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1. RESUMEN

La mielopatia degenerativa canina (MDC) es una enfermedad neurodegenerativa y de
prondstico grave, asociada a perros de edad adulta, que se manifiesta inicialmente como un
cuadro clinico de paraparesia espastica y ataxia propioceptiva de extremidades posteriores,
evolucionando finalmente a tetraparesia o tetraplejia flacidas. Actualmente, no existe un
tratamiento especifico curativo para la MDC y su causa es aun incierta, no obstante, el
descubrimiento de una mutacién en el gen que codifica la proteina superdxido dismutasa
(SOD1), ha supuesto un punto de inflexion en la investigacion sobre sus mecanismos
patogénicos, pues ha demostrado la influencia de un componente genético en su etiologia. En
base a esto, se trata de una enfermedad que puede servir como modelo animal de investigacion

de la ELA humana asociada a mutaciones del gen SOD1.

Los resultados de esta revision bibliografica descriptiva muestran que las mutaciones en el
gen SOD1 parecen suponer la causa primaria del desarrollo de MDC. Asimismo, los mecanismos
patogénicos se apoyan en la ganancia de una funcion téxica de la proteina mutante, que
adquiere una mayor propensién a formar agregados y produce estimulos de estrés en el reticulo
endoplasmatico mediante una respuesta de proteina desplegada en células del sistema nervioso
central (SNC). Esta situacidn genera la formacion de células gliales reactivas y disfuncionales que
activan vias de apoptosis celular, producen sustancias proinflamatorias y migracion de microglia
gue, en su conjunto, parecen estar relacionados con la desmielinizacién de los oligodendrocitos
y la degeneracion de las motoneuronas. No obstante, los mecanismos patogénicos de la MDC

auln no estan esclarecidos de forma consistente.

ABSTRACT

Canine degenerative myelopathy (CDM) is an adult-onset progressive and fatal
neurodegenerative disorder initially manifesting as spastic paraparesis and propioceptive ataxia
in the hind limbs, followed by flaccid tetraparesis or tetraplegia. At the present time, there is no
specific treatment for CDM and the cause remains unclear. However, the discovery of a
mutation in the gene encoding the superoxide dismutase 1 (SOD1) protein has been a turning
point in research into its pathogenic mechanisms, as it demonstrated the influence of a genetic
component in its aetiology. Moreover, CDM can be useful as an animal model for human ALS

research associated with SOD1 gene mutations.



The results in this descriptive literature review show that SOD1 mutations seem to be the
primary cause of CDM. Furthermore, the pathogenic mechanisms rely on the gain of toxic
function of the mutant protein, which acquires an increased propensity to form aggregates and
produces stress stimuli in the endoplasmic reticulum via unfolded protein response in cells of
the central nervous system (CNS). This mechanism generates reactive and dysfunctional glial
cells, which activates apoptosis pathways and produces proinflammatory substances and
microglial migration. These facts seem to be related to oligodendrocytes demyelination and loss

of motor neurons. Nevertheless, the pathogenic mechanisms of CDM remain unclear.

2. INTRODUCCION

2.1 Definicidn y concepto de la mielopatia degenerativa canina

La MDC es una enfermedad neurodegenerativa progresiva, de curso lento e inicio en la
edad adulta, que afecta inicialmente a la médula espinal toracolumbar de la especie canina. Se
caracteriza por un proceso de degeneracién axonal y pérdida neuronal que se manifiesta con
signos iniciales de ataxia propioceptiva y paraparesia espastica en los miembros pelvianos
(sindrome de la motoneurona superior), progresando a un cuadro de tetraparesia o tetraplejia
flacidas (sindrome de la motoneurona inferior) (Coates et al., 2007; Awano et al., 2009; Morales

and Montoliu, 2012; Pellegrino, 2013; Dewey and Costa, 2015).

Esta enfermedad se ha descrito en multitud de razas de perros, aunque se presenta en
mayor porcentaje en algunas razas especificas como el Pastor Aleman, Corgi galés de Pembroke,

Boxer, Crestado Rodesiano y Retriever de Chesapeake (Awano et al., 2009).

Se ha demostrado la influencia de un papel genético en el origen de la enfermedad a partir
del descubrimiento de una asociacién con una mutacién en el gen SOD1 y, aunque se han
sugerido aproximaciones de los mecanismos fisiopatoldgicos, éstos permanecen aun sin

esclarecer (Coates et al., 2007; Awano et al., 2009; Boeykens et al., 2020).

La MDC fue descrita por primera vez en 1973, en la publicacién de Averill, como un
sindrome de ataxia progresiva de los miembros pelvianos que afecta principalmente al Pastor

Aleman. En el andlisis histopatoldgico se revelé degeneracidon masiva de axones y mielina con



astrogliosis en varios segmentos de la médula espinal, especialmente en la regién toracica media
(Averill, 1973). Posteriormente, se observd que también existia un compromiso de las raices
dorsales de los nervios espinales, por lo que se propuso la denominacién de la enfermedad como
Radiculomielopatia Degenerativa Crénica (Griffiths & Duncan, 1975), aunque, debido a la
inconsistencia de la aparicién de estas lesiones en estudios posteriores y a la alta predisposicion
racial de la enfermedad, se acabé por sugerir el nombre de Mielopatia Degenerativa del Pastor
Aleman (Vandevelde et al., 1978). En vista de la cantidad de términos propuestos y la multitud
de razas que pueden verse afectadas, la denominacién de Mielopatia Degenerativa Canina

parece ser la mas adecuada (Pellegrino, 2013).

2.2 Etiopatogenia

En la literatura cientifica se han considerado diversas etiologias posibles para la MDC,
aunque las causas subyacentes de la enfermedad aun no se han esclarecido. El descubrimiento
de una mutacidn en el gen que codifica la proteina SOD1 (Awano et al., 2009) provocé un punto
de inflexidn en la trayectoria de la investigacidon de la enfermedad en estudios posteriores,
centrando su atencion en las alteraciones de la funcién de la proteina mutante SOD1 y los
mecanismos fisiopatoldgicos toxicos de la formacidn de agregados de la misma en las células del

sistema nervioso central.

Previamente a la identificacion de la mutacién del gen SOD1, la MDC se asocid a
numerosas etiologias, incluyendo, entre otras, deficiencias nutricionales y defectos

autoinmunes (Pellegrino, 2013).

En un principio, la MDC se atribuy6 a los efectos de la osificacion dural espinal (ODE),
asumiendo que las multiples placas éseas en la duramadre pudieran provocar la compresién de
raices nerviosas. Aunque no se ha hallado la referencia original de esta especulacidn (Shafie,
2013; Pellegrino, 2013), se ha demostrado que la ODE es un hallazgo incidental que no tiene

relacién con el desarrollo de paraparesia en los perros con MDC (Averill, 1973).

La hipodtesis vascular, que asociaba los cambios degenerativos a lesiones isquémicas
medulares, también quedd descartada debido a la distincién en la distribucién de las lesiones
tipica de las patologias vasculares (Averill, 1973; Pellegrino, 2013). Se ha sugerido que, por las
caracteristicas anatémicas de la vascularizacidn de la region toracica, esta zona pueda ser mas
vulnerable a causa de una disminucion de la perfusion medular proveniente de las arterias

radiculares, de menor didmetro en ese segmento, lo que podria suponer una predisposicion la
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aparicidon de procesos isquémicos asociados a estrés oxidativo (Caulkins, Purinton and Oliver,

1989; March et al., 2009).

De acuerdo a las similitudes de la MDC con la mielopatia asociada a deficiencia de
vitamina B12 de los humanos, también se valoré la posible asociacién de la enfermedad canina
a este déficit nutricional, sin embargo, se demostré que la administracion parenteral de
cobalamina (vitamina B12) no es capaz de enlentecer la evolucién clinica de MDC (Polizopoulou

etal., 2008).

