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Titulo

Modelo animal para identificar compuestos terapéuticamente utiles para

el tratamiento de la esclerosis lateral amiotrofica esporadica

Sector de la técnica

La presente invencién se encuadra dentro del sector de la Biotecnologia y /o
Biomedicina. Mas concretamente se refiere a un método para la identificacién
de compuestos potencialmente Utiles para la prevencion y/o tratamiento de la
Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) esporadica que comprende el empleo de
un modelo animal desarrollado mediante la administracién de B-N-metilamino-
L-alanina (L-BMAA).

Estado de la técnica

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad
neurodegenerativa progresiva, descrita por primera vez por el neurdlogo
francés Jean-Martin Charcot, en 1869. Se trata de una enfermedad de tipo
neuromuscular, de causa aun desconocida, en la que las motoneuronas del
sistema nervioso, que controlan el movimiento de la musculatura voluntaria,
disminuyen gradualmente su funcionamiento y mueren. Cuando esto ocurre,
el masculo no responde y, debido a la falta de estimulacion, se atrofia. La
disminuciéon del volumen y el peso del musculo lleva a éste a la falta de
funcionalidad, provocando una paralisis muscular progresiva de pronostico
mortal, pues en sus etapas avanzadas los pacientes sufren paralisis total que
se acompana de una exaltacion de los reflejos tendinosos (resultado de la

pérdida de los controles musculares inhibitorios).

La ELA afecta a cerca de 350.000 personas en todo el mundo y mueren por
esta enfermedad 100.000 personas cada afo. Las personas afectadas tienen
a su disposicidbn una serie de medicamentos para poder combatir los
sintomas que acompanan a la enfermedad, como son los calambres, la
espasticidad, las alteraciones del suefio, etc., sin embargo, todavia no existen
farmacos con una capacidad terapéutica suficiente para frenar o revertir los
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sintomas que provoca. Hoy en dia sélo hay un tratamiento que vaya dirigido a
las causas de la enfermedad: se denomina Rilutek® (Riluzole) (Wokke J.
Riluzole. Lancet, 348:795-799, 1996), y es un agente bloqueante del
glutamato que atenua la progresion de la enfermedad, aunque no de manera
llamativa: tiene un efecto modesto sobre la supervivencia, capacidad
respiratoria y tasa de pérdida de fuerza, y no es efectivo sobre la fuerza
global. Debido al esfuerzo que se esta realizando para desarrollar
tratamientos efectivos frente a la ELA, actualmente hay algunos farmacos en
fase de ensayo clinico. Entre ellos, una molécula ha entrado recientemente
en ensayos clinicos de fase lll, se trata del dexpramipexol que parece
ralentizar el avance de los sintomas de la ELA y aumentar la supervivencia de
los pacientes (ES2330461T3, ES2351303T3).

Actualmente se conoce que entre el 5 y el 10% de casos de ELA son
pacientes que tienen familiares que padecen o han padecido la enfermedad,
por lo que se la conoce como ELA familiar. En el 20% de ellos existe una
alteracion genética, se trata de una mutacién que afecta al gen de la
superdxido dismutasa |. Sin embargo, se estima que mas del 90% de los
pacientes de ELA padece la forma esporadica de la enfermedad. En estos
casos, la enfermedad se produce de manera aleatoria, sin ninguna causa
conocida y sin que haya otras personas de la familia afectadas.

El Gnico modelo animal de ELA existente en la actualidad consiste en ratas
deficientes en SOD 1 (Nagai M, Aoki M, Miyoshi I, Kato M, Pasinelli P, Kasai
N, Brown RH Jr, ltoyama Y. Rats expressing human cytosolic copper-zinc
superoxide dismutase transgenes with amyotrophic lateral sclerosis:
associated mutations develop motor neuron disease. J Neurosci. 21(23):9246-
54, 2001). Este modelo se corresponde con la ELA familiar y se caracteriza
por la rapida aparicién de los sintomas desde el comienzo de la enfermedad,
alcanzando un estado irreversible de la patologia en un tiempo muy corto.
Este hecho dificulta el ensayo de moléculas potencialmente terapéuticas.

Durante los Ultimos afios, se han llevado a cabo numerosos estudios
encaminados al analisis de la toxicidad del B-N-metilamino-L-alanina (L-
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BMAA) y su implicacion en la aparicion de dafios que implican
neurodegeneracion. (Banack SA, Caller TA, Stommel EW. The cyanobacteria
derived toxin Beta-N-methylamino-L-alanine and amyotrophic lateral sclerosis.
Toxins, 2: 2837-2850, 2010; Chiu AS, Gehringer MM, Welch JH, Neilan BA.
Does a-amino-f-ethylaminopropionic acid (BMAA) play a role in
neurodegeneration? Int. J. Environ. Res. Public Health, 8. 3728-3746. 2011).

