacion

El hallazgo mds interesante del presente estudio fue un aumento de Ia
neuroinflamacién tanto en el Modelo Agudo como en el Crdénico, y tanto en la corteza
motora como en la médula espinal, con una activacién de la microglia IBA1+, células MHCII+
y GFAP. Tras conocer los resultados de IBA1 del Modelo Agudo, se planted estudiar en el
Modelo Crénico la activacidén de este tipo celular, asi como cual era el estadio de las células
IBA1+ activadas, es por ello que se estudié la polarizacién M1, M2. El Grupo ELA-Citotéxico
mostraba una marcada inclinacion hacia el estadio proinflamatorio, observandose un
aumento del marcaje de células CD86+, mientras que, por su parte, el Grupo ELA-No
Citotdxico mostraba que la microglia se encontraba en un estadio activado antiinflamatorio,

aumentando el marcaje de ARG1.

Microglia

Como se ha comentado ampliamente en este trabajo, las células de microglia son
los macréfagos del cerebro y de la médula espinal, participan en el desarrollo del SNC y
juegan un papel importante en la homeostasis del cerebro, sin embargo, bajo condiciones
neurodegenerativas, estas células se desregulan y se convierten en destructivas para el SNC

(307, 308).

Los resultados obtenidos en este trabajo, correlacionan con lo encontrado en
estudios realizados con tejidos post mortem (309). Diversos estudios de transcriptomica
demuestran que existe una sobrerregulacion de los genes que participan en la
neuroinflamacion (48, 310). Estudios de ARNseq realizados en muestras de pacientes de
ELA-E han demostrado también que la poblacidon microglial sufre una sobreexpresion en

estos pacientes cuando se compara frente a Controles (311).
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En los tejidos de los pacientes de ELA, se produce un aumento del marcaje de
microglia, caracterizado por el marcador IBA1 a lo largo del tracto corticoespinal (310). Otros
estudios también demuestran un aumento del marcador IBA1, aunque sin llegar a ser
significativo en la corteza motora de pacientes, que ademas correlaciona con un aumento
de los niveles de MHCII, al igual que sucedia en nuestros resultados (312, 313). Se ha
demostrado que la expresiéon de MHCII en el SNC de pacientes de ELA se concentra en los
fagocitos perivasculares y en la microglia (313). A pesar de no llegar a niveles significativos,
si que se observa un cambio morfoldgico en este tipo celular, transformandose a un estado

activado en los tejidos de los pacientes (314).

Los estudios de neuroimagen realizados a pacientes sintomaticos han demostrado
también esta activacidon microglial (315-317), la cual sucede en regiones donde se ha

producido una pérdida significativa de motoneuronas (56).

Todo esto presenta relacién con la clinica de los pacientes, donde se observa que un
aumento de la patologia microglial correlaciona con la progresién de la patologia,
relacionandose con los déficits provocados por el deterioro de las motoneuronas superiores
(318). Uno de los aspectos mas interesantes es que la activacién microglial ocurre de forma
previa, o a la vez que el inicio de los sintomas clinicos, y que se ve incrementada con el curso
de la enfermedad (319). Recientemente se ha visto que ciertos farmacos como el Masitinib,
un inhibidor de la tirosina kinasa, produce una disminucién de los niveles de microgliosis y

esto mostraba efectos beneficiosos para los pacientes de ELA (48, 320).

Al igual que sucede con los datos procedentes de pacientes, nuestros resultados
relativos a la microglia también correlacionaban con lo encontrado en estudios realizados

en modelos animales de ELA.

Estudios realizados mediante PET mostraron un aumento en la captacidon del
[*1C]PBR28, en ratones SOD1-G93A. Este radio trazador es un biomarcador para inflamacién
y activacion microglial. La mayor captacion se produjo en pulmones, parte posterior del

cerebro, tronco del encéfalo y en la médula espinal (321).
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Numerosos estudios demuestran el incremento de la microgliosis en los animales
SOD1 mutantes, asi como el diferente fenotipo que presentan estas células al activarse (211,
322-327). De hecho, uno de los mayores hallazgos realizados en este modelo animal es que
en ésta patologia, no solo se veian afectadas las motoneuronas, sino que otros tipos

celulares como la microglia también se alteraban (328).

En estos animales transgénicos, la microgliosis sucede o, de forma previa, o de forma
simultanea al inicio de los cambios degenerativos, y este proceso aumenta de forma
significativa con el tiempo, y ademas se producen en las regiones donde se produce la mayor
degeneracion neuronal (329). Este proceso sucede en todos los animales transgénicos para

este gen, incluso en los que sobreexpresan un nimero bajo de copias del gen mutado (325).

En este estudio, los resultados obtenidos en el analisis de la activacién de la microglia
demuestran un aumento, tanto de los marcadores correspondientes al estadio
proinflamatorio como al antiinflamatorio, sin embargo, el Grupo ELA-No Citotdxico presenta
una mayor activacion del estadio antiinflamatorio, determinado por el marcador Argl, que
el Grupo ELA-Citotéxico, el cual presenta mayores niveles de marcaje CD86, caracteristico
del estadio proinflamatorio. En animales SOD1 se ha visto a lo largo de toda la patologia, un
aumento del marcaje de Argl y de iNOS (marcador proinflamatorio) (Oxido nitrico sintasa)
en la médula espinal (330), por lo que los resultados del modelo que aqui se presenta

correlacionan con los obtenidos en otros modelos de ELA.

En ratas SOD1-G93A, se ha observado que, durante la fase presintomatica, a pesar
de que hay microgliosis, esta microglia estd en estado quiescente. Posteriormente cuando
estos animales entran en un estado sintomatico las células de microglia pasan a un estado
activado (331). Esto podria tener relacién con el hecho de que animales quiméricos que
expresaban la SOD mutante en las motoneuronas y la SOD wild-type en las células gliales se
mantenian sanos, sin embargo, cuando estas células gliales también presentaban la enzima
mutante, estos animales comenzaban a presentar degeneracidn. Este hecho parece indicar
la estrecha relacidn que existe entre las células gliales y las motoneuronas en el curso de

esta patologia (332).
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Asi mismo, al igual que sucede con la microglia, se ha demostrado que los ratones
SOD1-G93A presentan un aumento significativo de las células MHCII+, previo al inicio de Ia
pardlisis y que aumenta durante la fase paralitica de estos animales (333). Esto correlaciona
con lo encontrado en los resultados de este estudio, en el que los animales, sin presentar

sintomatologia, histolégicamente presentaban un aumento de MHCII.

La afectacion microglial no solo se ha encontrado en modelos SOD, sino que también
ocurre en otros tipos de modelos como, por ejemplo, el modelo C9orf72. En animales donde
se produce una pérdida de C9orf72, aumentan las respuestas proinflamatorias ya que se
altera su funcién a niveles transcriptdmicos (334, 335). Sin embargo, en este caso,
dependiendo de los DPR que se expresen, se produce o no, la activacidon de esta microglia.
Por ejemplo, los ratones que expresan poli-GA muestran una microglia ameboide, mientras

que los poli-PR, asintomaticos o no, muestran una microglia ramificada (211).

Por su parte, en el modelo TDP43 se ha visto también un aumento de la activacidn
microglial. Por ejemplo, animales portadores de la mutacion A315T mostraban un aumento
de la activacion, que comenzaba a distintos tiempos segun la zona de la corteza motora se
encontrasen estas células, mientras que las células de la capa 5 se activaban a dia 60 y las
de la capa 2/3 lo hacian a dia 90, esto es indicativo de un incremento de la activacion con el

curso de la patologia (211).

En los animales Wobbler, a los pocos dias del nacimiento, también se ha encontrado
microgliosis junto con la activacién de este tipo celular en la corteza motora, en el cerebelo
y en la materia blanca. La neuroinflamacién de estos animales, tanto la microgliosis como

su activacidn, es capaz de reducirse si se trata a estos animales con glucocorticoides (211).

Los modelos transgénicos antes descritos muestran un sustrato importante
relacionado con la inflamacién, ademas la evolucién de la patologia es muy acelerada,
menos de tres meses, con un empeoramiento repentino de los sintomas y la muerte de los
animales en menos de 30 dias, por lo que, son un conjunto de modelos que nos permiten
evaluar fendmenos relativos a los mecanismos implicados en la ELA, pero no son
comparables con el humano por las diferencias cronolégicas y del metabolismo que existen

entre el hombre y el roedor.
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Astrocitos

En el presente trabajo tanto en el Modelo Agudo como en el Crénico, encontramos
una marcada astrogliosis en el Grupo ELA-Citotdxico. Por su parte en el Modelo Crénico, el
Grupo ELA-No Citotdxico también presenta astrogliosis con respecto al Grupo Control, pero

en menor medida que el Grupo ELA-Citotdxico.

Los astrocitos son las células gliales mas abundantes del SNC. En el SNC sano ejercen
numerosas funciones tales como la formaciéon, maduracién y eliminacidon de sinapsis,
modulando a su vez la actividad sinaptica y la plasticidad, asi mismo, participan en la
homeostasis idnica, aclaramiento de neurotransmisores o regulan el volumen del espacio
extracelular (64, 68). Al mismo tiempo los astrocitos participan en la respuesta inflamatoria,
en la considerada astrogliosis reactiva donde juegan un papel crucial en la progresidn de las
enfermedades neurodegenerativas. Inicialmente la astrogliosis reactiva se caracteriza por

una hipertrofia de los somas y las ramificaciones (336).

La astrocitosis serd mdas o menos severa segun el nivel de dafio que esté presente.
La principal diferencia entre la astrocitosis moderada y la severa es que, a pesar de que en
ambos existe una sobreexpresion de GFAP y de factores proinflamatorios, en la astrocitosis
severa también existe una proliferacién celular, donde las ramificaciones de estos nuevos

astrocitos solapan a las ramificaciones de los otros astrocitos (73, 337).

Al igual que sucede con los resultados obtenidos en el presente estudio, se ha
observado que pacientes de ELA presentan un aumento de los astrocitos reactivos en las
regiones mas vulnerables, y asi mismo, se ha relacionado el grado de reactividad astroglial
con el grado de neurodegeneracion (336). Esto se evidencia en que la gliosis en las astas
motoras de la médula espinal de los pacientes es un hallazgo comin en todos ellos,

correlacionando inversamente con el nUmero de motoneuronas sanas (338, 339).

Por su parte en la corteza motora de los pacientes, se ha determinado un aumento
de la reactividad astrocitaria en las capas 2 y 3, asi como en la capa piramidal, aunque
también se ha encontrado esta reactividad astroglial en otras regiones del cerebro (338).
Los astrocitos de la capa piramidal suelen formar clusters y algunos de estos astrocitos
extienden sus ramificaciones hacia los vasos sanguineos o estan en intimo contacto con la

microglia (340).
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El N-acetilaspartato (NAA) y el myo-inositol (mlns) son marcadores espectroscopicos
gue correlacionan con la neurodegeneracidon, marcando la integridad neuronal y la
astrogliosis respectivamente. En estudios de imagen realizados a pacientes de ELA, se ha
observado que la ratio NAA:mins se encuentra reducida, lo que correlaciona con un
aumento de la astrogliosis, ademds de ser un buen predictor de la supervivencia de estos
pacientes (341-346). En estudios realizados con PET se ha observado un aumento de la
captacion del radiotrazador ¥F-THK5351, este trazador cuantifica la actividad de la mono
amino oxidasa B, que se ve aumentada en lesiones donde se estd produciendo una
astrogliosis (347). Asi mismo también se ha observado un aumento de la captacion de [*!C]-
PBR28 que se une a la proteina translocadora, la cual se eleva en los astrocitos reactivos

(348).

Nuestros resultados relativos a los astrocitos también correlacionan con lo obtenido

previamente en modelos animales de ELA.

El modelo SOD1 ha contribuido al entendimiento de los mecanismos que subyacen
a esta patologia, entre ellos, el papel que juegan los astrocitos en esta enfermedad (223,
349). Diversos estudios en estos animales han demostrado que la gliosis comienza antes del
inicio de la sintomatologia y va aumentando con el progreso de la enfermedad (220, 224,

350).

Este aumento de la reactividad astroglial sucede en animales SOD1,
independientemente de su background genético, es decir, todos los animales portadores de
mutaciones en SOD1 presentaban esta astrogliosis. Como ejemplo de ello tenemos los
ratones SOD1-G37R generados por El Oussini y colaboradores, donde se ha observado una
marcada astrogliosis en las astas motoras de la médula espinal de estos animales, asi como
en otros animales portadores de esta mutacién (235, 236). En ratones SOD1-G93A también
se ha demostrado que estos animales presentan astrogliosis marcada en la corteza motora,
la médula espinal y los nicleos motores del trigémino (232, 351). Otras mutaciones como
G85R muestran alteraciones en los astrocitos de forma previa a las alteraciones observadas

en las motoneuronas (352).