Siguiendo esta linea de potenciales causas nutricionales, se describié también la
posibilidad de una asociacién con la deficiencia de vitamina E, en base a la ataxia asociada a
deficiencia de vitamina E (AADVE) en medicina humana, relacionada con mutaciones en el gen
que codifica la proteina de transferencia del a-tocoferol (a-PTT), lo que conlleva una reduccion
de los niveles séricos de la misma, acumulacion de radicales libres de oxigeno y degeneracion
neuronal (Ouahchi et al., 1995; Imounan et al., 2012; Pellegrino, 2013). Esta hipdtesis fue
descartada en vista de que la secuenciacion del gen que codifica la proteina a-PTT canina no
revelaba diferencias en la secuencia de nucleétidos ni aminoacidos de animales afectados por
MDC (Fechner et al., 2003) y que la terapia con vitamina E no modificaba el curso de la

enfermedad (Polizopoulou et al., 2008).

La consideracién de una etiologia toxica también se tuvo en cuenta. No obstante, las
patologias neuroldgicas secundarias a una afeccién metabdlica o téxica muestran tipicamente
un patron de axonopatia simétrica con muerte retrograda que no se corresponden con la
degeneracién asimétrica y la distribucion de las lesiones medulares de la MDC (March et al.,

2009).

Para investigar sobre la idea de un posible origen inmunomediado, se analizé la
distribucidon de la inmunoglobulina G (IgG) y del componente 3 del complemento (C3) en la
médula espinal de 5 perros afectados por MDC, observando un incremento del depdsito de
ambas sustancias en zonas de mayor vascularizacién cercanas a las lesiones de la MDC (Barclay
& Haines, 1994), lo que sugirid la posibilidad de una destruccién inmunomediada como parte de
la patogénesis de la MD. Sin embargo, en otro estudio realizado en 18 perros Corgi galés de
Pembroke no se mostraron estos depdsitos del complemento ni infiltracidon de linfocitos Bo T
en la médula espinal (March et al., 2009). Asimismo, las terapias inmunosupresoras no han
logrado reducir la progresion de la enfermedad a largo plazo (Clemmons, 1992) y no existen

investigaciones concluyentes acerca de la existencia de antigenos especificos que desencadenen



un mecanismo de respuesta autoinmune, por lo que las hipdtesis sobre un posible origen

inmunomediado no son concluyentes (Pellegrino, 2013).

La alta prevalencia de MDC en algunas razas especificas ya hizo sospechar que la
enfermedad tuviera relacidn con un componente de base genética (Vandevelde et al., 1978;
Bichsel et al., 1983). En una investigacion se realizé un estudio genealdgico en 27 Corgi galés de
Pembroke afectados por MDC, en el que se pudo demostrar que existia una estrecha relacién
familiar (Coates et al., 2007), aunque no fue hasta el 2009 cuando se confirmd que una mutacion
del gen SOD1 se encontraba asociada con perros afectados por la enfermedad de forma
estadisticamente significativa. De esta manera, se establecieron relaciones de semejanza entre
la MDCy la ELA humana de origen genético, obteniendo asi el primer modelo animal reconocido
de investigacion de la ELA de apariciéon espontanea y no inducida (Awano et al., 2009). Este
descubrimiento abrid las puertas a un gran nimero de estudios con el objetivo de esclarecer el

papel de la proteina SOD1 mutante en la fisiopatologia de la MDC.

2.3 Epidemiologia

La MDC se asocia comUnmente a razas de perros grandes y sus cruces. La prevalencia
calculada segun la informacidn aportada por hospitales que contribuyeron a The Veterinary
Medical DataBases, se estimd en un 0,19% en la poblacidn general canina, mientras que las
prevalencias especificas de ciertas razas como el Pastor Aleman (2,01%), Corgi galés de Cardigan
(1,51%), Retriever de Chesapeake (0,83%), Crestado rodesiano (0,74%), Setter irlandés (0,68%),
Boxer (0,59%) y Corgi galés de Pembroke (0,58%) fueron significativamente mayores. Asimismo,
los perros mestizos presentaron una prevalencia del 0,15 %, menor que la de la poblaciéon

general (Coates et al., 2007).

En esta patologia no hay predileccidn por el sexo y en la mayoria de los casos los signos
aparecen a partir de los 8 afios de edad (Bichsel et al., 1983; Pellegrino, 2013), no obstante,
existe gran variabilidad en la edad media de comunicacién de los signos en relacién a la raza
afectada, siendo de unos 5 afios en el Pastor Aleman (Averill, 1973; Griffiths & Duncan, 1975) y

de 11 afios en el Corgi galés de Pembroke (Coates et al., 2007).

La mayoria de los perros pierden la capacidad ambulatoria entre los 6-12 meses tras la
aparicién de los sintomas (Morales and Montoliu, 2012). Aunque, tanto el tiempo medio

transcurrido desde la aparicién de los sintomas como el tiempo medio de supervivencia, pueden



verse aumentados con tratamientos de fisioterapia, llegando a cifras de 31,76 meses y 38,2

meses respectivamente (Kathmann et al., 2006).

2.4 Cuadro clinico

La MDC se manifiesta como un cuadro de inicio insidioso de ataxia propioceptiva espastica
y paresia de miembros posteriores, que puede ser bilateral o asimétrica. En esta etapa puede
confundirse con otros problemas ortopédicos como enfermedad degenerativa articular o
procesos espinales como hernias de disco o estenosis del canal medular. A medida que progresa
la enfermedad, se agravan los déficits propioceptivos, observando dismetria, déficit de
reacciones posturales y desequilibrios en movimientos exigentes durante la marcha, ademas de
atrofia muscular y reflejo patelar normal o aumentado. Asi, la MDC se caracteriza en un inicio
por un sindrome de la motoneurona superior de localizacidn entre los segmentos T3-L3 (Averill,
1973; Oliver, Lorenz and J.N., 2003; Kathmann et al., 2006; Coates et al., 2007; Morales and
Montoliu, 2012).

En fases posteriores, se produce una pérdida de la funcion motora de extremidades
inferiores, con disminucion de reflejo patelar y grave atrofia muscular, traduciéndose en una
evolucién a un sindrome de la motoneurona inferior de los segmentos lumbosacros (Averill,
1973; Awano et al., 2009; Morales and Montoliu, 2012). En algunos perros se ha comunicado la
presencia de incontinencia urinaria y fecal (Kathmann et al., 2006; Coates et al., 2007) asociadas
a lesiones en las regiones toracolumbar y lumbosacra, que comprometen las vias sensoriales de

distension vesical y colorrectal (Al-Chaer, Westlund and Willis, 1997; Pellegrino, 2013).

Simultdneamente, la disfuncién motora comienza a extenderse hacia las extremidades
anteriores, generandose un cuadro de tetraparesia flacida no ambulatoria (Awano et al., 2009;

Morales and Montoliu, 2012).

En casos mads avanzados se han observado signos de afectacién de los nervios craneales,
incluyendo disfagia y disfonia (Morales and Montoliu, 2012). Estas fases de la enfermedad
generalmente se presentan en perros de razas pequefias o medianas, debido a una mayor
facilidad en el manejo del paciente no ambulatorio y su repercusidon en la postergacion del

momento de la eutanasia (Coates and Wininger, 2010).

En la Tabla 1 aparecen reflejados los distintos estadios de la MDC en funcién del grado de

severidad de los signos neurolégicos.



Tabla 1. Clasificacion de los estadios de severidad de la mielopatia degenerativa canina en funcidén de los
signos neuroldégicos. Modificado de Coates et al., 2010.

Estadio Signos neuroldgicos

Ataxia propioceptiva y paresia espastica asimétricas de extremidades
1 posteriores.
Reflejos espinales normales.

Paraparesia no ambulatoria o paraplejia.

) Reflejos espinales reducidos o ausentes.
Atrofia muscular en miembros posteriores.
Presencia o no de incontinencia urinaria/fecal.

Paraplejia flacida y paraparesia de miembros anteriores.
3 Ausencia de reflejos espinales.

Atrofia muscular severa en miembros posteriores.

Incontinencia urinaria/fecal.