El L-BMAA es un aminoacido neurotéxico que ha sido relacionado con
diversas enfermedades neurodegenerativas de etiologia esporadica.
Recientes descubrimientos han dado un nuevo impulso al estudio de esta
toxina, habiéndose demostrado que el L-BMAA se bioacumula a través de las
cadenas tréficas formando un reservorio neurotéxico dentro de los

organismos.

En su forma libre, el L-BMAA y su aducto carbamilado, pueden mediar
degeneracion neuronal in vifro mediante un mecanismo regulado por la
activacion de los receptores de aminoacidos excitatorios. La forma -
carbamato del L-BMAA aumenta el calcio intracelular de forma concentracion
dependiente, lo que sugiere un posible papel del L-BMAA en la degeneracion
neuronal excitotéxica (Brownson DM, Mabry TJ, Leslie SW. The cycad
neurotoxic amino acid, beta-N-methylamino-L-alanine (BMAA) elevates
intracellular calcium levels in dissociated rat brain cells. J Ethnopharmacol.,
82(2-3):159-67, 2002).

Se ha propuesto que el mecanismo de neurotoxicidad del L-BMAA se basa en
tres aspectos: 1) la accidn directa sobre los receptores NMDA, 2) |la activacién
de los receptores metabotrépicos de glutamato (mGIUR5 y mGIuR1) y 3) la
induccion de estrés oxidativo. EI L-BMAA inhibe el anti porte cistina/glutamato
(Sistema Xc-) que media la absorcién de cistina, lo que promueve la pérdida
de glutation y aumenta el estrés oxidativo. Ademas, esta toxina parece
conducir la liberacién de glutamato via el Sistema Xc- (Chiu AS, Gehringer
MM, Welch JH, Neilan BA. Does a-amino-B-ethylaminopropionic acid (BMAA)
play a role in neurodegeneration? Int. J. Environ. Res. Public Health, 8: 3728-
3746. 2011).
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En los ultimos arfios, el estudio de esta neurotoxina ha cobrado una gran
importancia debido a su relacibn con diversas enfermedades
neurodegenerativas. El primer indicio de que el L-BMAA podria ser la causa
de una de estas patologias, se debe a los estudios de Spencer et al. en
relacion con el Complejo Esclerosis Lateral Amiotréfica-Parkinson Demencia
(ALS-PDC) en la Isla de Guam (revisado en Karamyan VT, Speth RC. Animal
models of BMAA neurotoxicity: a critical review. Life Sci., 82(5-6):233-46,
2008). Esta enfermedad era endémica de algunas areas del Océano Pacifico
Oeste: en la isla de Guam, especialmente entre la poblacién nativa Chamorro,
en la peninsula japonesa de Kii y en Nueva Guinea. Después de descartar la
etiologia genética y estando la enfermedad limitada a areas pequenas, la
investigacion se centré en factores ambientales. En el ecosistema de Guam,
el L-BMAA es producido por cianobacterias del género Nostoc, que son
simbiontes de las raices de Cycas micronesica. Murch et al. (Murch SJ, Cox
PA, Banack SA. A mechanism for slow release of biomagnified cyanobacterial
neurotoxins and neurodegenerative disease in Guam. Proc Natl Acad Sci
USA, 17;101(33):12228-31, 2004) demostraron que, tanto el L-BMAA libre
como unido a proteinas, pueden bioacumularse, desde las cianobacterias
simbiontes a las semillas de Cycas, que son consumidas tanto por los
Chamorro en su dieta tradicional como por animales que también forman

parte de esta dieta.

Uno de los aspectos mas importantes del ALS-PDC en Guam es el largo
periodo de latencia de la enfermedad. Afios e incluso décadas después de
que nativos Chamorro salieran de Guam, la tasa de incidencia del ALS-PDC
entre ellos es todavia cuatro veces superior a la incidencia de la Esclerosis
Lateral Amiotréfica (ELA) en todo el mundo. Esto sucede porque, a pesar de
que el L-BMAA no es un aminodcido lipofilico, es capaz de formar un
reservorio neurotéxico endégeno entrando a formar parte de las proteinas.
Mediante el catabolismo proteico, esta neurotoxina se libera de forma lenta y
continua en el tejido cerebral (Murch SJ, Cox PA, Banack SA. A mechanism

for slow release of biomagnified cyanobacterial neurotoxins and
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neurodegenerative disease in Guam. Proc Natl Acad Sci USA,J
17;101(33):12228-31, 2004).