En un estudio con ratas Wistar, a las que se les infusioné un medio condicionado
procedente de cultivos primarios de astrocitos, que expresaban la mutacion SOD-G93A, se
demostré que estos animales presentaban una marcada astrogliosis en las regiones motoras

de la médula espinal (353).
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La marcada reactividad astroglial no solo se evidencia en los animales SOD1, sino
gue en animales portadores de otras mutaciones asociadas con esta patologia también
muestran una marcada astrogliosis. Por ejemplo, animales que expresan la mutacion A315T,
muestran un aumento de células positivas para GFAP en todas las capas de la corteza
motora a edades tempranas al igual que en la médula espinal, incrementandose con el paso
del tiempo (247, 354). Asi mismo se encuentra astrogliosis elevada en el hipocampo de
ratones transgénicos para TDP43 (355, 356). En ratones portadores de la mutacién M337V,
se ha demostrado que existe reactividad astroglial en el tronco del encéfalo y en la médula
espinal (357). Incluso en ratones portadores de la TDP43 humana, se encuentra un aumento
de GFAP en la médula espinal en espacios cortos de tiempo (358). Por su parte, en ratas
transgénicas para TDP43 también se encuentra un aumento de la astrogliosis en la médula

espinal, corteza motora e hipocampo (359, 360).

El modelo Wobbler también muestra astrogliosis reactiva en la médula espinal y en
el tronco del encéfalo, durante la fase evolutiva de la patologia. Esta astrogliosis reactiva
estd determinada por un aumento de células GFAP positivas, asi como por una hipertrofia
en su morfologia, mostrando somas alargados y ramificaciones mas finas (207, 213, 214,

361, 362).

Los modelos FUS, igualmente, muestran un aumento la astrogliosis en el cerebro y
en la médula espinal. Un ejemplo de ello son las ratas que expresan la FUS humana mutante,
en las que se encuentra una proliferacién de astrocitos en el giro dentado del hipocampo y
en la médula espinal lumbar (249). En ratones que sobreexpresan la FUS humana, asi como

en aquellos con la mutacién R521C, muestran astrogliosis en la médula espinal (363, 364).

En animales C9ORF72 que expresan dipéptidos de repeticidon, como el poli-PR, se ha
encontrado que existe gliosis, tanto en la médula espinal lumbar como en el cerebelo, en
espacios cortos de tiempo y se ve incrementada con la evolucién de la patologia (156).
Modelos creados mediante la tecnologia BAC, demuestran que existe astrocitosis en la
materia blanca del hipocampo, asi como en el giro dentado. Ademas, también se encuentra

aumento del marcaje de GFAP en las capas 1, 2, 3y 5 de la corteza motora (258).
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La astrogliosis también es evidente en los modelos inducidos por L-BMAA,
independientemente de que la forma de administracidn sea intratecal o intravenosa. Dicha
astrogliosis se observa tanto en la médula espinal como en la corteza motora y se ve
incrementada con el progreso de la patologia (365, 366). Este hallazgo se ha observado en
diferentes especies, como las ratas y los monos Vervet (365-367). Sin embargo, cuando este
compuesto se administra a través de la dieta, no se observan cambios en los astrocitos (368).
Un hecho interesante es que cuando esta sustancia se administra a dosis sub-téxicas en

animales SOD1-G93A, se reduce la proliferacion de astrocitos (369).

Un aspecto realmente interesante en el proceso neuroinflamatorio, es que la
reactividad microglial sucede de forma previa a la astroglial (370), este hecho se ha
demostrado en trabajos previos de nuestro Grupo de Investigacion, en el que se utilizo el
mismo método para inducir la patologia que el utilizado en el presente trabajo. En ese
estudio se demostrod que la activacion microglial ya era evidente 45 dias tras la implantacion
de las mini bombas osmdticas, sin embargo, la reactividad astrocitaria también empezaba a
presentarse en ese mismo periodo de tiempo (274, 371). Este proceso evidencia que la
microglia libera ciertos factores como son la IL-1a, TNFa y C1g que inducen la reactividad

astroglial (372, 373).

Algunos estudios, en modelos animales de ELA, han intentado contrarrestar los
efectos toéxicos de la neuroinflamaciéon producida por el aumento de la activacion microglial
en estado proinflamatorio, sin embargo, no han encontrado efectos beneficiosos en cuanto
a la progresion de la patologia, a pesar de que si se reducen los niveles de citoquinas
proinflamatorias. Esto podria ser debido a la relacion tan estrecha que existe en el espectro
M1-M2 de las células de microglia, ya que a pesar de que se inhiben ciertas vias
proinflamatorias, también se suprime la expresidon de genes relacionados con M2, lo que

contrarrestaria el efecto (374).

Otros estudios han administrado tratamientos inmunosupresores al inicio de la
patologia a modelos animales transgénicos para ELA, en ellos observaron que, tras la
administraciéon del tratamiento, se aumentaba la supervivencia de estos animales, sin
embargo, al trasladar esto a los humanos tampoco se han encontrado efectos beneficiosos

(375).
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Una de las principales funciones de los astrocitos es mantener unos bajos niveles de
glutamato extraneuronal. Este proceso se realiza mediante el aclaramiento de este
neurotransmisor del espacio sinaptico, a través de los transportadores de glutamato EEAT2.
En los pacientes de ELA-F y de ELA-E, se ha observado, tanto en el cerebro como en la
médula espinal, que existe una reduccién de los niveles de ese transportador. Esta pérdida
de EEAT2 esta intimamente relacionada con la degeneracidn motoneuronal en los pacientes
(79), debido a que se produce un aumento de la excitotoxicidad, elevandose los niveles de

ROS, agravando el dafio que ya de por si muestran las motoneuronas (64, 376).

Algo importante a destacar, teniendo en cuenta la neuroinflamamcioén, es que la
mayoria de las investigaciones en modelos animales, se realizan en estadios presintomaticos
o en los inicios de la de la patologia. Este es un hecho que podria explicar los fallos que
existen en la traslacion desde los estudios preclinicos a los estudios clinicos, ya que no es
posible tratar a los pacientes en estadios presintomaticos o en el inicio de la sintomatologia

(211).

Neurodegeneracion

Los resultados histolégicos obtenidos en este estudio demuestran en el Modelo
Agudo, una reduccion significativa en el marcaje de ChAT en el Grupo ELA, tanto en la
corteza motora como en la médula espinal. Este hecho es indicativo de una reduccién en el
numero de motoneuronas. Asi mismo, también se observd una disminucion en el marcaje
de NeuN, indicativo de que la neurodegeneracién no sucede exclusivamente en las
motoneuronas, sino que todos los tipos neuronales se ven afectados. En el Modelo Crénico
por su parte, también se observa una reduccion en los niveles de ChAT, tanto en la corteza
motora como en la médula espinal en el Grupo ELA-Citotdxico. Sin embargo, en el Grupo
ELA-No Citotdxico encontramos un aumento del marcaje en la corteza y una reduccién en
la médula, posiblemente como un mecanismo de compensacién y plasticidad modulando
alteraciones sinapticas, buscando compensar desde el territorio de la motoneurona cortical,

los posibles déficits en la segunda motoneurona medular.

La degeneracion neuronal es la principal caracteristica neuropatolégica observada
en la ELA tanto en los pacientes, como en modelos animales (377), es por ello que el modelo
gue aqui se presenta recapitula de forma consistente la principal caracteristica de la

patologia.
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Los resultados obtenidos en diversos estudios realizados en tejidos post mortem
demuestran, al igual que los resultados de este estudio, que existe una pérdida de
motoneuronas tanto en el cerebro como en la médula espinal de los pacientes (378), a pesar
de que en diversos estudios se ha observado que la degeneracidon neuronal estaba
restringida a la médula espinal, tanto en casos de ELA-F, como de ELA-E (379-381). Sin

embargo, otros estudios si que encuentran degeneracion neuronal en el cerebro (382-384).

Este hecho se evidencia no solo en tejidos post mortem, sino que también en
estudios de imagen realizados en estadios sintomaticos se refleja esta degeneracidn,
principalmente se observa un descenso en la captacién de NAA en las regiones cerebrales

(342-346).

Un hallazgo interesante es que a pesar de la pérdida neuronal que ocurre en los
pacientes, estos presentan un aumento de la proliferacidon de progenitores neurales en la

zona subventricular (268).

Los resultados obtenidos en este estudio también correlacionan con los obtenidos

en trabajos previos en modelos animales.

El estudio con el modelo SOD1, ha determinado que estos animales sufren un
proceso neurodegenerativo, en el cual se produce principalmente una pérdida de las
motoneuronas (221, 224, 226-229, 232, 322, 350, 385, 386). Esta degeneracion de las
motoneuronas es evidente incluso en los estadios presintomaticos de estos animales (387),
lo que correlaciona con los resultados de éste estudio, ya que no se observan cambios en el
comportamiento pero si se observan alteraciones histoldgicas. Es importante destacar que
la mayoria de estos animales muestran la degeneracién en la médula espinal, sin embargo,
la degeneracion en la corteza motora no es tan evidente, a pesar de que es una caracteristica
que si sucede en los pacientes (226). Este hecho no sucede en el modelo que aqui se expone,
ya que se presenta degeneracidn evidente de las motoneuronas, tanto en la médula espinal

como en la corteza motora.
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Algunos estudios realizados con animales transgénicos para c9orf72 demostraban
gue estos animales desarrollan neurodegeneracion generalizada en el cerebro y la médula
espinal, siendo la regidn hipocampal y la corteza, las mas afectadas (156, 258, 259, 388-395).
Sin embargo, otros estudios no evidencian dicha degeneracién (255, 256, 396, 397). La
pérdida de las neuronas motoras en la médula espinal de estos animales puede llegar a ser

de hasta del 47% (391).

Los modelos TDP43 generados hasta el momento, presentan diferencias en cuanto
al disefio y a la especie donde se generan, sin embargo, todos ellos tienen en comun ciertas
caracteristicas como la degeneracién de los axones, asi como la pérdida neuronal, que

principalmente afecta al sistema motor (241, 243, 245, 247, 354, 356, 357, 360, 398-402).

En los modelos FUS, sucede algo similar a los de C90RF72, algunos estudios no
encuentran degeneracién de las motoneuronas de estos animales (251, 252). A pesar de
ello, algunos investigadores si han encontrado alteraciones de las motoneuronas en estos

modelos (248, 249, 253, 403-405).

Por ultimo y a pesar de que los modelos basados en L-BMAA no recapitulan en su
totalidad la patologia de ELA-E, diferentes investigaciones han demostrado que estos
animales presentan una pérdida neuronal severa (365, 406), en regiones como el
hipocampo, el estriado, la sustancia nigra y las astas ventrales de la médula espinal (366,
407). Ademas de producirse pérdida neuronal, también se observan alteraciones en las
mismas (238, 408, 409). Estudios de neuroimagen realizados en estos animales muestran
una reduccién del volumen de la corteza, aumento del volumen de los ventriculos laterales,
asi como aumento de las alteraciones de los nucleos bulbares (238). A pesar de estos
estudios, otros investigadores no han encontrado alteraciones neuropatolégicas a raiz de la

ingesta de esta sustancia (368).

Los resultados obtenidos en el Grupo ELA-No Citotdoxico muestran un ligero
incremento anecdotico, pero el en el grupo ELA Citotdxico el incremento fue significativo, y
las inclusiones observadas compartian marcaje en gran medida con ubiquitina,
estrechamente relacionado en el sistema lisosomal/proteasoma responsable del
desdoblamiento de proteinas mal plegadas, como es en el caso de la TDP43 encontrada en

el citoplasma, y caracteristicas de la patologia humana (107).
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Electrofisiologia

La funcién motora de los pacientes de ELA va declinando durante el desarrollo de la
patologia, es por ello que evaluar esta funcion motora tanto en los pacientes (410), como
en los modelos animales, es de vital importancia para ver si estos ultimos recapitulan los
hallazgos obtenidos en pacientes. Una de las técnicas que permite evaluar la funcién

motora, es la electrofisiologia.

Las enfermedades de motoneurona se clasifican a través de la patogénesis y la
localizacion de la degeneracion en las motoneuronas superiores, inferiores o ambas. La ELA
es la enfermedad de motoneurona mas comun y en ella se afectan ambos tipos de
motoneuronas. La degeneracion de las motoneuronas superiores se caracteriza por
hiperreflexia, signo de Hoffmann, presencia del reflejo de Babinski, debilidad piramidal y
espasticidad, entre otras. Por su parte la degeneracidn de las motoneuronas inferiores esta
caracterizada por fasciculaciones, debilidad muscular, calambres musculares, hipo o

arreflexia e hipotonia y atrofia (13, 182, 411).