Tetraplejia flacida.
Ausencia de reflejos espinales.
4 Atrofia muscular severa generalizada.
Incontinencia urinaria/fecal.
Disfagia, disfonia y dificultad respiratoria.

2.5 Diagnéstico

El diagndstico definitivo de la MDC se basa en un analisis histopatoldgico postmortem de
la médula espinal. No obstante, se puede realizar un diagndstico presuntivo en base a los signos
clinicos y la exclusiéon de otras patologias que puedan presentar un cuadro clinico similar

mediante resonancia magnética, mielografia o mielo-TC (Morales and Montoliu, 2012).

Un diagndstico antemortem adecuado se basa en la resefia y el reconocimiento del inicio
y patrén de progresion de la sintomatologia. Los signos y hallazgos neuroldgicos son similares a
otras enfermedades que producen compresién lenta y progresiva de la médula espinal, por lo
qgue debe realizarse un adecuado diagnodstico diferencial del proceso. En las etapas iniciales,
cuando los signos neuroldgicos son sutiles, se deben incluir en el diferencial algunas
enfermedades ortopédicas como la displasia de cadera, la rotura de ligamentos cruzados o la
enfermedad degenerativa articular, ademas de patologias abdominales como enfermedad
prostatica o hernias perineales. Cuando los signos neuroldgicos son mas evidentes, se debe

valorar presencia de hernias discales tipo Hansen Il, neoplasias espinales, espondilosis vertebral,



estenosis del canal medular, formaciones quisticas sinoviales o procesos infecciosos. No
obstante, la existencia de estos procesos puede ser concomitante, por lo que su confirmacion
no permite descartar la presencia de MDC. También se pueden tomar muestras de LCR para
descartar posibles afecciones inflamatorias. En la MDC este analisis suele mostrar una
celularidad normal y una concentraciéon normal o elevada de proteinas (Vandevelde et al., 1978;

Oliver, Lorenz and J.N., 2003; Coates and Wininger, 2010; Morales and Montoliu, 2012).

Las pruebas electrodiagndsticas aportan informacién variable en funcién del estadio de la
enfermedad. En etapas iniciales no se encuentran alteraciones, mientras que en estadios
avanzados la electromiografia muestra actividad espontanea multifocal en la musculatura
apendicular distal y en la electroneurografia la velocidad de conduccién nerviosa motora se
encuentra disminuida, por lo que se evidencia axonopatia y desmielinizacidon de los nervios

motores (Awano et al., 2009; Coates and Wininger, 2010).

La identificacién de posibles biomarcadores especificos de la MDC podria servir de apoyo
al diagnéstico clinico. En un estudio se detectaron concentraciones aumentadas de proteina
basica de la mielina en LCR de perros afectados respecto a sanos, lo que sugiere la presencia de
desmielinizacién activa, sin embargo, esta prueba es de utilidad para los trastornos
desmielinizantes, pero no es especifica para la MDC (Qji et al., 2007). Posteriormente se han
evaluado potenciales biomarcadores mas especificos como el nivel de neurofilamentos pesados
fosforilados (pNF-H) en LCR, al que se le ha estimado una sensibilidad del 80,4% y una
especificidad del 95%, aunque se necesitan estudios con mayor muestra poblacional para validar
el valor diagnéstico (Toedebusch et al., 2017). En otro estudio reciente se investigaron 277
microARN en el plasma como potenciales biomarcadores especificos de MDC. Mediante
cuantificacion de los niveles plasmaticos a partir de técnicas moleculares y andlisis estadisticos
se identificd una correlacion positiva entre la enfermedad y los niveles plasmaticos del miR-26b,
con una sensibilidad del 66,7% y una especificidad del 87%. Asi, se ha sugerido que el miR-26b
plasmatico podria ser un biomarcador novedoso para el diagndstico antemortem de MDC, en

combinacion con el examen clinico (Nakata et al., 2019).

En la actualidad existen pruebas genéticas comercialmente disponibles que detectan las
mutaciones del gen SOD1 asociadas a MDC, lo que aumenta el indice de sospecha en el
diagnéstico de la enfermedad, aunque es preciso tener en cuenta que la identificacion de un
individuo homocigoto para el alelo mutante no proporciona un diagndstico preciso, puesto que

no todos los perros homocigotos desarrollan la enfermedad (Awano et al., 2009; Zeng, 2013).



En las descripciones histopatoldgicas de la médula espinal, los hallazgos patoldgicos son
consistentes con una degeneracién axonal con pérdida de mielina en todos los funiculos de la
sustancia blanca, aunque ésta se presenta con mayor severidad en la porcién dorsal del funiculo
lateral, principalmente en la regién toracica media y caudal. Las regiones con pérdida de axones
son reemplazadas por areas de astrogliosis, observandose en ocasiones la presencia de
macroéfagos junto con restos de mielina y axones (Averill, 1973; Coates et al., 2007; March et al.,
2009). La degeneracién de la sustancia blanca aparece representada por regiones de palidez,
donde se ha producido una pérdida de axones y mielina. Esta puede verse reflejada en laimagen

extraida del estudio de Awano (2009; Fig. 1).
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Figura 1. Histopatologia (tincién de Schiff) de la médula espinal de la médula espinal toracica de (A) Corgi
galés de Pembroke de 13 afios afectado por MDC; (B) Labrador Retriever sano de 13 afios. Awano et al.,
2009.

Las lesiones en la sustancia gris son moderadas, con pérdida de cuerpos neuronales
predominantemente en el cuerno ventral, cromatdlisis y neuronas cargadas de lipofuscina

(Ogawa et al., 2014).

Es estadios avanzados, se puede observar pérdida de fibras nerviosas y ovoides de mielina
en algunas ramas nerviosas junto con atrofia y una marcada variabilidad en el tamafio de las
células musculares. Este tipo de hallazgos son compatibles con una degeneracién de tipo

walleriana (Shelton et al., 2012).



2.6 Tratamiento

Actualmente no existe ningun tratamiento profildctico ni curativo especifico de la MDC,
todos los protocolos empleados hasta el momento han sido de caracter empirico y sin un
enfoque basado en la evidencia (Coates and Wininger, 2010). Se han utilizado diversos farmacos
y suplementos en base a las hipdtesis postuladas a lo largo de los anos, como sustancias
inmunosupresoras, vitaminas, etc. Sin embargo, ninguno de ellos ha logrado mostrar un efecto

beneficioso en la progresion de la enfermedad (Clemmons, 1992; Polizopoulou et al., 2008).

En cambio, en lo referente a un tratamiento paliativo, la fisioterapia diaria y controlada
ha demostrado aumentar significativamente los tiempos de supervivencia de los pacientes con
MDC (Kathmann et al., 2006; Coates and Wininger, 2010). En el estudio retrospectivo realizado
por Kathmann (2006), se elaboraron distintas pautas de fisioterapia en diferentes grupos de
perros para evaluar sus beneficios en el tiempo de supervivencia y evolucién de la enfermedad.
Ademas, se valord si los resultados mostraban diferencias segin la edad de aparicién, la
localizacién anatémica de las lesiones y el estado neuroldgico inicial al comienzo del
tratamiento. La terapia se empled en tres grupos diferenciados en base a la intensidad del
tratamiento, es decir, fisioterapia intensiva, moderada o ausente. Esta incluia ejercicios de
marcha, masoterapia, movilizaciones pasivas de las articulaciones e hidroterapia (Tabla 2).

Tabla 2. Fisioterapia prescrita para perros con mielopatia degenerativa canina. Modificado de Kathmann
et al., 2006.

Instrucciones Duracidn y frecuencia

- Paseo controlado, con o sin férulas y cinchas. .
. . . . - 5-10 minutos al menos 5 veces
- Levantarse y sentarse varias veces, con o sin asistencia.

P . . al dia. Preferiblemente
Ejercicios - Correcto posicionamiento de las zarpas.

. . . frecuentes y cortos, adaptados a
activos - Cambios de peso en cuadrupedia.

. ) la condicion del animal.
- Cambios en el terreno (hierba, asfalto, arena).