Ademas, existen otros grupos poblacionales en los que la ELA tiene una
prevalencia mucho mas alta que entre la poblacién normal, siendo los mas
conocidos: algunos grupos de deportistas, como jugadores de futbol italianos
(Chid A, Benzi G, Dossena M, Mutani R, Mora G. Severely increased risk of
amyotrophic lateral sclerosis among Italian professional football players.
Brain. 128(Pt 3):472-6, 2005) y de futbol americano (Abel EL. Football
increases the risk for Lou Gehrig's disease, amyotrophic lateral sclerosis.
Percept Mot Skills. 104(3 Pt 2):1251-4. 2007), y los veteranos de la Guerra
del Golfo en el desierto de Qatar (Cox PA, Richer R, Metcalf JS, Banack SA,
Codd GA, Bradley WG. Cyanobacteria and BMAA exposure from desert dust:
a possible link to sporadic ALS among Gulf War veterans. Amyofroph. Lateral
Scler., 10 Suppl 2:109-17, 2009). El denominador comun a todos ellos parece
ser la exposicion a toxinas ambientales, en el terreno de juego y en el polvo
del desierto, habiéndose demostrado la presencia tanto de cianobacterias
como de L-BMAA en dichos ambientes. Estos descubrimientos sugieren vias
alternativas para la bioacumulacién del L-BMAA en los ecosistemas y, un
posible papel del L-BMAA en los cambios neuropatolégicos observados en

pacientes con enfermedades neurodegenerativas esporadicas.

Hasta el momento se han realizado muchos estudios sobre la toxicidad del L-
BMAA en diferentes especies: pollo, rata, ratébn, mono, rana, siendo ademas
los animales de edades y pesos dispares en cada ensayo. También se han
utilizado como vias de administracién la intraperitoneal, perioral, intracerebral,
intravenosa, etc., en dosis muy distintas segun los experimentos y durante
diferentes periodos (revisado en Chiu AS, Gehringer MM, Welch JH, Neilan
BA. Does a-amino-B-ethylaminopropionic acid (BMAA) play a role in
neurodegeneration? Int. J. Environ. Res. Public Health, 8. 3728-3746. 2011; y
en Karamyan VT, Speth RC. Animal models of BMAA neurotoxicity: a critical
review. Life Sci., 82(5-6):233-46, 2008).

Teniendo en cuenta estos antecedentes, nuestro interés se centra en definir
un método para el estudio de la ELA esporadica basado en un modelo animal
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que reproduzca la aparicion de sintomas semejantes a fa afectacion én
humanos, que sea facilmente reproducible y de evolucion lenta en el tiempo,
para que los sintomas puedan ser revertidos o frenados con moléculas

terapéuticas.

Descripcién de Ila invencién

La presente invencion se refiere a un método para identificar moléculas
potencialmente terapéuticas frente a la ELA esporadica que comprende la

utilizacion de un modelo animal.

Un aspecto del método de la invencion se refiere al uso de ratas como
modelo animal. Preferentemente, las ratas son individuos macho. Los
animales se seleccionan entre el dia 21 (destete) y el dia 30 postnatal,
momento en el que se les administra L-BMAA que, siguiendo el método de la
invencion, provoca en estos animales sintomas de afectacion neurolégica que
reproducen la sintomatologia de la ELA esporadica en enfermos de la especie
humana. El control de la evolucién ponderal de los animales ha mostrado que
el tratamiento con L-BMAA, tanto al destete como en la edad adulta, no afecta
a su desarrollo general (Fig. 1). Estos resultados nos permiten descartar que
las alteraciones sufridas por los tratamientos puedan deberse a una carencia
nutricional, dado que los animales al destete se encuentran en un momento
clave de su desarrollo y crecimiento.

La administracion de L-BMAA se lleva a cabo mediante una dosis diaria
durante 5-10 dias consecutivos, por via intraperitoneal. La dosis administrada
se selecciona en el intervalo de 200 a 400 mg/Kg/dia, teniendo en cuenta que
la aparicién de los sintomas se acelera cuando aumenta la dosis, dentro de
este intervalo.