Los estudios neurofisioldgicos realizados, de rutina en ELA, incluyen estudios de la
conduccién nerviosa, EMG y de forma menos comun, la estimulacién magnética
transcraneal (EMT). Durante los primeros estadios de la patologia la conduccion de los
nervios motores es normal, sin embargo, conforme avanza la enfermedad la amplitud del
potencial de accion muscular se ve reducida, indicativo de denervacién. Por su parte la
conduccién nerviosa sensorial se mantiene normal en estos pacientes. Los principales
hallazgos encontrados en el EMG de los pacientes de ELA son los potenciales fibrilatorios,
ondas agudas positivas, asi como cambios neurogénicos (183). Sin embargo, estas técnicas,
son poco aplicables en los modelos animales debido a sus caracteristicas metodoldgicas. Por
su parte, el electromiograma y el estudio del reflejo H son técnicas sencillas de reproducirse
tanto en humanos como en animales, sumado a esto, el reflejo H se utilizé en este estudio
como indicador de la excitabilidad neuronal espinal en relacidon con el desarrollo de la
patologia, dado que era una herramienta accesible en nuestro laboratorio (ya que no
disponemos de otras técnicas como EMT) y estos mismos datos permitian medir conduccion

nerviosa, por lo que se considerd adecuado.
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En este estudio se ha utilizado la electromiografia para analizar la evolucién del
reflejo H en las extremidades traseras de los animales objeto de estudio. Este reflejo se
evaludé mediante los cambios producidos en la onda M y en la onda H durante los protocolos
de intensidades y frecuencias, realizados semanalmente durante toda la duracién del

estudio.
En sujetos sanos el reflejo H presenta las siguientes caracteristicas (412):

e Se puede evocar por una estimulacién eléctrica subumbral del nervio que
inerva el musculo, debido a que las fibras nerviosas aferentes presentan un
umbral mas bajo que las fibras motoras.

e Conforme se aumenta la intensidad de estimulacion, las fibras motoras se
activan en mayor numero, viajando en sentido antidromico, hacia el soma
espinal. Esto provoca un periodo refractario axonal que impide pasar al
potencial de accion ortodrémico (desde el soma espinal hacia la terminal en
la sinapsis muscular) y por tanto reduciendo la respuesta refleja conocida
como onda H.

e Lalatencia disminuye conforme el sitio de estimulacion se desplaza de forma
proximal.

e El potencial puede facilitarse mediante las contracciones activas del
musculo, por estiramiento pasivos del musculo, y tras la estimulacidon
tetanica.

e Se puede inhibir por la contraccién activa de los antagonistas y por el

acortamiento pasivo del musculo.

193



La Mmax se corresponde con la sefial electromiografica de mayor amplitud que se
obtiene por la contraccién del mayor nimero de fibras musculares en respuesta al estimulo
eléctrico que activa de forma directa el mdximo de axones de motoneuronas espinales. Al
mismo tiempo, la Hmax se corresponde con la sefial electromiografica de mayor amplitud
producida por la contraccién muscular en respuesta del nimero maximo de motoneuronas
gue se activan en la conexiédn monosindptica espinal de la fibra sensorial sobre la
motoneurona espinal. Por tanto, cuando se utiliza la ratio Hmax/Mmax se obtiene una
media del porcentaje de motoneuronas del pool que pueden ser activadas de forma
Optimapor lavia del reflejo H (187). En animales sanos, se encontré que la ratio Hmax/Mmax
fue del 20% aproximadamente (413), lo que correlaciona con los datos obtenidos en

nuestros grupos control.

Cuando la ratio Hmax/Mmax se ve alterada en el reflejo de Hoffmann con respecto
a una poblacién control, se considera un signo de alteracién de la excitabilidad de las
motoneuronas espinales. Si la alteracion es una bajada de la ratio Hmax/Mmax se debera a
una reduccién del pool de motoneuronas reclutadas a nivel espinal, ya que la onda M no
puede incrementar. Mientras que una subida de la ratio Hmax/Mmax, podria deberse bien
a un aumento de la onda Hmax, lo que sucede cuando falta control de la motoneurona
superior (o cualquier otro control supraespinal como el control bulbar). Lo que indicaria un
inicio cortical o bulbar de la ELA. O bien el aumento de la ratio podria deberse a una
disminucién de la onda Mmax que afectaria a motoneuronas que no participan de la Hmax,
en este caso el diagndstico indicaria un inicio espinal de la ELA. Aunque, solo existen unos
pocos estudios que analicen este reflejo en los pacientes, debido a que prevalecen otras
técnicas se ha demostrado que este reflejo es una buena medida de la excitabilidad del pool

de motoneuronas (195).
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La mayoria de los estudios electrofisioldgicos existentes son realmente Utiles para
evaluar el dafo de las motoneuronas inferiores, sin embargo, no existen apenas
herramientas para la evaluacién del dafio en las motoneuronas superiores. Una de ellas es
el reflejo H (188, 195, 414), cuando se corresponde con un incremento de la ratio
Hmax/Mmax sin que haya disminuido Mmax. Recientemente, se ha utilizado el reflejo de
Hoffmann para evaluar el deterioro del tracto corticonuclear. Este reflejo se ha visto que es
mucho mas predominante en los pacientes de ELA que en los sujetos sanos (195). Otras
investigaciones también han evaluado la alteracién electrofisioldgica de las motoneuronas
superiores y lo han correlacionado con la supervivencia de los pacientes, encontrando que
las alteraciones electrofisiolégicas del musculo geniogloso correlacionan con una
supervivencia menor, un inicio precoz de la disfagia y una severa disartria (415). En otros
estudios retrospectivos y prospectivos también se ha correlacionado el grado de
denervacion, analizado mediante EMG, con el peor prondstico de la enfermedad y la menor

supervivencia (416-419), asi como con la escala funcional ALSFRS-R (420).

En humanos, los resultados en cuanto a la excitabilidad intrinseca son
contradictorios, debido a que se ha encontrado tanto hiperexitabilidad como
hipoexcitabilidad dependiendo de la mutacion, la edad y el enfoque experimental. Esto

impide saber si estos cambios serian compensatorios o patoldgicos (421).

Las motoneuronas inferiores estan moduladas por las superiores, mediante las
proyecciones descendentes de la via corticoespinal desde la corteza motora. La influencia
que reciben estas motoneuronas desde las superiores es deletérea para la supervivencia de
estas. La excitabilidad de las motoneuronas inferiores correlaciona con su supervivencia, y
la poca hiperexcitabilidad que presentan, puede reflejar un mecanismo compensatorio de
las que sobreviven. El que las motoneuronas superiores degeneren de forma previa a las

inferiores correlacionaria con la posibilidad de |a teoria dying-forward (422, 423).
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Se ha observado un aumento de la excitabilidad en el pool de motoneuronas en
aquellos pacientes de ELA que presentan un curso clinico mas lento. Ademas se encuentra,
que conforme avanza la patologia se produce un descenso en las amplitudes de la onda M
(194), ya que la disfuncién axonal o la muerte de la motoneurona espinal conlleva un menor
reclutamiento de fibras musculares, por tanto mejor onda M. Una de las caracteristicas de
los pacientes de ELA es la presencia de espasticidad, producida principalmente por la
hiperexcitabilidad en las motoneuronas inferiores (422). El reflejo H, de forma general,
aumenta cuando existe espasticidad, mientras que la onda M no se suele ver afectada. Es
por ello que la ratio H/M suele ser mayor en las extremidades afectadas por la espasticidad
(192, 193, 424). En los pacientes que presentan un inicio bulbar de la patologia, los cambios
electromiograficos siguen un gradiente descendente rostrocaudal lo que implica que la

regiéon lumbosacra es la menos afectada de estos pacientes (425).

La hiperexcitabilidad sostenida de las motoneuronas corticales, inducida mediante
despolarizacidn, podria estar apoyada por el aumento de la expresién de canales de sodio
y, una bajada de la conductancia del potasio en los segmentos iniciales de los axones, donde
se inician los potenciales de accion. Asi mismo, también se asocia con el aumento de la
excitoxicidad provocada por el aumento de glutamato, provocado por una mayor liberacion
presindptica, asi como por una menor recaptacion en el espacio sindptico. Esto activa de
forma desregulada los receptores AMPA y NMDA. Sumado a todo esto, en los pacientes de

ELA se ha encontrado una menor inhibicién cortical que en los sujetos sanos (422).

En nuestros resultados observamos una hiperexcitabilidad de las motoneuronas del
Grupo Citotéxico evidenciada en un aumento general de la amplitud, tanto de la onda M
como de la onda H, en ambos modelos en comparacidon con el grupo Control. Esto
correlaciona con lo observado en algunos estudios realizados en humanos donde

observaban un aumento de la excitabilidad de la motoneurona (194).
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Los resultados electrofisiolégicos en el protocolo de intensidades, muestran que la
amplitud de la onda M en el Grupo Control practicamente no varia a lo largo de todo el
estudio, sin embargo, en el Grupo ELA Citotéxico a pesar de que las amplitudes son mds
elevadas que en grupo Control, se observa un descenso de las amplitudes de la onda M en
las intensidades mas altas conforme evoluciona la patologia, sin llegar a ser significativo, lo
gue correlaciona con la denervacién observada también histolégicamente, caracterizada
por una pérdida de células ChAT+, ademds de correlacionar con la neuroinflamacion.
Ademas, se observa que la onda H en el Modelo Agudo presenta unas amplitudes mayores
en el Grupo ELA que en el Grupo Control, pero en este caso no se observan tantas diferencias
en cuanto a la evolucidn de estas amplitudes, lo que indica que se estdn afectando las
motoneuronas y no las sinapsis, ya que la onda M se ve mas afectada que la H. En el Modelo
Crdnico por su parte se observa que las amplitudes de la onda H del Grupo Citotdxico son
menores y que a pesar de una hiperexcitabilidad inicial se produce un descenso de las onda

mas acusado en este grupo, caracteristico de los animales ELA (426).

Por su parte, los resultados obtenidos en el estudio de frecuencias mostraban que
las amplitudes de la onda M en el Grupo ELA Citotéxico eran mayores que en el Grupo
Control mostrando hiperexcitabilidad a nivel de motoneurona espinal, algo que sucede en
los primeros estadios de la enfermedad. A pesar de ello cuando, las frecuencias de estimulo
son altas en el Grupo Control, apenas se observa diferencia en la amplitud de la onda, sin
embargo, en el Grupo ELA la amplitud se ve reducida de forma evidente cuando las
frecuencias son altas, indicando que las motoneuronas no son fisiolégicamente estables,
aungue inicialmente sean hiperexcitables. En el caso de la onda H el descenso de la amplitud
por el incremento de frecuencias de estimulacién es normal ya que se alcanza el limite
fisiolégico de la sinapsis espinal (427, 428). De forma interesante en el grupo ELA se observa
mayor reduccion por efecto del incremento de la frecuencia, indicando que existe deterioro
o reduccién de la eficacia sinaptica entre la fibra sensorial y la motoneurona espinal. Esta
diferencia también se ha observado en animales modelo de lesion medular, donde la

reduccion del reflejo H es mucho mas acusado con respecto a los animales sanos (427).
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Las alteraciones electrofisioldgicas han sido estudiadas en los animales SOD, en los
gue se ha visto que declina la contraccién muscular, asi como que se produce una pérdida
funcional de las unidades motoras (429). En los animales SOD que sobreexpresan un nimero
bajo de copias de la proteina mutada, se encuentra una hipoexcitabilidad inicial (430). Sin
embargo, otros estudios han demostrado que existe una hiperexcitabilidad inicial en la
corteza motora de los animales SOD (422, 431-433). Estos animales, presentan una
denervacion bastante acusada en las uniones neuromusculares, debido a que
aproximadamente solo el 2% de estas uniones presentan una inervacién completa (369). En
ratones SOD1 se ha demostrado que existe una disfuncidon de las motoneuronas espinales,
gue comienza en torno a las 8 semanas de edad, evidenciada en varios estudios
electromiograficos, sin embargo, los déficits funcionales no debutan hasta la semana 12
(426). En estos animales, se muestra una reduccion tanto de la onda M como de la onda H
gue se ve incrementado con el tiempo y siendo mas evidente en la onda H (426). Estos
resultados correlacionan con los obtenidos en el estudio aqui presentado, ya que se
evidencian alteraciones electrofisiolégicas que no correlacionan con déficits de
comportamiento. En modelos TDP43 también se encuentra una hiperexcitabilidad de las
motoneuronas de la corteza motora (434). En modelos quimicos, se encuentran alteraciones
patolégicas en los analisis electrofisioldgicos, evidenciados mediante unas amplitudes
menores y unas latencias prolongadas de los potenciales motores evocados, asi como por
un aumento de las amplitudes y duracién de los potenciales de las unidades motoras. Todo
ello indicativo de la destruccidon de la inervacion muscular (365). Por ultimo, estudios
realizados en ratas Wistar, a las que les infusionaban puntualmente LCR-ELA, han
demostrado un aumento de la excitabilidad cortical en conjunto, con una pérdida de

neuronas en esta region (270, 435).
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Comportamiento

Los resultados de este estudio demuestran alteraciones histolégicas vy
electrofisioldgicas en los animales tratados con LCR citotéxico. A pesar de ello, cuando se
analizan los cambios clinicos mediante en peso corporal y los tests de Matsumoto, Plano
Inclinado y el Andlisis de la Pisada no se observan cambios significativos entre los animales

Control y los Citotoéxicos.