- Subir escaleras, andar cuesta arriba.

Ejercicios - Movilizaciones de las articulaciones de las extremidades - 3 veces al dia, 10 veces en
pasivos posteriores, comenzando distalmente. cada articulacion.

. - Masoterapia de musculos paravertebrales y de las )
Masaje - 3 veces al dia.

extremidades, de distal a proximal.

En funcidn de las posibilidades, con o sin cincha:
. . - Caminar sobre una cinta giratoria bajo el agua. - Al menos una vez a la semana,
Hidroterapia . .

- Nadar o caminar en agua. 5-20 minutos.

- Cambios de peso en cuadrupedia.

Proteccion de ) ) ) )
- Vendaje o calcetines y zapatos, si es necesario. - Durante el paseo.

las zarpas
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Los resultados de este estudio mostraron que el grupo de perros que recibia fisioterapia
intensiva fue el que registré mayores tiempos de supervivencia, con una media de 255 dias. En
contraste, el tiempo de supervivencia medio de los perros que recibian fisioterapia moderada
fue de 130 dias, y de 55 dias en los que no la recibieron. Ademas, estos tiempos fueron mayores
en los perros con mayor grado de severidad de afeccién neuroldgica que recibieron tratamiento
que en los perros con menor sintomatologia que no recibieron tratamiento, reforzando la

importancia del papel de la rehabilitacion en el tratamiento de la MDC.

En una tesis (Marques, 2018) realizada con el objetivo de evaluar la capacidad de
reorganizaciéon neural o neuroplasticidad en perros enfermos, se estudid el efecto de la
neurorrehabilitacién funcional controlada en 5 perros a los que se les realizé un diagnéstico de
exclusién de MDC. Los resultados mostraron una mejoria en la funcién motora y una

recuperacion significativa de los reflejos espinales, el tono y la atrofia musculares.

En un estudio reciente (Miller, Torraca and De Taboada, 2020), se valordé el efecto
terapéutico de la fotobiomodulaciéon (PBMt) combinada con intervenciones de fisioterapia, en
base a las evidencias en la literatura cientifica sobre su capacidad para modular la respuesta
inflamatoria no sélo en lesiones del nervios periféricos, sino también en lesiones de la médula
espinal (Hsieh et al., 2012; Masoumipoor et al., 2014). Se establecieron dos grupos con el mismo
tratamiento de fisioterapia, pero distintos pardmetros en la terapia de fotobiomodulacién. Los
resultados mostraron que el tiempo medio de supervivencia y el tiempo hasta la aparicion de la
paresia no ambulatoria era significativamente mayor en uno de los dos grupos, lo que sugiere
un posible efecto beneficioso en la utilizacién de PBMt en combinacién con una terapia de

rehabilitacion fisica intensa.

2.7 Prondstico

El prondstico de la MDC es desfavorable, la mayoria de los perros son sometidos a eutanasia
cuando pierden la capacidad de deambular, entre los 6 y 12 meses tras el inicio de los signos
(Morales and Montoliu, 2012). No obstante, con un protocolo de fisioterapia diaria y controlada,
la progresiéon de la enfermedad puede verse enlentecida y el tiempo de supervivencia

aumentado (Kathmann et al., 2006; Polizopoulou et al., 2008).
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2.8 Aproximacion a la esclerosis lateral amiotrofica (ELA)

Se denomina esclerosis lateral amiotréfica (ELA) a un grupo heterogéneo de
enfermedades humanas de inicio en la edad adulta que se caracterizan por un proceso de
neurodegeneracion progresiva que afecta tanto a motoneuronas superiores como inferiores y,
como consecuencia, produce atrofia muscular, pardlisis y muerte. Se reconocen también mas
areas adicionales afectadas en los I6bulos frontal y temporal, produciendo una amplia variacién
de presentaciones clinicas en los diferentes estadios de la enfermedad. El cuadro clinico esta
determinado por la ubicacién y extensién de las lesiones, manifestandose principalmente con
un deterioro motor que puede incluir sintomas cognitivos y/o conductuales, aunque existe una
gran variabilidad en la presentacidn, progresion y supervivencia (Kinsley and Siddique, 1993;

Boillée, Vande Velde and Cleveland, 2006; Pasinelli and Brown, 2006; Hardiman et al., 2017).

Esta patologia se clasifica como “ELA genética”, si presenta alguna variante patégena en
un gen conocido, independientemente de los antecedentes familiares; o “ELA de causa
desconocida o esporadica”, si no presenta una variante patégena en un gen conocido. Se estima
que el 10% de los casos de ELA tienen antecedentes familiares, por lo que en estos casos también
puede denominarse “ELA familiar”, que puede o no tener una causa genética conocida (Kinsley

and Siddique, 1993).

El gen que codifica para la proteina SOD1 es el segundo gen afectado que se asocia con
mas frecuencia a ELA genética (15-20% de los casos) y ELA esporadica (3% de los casos), por
detras del C90rf72. Se han identificado mas de 160 mutaciones diferentes del gen SOD1 humano
en pacientes con ELA, también denominadas variantes, que se asocian a diferentes tiempos de
evolucidn y supervivencia de la enfermedad. Estas mutaciones se heredan de forma autosdmica
dominante, aunque en algunas de ellas la penetrancia puede llegar a ser incompleta (Kinsley

and Siddique, 1993; Awano et al., 2009).

El manejo de la ELA se limita a un tratamiento paliativo, que requiere un equipo
multidisciplinar de asesoramiento médico, psicoldgico y programas de rehabilitacion (Kinsley
and Siddique, 1993). No obstante, se plantean perspectivas mas innovadoras sobre el
tratamiento de la enfermedad mediante terapia génica y tratamientos con células madre que
podrian marcar un cambio drastico en su enfoque terapéutico, aunque la falta de biomarcadores
de diagndstico objetivos y validados supone una barrera importante en el desarrollo de estos

procedimientos (Calvo et al., 2014).
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3. JUSTIFICACION

Las enfermedades neurodegenerativas suponen un porcentaje no desdefiable de las
patologias neurolégicas de la especie canina. A diferencia de los avances en las lineas de
investigacion de la medicina humana, el desarrollo del conocimiento en este campo de la

veterinaria ha sido mucho mas reducido.

A pesar de estas limitaciones, el aumento de la longevidad en los animales de compaiiia y
la mayor concienciacidn de los propietarios hacia sus mascotas han facilitado la descripcidn de
algunas enfermedades que tienen una estrecha relacién con edades avanzadas, como es el caso
de la MDC. El incremento en el compromiso de los propietarios también ha fomentado el
desarrollo de la investigacidn en este tipo de enfermedades con el objetivo de dilucidar sus
causas y descubrir diferentes terapias que puedan alargar la esperanza de vida de sus mascotas.
Asimismo, en el caso concreto de la MDC, el descubrimiento de una relacién estrecha con una
mutacion genética similar a la ELA familiar ha sido el foco de atencion de varias lineas de
investigacion de medicina humana, facilitando la obtencidn de nuevos avances en el

conocimiento de ambas enfermedades.

Por esta razoén, esta revisién pretende realizar una recopilacién de la informaciéon obtenida
en la bibliografia cientifica sobre la MDC, su relacidn con el gen SOD1 y facilitar la comprension

de la enfermedad.

4. OBIJETIVOS

- Realizar un estudio del estado actual del conocimiento sobre la mielopatia
degenerativa canina a través de una revision bibliografica, abordando diferentes
aspectos de la enfermedad como etiopatogenia, epidemiologia, diagndstico,
tratamiento y prondstico, para facilitar la comprensién y el manejo de la patologia en
el ambito clinico.

- Ayudar a entender la relacién entre la ELA y la MDC, enfocandose en las similitudes
entre ambas enfermedades y su correlacidn con las mutaciones del gen que codifica la

SOD1, para facilitar un posible modelo de investigacidon animal no murino para la ELA.

