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INTRODUCCION

La esclerosis lateral amiotrofica (ELA) es la enfermedad neurodegenerativa mas letal conocida
hasta ahora. La mayor parte de las investigaciones sobre la ELA se ha llevado a cabo mediante el
estudio de la mutacion génica de la enzima SOD1. Uno de los ratones mas empleado en los
laboratorios de investigacion es el denominado SOD1G93A (figura 1), el modelo mas reclutado
para el estudio de la ELA de origen familiar. Este animal desarrolla un fenotipo y unas
caracteristicas patoldgicas similares en humanos que dara una vision de la rapida evolucion de la
enfermedad en estos animales, convirtiéndolos en un modelo 6ptimo, o verdaderos angeles de la
guarda, para el estudio en el laboratorio de los mecanismos involucrados en la progresion de la
ELA, asi como para testar posibles tratamientos terapeuticos antes de ser aplicados en estudios
clinicos.

La SOD1 es una enzima abundante y ubicua expresada en el citosol. La SOD1 dismuta o cataliza
la conversion del anion superoxido (O2-), un subproducto natural de la respiracion, a peroxido de
hidrogeno (H,O,) o agua. El primer mecanismo patogeénico propuesto fue la pérdida o disminucion
de esta actividad detoxificadora. Aunque solo un 20% de los casos de ELA familiar se han
relacionado con la mutacion de la SOD1, la mayoria del conocimiento de la patogénesis de la ELA
deriva de estudios de muerte celular iniciada por la proteina SOD1 mutada, ya que dicha mutacion
dafna muchas funciones celulares. La SOD1 mutada afecta negativamente al metabolismo del
ADN/ARN; al transporte axonal; a la capacidad tamponadora de Ca?* de la mitocondria, asi como
a su produccion de ATP; a las funciones del reticulo endoplasmico, del aparato de Golgi y del
proteosoma; y produce la activacion de cascadas apoptoéticas. Estos son mecanismos intrinsecos
de la motoneurona (MN) que inducen su muerte, pero la SOD1 mutada también puede activar
mecanismos daninos extrinsecos a la MN.

Figura 1. Claras diferencias morfométricas
entre ratones SOD16%934 y su hermano sano
de camada (WT). Aparicion de “joroba” (lordosis
lumbar) y atrofia de patas traseras en SOD 16934,
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OBJETIVOS

1) Mostrar el modelo murino SOD1G93A que se emplea en investigacion para desarrollar el
fenotipo de la ELA.

2) Conocer la evolucion de la enfermedad tras la administracion de farmacos que buscan
ralentizar el avance de la enfermedad.

3) Conocer las diferentes pruebas de diagndstico para evaluar parametros generales, fuerza
muscular y coordinacion motora.

MATERIAL Y METODO

El raton transgénico SOD1%%A; un modelo de ELA

El raton SOD1G93A se reconoce por manifestar las misma sintomatologia que en pacientes de
ELA, acompanada de la degeneracion de las MNs que preceden a la muerte del animal en torno a
los 140 dias de edad. La rapida evolucion de la enfermedad en estos animales los convierte en un
modelo optimo para el estudio en el laboratorio de los mecanismos involucrados en la progresion
de la ELA, asi como para testar posible tratamientos terapeuticos antes de ser aplicados en
estudios clinicos.

Después del nacimiento de estos animales, una prueba de ADN
(genotipado) confirmaria la presencia o ausencia de este gen
SOD1 mutado. Con la ayuda de un control positivo (C+), la
aparicion de una banda extra (figura 2) en un gel de agarosa
confirmaria que el animal desarrollara la sintomatologia de la
ELA a partir de los tres meses de edad (figura 3), siendo de
utilidad para el desarrollo previo de disenos experimentales.

Figura 2. Genotipado de ratones. Ejemplo de gel de agarosa para identificar
los animales que expresan el transgen SOD1G93A. Obsérvese como el raton
47 posee una banda inferior al igual que el animal utilizado como control
positivo que expresa el transgén humano (SOD C+). En el control negativo
(SOD C-), que no porta el transgén, esta banda inferior esta ausente.

5° mes

4° mes

0 mes 1° mes 2° mes 3° mes

Figura 3. Etapas de la enfermedad en un raton SOD1G93A. La enfermedad se desarrolla a partir del sequndo mes
de vida, apareciendo los primeros sintomas serios al tercer mes y alcanzando la fase critica a partir del cuarto mes.
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RESULTADOS

Determinacion del peso corporal

El grupo de ratones modelo de ELA, SOD1G93A, presentaron
una disminucion progresiva de su peso corporal (figura 4), que
comienza a ser significativa a partir de la semana 11 de edad
(-6,9% = 0,0%) con respecto a sus controles (sanos o
hermanos de camada no transgénicos).

Figura 4. La alteracion del metabolismo energético es el argumento que parece tener
mas relevancia para explicar el inicio y progresion del deterioro de los pacientes y
animales modelos de ELA.

Prueba de rotarod: capacidad de caminar sobre un cilindro rodante

La prueba de rotarod (figura 5) es la técnica mas
comunmente empleada también para determinar el
inicio y progreso de la enfermedad en animales
SOD1G93A. se utiliza habitualmente para evaluar la
coordinacion motora general, la fuerza muscular y el
equilibrio de los animales. El tiempo de corte del test
para cada animal se situd en 180 s. Desde la semana
9 de edad se observo una reduccion en el tiempo
medio de caida que llego a ser significativo a partir de
la semana 15 de edad.

Figura 5. Prueba de Rotarod. Si el raton no cae en
un tiempo maximo de 180 seg, se le asigna este valor
para el calculo de la media poblacional.

Prueba de footprint: patron motor del animal durante el paseo

Estudiamos parametros locomotores durante el paseo por un pasillo del animal mediante la
prueba de footprint para la longitud del paso y la distancia de separacion entre las patas traseras
(figura 6). La determinacion de este parametro evaludé el grado de atrofia muscular que
presentaban las patas traseras. Las primeras anomalias de medicion, de la longitud del paso y la
distancia de base de las patas traseras, se detectaron a la semana 17-18 de edad.
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Figura 6. Prueba de footprint. A. Los
animales son colocados sobre el inicio de
un pasillo de 50 cm largo x 5 cm ancho. Se
registran las huellas de las patas traseras,
fras marcarlas con tinta de tatuaje, para
tener una medida del patron locomotor. B-
C. Diferencias a las 18 semanas de vida
entre un raton no transgénico (wt) (B) y su
hermano trangénico SOD1G93A (C) con
sintomas evidentes de la enfermedad.
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DISCUSION-CONCLUSION

La ELA es una enfermedad neurodegenerativa considerada “rara”, siendo la enfermedad de la
MN mas comun. Estos resultados muestran diferencias en la sensibilidad de las diferentes
pruebas realizadas en la deteccion del deterioro motor precoz en ratones modelo de ELA
SOD1G93A. En base a los datos obtenidos, podemos afirmar que las pruebas de rotarod vy
footprint son las mas apropiadas para detectar el inicio de los sintomas en este modelo animal.
Sin embargo, para monitorizar la progresion de la enfermedad, el estudio del peso corporal es de
bastante utilidad como medida adicional.

La rapida evolucion de la enfermedad en estos animales los convierte en un modelo 6ptimo para
el estudio en el laboratorio de los mecanismos involucrados en la progresion de la ELA, asi como
para testar posibles tratamientos terapeuticos antes de ser aplicados en estudios clinicos.
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