Todos los Grupos mostraron tendencia al aumento del peso corporal medio a lo
largo del estudio, sin llegar a ser significativo. En otros modelos animales, como por ejemplo
los basados en la neurotoxina L-BMAA no se observaron cambios en cuanto a su peso
corporal (261). Por su parte, modelos como el Wobbler muestran durante la fase
sintomatica una pérdida de peso evidente, hecho que en la fase presintomatica no era
evidente (10, 215), aunque en algunos estudios estos animales presentan un aumento de
peso (436). Los modelos SOD1 muestran pérdida de peso, siendo ésta mas pronunciada en
los machos que en las hembras y mds evidente a partir de las 15 semanas (15, 370, 374,
437). Por su parte, también se encuentra pérdida de peso en los animales C9ORF72 (156,
255, 257, 389), asi como en los modelos FUS y TDP43 (252, 357, 358, 360), aunque en
algunos estudios con animales FUS no se encontraron diferencias en cuanto al peso corporal

(248).

Numerosos estudios han demostrado que la neuropatologia asociada a esta
enfermedad ocurre de forma previa o concomitante a la aparicidon de la sintomatologia
(319). Este hecho correlaciona de forma muy clara con nuestros resultados, en los que
observamos que tanto histolégicamente como electrofisioldgicamente se producen
cambios en el Grupo ELA, mientras que, en los estudios de comportamiento, no observamos
ninguna diferencia entre los grupos, indicativo de que la sintomatologia todavia no ha

debutado en estos animales.
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Una de las caracteristicas mds comunes que presentan los pacientes de
enfermedades neurodegenerativas es la alteracion de la funcién motora, y la evoluciéon en
la pisada es un buen método para estudiar estas alteraciones (438). Existen numerosas
pruebas para analizar la funcion motora en los modelos de las enfermedades de
motoneurona. Entre ellos encontramos el Rota-Rod, la fuerza de agarre o Analisis de la
Pisada. De todos ellos, el mas utilizado es el Rota-Rod, sin embargo, el Analisis de la Pisada

parece ser una prueba mds eficiente para estudiar la funcién motora (439-441).

El modelo Wobbler muestra alteraciones motoras a partir de la tercera semana
desde su nacimiento, evidenciado en pruebas como el Rota-Rod (207, 213, 214). Las
diferentes investigaciones realizadas en los modelos SOD1 muestran alteraciones motoras
en estos animales, sin embargo, estas alteraciones, a diferencia del modelo Wobbler no
suceden en las primeras semanas, sino que se hacen evidentes en torno a las 15 semanas
desde el nacimiento, de hecho, en los primeros 3-4 meses de edad presentan una funcion
motora normal (370, 442, 443), aunque algunas investigaciones demuestran que se pueden
observar alteraciones en la locomocidn de estos animales en estadios presintomaticos (444,
445). En animales SOD1 se encuentran variaciones en diferentes pruebas que miden la
funcién motora como pueden ser el Hanging wire, Rota-Rod, patrén de las pisadas,

ejercicios en la cinta, fuerza de agarre o barra suspendida (370, 446-451).

Otros animales como los transgénicos para TDP43, muestran déficits motores en
torno a los 3 meses de edad, viéndose incrementados con el progreso de la patologia. Estos
déficits se evidencian en pruebas como el Rota-Rod, Pole test, Hanging wire o fuerza de
agarre (452, 453). Estudios en primates también demuestran alteraciones motoras
provocadas por las proteinopatias TDP43 (454). Un aspecto realmente interesante en los
modelos TDP43 es que existen diferencias en cuanto al sexo, viéndose atenuado el fenotipo

motor en las hembras (455).
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El modelo L-BMAA muestra alteraciones funcionales en pruebas como el Rota-Rod
o en el Analisis de las Pisadas, pero estas alteraciones no llegan a ser significativas (261,
368), sin embargo, estos animales si muestran diferencias en la evaluacién neurolégica
realizada mediante el estudio de la ambulacidn, la prueba de suspension de la cola y las
pruebas de fuerza donde mostraban cambios que difieren segun la fase en la que se
encuentren estos animales (238, 365). En estudios realizados en estos animales con
diferentes dosis no encontraron alteraciones en las pruebas de Plano Inclinado (305) al igual

que sucede en nuestros animales.

Todos estos resultados parecen indicar que es necesario un periodo mas extenso de
estudio para poder visualizar cambios en la clinica de los animales tratados con LCR-ELA ya

gue los resultados parecen significar que se encuentran en un estadio presintomatico.

Comparativa de la infusion de LCR-ELA aguda y crénica

Teniendo en cuenta los resultados previos obtenidos en este estudio, y tomando en
consideracion los datos ya publicados anteriormente (274), cabe hacer una comparacion
entre ambos modelos utilizados en este proyecto. En ambos modelos se encuentran

diferencias histoldgicas y electrofisioldgicas que recapitulan lo encontrado en humanos.

Resultados previos demostraban que las alteraciones histolégicas cuando la
administracion es de mayor duracién comienzan en los primeros dias de administracion y
gue al cesar dicha administracion y estudiar su evolucién estas alteraciones se mantenian,
sin presentar alteraciones clinicas (274). Otros estudios, en los que se administraba el LCR
de pacientes de forma puntual demostraban al igual que con la infusién continua cambios
histoldgicos, asi como alteraciones eléctricas compatibles con esta patologia (270, 271,

273).

201



En este estudio, los cambios histoldgicos son mds acusados cuando la administracion
del LCR es aguda, observandose una neuroinflamacién mas evidente que en la infusién
crénica, asi como una mayor neurodegeneracidon y un aumento mayor de las inclusiones
intracitoplasmaticas. Ademads, esta administracion aguda provoca unas alteraciones
electrofisioldgicas que, en comparacién con la administracién crénica, son mas acusadas.
Por lo que se consideraria que esta aproximacion seria mas adecuada para el estudio de esta
patologia debido a que puede estar mds cercana a la clinica humana. Los hallazgos en el
modelo crénico parecen indicar que existe un evento de habituacién o plasticidad tras la
infusion continua de tres bombas intracerebroventriculares, observandose que el animal no
alcanza a desarrollar un cuadro clinico que correlacione con los datos observados en la

histopatologia.

Limitaciones del estudio

Las principales limitaciones del estudio fueron las siguientes:

En este estudio se utilizan LCR de pacientes de ELA. El LCR es un fluido bioldgico
valioso y limitado debido a que su obtencidn se realiza mediante una técnica invasiva v,
ademas el volumen extraido es limitado. Asi mismo, a pesar de que los LCR utilizados en los
Grupos Citotéxicos eran todos citotdxicos, no todas las muestras presentan el mismo grado
de citotoxicidad. Por otro lado, la composicion del LCR es desconocida y ciertos elementos
moleculares podrian variar en funcién de cada paciente. Es por ello que en este estudio, se
utilizdé un pool de LCR para evitar los sesgos por variacion de la citotoxicidad o composicién.
Sin embargo, la principal limitacion relativa a los LCR es la imposibilidad de replicar los

estudios con los mismos LCR, debido al poco volumen del que se dispone.

En este estudio se han utilizado 17 animales para el Modelo Agudo y 30 para el
Modelo Crénico. Los animales presentan una alta variabilidad individual que afecta a la
significancia en los analisis estadisticos. Para evitar esta variabilidad individual seria

necesario aumentar el nimero de animales en ambos modelos.
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Por ultimo, existen ciertas limitaciones que podrian alterar la metodologia del
estudio, entre ellas tenemos la propia implantacion de las bombas osmdticas ya que se
colocan intraescapularmente y por el movimiento propio del animal puede provocar la
separacion entre la bomba y el catéter. Por su parte la manipulacién ventricular podria
generar hidrocefalia transitoria y ventriculitis, las cuales serian capaces de explicar algunos

de los cambios inflamatorios descritos.

Por otro lado, durante la electromiografia, los electrodos tanto de registro como de
estimulacién son introducidos manualmente y esto implica una posible variabilidad en
cuanto al punto exacto de colocacion de los mismos, lo que puede alterar la respuesta
obtenida. Sumado a esto, el estimulador utilizado durante todo el estudio es manual, lo que
podria alterar la exactitud de las intensidades o frecuencias con la que los estimulos son
aportados. Por ultimo, otro de los aspectos a tener en cuenta es que la adicién de anestesia
puede provocar la reduccién de la respuesta tanto de la onda M como del reflejo H (456),
esto fue algo que durante los inicios del estudio sucedid, lo que nos llevd a reducir el nivel

de anestesia de mantenimiento durante los registros electromiograficos.
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Perspectivas futuras

Es evidente que los datos presentados en este estudio son el inicio de la descripcién
de un modelo de ELA esporadica. Nuestros datos muestran que la administracion de LCR
citotoxico mediante bombas implantadas en el ventriculo lateral de ratas Wistar, induce
dafios en células microgliales y astrocitarias, siendo caracteristicos de procesos
neuroinflamatorios, ademas de pérdida de neuronas ChAT (menor numero de células, y
mayor expresion de caspasa3) correlacionando estos datos con afectaciones de laonda Hy
M, lo que nos indica que es un modelo que se puede aproximar a la patologia esporadica de
la ELA. Por lo que, el disefio y andlisis de nuevos experimentos seran necesarios para
confirmar la infusién intracerebral de liquido cefalorraquideo de pacientes de Esclerosis
Lateral Amiotréfica en rata puede ser un utilizado como un modelo de difusiéon de la

enfermedad.

Entre estos estudios se encontrarian principalmente un aumento del nimero de
animales, asi como introducir nuevos grupos de estudio. Ademads, seria interesante
aumentar el tiempo de estudio para poder evaluar las implicaciones clinicas en estos
animales, o variar el tiempo de infusién prolongandolo para asi conseguir evocar los déficits

clinicos.

Asi mismo, lo que ampliaria en gran medida el conocimiento sobre este modelo,
seria analizar exhaustivamente la composicién del LCR para poder conocer cudl es el
causante de la citotoxicidad, asi como, aumentar los estudios post mortem para evaluar si

existen otros factores que pudiesen explicar la neuroinflamacién observada.

Por ultimo, es interesante destacar que este proyecto pretende generar una
aproximacion experimental para el estudio de la patologia esporddica, sin embargo, todavia
son necesarios mayores estudios para caracterizar en su totalidad el modelo, previo a una
posible aplicacion traslacional ya sea para el estudio de farmacos o busqueda de

biomarcadores tempranos de esta patologia.
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CONCLUSIONES
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En vista de los resultados obtenidos en este proyecto y tras su comparativa con la

bibliografia previa podemos concluir:

e El liquido cefalorraquideo de algunos pacientes de ELA es citotdxico para las
motoneuronas en cultivo.

e La infusidn intracerebroventricular, tanto aguda como prolongada, de liquido
cefalorraquideo citotéxico de pacientes de ELA en rata, provoca alteraciones
histoldgicas en la corteza motora y en los segmentos cervicales y lumbares de la
médula espinal, compatibles con lo hallado en la patologia humana.

Los principales hallazgos neuropatoldgicos fueron:

o Un aumento de la neuroinflamacion, caracterizado por un aumento de la
microgliosis, mostrando un fenotipo M1 activado, asi como por un aumento
de la astrogliosis.

o Unaumento de la neurodegeneracién, evidenciado mediante una reduccidn
de las neuronas en general, y motoneuronas en particular, aumento de la via
extrinseca de la apoptosis y presencia de inclusiones intracitoplasmaticas en
las motoneuronas.

e La infusion intracerebroventricular, tanto aguda como prolongada, de liquido
cefalorraquideo citotoxico de pacientes de ELA en rata, provoca alteraciones
electrofisioldgicas en las motoneuronas espinales que correlacionan con la
histologia.