13



5. METODOLOGIA

Para la elaboracidn de este Trabajo de Fin de Grado (TFG) se ha realizado una recopilacion
de la bibliografia cientifica mds relevante con relacién a la MDC y el gen SOD1 en la especie
canina. Para ello, se ha recurrido principalmente a bases de datos cientificas como Pubmed,
Web of Science, Research Gate, ScienceDirect y Veterinary Record, ademds de motores de

busqueda como Alcorze y Google Académico.

En el proceso de busqueda bibliografica se han empleado los siguientes términos y palabras
clave: “mielopatia degenerativa canina” / “canine degenerative myelopathy”, “SOD1”,
“mielopatia degenerativa caninay SOD1” / ”canine degenerative myelopathy and SOD1” y “ELA

y SOD1”.

Asimismo, se ha utilizado la informacion aportada por algunos libros relacionados con la
neurologia de pequefios animales de la biblioteca de la Facultad de Veterinaria de la Universidad

de Zaragoza.

A partir de los datos obtenidos durante este proceso de busqueda, se ha elaborado una
introduccién sobre los conceptos generales de la MDC. Posteriormente, se ha realizado una
seleccidn de los articulos mas relevantes de la tUltima década para la obtencién de los resultados,
en los que se han definido las implicaciones conocidas hasta el momento del gen SOD1 en la
enfermedad. Este Ultimo apartado se ha dividido en tres partes, incluyendo la descripcidn de las
mutaciones caninas, los mecanismos patogénicos de la proteina mutante y una comparativa

general entre la MDC y la ELA genética humana.

El procedimiento identificacion y seleccion de las diferentes fuentes de bibliografia

cientifica aparece reflejado en la siguiente figura (Fig. 2):
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Articulos identificados en las Articulos identificados en las bases de Libros identificados sobre
bases de datos citadas sobre datos citadas sobre ELA y SOD1 neurologia de pequefios
MDC y SOD1 (filtro: revision 2019-2021) animales
n=163 n=66 n=8
Seleccionados por Seleccionados por Seleccionados por
titulo y resumen titulo y resumen titulo y contenido
n=37 n=5 n=3

' ¥ l
7 revisiones 35 articulos experimentales 3 libros

| | |
T l

RESULTADOS INTRODUCCION

Figura 2. Identificacidn y seleccidn de las diferentes fuentes de bibliografia cientifica.

6. RESULTADOS

Como se ha indicado en el apartado de metodologia, la informacién extraida de la
bibliografia consultada se ha dividido en tres apartados: “Mutaciones del gen SOD1 canino”,
“Proteina SOD1 y patogenia de la proteina mutante” y “La MDC como modelo animal de la ELA”.

En ellos se redne la informacion mas relevante de los articulos y revisiones utilizados.

6.1 Mutaciones del gen SOD1 canino

El trabajo de Awano y colaboradores de 2009 abrié el camino sobre una posible etiologia
de la enfermedad relacionada con una anomalia genética, lo que supuso la aparicion numerosos
estudios multidisciplinarios que se han encaminado en esta linea. En esta publicacién se realizd
un mapeo de asociacién del genoma completo, tanto en perros con MDC como en perros sanos,
y se detectaron correlaciones positivas entre perros con MDC y un haplotipo comdn en una
region del cromosoma canino 31 (CFA 31) que contiene, entre otros, el gen SOD1. Todos los
perros afectados eran homocigotos para este haplotipo comun, que contiene tres genes: SOD1,
TIAMI y SFRS15. De acuerdo con las similitudes entre la MDC y la ELA humana, en la cual se han

estudiado numerosas mutaciones en el gen SOD1 asociadas a la enfermedad, se decidid realizar
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una resecuenciacién aislada del gen SOD1 canino. Esto ultimo reveld una mutacién en el
nucledtido 118, en concreto, una transicion de G a A en el exén 2 (SOD1:c.118G>A), que predice
una mutacidn en sentido errédneo E40K, provocando la aparicién de un coddn que codifica para
un aminodcido diferente. Asi, la lisina sustituye al glutamato en la posicién correspondiente al
aminoacido 40 de la secuencia de SOD1, produciendo cambios conformacionales en la proteina.
A partir de esta informacion, se demostré una asociacién significativa entre el fenotipo de MDC
y la homocigosis del alelo A. Ademas, se estimd un mayor porcentaje de individuos homocigotos
para el alelo A en 5 razas de perros: Corgi galés de Pembroke, Béxer, Perro crestado rodesiano

y Retriever de Chesapeake.

La mayoria de los perros afectados por MDC son homocigotos para el alelo A, aunque un
pequefio porcentaje de los individuos heterocigotos también desarrollan la enfermedad. No
obstante, no todos los perros homocigotos para el alelo A desarrollan la enfermedad, lo que se
corresponde con las caracteristicas de una penetrancia incompleta y una transmisién de la
enfermedad de forma autosémica recesiva, con la posible presencia de loci modificadores

(Awano et al., 2009; Holder et al., 2014; Boeykens et al., 2020).

Posteriormente, se identificd otra mutacién del gen SOD1 en un Boyero de Berna, con
diagndstico histopatoldgico de MDC. En este caso, la resecuenciacidn reveld una mutacién en el
nucleétido 52, que predice una transicién de A a T (SOD1:c.52A>T), lo que resulta en una
mutacién en sentido erréneo T18S en SOD1, con sustitucion del aminodcido treonina por una
serina en la posicion correspondiente del aminodcido 18 de la proteina (Wininger et al., 2011).
Hasta el momento el alelo SOD1:c.52A>T parece estar Unicamente presente en la raza Boyero

de Berna (Zeng, 2013).

En base a la premisa de que no todos los perros homocigotos desarrollan la enfermedad,
se realiz6 un andlisis de asociacion de todo el genoma en la raza Corgi galés de Pembroke
comparando perros afectados por MDC y perros no afectados, siendo ambos grupos
homocigotos. En este estudio se reveld un locus modificador en el cromosoma 25, un haplotipo
dentro de la proteina del cuerpo nuclear SP110, involucrada en la regulacion de la transcripcion
de genes. Este haplotipo estaba presente en el 40% de los perros afectados, en comparacion
con el 4% de los perros no afectados, por lo que se asocié a una mayor probabilidad de
desarrollar MDC y una menor edad de aparicion de los sintomas. No obstante, se necesitan mas

estudios para aclarar el efecto de este gen modificador (lvansson et al., 2016).

Por tanto, a pesar de que el patron de herencia de las mutaciones de SOD1 puede

considerarse simple, a nivel fenotipico la MDC es una enfermedad progresiva de aparicion y

16



evolucidn variable en el tiempo, encuadrandose en un modelo hereditario autosémico recesivo

de penetrancia incompleta (Boeykens et al., 2020).

6.2 Proteina SOD1 mutante y patogenia de la proteina mutante

El estudio de la proteina SOD1 y la comprensién de su estructura bioquimica son
esenciales para poder establecer las alteraciones conformacionales y funcionales derivadas de

las mutaciones del gen que la codifica.

La proteina SOD1 es una enzima citosdlica formada por un dimero activo y dos cofactores,
cobre vy zinc (Fig. 3), que cataliza la conversidn de radicales superdxido en oxigeno y perdxido de
hidrégeno (dismutacion), lo que le confiere un papel clave en la defensa antioxidante de células
con metabolismo aerébico y en procesos relacionados con el estrés oxidativo. Ademds, se han
descubierto funciones adicionales en la modulacion del metabolismo, el mantenimiento del
equilibrio redox y la regulaciéon de la transcripcién (Banks and Andersen, 2019). La estructura de

la proteina SOD1 humana aparece reflejada en la Fig. 3 (Cohen et al., 2019).

Figura 3. Estructura de la proteina SOD1. Los sitios de unidn al cobre y el zinc aparecen
reflejados como esferas. Los bucles de union al zinc y los bucles con actividad
electrostatica aparecen en color verde y rojo, respectivamente. Adaptado de Protein
Data Bank (PDB) por Cohen et al., 2019.