Otro aspecto de la invencion se refiere a la realizacién de pruebas para la
evaluacioén neurolégica de los animales, después de la administraciéon de L-
BMAA. Las pruebas se inician en la primera semana post-tratamiento y se
repiten con intervalos entre 7-10 dias. La aparicién y el empeoramiento de los
sintomas se producen de forma lenta y gradual en los animales tratados con
L-BMAA siguiendo el método que aqui se describe. La principal ventaja que
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presentan los animales tratados con L-BMAA segun el método de la presente
invencién es que los sintomas progresan lentamente, por lo que se puede
apreciar de forma precisa la evolucién de los mismos, constituyendo asi una
herramienta adecuada para analizar los efectos de moléculas potencialmente

terapéuticas frente a ELA.

Ademas de los animales tratados con L-BMAA, el método incluye animales
control a los que sélo se inyecta intraperitonealmente el mismo vehiculo

empleado para administrar L-BMAA.

La escala de evaluacién neurolégica se elabora tomando como valor de
referencia la evaluacién de los animales control, a la que se le asigna un valor
0. Los niveles de la escala se han ido afiadiendo mediante la observacién de
los distintos grupos de tratamiento, aumentando su puntuacién segin se
manifestaban nuevos sintomas en la afectacion de los animales. Asi mismo,
el valor maximo de la escala, con pérdida total de funcionalidad de las
extremidades traseras y del control postural, no ha sido observado.
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Deambulacion Suspension de la cola Test de fuerza

0 | Apoyan toda la Posicion en T, pataleo No abren las patas
planta de las patas | coordinado. Tendencia | traseras, responden
traseras a una a subir hacia la cola al estimulo del tirén
velocidad normal. girando de forma lateral | desde la cola.

al eje principal del
cuerpo.

1~2 Pérdida progresiva de la
posicibnen T.

3 No son capaces de

hacer la T. Pataleo
descoordinado.

4 | No apoyan toda la
planta, deambulan
de puntillas.

5 Estiran las patas hacia | Al estirar, abren las

atras (posicion caudal). | patas traserasy,
progresivamente,
pierden la posicion
de resistencia.

6 | Al girar, dejan las Descoordinacion de las
patas debajo del patas traseras.
cuerpo (lenta
correccion de la
postura).

7 | Mala postura, Al relajar las patas Ausencia de
lateralizacion. traseras quedan muy resistencia (poca

cerradas hacia la parte | fuerza). Apertura de
delantera del cuerpo. las patas traseras.

8 | Mala respuesta de | Tendencia a agarrarse | Apertura de las
las patas traseras al | las patas traseras entre | patas traseras por
deambular (se les si y a intentar agarrarse | fuera de la silueta
deslizan). a la cola girando hacia corporal mas

la parte delantera del patente.
cuerpo.

9 | Perdidade la Curvatura anormal
coordinacion de la de la espalda
deambulacion, durante el test,
lateralizacion clara lateralizacion
marcada. y falta de fuerza en

los cuartos
traseros.

10 | Pérdida total del
control motor de las
patas traseras
(ESPERABLE).

Tabla 1. Escala de evaluacion neuroldgica.
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La molécula que se quiere estudiar, con posibilidades de ser
terapéuticamente atil frente a la ELA esporadica, se administra a los animales
tratados con el L-BMAA entre el momento en que inician los sintomas
(valoraciéon neurolégica 3-5) y el momento en que alcanzan una valoracion
neuroldgica entre 7 y 9. Esto nos permite, en el primer caso, analizar si el
farmaco frena la evolucion de los sintomas y, en el segundo caso, comprobar
si el farmaco es capaz de revertir los efectos de la enfermedad. De esta forma
se dispone de una herramienta de trabajo para poder estudiar la efectividad
del farmaco en animales con diferente grado de afectacion, aprovechando la
importante ventaja que aporta este modelo de ELA con la gradual aparicién
de los sintomas. La comparacion de los resultados de la evaluacion
neurolégica entre los animales a los que se les suministra la molécula
potencialmente terapéutica y animales control inoculados con L-BMAA a los
que no se administra el compuesto cuyo potencial terapéutico se desea
estudiar, permite seleccionar aquellos compuestos que dan lugar a la
disminucion de los sintomas asociados a ELA y que, por lo tanto, presentan
altas probabilidades de tener efectos terapéuticos frente a esta enfermedad.

La valoracién neurolégica a los animales tratados se realiza mediante tres
observaciones que se efectian periodicamente: el test de suspensién por la

cola, la deambulacion y el test de fuerza.