Los principales hallazgos electrofisioldgicos fueron:

o Se haobservado una destruccidon neuronal caracterizada por un aumento de
laintensidad umbral de la onda M, asi como por un descenso de su amplitud,
a lo largo de los estudios de los animales con LCR-ELA.

o Se han observado alteraciones en la funcionalidad de las sinapsis,
evidenciadas por la afectacion de la onda H.

e La infusién intracerebroventricular continua y prolongada de liquido
cefalorraquideo, tanto Citotéxico como No Citotdxico, de pacientes de ELA en rata
no provoca alteraciones clinicas ni en la coordinacién motora ni en la fuerza de los
animales, por lo que se considera que es un modelo de difusién de la patologia, pero

no la causante de ella.
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INTRODUCCION

La Esclerosis Lateral Amiotréfica es un desorden neurodegenerativo, progresivo e
incapacitante, caracterizada por la degeneracién de las motoneuronas superiores de la
corteza cerebral, las motoneuronas inferiores del tronco cerebral y motoneuronas de la
médula espinal. La edad de inicio de esta enfermedad es variable, generalmente, suele

originarse en la edad adulta, en torno a los 40-60 afios.

La neuropatologia asociada a esta enfermedad presenta diferentes aspectos, como
pueden ser la degeneracidon de las motoneuronas, las inclusiones intracitoplasmaticas y la
neuroinflamacion, caracterizada por aumento de la microgliosis y astrogliosis, tanto de la
corteza motora como de la médula espinal. En la actualidad se desconocen los mecanismos
que subyacen el inicio de esta enfermedad, sin embargo, las investigaciones realizadas
durante los ultimos afios han permitido determinar ciertos mecanismos que estan
involucrados en la ELA, entre ellos se encuentran el estrés oxidativo, la desregulacidn del
trafico axonal, la excitotoxicidad mediada por glutamato, alteraciones en el metabolismo

del ARN y alteraciones en la homeostasis proteica.

El diagndstico de esta patologia se realiza a través de los criterios de El Escorial
Revisados y de los criterios de Awaji, que aumentan el valor de la electrofisiologia para el
diagndstico de la ELA. Una de las pruebas electrofisiolégicas utilizadas para evaluar la
excitabilidad de las motoneuronas, asi como la fisiologia basica de los reflejos de los
segmentos espinales, ademds de su relacidon con ciertos signos clinicos de diversos
sindromes de motoneurona superior, es el reflejo de Hoffmann o reflejo H. Esta técnica se
basa en estimular eléctricamente las fibras sensoriales la en un nervio periférico y registrar

el reflejo de respuesta en el musculo homénimo.

Se han desarrollado numerosos modelos animales para el estudio de esta
enfermedad, practicamente todos basados en las mutaciones causantes de la patologia
familiar, esto hace que estos modelos no representen a la mayoria de los pacientes, ya que

el 90% de ellos presentan una patologia esporadica.

El LCR de los pacientes de ELA ha demostrado ser citotéxico para las motoneuronas
en cultivo, lo que hizo plantear que el LCR podria ser un medio de difusién de la enfermedad
Yy, que la infusién continua de este LCR intraventricular en roedores seria un buen modelo

para estudiar la patologia esporadica.

208



MATERIALES Y METODOS

Para este estudio, se han disefiado dos modelos animales en rata, uno Agudo y otro
Crénico, para evaluar el efecto tanto neuropatolégico como electrofisiolégico de la
administracion, via intracerebroventricular, de LCR Citotéxico de pacientes de ELA. En el
Modelo Agudo se procedié a implantar una mini bomba osmética ALZET® modelo 1002,
rellena de LCR Control o LCR Citotéxico respectivamente, consiguiendo una infusidn
continua durante 14 dias. Por su parte en el Modelo crénico se implantaron 3 bombas
osmoticas ALZET® modelo 2002, rellenas de LCR Control, LCR No Citotdxico y LCR Citotdxico

respectivamente, con ello se mantuvo una infusién continua durante 42 dias.

Durante todo el periodo de estudio, a los animales se les realiz6 semanalmente un
EMG para evaluar los cambios en el reflejo H producidos por la infusion del LCR
correspondiente. En cada EMG se procedio a realizar dos protocolos, uno de intensidades y
otro de frecuencias, para ver como afectaba la intensidad y frecuencia del estimulo a las

amplitudes de las ondas M y H del séleo.

A los animales del Modelo Crénico también se les realizaron pruebas de
comportamiento, para evaluar las caracteristicas clinicas que presentaban. Concretamente,

se realizaron los test de Matsumoto, Plano Inclinado y el Andlisis de las huellas.

Finalizado el periodo de infusidn, se procedié al sacrificio de los animales mediante
perfusidn intracardiaca y se extrajeron tanto el cerebro como la médula espinal para realizar
los estudios neuropatoldgicos. Se realizaron cortes de 30 um, tanto de las regiones de

corteza motora, como de los segmentos cervicales y lumbares de la médula espinal.

Tras ello, se realizaron inmunohistoquimicas para evaluar, tanto el proceso
neurodegenerativo (se utilizaron marcadores de neuronas y motoneuronas, asi como
marcadores de inclusiones y apoptosis), como el proceso neuroinflamatorio (utilizando
marcadores de microglia y astrocitos, ademds, en el Modelo Crénico se analizé la
polarizacién de la microglia). Todos los resultados inmunohistoquimicos se revelaron
mediante microscopia confocal y posteriormente se analizaron mediante el software Image)

v. 1.8.

Para los andlisis estadisticos se realizaron mediante ANOVAS y T-Test a través de los

softwares IBM SPSS statistics 25 y GraphPad Prism 8.
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RESULTADOS

Todos los animales incluidos en este estudio sobrevivieron al implante de la bomba
osmoética y en ningin momento del estudio presentaron signos de infeccion, ni
convulsiones, agresividad, piloereccién o postracion, todos ellos signos o sintomas
relacionados con el dolor y sufrimiento. En los estudios electrofisioldgicos tampoco hubo
complicaciones, no viéndose afectados en ninglin momento por la anestesia inhalatoria con

isoflurano.

Los resultados histoldgicos han mostrado que en el Modelo Agudo existe un proceso
neuroinflamatorio activo, tanto en la corteza motora como en la médula espinal,
encontrandose un aumento de la microgliosis, que ademdas presentaba un fenotipo
activado. Ademas, en ambos tejidos también se observé un aumento de la astrogliosis. Por
otro lado, en este modelo se evidencié un proceso neurodegenerativo caracterizado por
una reduccién en el numero de neuronas general y mas concretamente, una pérdida
motoneuronal. Sumado a esto las motoneuronas que sobrevivieron mostraban un aumento

de las inclusiones intracitoplasmaticas.

Por su parte, los resultados histolégico han mostrado, que en el Modelo Crénico
existe un proceso neuroinflamatorio activo tanto en la corteza motora como en la médula
espinal, encontrandose un aumento de la microgliosis, que ademas, presentaba un fenotipo
activado, que al analizarlo de forma mas profunda, indicaba que en el Grupo No citotdxico
esta microglia activada esta en un fenotipo antiinflamatorio, mientras que la del Grupo
Citotoxico presentaba un fenotipo proinflamatorio. Asi mismo, queda demostrado un
aumento del marcaje de MHCII. Ademas, en ambos tejidos también se observé un aumento
de la astrogliosis. Por otro lado, en este modelo se evidencié un proceso neurodegenerativo
caracterizado por una reduccidn en el nimero de neuronas general, y mas concretamente,
una pérdida motoneuronal. Sumado a esto las motoneuronas que sobrevivian mostraban

un aumento de las inclusiones intracitoplasmaticas.

Los resultados electrofisioldgicos han demostrado que existe alteracion de las ondas
My H, en ambos modelos. Se observan alteraciones en tanto en la onda M indicativo de una
pérdida motora directa, asi como en la onda H lo que indica alteraciones en las sinapsis con

las neuronas aferentes lo que presenta relacion con lo encontrado en la histologia.
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Los resultados relativos a las caracteristicas clinicas indicaron que, los animales del
Modelo Crénico no mostraban alteraciones en ninguna de las pruebas realizadas, indicativo

de que estos animales no presentaban alteraciones funcionales en este periodo de estudio.
DISCUSION

Actualmente no existe ningin modelo animal que represente en su totalidad a la
patologia de la ELA, ademdas hay que tener en cuenta que la mayoria de los modelos
generados hasta el momento estdn basados en las mutaciones que provocan las variantes
familiares y que solo representan al 10% de los casos. Es por ello, que la busqueda de un

modelo que represente a la patologia espordadica es de vital importancia.

El principal hallazgo encontrado en estos modelos es una activacidon del proceso
neuroinflamatorio, asi como una marcada neurodegeneracidn tanto en la corteza motora
como en la médula espinal. Estos dos hallazgos son dos de las principales caracteristicas

observadas en los pacientes de ELA, asi como en los modelos animales.

Asi mismo, se encuentran alteraciones electrofisioldgicas que correlacionan con la
degeneracion neuronal observada en los resultados histolégicos. Se han observado
alteraciones, en tanto en la onda M, indicativo de una pérdida motora directa, como en la
onda H, lo que indica alteraciones en las sinapsis con las neuronas aferentes lo que presenta
relacion con lo encontrado en la histologia. Estos resultados corroboran lo encontrado en
los pacientes de ELA, asi como en modelos animales en los que se observan alteraciones en

este reflejo y en otros estudios electrofisiolégicos.

La infusion del LCR en el ventriculo lateral durante el periodo de estudio no altera la
clinica de los animales, lo que indicaria que estos animales podrian encontrarse en una fase
presintomatica de la patologia y seria necesario un mayor tiempo de estudio para evidenciar

la afectacion clinica.
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CONCLUSIONES

El liquido cefalorraquideo de algunos pacientes de ELA es citotéxico para las

motoneuronas en cultivo.

La infusidn intracerebroventricular continua, tanto aguda como prolongada de liquido
cefalorraquideo citotéxico de pacientes de ELA en rata provoca alteraciones histoldgicas en
la corteza motora y en los segmentos cervicales y lumbares de la médula espinal

compatibles con lo hallado en la patologia humana.

La infusién intracerebroventricular continua, tanto aguda como prolongada de liquido
cefalorraquideo citotéxico de pacientes de ELA en rata provoca alteraciones

electrofisioldgicas en las motoneuronas espinales que correlacionan con la histologia.

La infusién intracerebroventricular continua y prolongada de liquido cefalorraquideo
tanto Citotdxico como No Citotdxico de pacientes de ELA en rata no provoca alteraciones
clinicas ni en la coordinaciéon motora ni en la fuerza de los animales, por lo que se considera

gue es un modelo de difusién de la patologia, pero no la causante de ella.
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INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis is a progressive and disabling neurodegenerative
disorder characterized by degeneration of the upper motor neurons of the cerebral cortex,
the lower motor neurons of the brain stem and motor neurons of the spinal cord. The age
of onset of this disease is variable; generally, it usually originates in adulthood, around 40-

60 years of age.

The neuropathology associated with this disease presents different aspects such as
motor neuron degeneration, intracytoplasmic inclusions and neuroinflammation
characterized by increased microgliosis and astrogliosis in both motor cortex and spinal
cord. The mechanisms underlying the onset of this disease are currently unknown; however,
research carried out in recent years has made it possible to determine certain mechanisms
involved in ALS, including oxidative stress, deregulation of axonal trafficking, glutamate-
mediated excitotoxicity, alterations in ARN metabolism and alterations in protein

homeostasis.

The diagnosis of this pathology is made through the Revised El Escorial criteria and
the Awaji criteria, which increase the value of electrophysiology for the diagnosis of ALS.
One of the electrophysiological tests used to assess motor neuron excitability, as well as the
basic physiology of spinal segment reflexes, in addition to their relationship to certain
clinical signs of various upper motor neuron syndromes, is the Hoffmann reflex or H-reflex.
This technique is based on electrically stimulating sensory fibers la in a peripheral nerve and

recording the reflex response in the homonymous muscle.

Numerous animal models have been developed for the study of this disease,
practically all of them based on the mutations causing the familial pathology, which means
that these models do not represent the majority of patients, since 90% of them present a

sporadic pathology.

CSF from ALS patients has been shown to be cytotoxic to motor neurons in culture,
which led to the suggestion that CSF could be a means of dissemination of the disease and
that continuous infusion of this intraventricular CSF in rodents would be a good model to

study sporadic pathology.
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MATERIAL AND METHODS

For this study, two animal models were designed in rats, one Acute and the other
Chronic, to evaluate the neuropathological and electrophysiological effect of
intracerebroventricular administration of Cytotoxic CSF in ALS patients. In the Acute Model,
an ALZET® model 1002 osmotic pump was implanted, filled with Control CSF or Cytotoxic
CSF respectively, achieving a continuous infusion for 14 days. In the chronic model, 3 ALZET®
model 2002 osmotic pumps were implanted, filled with Control CSF, Non-Cytotoxic CSF and

Cytotoxic CSF respectively, thus maintaining a continuous infusion for 42 days.