Los cambios conformacionales producidos por mutaciones en la proteina SOD1 pueden
dar lugar a una alteracion de su actividad bioldgica y/o un aumento de su propensién a formar
agregados intracelulares, lo que le confiere propiedades potencialmente tdxicas que pueden

resultar en un proceso de neurodegeneracion (Pellegrino, 2013). Las lineas de investigacion a
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partir del descubrimiento de la mutacién del gen SOD1 en la MDC se han centrado en esclarecer

estos dos posibles mecanismos fisiopatoldgicos de la proteina SOD1 mutante.

En una investigacion realizada con el objetivo de caracterizar bioquimicamente a las dos
proteinas SOD1 mutantes caninas conocidas hasta la fecha se obtuvieron los siguientes

resultados (Fig.4; Crisp et al., 2013).

A

Canine SOD1
B-strand1 I =~ PB-strand 2 I B-strand3 Il
MEMKAVCVLKGQGPVEGTIHFVQKGSGPVVVSGTITGLTE 40
S K
B-strand 4 Active Site Loop

GEHGFHVHQFGDNTQGCTSAGPHFNPLSKKHGGPKDQER 80

L B-strand5 IV B-strand6 \4 . B-strand 7
VGDLGNVTAGKDGVAIVSIEDSLIALSGDYSIIGRTMVVH 120

________ Active Site Loop_ _ _ _ _ _ _ _ ___PB-strand8
EKRDDLGKGDNEESTQTGNAGSRLACGVIGIAQ 153
B
Mutation Location ACharge AHydrophobicity
E40K Connecting Loop Il +2 0.14
T18S Beta strand 2 0 -0.24

Figura 4. (A) Secuencia de aminodcidos de la proteina SOD1 canina, conteniendo 8 ldminas beta
intercaladas por bucles conectores y rodeando un sitio activo de unidn al cobre. Las mutaciones conocidas
aparecen en rojo bajo la secuencia de aminodcidos. (B) Localizacidn, cambios en la carga y cambios en la
hidrofobicidad de la proteina en ambas mutaciones caninas. Recuperado de Crisp et al., 2013.

En la secuencia de aminodcidos primaria, la mutacién E40K se encuentra dentro del
bucle de conexidén lll de la proteina, lo que produce un cambio de carga +2, mientras que la
mutacion T18S ocurre en la segunda cadena beta y no existe un cambio de la carga de la
proteina. Asimismo, ambas mutaciones dan como resultado cambios menores en la
hidrofobicidad. No obstante, ninguna mutacién canina interrumpe la regién de unién al metal

de la enzima, su sitio activo, por lo que se intuye que no hay una pérdida de actividad dismutasa.
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Esto ultimo se comprobd mediante un kit de medicidn de actividad de la SOD1 canina, lo que
proporciond evidencia a favor de una ganancia de funcion téxica en la fisiopatologia de la

proteina mutante en perros homocigotos (Crisp et al., 2013).

Mediante ensayos de trampa de filtro, se observé también que las proteinas mutantes
SOD1 caninas son inestables y tienen mayor propension a formar agregados en cultivo celular.
Esto se justifica porque ambas exponen mas facilmente sus superficies hidréfobas. Los datos
mostraron que el grado de agregacién de la proteina mutante E40K era significativamente
mayor que el de la proteina mutante T18S y el grado de agregacién de ambas era mayor que la
proteina no mutante. Ademas, en las muestras de médula espinal de los perros afectados se
obtuvieron mayores concentraciones de agregados de SOD1 mutante insoluble en detergente,
gue aumentaban de acuerdo a la gravedad de la enfermedad, lo que confirma la presencia de

estos agregados en el animal enfermo (Crisp et al., 2013).

En otro estudio posterior se generd un anticuerpo policlonal especifico de la SOD1
canina para caracterizar aun mds su participacion en la patogénesis de la MDC por medio de
pruebas inmunohistoquimicas. Este anticuerpo (SYN3554) tenia la capacidad de revelar
agregados intracitoplasmaticos en células que expresaban SOD1 mutante y reveld un patrén de
agregados de la proteina en las neuronas espinales de homocigotos tanto sintomaticos como
asintomaticos. En contraste, no se detectaron agregados en las neuronas espinales de perros
heterocigotos ni en perros que no presentaban la mutacidon. Por otra parte, también se
observaron acumulaciones de SOD1 en los astrocitos, que se observaron en una forma reactiva
alrededor de las neuronas espinales. Estas células gliales reactivas se presentaron en un grado
similar entre los individuos homocigotos y heterocigotos, lo que sustenta una estrecha relacién
entre los astrocitos y la patogenia de la MDC (Fig. 5; Nakamae et al., 2015). Esta ultima
afirmacion se ve apoyada también por el hecho de que los astrocitos desempefian funciones
importantes en el mantenimiento de las neuronas, como la eliminacidn del exceso de glutamato
en la hendidura sinaptica y la liberacion de factores neurotréficos. De hecho, se ha demostrado
que existe una pérdida de transportadores de glutamato en los astrocitos de individuos
afectados por MDC, contribuyendo a un aumento de excitotoxicidad que puede estar

involucrada en la pérdida de neuronas (Ogawa et al., 2014).

19



Agregados SOD1 Astrocitos reactivos

G/G: sin mutacién

A/A sintomético

A/A asintomatico

A/G asintomatico

Figura 5. Inmunohistoquimica de médula espinal tordcica mediante anticuerpos frente a SOD1 (A-D) y frente
a GLAP, una proteina fibrilar caracteristica en astrocitos (E-H). Modificado de Nakamae et al., 2015.

También se ha demostrado recientemente que los agregados de SOD1 son absorbidos
activamente por endocitosis en las motoneuronas y que, ademas, éstos son transportados a
células vecinas de la médula espinal con ayuda de los oligodendrocitos (Thomas et al., 2017,

Benkler et al., 2018; Boeykens et al., 2020).

La extensa linea de investigacion de Ogawa y colaboradores relaciond la implicacién de
varios mecanismos en la patogenia de la MDC, entre ellos, el papel del estrés oxidativo, el
depdsito anormal de proteinas ubiquitinadas y la excitotoxicidad por disminucion de

transportadores de glutamato de los astrocitos (Ogawa et al., 2011-2014). También sugirié que
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la deficiencia en la funcidn de la autofagia, especialmente la degradacion del autofagosoma,
puede estar involucrada en los mecanismos de degradacidon neuronal mediante muerte celular

programada (Ogawa et al., 2015).

Algunos estudios han relacionado el estrés del reticulo endoplasmatico en células del
sistema nervioso central con varias enfermedades neurodegenerativas como la ELA humana.
Esto es debido a la acumulacién de proteinas con una estructura alterada en el lumen del
reticulo endoplasmatico, que generan una respuesta a proteinas desplegadas o mal plegadas
(Unfolded Protein Response, UPR). La UPR incrementa la produccion de chaperonas moleculares
involucradas en el plegamiento de las proteinas que, si se mantiene a largo plazo, activa la
apoptosis celular regulada por la ASK-1 (apoptosis signal-regulating kinase 1). El primer estudio
en sugerir una asociacion entre el estrés del reticulo endoplasmatico y la patogénesis de MDC
investigd la expresion de genes productores de proteinas de unién o binding proteins (BiP) del
reticulo endoplasmatico, relacionadas con el plegamiento de proteinas y varios transcriptomas
marcadores de estrés en este orgdnulo. Se detectd un aumento significativo de BiP mediante
técnicas inmunohistoquimicas en células gliales de la sustancia blanca, en concreto, se
observaron mayores expresiones en microglia y neuronas. Ademas, los resultados sugieren que
las vias especificas de UPR asociadas con la ASK-1 estan relacionadas con la patogénesis de MDC

(Yokota et al., 2018).