Opcionalmente, pueden complementarse con otras pruebas para comprobar
la funcionalidad muscular y el control motor, entre ellas cabe destacar: Rota-
rod, estudiando tanto el tiempo como la velocidad que puede soportar el
animal subido al aparato, test fe fuerza en ensayos con rejillas, distancia entre
las huellas al dejarles caer de una altura de 30cm, y electromiografia.

Estas pruebas ponen de manifiesto que existen dificultades en la
coordinacién motora de los animales tratados compatibles con la aparicién de
los sintomas de ELA (Fig. 3).

Como ya se ha comentado, todavia no se ha identificado ningun farmaco
realmente efectivo en el tratamiento de la ELA vy, por lo tanto, no se cuenta

con ninguna molécula con la que contrastar el método de la invencion. Para
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comprobar que el modelo animal de la invencién reproduce la sintomatologia
de la ELA esporadica, se ha realizado una serie de ensayos a partir de 30-
100 dias post-tratamiento con L-BMAA, segun la dosis de L-BMAA utilizada y
el numero de administraciones, en los animales que han alcanzado una
evaluacion neurolégica no inferior a 7 (estado alcanzado por al menos el 95%

de los animales tratados):

1. Microscopia electronica: se ha comprobado que las motoneuronas
espinales se ven afectadas, a nivel lumbar, como se ha descrito para

pacientes de ELA.

2. Bioquimicos de posibles marcadores de ELA: los animales afectados
muestran niveles elevados de GSK-3 (glicogeno sintasa quinasa 3),
que es un marcador de ELA, en extractos totales de médula espinal.

3. Resonancia magnética nuclear (HRMAS): las motoneuronas muestran
un descenso de NAA (N-acetil-aspartato) en las ratas tratadas con L-
BMAA, junto con una reduccién de los cocientes: NAA/Cho (N-acetil-
aspartato/colina), NAA/Cr (N-acetil-aspartato/ creatina y fosfocreatina)
y NAA/Cho+Cr en médula espinal lumbar y en corteza motora, lo que

coincide con lo esperado para ELA.
Breve descripcion de los dibujos

Para facilitar la comprension de las principales caracteristicas de la invencion
y formando parte integrante de esta memoria descriptiva, se acompafna una

serie de figuras. Con caracter ilustrativo se ha representado lo siguiente:

Figura 1. A) Representacion grafica de la evolucion ponderal de los animales
control y tratados con L-BMAA, desde el dia 21 postnatal (dia de inicio del
tratamiento). B) Analisis de regresién sigmoidal de Boltzman, muestra que no
existen diferencias significativas entre las curvas. El namero de animales por

grupo es n210.

Figura 2. A) Evaluacion neurolégica. EE: escala de evaluacién; PT: dias post-
tratamiento. B) regresion lineal. %EN: porcentaje de evaluacion neurolégica;

T: tiempo en dias.
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Figura 3. Test de funcionalidad motora: A) RotaRod a velocidad constante de
15 rpm. %T: porcentaje de tiempo de permanencia en el RotaRod; T (dias):
tiempo en dias. W grupo control;A grupo tratado. B) Test de huellas: se
representa la distancia entre las patas traseras en el aterrizaje. D (cm):
distancia en centimetros; C: grupo control; T: grupo tratado con L-BMAA 300
mg/Kg/ 5 dias consecutivos al destete.

Figura 4. Imagenes de microscopia electronica de médula lumbar de rata. Ay
B son imagenes tomadas de animales controles y el resto pertenecen a
tratados del grupo L-BMAA 300 mg/Kg/ 5 dias consecutivos al destete. En A
(8k) se muestra una vista general de una motoneurona control. B (25k) es un
detalle de A, donde se muestra la estructura normal de los organulos (reticulo
endoplasmico y mitocondria). La imagen C (12K) es una vista panoramica de
una motoneurona perteneciente a un animal tratado. En D (25k), se observan
muchas mitocondrias desorganizadas y en E (25k) hay una fragmentacion del
reticulo endoplasmico. La imagen F (50k) es un detalle de mitocondrias
degeneradas. G y H (40K y 200K, respectivamente) son imagenes de
inmunohistoquimica, marcando caspasa-3 en el area perinuclear de neuronas
espinales motoras procedentes de animales tratados con el aminoacido.

Figura 5. A) (4k) es una panordmica de médula espinal mostrando dos
oligodendrocitos sefalados por flechas. La ilustracion B) (15k) muestra un
detalle ampliado de un oligodendrocito con un ndcleo tipicamente apoptaético.
Figura 6. Valoracion de GSK3B por Western Blot en médula lumbar de
animales control (C) y tratados del grupo L-BMAA 300 mg/Kg/ 5 dias

consecutivos al destete.
Modo de realizacién de la invencion

Habiendo descrito la presente invencion, se ilustra adicionalmente mediante

los siguientes ejemplos.
Ejemplo 1. Tratamiento con L-BMAA.