Throughout the study period, the animals underwent weekly EMG to evaluate the
changes in the H reflex produced by the infusion of the corresponding CSF. In each EMG,
two protocols were performed, one of intensities and the other of frequencies, to see how
the intensity and frequency of the stimulus affected the amplitudes of the soleus M and H

waves.

The animals in the Chronic Model also underwent behavioral tests to evaluate the
clinical characteristics presented by the animals. Specifically, the Matsumoto, Inclined Plane

and Footprint Analysis tests were performed.

At the end of the infusion period, the animals were sacrificed by intracardiac
perfusion and the brain and spinal cord were extracted for neuropathological studies. Thirty
pum slices were taken from the motor cortex regions as well as from the cervical and lumbar

segments of the spinal cord.

Following these, immunohistochemistry was performed to evaluate both the
neurodegenerative process (markers of neurons and motor neurons were used, as well as
markers of inclusions and apoptosis), and the neuroinflammatory process (using markers of
microglia and astrocytes; in addition, in the Chronic Model the polarization of microglia is
analyzed). All immunohistochemical results were revealed by confocal microscopy and

subsequently analyzed using ImageJ v. 1.8 software.

Statistical analyses were performed by ANOVAS and T-Test using IBM SPSS statistics

25 and GraphPad Prism 8 software.
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RESULTS

All the animals included in this study survived the implantation of the osmotic pump
and at no time during the study showed signs of infection, convulsions, aggressiveness,
piloerection or prostration, all of them signs or symptoms related to pain and suffering.
There were no complications in the electrophysiological studies, and they were not affected

at any time by inhalation anesthesia with isoflurane.

The histological results show that in the acute model there is an active
neuroinflammatory process in both the motor cortex and the spinal cord, finding an increase
in microgliosis, which also presented an activated phenotype. In addition, an increase in
astrogliosis was also observed in both tissues. On the other hand, in this model a
neurodegenerative process characterized by a reduction in the general number of neurons
and more specifically a motoneuronal loss is evidenced. In addition, the surviving motor

neurons show an increase in intracytoplasmic inclusions.

On the other hand, histological results show that in the Chronic Model there is an
active neuroinflammatory process in both the motor cortex and the spinal cord, finding an
increase in microgliosis, which also presented an activated phenotype that when analyzed
more deeply indicates that in the Non-cytotoxic Group this activated microglia is in an anti-
inflammatory phenotype while that of the Cytotoxic Group presents a proinflammatory
phenotype. Likewise, an increase in MHCII labeling is demonstrated. In addition, an increase
in astrogliosis is also observed in both tissues. On the other hand, in this model a
neurodegenerative process characterized by a reduction in the general number of neurons
and more specifically a motoneuronal loss is evidenced. In addition, the surviving motor

neurons show an increase in intracytoplasmic inclusions.

The electrophysiological results show that there are alterations in the M and
H waves in both models. Alterations are observed in both the M wave indicative of a direct
motor loss, as well as in the H wave indicating alterations in the synapses with afferent

neurons, which is related to what was found in the histology.

The results related to the clinical characteristics indicated that the animals
of the Chronic Model did not show alterations in any of the tests performed, indicating that

these animals do not present functional alterations in this study period.
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DISCUSSION

There is currently no animal model that fully represents the pathology of ALS, and it
should also be taken into account that most of the models generated so far are based on
mutations that cause familial variants and that only represent 10% of the cases. This is why

the search for a model that represents sporadic pathology is of vital importance.

The main finding found in these models is an activation of the neuroinflammatory
process as well as a marked neurodegeneration in both the motor cortex and the spinal
cord. These two findings are two of the main characteristics observed in ALS patients as well

as in animal models.

Likewise, electrophysiological alterations are found that correlate with the neuronal
degeneration observed in the histological results. Alterations are observed in both the M
wave indicating a direct motor loss, as well as in the H wave indicating alterations in the
synapses with afferent neurons, which is related to the histological findings. These results
corroborate what has been found in ALS patients, as well as in animal models in which

alterations in this reflex are observed and in other electrophysiological studies.

The infusion of CSF into the lateral ventricle during the study period does not alter
the clinical manifestations of the animals, which would indicate that these animals could be
in a presymptomatic phase of the pathology and that a longer study time would be

necessary to demonstrate clinical involvement.
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CONCLUSIONS
Cerebrospinal fluid from some ALS patients is cytotoxic to cultured motor neurons.

Acute and prolonged continuous intracerebroventricular infusion of cytotoxic
cerebrospinal fluid from ALS patients in rats causes histological alterations in the motor
cortex and cervical and lumbar segments of the spinal cord consistent with those found in

human pathology.

Continuous intracerebroventricular infusion, both acute and prolonged, of cytotoxic
cerebrospinal fluid from ALS patients in rat causes electrophysiological alterations in spinal

motor neurons that correlate with histology.

Prolonged continuous intracerebroventricular infusion of both Cytotoxic and Non-
Cytotoxic cerebrospinal fluid from ALS patients in rats does not cause clinical alterations in
either motor coordination or strength in the animals, thus it is considered to be a model of

diffusion of the pathology, but not the cause of the pathology.
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Anexo 1

Modelo de Consentimiento Informado para extraccion de LCR

Salud
SERVICIO DE NEUROLOGIA
CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA REALIZACION DE PUNCION LUMBAR
D./Dha como paciente (o representante
del paciente D./Dfa. ), manifiesto que he sido
informado/a por el Dr. de los siguientes aspectos:

(estado de salud previo, edad, etc.) son:

* Procedimiento:

La prueba que se le va a practicar consiste en una puncién con un catéter (tubo fino) en el espacio
subaracnoideo del canal raquideo, donde se encuentra el liquido cefalorraquideo, que recubre el sistema
nervioso central. Dicha puncién se realiza habitualmente entre las dos dltimas vértebras lumbares, donde en
condiciones normales ya ha acabado la médula espinal. A veces, por las caracteristicas de la columna, es
necesario efectuar la puncién en otro lugar y, en ocasiones, hay que pinchar més de una vez. La prueba no
requiere ayuno ni administracién de sedantes y se puede realizar facilmente en la cama del paciente.

Este procedimiento tiene por objeto obtener una pequena cantidad de liquido cefalorraquideo, para su
posterior analisis en el laboratorio y asi poder diagnosticar y/o tratar su enfermedad. Ademas, es posible que
se almacene una pequefa cantidad de liquido para practicar estudios posteriores. Los resultados que se
obtengan podran ser empleados para diversos trabajos o publicaciones, pero siempre de modo anénimo y
confidencial.

* Alternativas:

No hay otra prueba alternativa para conseguir esa informacién por lo que es fundamental para el
diagnostico y eventual tratamiento de su patologia.

* Riesgos:

Es una técnica segura realizada por médicos especializados que tomaran las precauciones oportunas
para evitar la apariciéon de complicaciones. ) :

Lo més frecuente es el dolor local en el lugar de la puncién y dolor de cabeza en las horas siguientes
que, en caso de aparecer, se resuelve con reposo relativo e ingesta de liquidos.

Otras complicaciones, aunque muy infrecuentes, consisten en infeccién o hematoma en el lugar de la
puncién, hormigueos en las piernas o lesidn inadvertida de raices espinales o médula espinal.

En casos muy excepcionales, si existen procesos dentro del craneo que aumenten su presion, puede
producirse un desplazamiento de parte del cerebro o del cerebelo hacia el canal raquideo que pudiera producir
lesiones irreversibles o incluso el fallecimiento. En gran.parte, este minimo riesgo queda reducido con la
valoracion clinica del paciente o con la realizacion de pruebas de imagen. :

Otros riesgos o complicaciones que pueden aparecer teniendo en cuenta sus circunstancias personales
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Antes de firmar este consentimiento, si desea que le facilitemos mds informacién o tiene
cualquier duda, no tenga reparos en preguntarnos. Le atenderemos con mucho gusto.

DECLARO que todas mis dudas y preguntas han sido convenientemente aclaradas y que he comprendido toda
la informacién que se me ha proporcionado sobre la prueba, para qué sirve, cémo se hace, los riesgos que tiene
y las posibles alternativas. Por ello, libremente, doy mi CONSENTIMIENTO a los profesionales adecuados que
se precisen, para que se me (le) realice la prueba descrita.

Asimismo, doy mi consentimiento para que se almacene una pequefia cantidad de liquido para estudios
posteriores.

PUEDO RETIRAR ESTE CONSENTIMIENTO CUANDO LO DESEE.

Observaciones del paciente:

Firma del paciente: " Firma del médico:
(familiar o representante, (médico que informa)
en caso de incapacidad)

Fdo: Fdo:
Fecha: Fecha:

Versién feb/02
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Anexo 2
Citotoxicidad LCR
Modelo Agudo

ID muestra  Citotdxico/No citotéxico

1 Citotdxico
4 Citotdxico
13 Citotdxico
14 Citotdxico
17 Citotdxico
19 Citotdxico
HC120 Citotdxico
HC 130 Citotdxico
HC 137 Citotdxico
HC 138 Citotdxico
HC 141 Citotdxico
HC 143 Citotdxico
HC 149 Citotdxico
HC150 Citotdxico
HC 152 Citotdxico
HC 154 Citotoxico
HC 175 Citotdxico

Tabla 18: Muestras citotdxicas utilizadas en el Modelo Agudo.
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Modelo Crénico

ID muestra  Citotdxico/No citotéxico

HC 130 Citotdxico
HC 137 Citotdxico
HC 138 Citotdxico
HC 141 Citotdxico
HC 143 Citotdxico
HC 144 No Citotdxico
HC 148 No Citotdxico
HC 149 Citotdxico
HC 150 Citotdxico
HC 152 Citotdxico
HC 154 Citotdxico
HC 156 No Citotdxico
HC 157 No Citotdxico
HC 158 No Citotdxico
HC 175 Citotoxico

Tabla 19: Citotoxicidad de los LCR-ELA del Modelo Crénico. Se dividen las muestras entre LCR-Citotoxico y LCR-No
Citotoxico.
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Anexo 3
Aprobacion PROEX 005/17

ﬂ"“ ”’mﬂmwumm jilllllllIlllll[llllllllll}llllllIlljjlllllllﬂlllllllll

Reg €., He io Amb.Adm.Local g Ord T.(ALC)
Destino: Hospital Clinico San Carlos - ﬂ/ﬂ Pablo

Vista la solicitud presentada por PABLO ANTONIO GONZALEZ LOPEZ
(ULISES GOMEZ PINEDO), para la autorizacién del proyecto de memoria técnica
titulada EFECTO DE LA INFUSION CRONICA DE LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO
(LCR) DE PACIENTES DE ESCLEROSIS LATERAL AMIOTROFICA (ELA) EN RATA, a
desarrollar en el centro usuario HOSPITAL CLINICO SAN CARLOS con cédigo de
registro ES280790000088 y siendo el responsable del proyecto ULISES G(')MEZ_
PINEDO:

Visto el informe del Area de Proteccién Animal.

Considerando que el citado proyecto se ajusta a lo establecido en el Real
Decreto 53/2013 de 1 de febrero por el que se establecen las normas béasicas
aplicables para la proteccién de los animales utilizados en experimentacién y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Esta Direccién General ha resuelto: autorizar la realizacién del proyecto
referenciado siempre que se mantengan las condiciones que dieron lugar a la
autorizacién y que el personal que intervenga tenga la preparacién y formacion
adecuada que se especifica en el citado Real Decreto.

Tal y como se indica en el informe de evaluacién del proyecto presentado,
éste debe ser sometido a una evaluacion retrospectiva en el momento que indica

dicho informe.

Contra esta Resolucidon, que no agota la via administrativa, cabe interponer
recurso de alzada en el plazo de un mes, contado desde el dia siguiente a la
recepcion de esta notificacion, ante el Viceconsejero de Medio Ambiente,
Administracion Local y Ordenacion del Territorio, conforme-a lo establecido en el
articulo 121 y siguientes de la Ley 39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento
Administrativo Comun de las Administraciones Publicas

Madrid, 21 de febrero de 2017.
EL DIRECTOR GENERAL DE AGRICULTURA Y GANADERIA
P.D.F. Resolucién 2 de noviembre de 2015
EL SUBDIRECTOR GENERAL DE RECURSOS AGRARIOS

Aqu.:’Jve's"lis Carpintero Hervés

Ref PROEX 005/17
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Saludiadrid

Informe Dictamen Favorable
Hospital Clinico San Carlos Proyecto Investigacion

[ comunidad de Madrid

C.I. 16/020-II1

12 de diciembre de 2016

Comité de Etica de Experimentacién Animal

10, El Comité de Etica de Experimentacién Animal reunido en Comisién Permanente el dia

INFORME DEL COMITE DE ETICA DE EXPERIMENTACION ANIMAL

12/12/2016, (Acta 12.1/2016) ha evaluado el proyecto indicado a continuacion:

PROYECTO TIPO III: "Efecto de la infusidn cronica de liquido cefalorraquideo (LCR) de
pacientes de Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) en rata”.