En relacidon con los acumulos de la proteina SOD1 mutante, se confirmdé que los
agregados se forman inicialmente en los astrocitos, generando células reactivas hipertrdéficas y
disfuncionales (Kobatake et al., 2017). En cambio, esta acumulacidon no se observd en la
microglia durante las fases iniciales de la enfermedad. La UPR en los astrocitos anteriormente
mencionados induce la expresidn de citoquinas proinflamatorias, quimiocinas e interleucinas,
por lo que se especula que los astrocitos hipertréficos tienen un papel proinflamatorio en las
fases iniciales de la MDC, responsable de una migracién y acimulo de la microglia en las areas
afectadas (Yokota et al., 2018). Esta hipdtesis se vio apoyada por la deteccién de incrementos
significativos en la transcripcién de algunos microARN de los mediadores inflamatorios IL-1p,
CCL2 (ligando 2 de quimiocina CC) y VCAM-1 (molécula de adhesién vascular-1), que ademas se
mostraron aumentados en dreas inmunopositivas de microglia y astrocitosis (Hashimoto et al.,

2021).

En otra investigacién se evalud el papel de las células gliales y las proteinas de transporte
de monocarboxilatos (MCT) en relacidn con la degradacién de motoneuronas en la MDC. Los

MCT se encargan del transporte de monocarboxilatos de cadena corta (lactato, piruvato y
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cuerpos cetdnicos) a las neuronas y participan en el mantenimiento de la homeostasis celular.
Se confirmd la pérdida de mielina en los oligodendrocitos por analisis cuantitativo basado en la
expresion de los genes MBP (myelin basic protein), Oligl y Olig2. Por ende, también se detectd
una reduccién considerable de la expresion de MCT1 y MCT2 y un incremento de la expresion
de MCT4, lo que puede significar una alteracidn del aporte energético a las neuronas. Por lo
tanto, se hipotetizd que la degeneracién de los oligodendrocitos conlleva una pobre
mielinizacion de los axones que estd vinculada con alteraciones en la expresion de los MCT y la

degeneracién neuronal en la MDC (Golubczyk et al., 2019).

Respecto a la ubiquitinacion de la proteina SOD1, es decir, la adicién de moléculas de
ubiquitina a las proteinas como sefializacion para su reciclaje en los proteasomas, cabe
mencionar que, mediante pruebas inmunohistoquimicas, en un estudio se observd que los
agregados de la proteina mutante en la médula espinal no eran inmunopositivos a ubiquitina.
Ademas, en este mismo estudio se realizé un cultivo de células con la mutacién SOD1 canina
gue se sometieron a una sobrerregulacién de algunos genes relacionados con la ubiquitinacidn
de las proteinas mediante la adicion de diferentes microARN. Los resultados mostraron que un
aumento de miR-23a, miR-142 y miR-221 producian un incremento significativo de células con
agregados de SOD1. Esto sugiere que la sobrerregulacién de algunos microARN puede inhibir la
ubiquitinaciéon de la proteina SOD1 mal plegada y favorecer los agregados de la misma (Nakata

etal., 2021).

A modo de resumen y con el objetivo de facilitar la comprensién de la informacién
obtenida en la bibliografia consultada, en la siguiente imagen (Fig. 6) aparecen representados
de forma esquematica los diferentes mecanismos fisiopatoldgicos de la proteina SOD1 mutante
canina sugeridos en la literatura cientifica, asi como sus interrelaciones. La accién de dichos
mecanismos y la sinergia de los mismos son compatibles con el desarrollo de procesos de
desmielinizacidon y muerte celular caracteristicos de las motoneuronas de perros afectados por

MDC.
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Figura 6. Resumen de los mecanismos fisiopatoldgicos y relaciones propuestas de la MDC y la SOD1 mutante.
UPR: unfolded protein response; ASK-1: apoptosis signal-regulating kinase 1; GLUT: glutamato; MCT:
monocarboxylate transporters.

Los hallazgos cientificos conseguidos en los ultimos afios han permitido avanzar en la
comprension de la etiopatogenia de la MDC, sin embargo, la informacion actual es insuficiente
para comprender y justificar los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad de forma

consistente.

6.3 La MDC como modelo animal de la ELA

Previamente al descubrimiento de la mutacién canina del gen SOD1 (exceptuando las
mutaciones artificiales G86R y G93R creadas en el gen SOD1 del ratén y el pez cebra,
respectivamente), los humanos eran los Unicos individuos donde se producia una enfermedad
similar a la ELA asociada a este gen (Ramesh et al., 2010; Crisp et al., 2013). Esta situacidon cambid
a partir del descubrimiento de la mutacién canina, que ofrecia el primer modelo animal de ELA
relacionada con una mutacién del gen SOD1 no inducida de forma artificial, conocida en perros
como MDC, y abria muchas vias de investigacidon para estudios comparativos entre ambas

enfermedades (Awano et al., 2009).

Para poder establecer la MDC como modelo de investigacién de la ELA, es necesario

conocer tanto las similitudes como las diferencias entre ambas.
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A nivel clinico, ambas enfermedades manifiestan una pérdida progresiva de la funcién
motora de forma asimétrica y una marcada atrofia muscular de origen neurodegenerativo. En
el caso de la MDC, esta afectacién va precedida de una alteracién propioceptiva de inicio en las
extremidades posteriores. En contraste, la ELA no se caracteriza por la manifestaciéon de
alteraciones propioceptivas y el inicio de la sintomatologia no sigue un patrén definido de

miembros inferiores o superiores (Crisp et al., 2013).

La SOD1 canina y la humana comparten aproximadamente un 80% de la secuencia de
aminoacidos. Mientras que la mutacién T18S canina ocurre en la posicién de un aminoacido
caracteristico de la SOD1 del perro, la mutacién E40K si que se presenta en un residuo

conservado entre la proteina humana vy la canina (Crisp et al., 2013).

Las dos enfermedades, asociadas a la presencia de mutaciones en el gen SOD],
comparten un modelo de herencia de enfermedad progresiva fenotipicamente complejo y de
penetrancia incompleta. No obstante, mientras que la ELA humana generalmente presenta una
herencia de tipo autosdmica dominante, la MDC se encuadra en un patrén de herencia

autosomica recesiva (Crisp et al., 2013; Boeykens et al., 2020).

Respecto a la patogenia, aunque los mecanismos exactos aun no se han esclarecido,
varios experimentos sugieren que la neurodegeneracién en ambos casos se produce por
cambios conformacionales en la proteina mutante, que pueden resultar tanto en pérdida de su
actividad bioldgica como en una ganancia de funcidn téxica por acumulacidon de agregados
intracelulares de SOD1 (Awano et al., 2009). Sin embargo, aunque las dos proteinas mutantes,
la humana y la canina, forman agregados insolubles en detergente en la médula espinal, en el
caso de la MDC, las mutaciones no suponen una pérdida de funcién enzimatica, como si ocurre

en algunos casos de ELA familiar (Crisp et al., 2013).

A nivel histopatoldgico, se observa una mayor degeneracién de los cuerpos neuronales
en el caso de la ELA (Crisp et al., 2013), aunque también es preciso tener en cuenta que las
muestras obtenidas de perros con MDC se obtienen generalmente de perros sometidos a

eutanasia en estadios de la enfermedad que se consideran mas tempranos.

La MDC no es un modelo animal de investigacion idéntico a la ELA, no obstante, a pesar de
sus diferencias, ofrece un sistema no artificial que difiere de otros modelos transgénicos creados
hasta la fecha, el cual puede suponer avances y abrir el camino a investigaciones que puedan

suponer un avance en el conocimiento de esta enfermedad neurodegenerativa humana.
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7. DISCUSION

La MDC ha supuesto un reto en la investigacion de las enfermedades neurodegenerativas,
tanto caninas como humanas. Desde la primera descripcién de la enfermedad, realizada por
Averill (1973), hasta el descubrimiento de una mutacidn del gen SOD1 asociada a la aparicién de
la patologia (Awano et al., 2009). Este ultimo descubrimiento supuso un punto de inflexion en
el enfoque de desarrollo de las lineas de investigacion, a partir del cual se han llevado a cabo
multitud de estudios que han supuesto grandes avances en el estado del conocimiento de la
enfermedad. Este incremento en el nimero de investigaciones en la Ultima década se ha debido
principalmente a las similitudes entre la MDC y la ELA familiar, cuya relaciéon ha supuesto un
nuevo modelo de estudio animal para el avance en el conocimiento de la enfermedad humana,
hasta ahora basado en la descripcidn del proceso en la propia especie humana y en mutaciones

artificiales inducidas en el ratéon y el pez cebra (Ramesh et al., 2010; Crisp et al., 2013).