Se utilizaron ratas macho, Rattus norvegicus, variedad albina, raza Wistar,
que se mantuvieron en condiciones de estabulario estandar (ciclos de 12 h de
luz/12 h de oscuridad, con comida y bebida ad libitum). Todos los ensayos se
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llevaron a cabo con la aprobacién del Comité Etico de Experimentacion

Animal de la Universidad Complutense de Madrid.

Se utilizaron 60 animales distribuidos en 6 grupos de 10 animales cada uno.
Dos de los grupos constituyeron los grupos control y los otros 4 recibieron
distintas concentraciones de L-BMAA, disuelto en PBS, y durante distintos
periodos de tiempo. Con el fin de preservar el desarrollo normal del sistema
nervioso, no se actué antes el destete; el tratamiento comenzé el dia 21
postnatal. Las dosis administradas a los distintos grupos fueron las

siguientes:
1. 200 mg/Kg/dia durante 5 dias consecutivos;
2. 300 mg/Kg/dia durante 5 dias consecutivos;
3. 400 mg/Kg/dia durante 5 dias consecutivos;
4. 200 mg/Kg/dia durante 10 dias consecutivos.

Los grupos control fueron inoculados Unicamente con PBS durante 5 y 10
dias consecutivos, respectivamente. Dado que no existen diferencias entre
ambos grupos control, se ha unificado la representacién grafica de los
diferentes parametros analizados de ambos.

Ejemplo 2. Pruebas para evaluacion neurolégica.

Una vez concluido el tratamiento que se ha descrito en el ejemplo 1, se
realizaron pruebas neurolégicas en los animales tratados y en los grupos
control. Las pruebas se iniciaron en la primera semana post-tratamiento y se
repitieron con intervalos entre 7-10 dias. La aparicién y el empeoramiento de
los sintomas se produjeron de forma lenta y gradual en los animales tratados
con L-BMAA.

Se realizaron las siguientes pruebas neuroldgicas:

Test de suspensién por la cola: se suspendi6 a los animales, a unos 10 cm de

la superficie, agarrandolos por la cola. Se evalué la capacidad que tenian
para mantener las patas traseras en “T” (postura normal que adoptan los
roedores en esta posicion), asi como la rigidez de las mismas y la
coordinacién del pataleo.
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Deambulacién: se evalué el control postural del animal asi como la forma de

apoyo de la planta de las extremidades traseras durante la deambulacién. Las
observaciones se realizaron introduciendo a los animales en un pasillo de
dimensiones 20x20x100 cm y grabandolos en videos que, posteriormente,
fueron examinados analizando las imagenes y comparandolas con las de los

animales del grupo control.

Test de fuerza: se colocd al animal sobre una superficie plana con las cuatro

patas apoyadas y se tird ligeramente de la cola en el sentido contrario al
avance. Se observd la capacidad del animal para oponer resistencia,
evaluando su capacidad para mantener las extremidades traseras debajo del

cuerpo, sin que se abrieran hacia los lados.

En la Fig. 2 se muestran los resultados de las pruebas de evaluacién
neurolégica descritas, poniendo de manifiesto el diferente comportamiento
entre animales control y tratados, y cédmo en los animales tratados se
reproducen los sintomas encontrados en ELA desde las etapas iniciales de la
enfermedad. Cuando la evaluacién neurolégica de los animales tratados con
L-BMAA alcanza un valor de entre 3 y 4 (etapa inicial de la manifestacion de
los sintomas de la enfermedad), y hasta que llegan a valores de 7-9 (etapa
tardia con empeoramiento de los sintomas de la enfermedad), es el periodo
de tiempo en que se utilizan los animales, administrandoles el compuesto
cuyo potencial terapeutico se desea estudiar, en el método de identificacion

de moléculas potencialmente terapéuticas frente a ELA en seres humanos.

Ejemplo 3. Pruebas para la evaluacion de la funcionalidad muscular y el
control motor.

Los animales del ejemplo 1 se sometieron a pruebas de funcionalidad
muscular y control motor. Estas pruebas se iniciaron en la primera semana

post-tratamiento y se repitieron con intervalos entre 7-10 dias.
Las pruebas que se realizaron fueron las siguientes:

- Rota-rod (Harvard Apparatus): se analizaron los reflejos de equilibrio y

coordinacion motora de los individuos en estudio mediante dos ensayos:
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1. Se determiné el tiempo que se mantenian los animales sobre el
RotaRod a una velocidad constante de 15 rpm, hasta un tiempo

maximo de 10 minutos.