PROCEDIMIENTOS:

1. Administracion de anestesia, por via intraperitoneal.

8.
9.

. Implante de mini-bombas osmdticas en el ventriculo lateral derecho de ratas

Wistar .

. Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de ratas

Wistar con LCR de pacientes de enfermedades no neurodegenerativas ni
infecciosas.

. Implante de mini-bombas osmdticas en el ventriculo lateral derecho de ratas

Wistar con LCR de pacientes con ELA.

. Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de ratas

Wistar con LCR de pacientes con ELA incluyendo ademas el tratamiento con
riluzol.

. Administracién de analgésicos, antibiéticos y anti-inflamatorios por via
subcutdnea.
. Estabulacién individualizada de los animales o privacién a corto plazo de

compafieros sociales.
Test de Plano Inclinado.
Test de Matsumoto.

10. Electromiograma.
11. Perfusion Intracardiaca con paraformaldehido 4%.

Responsable del Proyecto:

Dr. Ulises Gémez Pinedo

Hospital Clinico San Carlos
Doctor Martin Lagos, s/n. Madrid 28040 Madrid Espafa

Tel. 9133034 13 Fax. 91 3303299 Correo electronico ceea.hcsc@salud.madrid.org
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- Informe Dictamen Favorable
"‘M Hospital Clinico San Carlos Proyecto Investigacion
C.I. 16/020-111

) 4 Comunidad de Madrid
SaludiMadrid ] 12 de diciembre de 2016

Comité de Etica de Experimentacién Animal

20 Tras la evaluacion del citado proyecto de conformidad con el articulo 38 del Real Decreto
53/2013, y una vez presentada la documentacion/informacion adicional requerida, este
Comité, entendiendo que el proyecto ha sido disefiado teniendo en cuenta los requisitos de
reemplazo, reduccion y refinamiento referidos en el articulo 4 del citado Real Decreto,
acuerda INFORMAR FAVORABLEMENTE |a ejecucion del mismo en el Hospital Clinico San

Carlos.

30 El CEEA, de conformidad con el articulo 38.1. e) del Real Decreto, realizara el
seguimiento del Proyecto con el fin de que se ejecute de acuerdo a la autorizacién de la

Comunidad Auténoma de Madrid.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos donde proceda se expide el siguiente

documento.

Lo que firmo en Madrid, a 12 de diciembre de 2016

Dfia. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEEA- Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos
Doctor Martin Lagos, s/n. Madrid 28040 Madrid Espaia

Pégina 2 de 2

Tel. 9133034 13 Fax. 913303299 Correo electronico ceea.hcsc@salud.madrid.org
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b i . Informe Dictamen Favorable

4 Hospital Clinico San Carlos Proyecto de Investigacién
SaludMadric k224 Comunidad de Madrid LA
12 de diciembre de 2016

Organo Habilitado — CEEA Hospital Clinico San Carlos

INFORME DE EVALUACION DEL ORGANO HABILITADO

19, El Comité de Etica de Experimentacién Animal en calidad de Organo Habilitado en
Comision Permanente el dia 12 de diciembre de 2016 (Acta 12.1/2016) ha evaluado el
proyecto indicado a continuacion:

PROYECTO TIPO III. "Efecto de la infusion crénica de liquido cefalorraquideo (LCR) de
pacientes de Esclerosis Lateral Amiotrdfica (ELA) en rata”.

Codigo Interno: 16/020-III

PROCEDIMIENTOS:
1. Administracién de anestesia, por via intraperitoneal.
2. Implante de mini-bombas osmdticas en el ventriculo lateral derecho de ratas Wistar .

3. Implante de mini-bombas osmdticas en el ventriculo lateral derecho de ratas Wistar con LCR
de pacientes de enfermedades no neurodegenerativas ni infecciosas.

4. Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de ratas Wistar con LCR
de pacientes con ELA.

5. Implante de mini-bombas osmdticas en el ventriculo lateral derecho de ratas Wistar con LCR
de pacientes con ELA incluyendo ademas el tratamiento con riluzol.

6. Administracion de analgésicos, antibidticos y anti-inflamatorios por via subcutanea.

7. Estabulacién individualizada de los animales o privacion a corto plazo de compafieros
sociales.

8. Test de Plano Inclinado.

9. Test de Matsumoto.

10. Electromiograma.

11. Perfusién Intracardiaca con paraformaldehido 4%.

Responsable del proyecto:
Dr. Ulises Gémez Pinedo

29, Se ha procedido a la evaluacién de todos los aspectos contemplados en el articulo 34.2 del
RD 53/2013 y una vez presentada la documentacion/informacion adicional requerida, este
Comité, verifica que el proyecto satisface los siguientes requisitos:

Hospital Clinico San Carlos Pagina 1 de 2
Doctor Martin Lagos, s/n.  Madrid 28040 Madrid Espana
Tel. 9133034 13 Fax. 91 330 3299 Correo electrénico ceeac.hcsc@salud.madrid.org
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- Informe Dictamen Favorable
‘r‘ M Hospital Clinico San Carlos Proyecto de Investigacién
C.I. 16/020-111

Ar Comunidad de Madrid
SaludMadrid = 12 de diciembre de 2016

Organo Habilitado — CEEA Hospital Clinico San Carlos

* Estd justificado desde el punto de vista cientifico/ educativo.

* Su finalidad justifica la utilizacién de animales.

* Esté disefiado de manera que los procedimientos se realizaran de la forma més humanitaria
y respetuosa con el medio ambiente que sea posible en cada caso.

30, En base a dicha evaluacion este Comité de Etica de Experimentacién Animal actuando
como Organo Habilitado confirma:

* Que todos los aspectos y requisitos sometidos a evaluacion recogidos anteriormente
cumplen con los requerimientos éticos y legales recogidos en el RD 53/2103.

* Se han examinado las situaciones y excepciones previstas en el punto e) del articulo 34.2
encontrando que ninguna de ellas es aplicable a este proyecto.

* El proyecto se desarrollara conforme a los requisitos de las 3Rs (reemplazo, reduccion y
refinamiento.).

* Que se establece como “severo” el grado de severidad méximo de los procedimientos
incluidos en dicho Proyecto.

* Que el proyecto sometido a este informe de evaluacion se clasifica como: Proyecto Tipo
III.

* Que dicho Proyecto necesita ser evaluado de forma retrospectiva en base a sus
caracteristicas.

40, Asi mismo, se declara que este Proyecto ha sido evaluado sin existir conflicto de interés
entre las partes implicadas en la evaluacion del mismo.

Y para que asi conste y surta los efectos oportunos donde proceda se expide el presente
documento.

Lo que firmo en Madrid, a 12 de diciembre de 2016

me ER gn Hosnital Clinico

adrid

T oy

Salugiviaanad /

L5

Dfia. Mar Garcia Arenillas
Secretaria del CEEA - Hospital Clinico San Carlos

Hospital Clinico San Carlos Pagina 2 de 2
Doctor Martin Lagos, s/n.  Madrid 28040 Madnd Espaha

Tel. 91 33034 13 Fax. 91 330 32 99 Correo electrénico ceeac.hcsc@salud.madrid.org
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CODIGO: 032659

Salud
INFORME DEL RESPONSABLE ADMINISTRATIVO DEL USUARIO

Pablo Antonio Gonzéalez Lépez, con D.N.I. 01116474-P. En calidad de
Responsable administrativo del usuario.

HACE CONSTAR:

Que esta conforme con que se presente la solicitud al 6rgano competente para la
autorizacion del proyecto titulado:

Efecto de la infusién crénica de liquido cefalorraquideo (LCR) de pacientes con
Esclerosis Lateral Amiotroéfica (ELA) en rata.

Responsable del Proyecto: Ulises Gémez Pinedo.
Cadigo Interno: 16/020-l11
PROYECTO TIPO llI

PROCEDIMIENTOS:

Procedimiento n®1: Administracion de anestesia por via intraperitoneal.

Procedimiento n® 2: Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de
ratas Wistar.

Procedimiento n® 3: Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de
ratas Wistar con LCR de pacientes de enfermedades no neurodegenerativas ni infecciosas.
Procedimiento n° 4: Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de
ratas Wistar con LCR de pacientes con ELA. '

Procedimiento n° 5: Implante de mini-bombas osméticas en el ventriculo lateral derecho de
ratas Wistar con LCR de pacientes con ELA incluyendo ademas tratamiento con riluzol.
Procedimiento n° 6: Administracion de analgésicos, antibiéticos y anti-inflamatorios por via
subcutanea.

Procedimiento n° 7: Estabulacion individualizada de los animales o privacion a corto plazo de
compaiieros sociales.

Procedimiento n° 8: Test de Plano Inclinado.

Procedimiento n° 9: Test de Matsumoto.

Procedimiento n° 10: Electromiograma.

Procedimiento n°® 11: Perfusion Intracardiaca con paraformaldehido 4 %..

Da el visto bueno como exigencia del anexo X. 3 del Real Decreto 53/2013.

Madrid, 4 de enero de

6% Musdle

Fdo: Pablo Antonio Gonzé%ez Lépez
Responsable administrativo del usuario

Calle Prof. Martin Lagos s/n Red
28040 Madrid
Tel.: 91 330 30 00

www.hcsc.es Hospitales
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Anexo 4
Macros

Para separar canales

dir=getDirectory("Choose a Directory");

print(dir);

splitDir=dir + "\Split\\";

print(splitDir);

File.makeDirectory(splitDir);

list = getFileList(dir);

for (i=0; i<list.length; i++) {

if (endsWith(list[i], ".tif")){
print(i + ": " + dir+list[i]);
open(dir+list[i]);
imgName=getTitle();

baseNameEnd=indexOf(imgName, ".tif");
baseName=substring(imgName, 0, baseNameEnd);
run("Split Channels");
selectWindow(imgName + " (blue)");
rename(baseName + "-blue.tiff");
saveAs("Tiff", splitDir+baseName + "-blue.tif");
close();
selectWindow(imgName + " (green)");
saveAs("Tiff", splitDir+baseName + "-green.tif");
close();
selectWindow(imgName + " (red)");
saveAs("Tiff", splitDir+baseName + "-red.tif");

run("Close All");
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Para analizar la intensidad de marcaje

run("Set Measurements...", "area mean min limit display redirect=None decimal=3"); //Indica
los valores que queremos obtener al medir. Mide los valores que estén entre el umbral
minimo y el maximo

run("8-bit");
setAutoThreshold("Default"); //Indica al threshold que el fondo de la imagen es claro
setThreshold(valor minimo, valor maximo); //

run("Measure"); //Mide
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PALABRAS CLAVE Resumen

Esclerosis lateral Introduccion: La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es una enfermedad neurodegenerativa,
amiotrofica; progresiva y de etiologia desconocida caracterizada por la degeneracion de motoneuronas supe-
SOD1; riores e inferiores. Aproximadamente el 90% de los casos de ELA son esporadicos, mientras que
TDP43; el 10% restante se consideran familiares. Independientemente de si son familiares o espora-
FUS; dicas, los pacientes desarrollan una debilidad progresiva, atrofia muscular con espasticidad y
C90RF72; contracturas. Por lo general, la esperanza de vida en los pacientes de ELA es de 2 a 5 anos.
Liquido Desarrollo: Los modelos in vivo han ayudado a explicar la etiologia y la patogénesis, asi como
cefalorraquideo 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 aln conocida. Por
tanto, seria fundamental el estudio de la enfermedad en modelos basados en la enfermedad
esporadica.
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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.

© 2021 Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. en nombre de Sociedad Espafola de Neurologia.
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.

© 2021 Published by Elsevier Espana, S.L.U. on behalf of Sociedad Espafola de Neurologia.
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 aios 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 ratéon fue descubierto por primera vez
por Falconer en 1956''. Consiste en una mutacion autoso-
mica recesiva espontanea en la cepa C57BL/F'%'3. Dicha
mutacién se localiza en el cromosoma 11, la cual es
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Figura 1  Modelos murinos de ELA. Se indican las principales caracteristicas de cada modelo.

homdloga de la regién del genoma humano 2p13'%'4'5, Esta
relacionada con la degeneracion de las motoneuronas y es
causada por una mutacion puntual en el Ultimo exén del
gen Vps54, provocando un cambio de aminoacido'”'> de

leucina a glutamina en el dominio C-terminal de la proteina
Vps54'2'5, 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).
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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'>'3>'®, 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 extrafo 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 ningiin 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'®20, 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, vacuolizaciéon mitocondrial, procesamiento
aberrante de los neurofilamentos y soporte metabdlico redu-
cido en las motoneuronas'2%?7 (fig. 1).