Se han propuesto gran variedad de posibles etiologias que justifiquen el desarrollo la MDC,
no obstante, tras la sospecha de la influencia de un componente genético (Coates et al., 2007)
y su posterior confirmacion tras el descubrimiento de las mutaciones del gen SOD1 (Awano et
al., 2009; Wininger et al., 2011), las investigaciones se han orientado a explicar los mecanismos

patogénicos de las proteinas mutantes SOD1.

Los resultados de estas investigaciones confirman que existe una formacién de agregados
de la proteina mutante en el interior de las células de la médula espinal, aunque se desconoce
si estas acumulaciones son el inicio en la progresion de los cambios patoldgicos o representan
el paso final en las neuronas degeneradas (Crisp et al., 2013; Nakamae et al., 2015). Asimismo,
se ha demostrado que no existe una pérdida de funcién de la actividad de la proteina SOD1, lo
gue proporciona evidencia a favor de una ganancia de funcidn tdxica en la fisiopatologia de la
proteina mutante (Crisp et al., 2013). Existe una estrecha relacidon entre los astrocitos y la
patogenia de la enfermedad, esto se fundamenta en que los agregados se acumulan
inicialmente en estas células, encargadas de la homeostasis y el mantenimiento de las neuronas,
lo que se traduce en la formacién astrocitos reactivos con pérdida de funcionalidad y una
consecuente afectacion neuronal (Crisp et al., 2013; Nakamae et al., 2015; Kobatake et al.,
2017). La ganancia de funcidn téxica de la proteina SOD1 mutante se ve justificada por el estrés
del reticulo endoplasmatico ante la respuesta de proteina desplegada producida en este
organulo, que aumenta la produccion de chaperonas, llegando a generar una activacion de vias
de apoptosis celular (Yokota et al., 2018). La UPR inicial de los astrocitos origina la produccion

de sustancias proinflamatorias que consecuentemente sugiere una migracion y acimulo de la
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microglia en las zonas mas afectadas (Yokota et al., 2018). Existe también una participacién de
los oligodendrocitos, ademas de los astrocitos, en la homeostasis y el aporte energético de las
neuronas. Se ha demostrado que en la MDC existe una disminucién en la expresion de genes
relacionados con la produccion de mielina en los oligodendrocitos, esto supone una degradacion
y disfuncionalidad de los mismos, que consecuentemente produce una alteracién de la

homeostasis de las motoneuronas (Golubczyk et al., 2019).

En base a lo descrito anteriormente, se puede sugerir que los mecanismos de degradacion
de las motoneuronas en la MDC se ven influenciados por multitud de mecanismos
fisiopatoldgicos, comenzando por la acumulacién intracitoplasmdtica de SOD1 mutante (Fig. 6).
Todo esto supone un avance en la comprensién de los mecanismos fisiopatolégicos de la
enfermedad, no obstante, aun son necesarias mdas investigaciones para esclarecer su

etiopatogenia.

Respecto al prondstico y tratamiento de la MDC, varios estudios han demostrado que la
fisioterapia intensiva, diaria y controlada aumenta el tiempo de supervivencia y enlentece la
progresion de la enfermedad (Kathmann et al., 2006; Coates and Wininger, 2010; Marques,
2018). Asimismo, se estan investigando otros tratamientos coadyuvantes como la
fotobiomodulacién, que sugieren efectos beneficiosos en combinacién con la fisioterapia
(Miller, Torraca and De Taboada, 2020). Aunque la literatura basada en la evidencia sobre el
tratamiento de la ELA esta mucho mads desarrollada que en el caso de la MDC, la investigacidn
sobre nuevos tratamientos en la enfermedad canina podria extenderse a la ELA humana y

viceversa.

8. CONCLUSIONES

Los conceptos y conclusiones extraidos de esta revisidn bibliografica son los siguientes:

1) La MDC es una enfermedad neurodegenerativa progresiva de prondstico grave cuyo
Unico tratamiento aplicable hasta el momento es de tipo paliativo, a través de la
fisioterapia y algunos procedimientos coadyuvantes.

2) Las mutaciones del gen SOD1 canino parecen suponer la causa primaria del desarrollo
de MDC, encuadrandose en un modelo hereditario autosémico recesivo de penetrancia

incompleta.
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3)

Los mecanismos fisiopatoldgicos de la MDC indican una ganancia de funcidn tdxica de
la proteina mutante SOD1 canina, fundamentada principalmente en el estrés del

reticulo endoplasmatico de las células del SNC ante una respuesta de proteina

desplegada.

4) Las mutaciones en el gen SOD1 canino, entendidas como un importante factor de riesgo
para el desarrollo de la MDC, asi como una herramienta para su diagndstico, pueden
conducir a estrategias de cria de la especie canina que promuevan una disminucion en
la incidencia de la enfermedad.

5) El diagndstico de una enfermedad, asi como la predisposicién de un individuo a
padecerla, pueden verse facilitados en gran medida por la deteccién de marcadores
genéticos o biomarcadores relacionados.

6) Las enfermedades neurodegenerativas caninas pueden servir como modelo animal de
investigacion de algunas enfermedades neurodegenerativas humanas como la ELA.

7) AUn se necesitan mas investigaciones para comprender de forma precisa la
etiopatogenia de la MDC y su relacidn con las mutaciones del gen SOD1.

CONCLUSIONS

After the literature review of this Final Degree Project, the following conclusions can be drawn:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

CDM is a progressive neurodegenerative disorder with a fatal prognosis whose only
effective treatment is a palliative one, through physical therapy and some adjuvant
treatments.

Canine SOD1 gene mutations seem to be the main cause of CDM occurrence. The
genetic model of this disease is an autosomic recessive pattern of inheritance with an
incomplete penetrance.

The pathophysiological mechanisms of CDM indicate a gain of toxic function of the
canine SOD1 mutant protein, mainly based on stress of the endoplasmic reticulum of
CNS cells in response to an unfolded protein response.

Mutations in the canine SOD1 gene, understood as an important risk factor for the
development of DCM, as well as a tool for its diagnosis, may lead to breeding strategies
in the canine species that promote a decrease in the incidence of the disease.

Genetic markers and and related biomarkers can be used to support diagnosis and risk
factors in different diseases.

Canine neurodegenerative disorders serve as animal models for the research of some

human neurodegenerative diseases as ALS.
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7) More research is needed to understand the accurate pathogenic mechanisms of CDM

and SOD1 implications.

9. VALORACION PERSONAL:

La elaboracion de este TFG ha resultado util y francamente enriquecedora para mi
formacién universitaria en el Grado en Veterinaria. Durante su realizacion he ampliado mis
conocimientos en el campo de la neurologia, asi como reforzado algunos conceptos
relacionados con las ramas de la genética y la bioquimica. Asimismo, he adquirido mayores
habilidades para desenvolverme en la busqueda de informacidn veridica en diferentes formatos
de fuentes bibliograficas, que me han permitido aumentar mis capacidades para identificar
articulos basados en la evidencia cientifica, lo que considero competencias fundamentales a

adquirir para el desarrollo de la profesion.

En mi futura trayectoria profesional como veterinario, ademas de fisioterapeuta, los
conocimientos adquiridos en el desarrollo y analisis de esta revision bibliografica me resultaran
de gran utilidad para el ejercicio de la profesidn, especialmente en la comprension de
fundamentos tedricos y su aplicacion practica en el campo de la neurologia de pequefios
animales, area por la que siempre he mostrado gran interés y en la cual pretendo

especializarme.

Por dltimo, quiero agradecer a Marta M2 Pérez Rontomé su apoyo y asesoramiento durante

la realizacidn de este proyecto.
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