2. Se determind la velocidad maxima que podian aguantar sobre el
aparato los animales en aceleracién de 4 a 40 rpm en 30 segundos.

- Réjilla: se situé a los animales en una rejilla (50x30 cm) y, una vez que la
rata se habia agarrado a la misma, se volte6 sobre un cajén, de forma que el
animal quedaba suspendido a 40 cm del fondo. Se midi6 el tiempo que

aguantaba en esta posicion hasta un maximo de 10 minutos.

- Huellas: se impregnaron las extremidades traseras de las ratas con tinta de
tampdn y se suspendi6é a los animales desde la espalda con ambas manos,
con su cuerpo paralelo a la superficie de aterrizaje. Se soltaron desde una
altura de aproximadamente 30 cm, midiéndose la distancia entre las huellas
de las extremidades traseras que dejaba la rata cuando entraba en contacto
con la superficie.

Mediante estas pruebas se demostré que existen dificultades en la
coordinacién motora de los animales tratados con L-BMAA segln se describe

en el ejemplo 1, que reproducen la sintomatologia de ELA (Fig. 3).
Ejemplo 4. Comprobacién del modelo animal

Estas pruebas se realizaron con los animales del ejemplo 1 que habian
alcanzado una valoracién neurolégica no inferior a 7 en el ejemplo 2, que se
correspondian con animales de 4 meses de edad y 80-100 dias post-
tratamiento; se realizaron las siguientes pruebas para verificar el estado de

las motoneuronas:

- Microscopia electrénica: los estudios realizados mediante microscopia

electrénica, confirmaron la afectacion de las motoneuronas, a nivel de la
médula espinal lumbar, en los animales tratados con L-BMAA. Se observo
abundante reticulo endoplasmico fragmentado y numerosos polirribosomas
libres, lo cual concuerda con el estrés de reticulo descrito en la ELA, debido a
la acumulaciéon de proteinas mal plegadas. Igualmente se observd que las
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mitocondrias de estas neuronas motoras muestran hinchamiento,
vacuolizacion y rotura, dato que coincide con el encontrado en otros estudios
en esta patologia (Karamyan VT, Speth RC. Animal models of BMAA
neurotoxicity: a critical review. Life Sci., 82(5-6):233-46, 2008).

La disfuncién mitocondrial puede provocar o propagar neurodegeneracion y
puede constituir un punto critico en el desarrollo de la ELA. La activacién de
receptores de glutamato por L-BMAA incrementa la concentracién de calcio
citosdlico y seguidamente la concentracién de calcio mitocondrial, dando
lugar al hinchamiento mitocondrial y a la ruptura de la membrana externa de

las mitocondrias causando la muerte celular.

El dafio prolongado sobre las mitocondrias induce apoptosis por activaciéon de
caspasa 3, tal y como hemos demostrado en estudios inmunohistoquimicos
(Fig. 4) que muestran abundante caspasa 3 en el area perinuclear de

neuronas espinales motoras procedentes de animales tratados con L-BMAA.

La apariciéon de oligodendrocitos apoptéticos (Fig. 5) sefiala una afectacién a
nivel de la glia, punto investigado en otros estudios que relacionan esta
disfuncién con las alteraciones neuronales en ELA (Lasiene J and Yamanaka
K .Glial Cells in Amyotrophic Lateral Sclerosis. Neurol. Res. Int.,
doi:10.1155/2011/718987,2011).

Analisis bioquimicos: los analisis bioquimicos mediante western blot,

indicaron que los animales afectados por el tratamiento con L-BMAA
muestran niveles elevados de GSK-3 (utilizado como marcador de ELA) en

extractos totales de médula espinal (Fig. 6).