En un primer momento se pens6 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 muscu-
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
encontrd que la contractilidad de los masculos precedia a
la reduccion de la conectividad en la unidad motora. Ade-
mas, demostraron que la atrofia muscular ocurre de forma
posterior a estos procesos®'.

La reduccidon 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 histologicos 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%®% | 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%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 cerebro y 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 SOD14041,

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 ratén 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 mTDP434,

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 nimero
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-
linizacién 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 funciéon 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 mdsculos 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 union 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 nodulos
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 relacion que se esta-
blecio6 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 neuropatoldgicos 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
observd 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 afectd 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 citotdxico 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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KEYWORDS Abstract Cell therapy and tissue engineering are promising therapeutic strategies for such
Stem cells; neurodegenerative diseases as amyotrophic lateral sclerosis (ALS). Studies of different cell types
cell therapy; have reported promising yet contradictory results, and the development of biomaterials
biomaterials; enabling the integration of exogenous and host cells has been slow. This review analyses the
neurodegenerative most promising results published to date and emphasises the need for further research into the
diseases; clinical application of biomaterials.
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Resumen La terapia celulary la ingenieria tisular han dado un paso adelante en el desarrollo de
posibles estrategias terapéuticas en enfermedades neurodegenerativas como la Esclerosis Lateral
amiotrofica (ELA). Diversos tipos celulares se han ensayado tanto con resultados prometedores
como contradictorios, por su parte, el desarrollo de biomateriales que favorezcan la integracion de
células exogenas en el huésped ha sido lento. La presente revision pretende, abordar los resultados
mas prometedores y recordar el camino que aln hay por recorrer en la traslacion a la clinica.
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Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ELA) is a neurodegenerative
disease affecting motor neurons in the brain, brainstem, and
spinal cord. It is characterised by muscle weakness and atrophy,
fasciculations, spasticity, and paralysis. The average life
expectancy after symptom onset is 3-5 years (1). Authorised
pharmacological treatments for ALS include riluzole (a gluta-
mate release inhibitor) and edaravone (a free radical scaven-
ger); however, these medications only slow disease progression
and have limited efficacy (2).

Over the past 2 decades, multipotent stem cell-based
therapies for the treatment of such neurodegenerative and
vascular diseases as stroke, Parkinson's disease, and ALS have
sparked interest in promoting the restoration and regenera-
tion of the nervous system (3). Due to the pathophysiological
characteristics of the disease and the lack of a curative
treatment, several research groups have focused on the
development of cell therapies and the search for vehicles
that promote survival of the implanted cells in a hostile
environment (4). These vehicles are biocompatible natural or
synthetic materials that encapsulate cells or create a scaffold
that promotes the integration of the cells into the host tissue.
These cells would promote modulation of the inflammation,
restoration, and endogenous repair; research is currently
focused on ensuring survival of the implanted cells (5-7).

Mesenchymal stem cells: A promising alternative

Mesenchymal stem cells (MSC) were first described by
Friedenstein et al.(8) in 1970, in a study using bone marrow
mononuclear cells as adherent clonogenic cells. They are
considered fibroblast colony—forming units, and present a
high in vitro replication capacity.

MSCs can be isolated from a variety of tissues, including
bone marrow, muscle tissue, adipose tissue, skin, cartilage,
blood vessels, menstrual blood, and tooth pulp. These cells
acquire a fibroblast-like appearance, expressing such markers
as CD105, CD73, and CD90; however, they do not express CD45,
CD34, or CD14 (9,10).

No cases of such adverse events as teratomas have been
reported with MSC therapy; these cells are therefore
considered to be safe, with the added benefit that they do
not present the ethical limitations associated with embry-
onic or fetal stem cells. MSCs present the basic properties of
stem cells: self-renewal, multilineage differentiation poten-
tial, clonality, and capability to regenerate tissue in vivo.
Therefore, they are considered to be multipotent cells, as
they can differentiate into several mesenchymal lineages,
such as those found in bone, cartilage, adipose, and muscle
tissue (9,10).

The therapeutic potential of MSCs is linked to their
immunoregulatory paracrine activity, with the secretion of
soluble factors (secretomes), including, among others:

» Growth factors: vascular endothelial growth factor (VEGF),
fibroblast growth factor 2 (FGF-2), insulin-like growth factor 1
(IGF-1), platelet-derived growth factor (PDGF), and hepatocyte
growth factor (HGF) (11).

« Anti-inflammatory factors: interleukin-10 (IL-10), trans-
forming growth factor beta 1 (TGF-31), and mechanisms linked
to exosome and mRNA release (12,13).
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Over the last 20 years, attempts have been made to
extrapolate results from animal studies to human disease
(14). Animal studies have yielded promising results. For
example, transgenic mutant SOD1 mice have been adminis-
tered MSCs via intrathecal or intravenous injection, or a
combination of the 2 routes; the procedure has been found
to be safe and to effectively delay motor impairment,
reduce inflammation, and promote the secretion of cyto-
kines and growth factors that increase cell survival, allowing
animals to live longer (15,16).

Mesenchymal stem cells for the treatment of
neurological diseases

MSCs are promising candidates for regenerative medicine
thanks to their paracrine properties (10). When nervous
tissue is damaged, the accumulation of inflammatory cells,
fibroblasts, and astrocytes causes MSCs to secrete a variety
of factors, including glial cell line—derived neurotrophic
factor (GDNF), brain-derived neurotrophic factor (BDNF),
VEGF, IGF-1, nerve growth factor (NGF), ciliary neurotrophic
factor (CNTF), and neurotrophin 3 (NT-3), in order to
promote motor neuron survival. The paracrine action of
these factors protects nervous tissue from fibrosis, apopto-
sis, and oxidative stress, promotes angiogenesis, and has
immunomodulatory and neuroprotective effects (17,18).

Clinical trials

Clinical trials using MSCs (both adipose tissue— and bone
marrow—derived) to treat patients with ALS have provided
useful information about the safety and efficacy of this
therapy (19). Other studies have evaluated the administra-
tion route (intravenous, intrathecal, or intramuscular) and
dosing (single dose or repeated doses) over variable follow-
up periods. A total of 93 clinical trials have been completed
to date, providing data of considerable clinical interest;
table 1 shows the 10 most recently concluded clinical trials
providing satisfactory results (see Table 1). Different
research groups report a lack of adverse reactions and
improvements in quality of life, mainly due to delays in the
need for gastrostomy tube feeding/parenteral nutrition and
respiratory support and to longer patient survival.

It should be noted that only one clinical trial reported
adverse reactions, and was therefore suspended. This trial
evaluated the safety and efficacy of infusion of autologous
bone marrow-derived MSCs in 6 patients, and reported
neurological symptoms not attributable to the disease
(ClinicalTrials.gov identifier: NCT01082653).

ALS: amyotrophic lateral sclerosis; HYNR-CS: bone
marrow-derived mesenchymal stem cells; MSC: mesenchy-
mal stem cell; MSC-NTF: mesenchymal stem cells secreting
neurotrophic factors.

Interestingly, and despite their limited results, these
trials use electromyography to guarantee that intrathecal
injection does not cause adverse effects due to displace-
ment of the spinal cord parenchyma (20,21,22).

All the clinical trials completed to date used MSCs. Their
results consistently show that (23,24):

1. MSC therapy is safe and viable, despite the small
number of participants included.


http://ClinicalTrials.gov
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Table 1  The 10 most recent completed clinical trials, from a total of 93 trials published on clinicaltrials.gov.
# Title Condition Intervention Hospital/country
1 A dose-escalation safety trial for o ALS Biological: » Mayo Clinic. Rochester, Minnesota,
intrathecal autologous mesenchymal autologous MSCs United States
stem cell therapy in amyotrophic
lateral sclerosis
2 Effect of intrathecal administration of  « ALS Biological: o Haematology Department, Hospital
haematopoietic stem cells in patients intrathecal Universitario Monterrey. Nuevo
with amyotrophic lateral sclerosis (ALS) autologous stem cells Leon, Mexico
3 Autologous multipotent mesenchymal  « Motor neuron  Biological: o Neurology Department, University
stromal cells in the treatment of disease/ALS suspension of human Hospital Motol. Prague, Czech
amyotrophic lateral sclerosis autologous MSCs 3P Republic
in 1.5 mL
4  Phase 2, randomised, double blind, o ALS Biological: » Massachusetts General Hospital.
placebo controlled multicenter study of autologous MSC-NTF Boston, Massachusetts, United
autologous MSC-NTF cells in patients States
with ALS o UMass Medical School. Worcester,
Massachusetts, United States
* Mayo Clinic. Rochester, Minnesota,
United States
5 Safety study of HLA-haplo matched o Motor neuron  Genetic: HLA-haplo— < Hanyang University Seoul Hospital,
allogenic bone marrow derived stem disease matched allogenic Cell Therapy Center for Neurologic
cell treatment in amyotrophic lateral o Neuromuscular bone marrow derived Disorders. Seoul, Haengdang-dong,
sclerosis disease stem cells Seongdong-gu, Republic of Korea
o ALS
6 Escalated application of mesenchymal « Motor neuron  Biological: « Hospital e Maternidade Dr.
stem cells in amyotrophic lateral disease autologous MSCs Christovao da Gama. Santo Andre,
sclerosis patients Sao Paulo, Brazil
» |EP Sao Lucas. Sao Paulo, Brazil
7  Autologous cultured mesenchymal bone < ALS Biological: » Hadassah Medical Organisation.
marrow stromal cells secreting autologous MSC-NTF Jerusalem, Israel
neurotrophic factors (MSC-NTF), in ALS
patients
8 Autologous mesenchymal bone marrow e« ALS Biological: « Hadassah Medical Organisation.
stromal cells secreting neurotrophic autologous MSC-NTF Jerusalem, Israel
factors (MSC-NTF), in patients with
amyotrophic lateral sclerosis (ALS)
9 Safety and efficacy study of autologous « ALS Biological: HYNR-CS « Hanyang University Hospital. Seoul,
bone marrow derived stem cell Republic of Korea
treatment in amyotrophic lateral
sclerosis
10 Compassionate treatment: an e ALS » Autologous adipose « China Medical University Beigang

exploratory clinical trial to assess
treatment of amyotrophic lateral
sclerosis

tissue—derived
stem cells

Hospital. Beigang, Yunlin, Taiwan

https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=cell+therapy&cond=ALS&Search=Apply&recrs=e&age_v=&gndr=&type==&rslt=

2. MSC therapy achieves a transient delay in the natural
course of the disease.

3. Neurotrophic factors play a major role in neuronal
survival and represent a promising therapeutic strategy for ALS.

Biomaterials and stem cells in amyotrophic lateral
sclerosis

No clinical trial of cell therapy and biomaterials for the
treatment of ALS is currently underway. All studies are still
in the preclinical phase (both in vitro and in vivo studies)
(25,26); their primary objective is to generate a suitable
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microenvironment enabling the implanted cells to survive the
adverse conditions caused by the disease. One example is
the study by Kalkowski et al., (27) who used a sodium alginate—
based hydrogel rich in Mn?* ions, which promotes a favourable
environment for the implanted cells and constitutes an
excellent contrast medium for MRI guidance since it produces
a strong T1 signal. Vieira et al. (28) used methacrylated gellan
gum and hyaluronic acid hydrogel blends as a culture medium
for the cell suspension and subsequently injected cells
intrathecally, obtaining similar results to those reported for
sodium alginate—based hydrogel.


http://clinicaltrials.gov
https://clinicaltrials.gov/ct2/results?term=cell+therapy&amp;cond=ALS&amp;Search=Apply&amp;recrs=e&amp;age_v=&amp;gndr=&amp;type=&amp;rslt=

L. Moreno-Jiménez, M.S. Benito-Martin, A. Abad-Fernandez, et al.

Cell therapy tourism

The results of previous studies into cell therapy for ALS
are controversial (29). However, clinics in different coun-
tries across Europe, Asia, and Latin America have been
reported to advertise “miracle” treatments for severe
illnesses. These clinics purport to cure patients with stem
cell-based therapy. They operate on the basis of controver-
sial legislation allowing the use of cell therapies whose
efficacy has not been confirmed by studies complying with
such international regulatory bodies as the United States
Food and Drug Administration or the European Medicines
Agency, or following the International Society for Stem Cell
Research guidelines (30).

Conclusions

Cell therapy has emerged as a promising treatment strategy
for ALS, and constant advances are being made in the use of
biomaterials that enhance the benefits of stem cells.
However, much remains to be understood. Further research
in the form of basic studies and well-designed clinical trials
following the applicable regulations may shed light on these
promising therapeutic strategies.
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