Resonancia Magnética Nuclear: La Resonancia magnética nuclear es un

metodo muy adecuado para detectar y cuantificar neurodegeneracién en
sistema nervioso a través del analisis de ciertos metabolitos presentes en el
parénquima cerebral, los cuales pueden servir como marcadores de la
progresién de la enfermedad o de la respuesta a un determinado tratamiento.
Los metabolitos cuantificados han sido, principalmente, N- acetil-aspartato
(NAA), un marcador de la integridad neuronal; creatina y fosfocreatina (Cr),

marcadores de la capacidad energética, y colina (Cho), asociada con la
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sintesis de membranas celulares, que se han utilizado anteriormente en el
diagnostico de la ELA en humanos (Alvarez-Uria Tejero, MJ, Saiz Ayala, A,
Fernandez Rey, C Santamarta Liébana, ME, Costilla Garcia, S. Diagnéstico
de la esclerosis lateral amiotréfica: avances en RM. Radiologia. 53:146-
155,2011; Rooney WD, Miller RG, Gelinas D, Schuff N, Maudsley AA, Weiner
MW. Decreased N-acetylaspartate in motor cortex and corticospinal tract in
ALS. Neurology.50(6):1800-5,1998).

Los analisis se realizaron mediante HRMAS (High Resolution Magic Angle
Spinning) y pusieron de manifiesto un descenso de NAA en las ratas tratadas
con L-BMAA, junto con una reduccion de los cocientes: NAA/Cho, NAA/Cr y
NAA/Cho+Cr en médula espinal lumbar y un importante descenso del
NAA/Cho en corteza motora (Tabla 2). En corteza motora, este perfil de
resultados coincide con lo esperado para la ELA.

Médula lumbar Corteza motora
Control Tratado Control Tratado
NAA 1.559 1.349 2.246 1.569
NAA/Cr 1.145 0.946 1.212 1.145
NAA/Cho 1.559 1.349 2.246 1.569
NAA/Cr+Cho 0.660 0.556 0.785 0.664

Tabla 2. Andlisis de metabolitos por HRMAS en médula lumbar y corteza
motora.

Todos los resultados obtenidos de los diferentes andlisis se pusieron de
manifiesto en, al menos, el 90% de los animales tratados con L-BMAA

siguiendo el ejemplo 1.
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Reivindicaciones

1. Procedimiento para obtener un modelo animal de esclerosis lateral
amiotréfica esporadica que comprende la inoculacion intraperitoneal en rata
de 200-400 mg/kg/dia de B-N-metilamino-L-alanina (L-BMAA), a partir del dia
21-30 postnatal, durante 5-10 dias consecutivos.

2. Procedimiento seguin la reivindicacion 1 en que la dosis de L-BMAA

administrada a las ratas es de 300 mg/kg/dia.

3. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores en que

las ratas son individuos macho.

4. Procedimiento para identificar compuestos terapéuticamente utiles para el

tratamiento de la esclerosis lateral amiotréfica esporadica que comprende:

a) la inoculacién intraperitoneal en rata de 200-400 mg/kg/dia de [-N-
metilamino-L-alanina (L-BMAA), a partir del dia 21-30 postnatal, durante 5-10

dias consecutivos;
b) la evaluacién neurolégica de las ratas del paso a);

c) la administracion del compuesto cuyo potencial terapéutico se desea

estudiar a las ratas que muestren deterioro neuroldgico;

d) la comparacioén de los resultados de la evaluacién neurolégica entre los
animales del paso ¢) y animales control inoculados con L-BMAA segun el
paso a) y a los que no haya administrado el compuesto cuyo potencial
terapéutico se desea estudiar, en donde el compuesto se considera como
potencialmente terapéutico si da lugar a una disminucién de los sintomas
asociados a ELA.

5. Procedimiento segun la reivindicacién 4 en que evaluacién neurolégica se
realiza mediante las pruebas: deambulacién, suspensién de la cola y/o test de

fuerza.

6. Procedimiento seglin cualquiera de las reivindicaciones 4-5 en que se
afiade un paso e) de evaluacién de la funcién motora mediante: Rota-Rod,

rejilla, distancia entre huellas y/o electromiografia.
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7. Procedimiento segln cualquiera de las reivindicaciones 4-6 en que la dosis
de L-BMAA administrada a las ratas es de 300 mg/kg/dia.

8. Procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 4-7 en que las
ratas son individuos macho.

9. Modelo animal de esclerosis lateral amiotréfica esporadica que comprende
ratas inoculadas por via intraperitoneal con 200-400 mg/kg/dia de B-N-
metilamino-L-alanina (L-BMAA), a partir del dia 21-30 postnatal, durante 5-10

dias consecutivos.

10. Modelo animal segln la reivindicaciéon 9 en que la dosis de L-BMAA
administrada a las ratas es de 300 mg/kg/dia.

11. Modelo animal segun cualquiera de las reivindicaciones 9-10 en que las
ratas son individuos macho.

12. Modelo animal obtenible mediante el procedimiento definido en las

reivindicaciones 1-3.
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