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RESUMEN

La Mielopatia Degenerativa Canina es una enfermedad hereditaria de curso insidioso
y pronostico devastador para caninos de edad adulta. Se trata de una afeccion
neurodegenerativa que inicia en la region toracolumbar de la médula espinal y avanza
hacia zonas craneales y caudales de la misma, dando como resultado un cuadro de
ataxia propioceptiva de miembros posteriores que progresa a paraplejia, en los
primeros 6 meses al afio de evolucion, y, que en estadios mas avanzados lleva a
cuadriplejia, incontinencia urinaria y fecal, entre los signos clinicos mas importantes.
El cuadro descripto conduce a la eleccidn de la eutanasia por parte de los propietarios
en algun punto de este proceso o culmina en muerte natural, ya que no se cuenta con
un tratamiento curativo. La neurodegeneracion es asociada a la presencia de
mutaciones en el gen que codifica a la enzima Superdxido Dismutasa 1, las cuales
llevan a su alteracidon estructural y funcional desencadenando fenémenos celulares
que continban siendo estudiados. ElI mecanismo de herencia que presenta es
autosdémico recesivo con penetrancia incompleta, aspecto que agrega complejidad al
diagnéstico y control de la misma. En adicion a esto, actualmente no se cuenta con
estrategias de diagnostico confirmatorio antemortem, el diagnéstico confirmatorio se
realiza postmortem en base a lesiones histopatologicas caracteristicas. En esta
revision bibliografica, se han detallado aspectos de su epidemiologia, patogenia,
presentacion clinica, herramientas diagnésticas y alternativas terapéuticas
disponibles, asi como las que se encuentran en investigacion; con el objetivo de
exponer de forma critica las actualizaciones en diagndéstico, tratamiento y prevencion.



SUMMARY

Canine Degenerative Myelopathy is a hereditary disease with an insidious course and
devastating prognosis for adult dogs. It is a neurodegenerative condition that begins in
the thoracolumbar region of the spinal cord and progresses to the cranial and caudal
areas of the spinal cord, resulting in proprioceptive ataxia of the hind limbs that
progresses to paraplegia, in the first 6 months to one year of evolution. In more
advanced stages, leads to quadriplegia, urinary and fecal incontinence, among the
most important clinical signs. The described clinical signs lead to the choice of
euthanasia by the owners at some point in this process or culminates in natural death,
since there is no curative treatment. Neurodegeneration is associated with the
presence of mutations in the gene that encodes the enzyme Superoxide Dismutase 1,
which lead to its structural and functional alteration, triggering cellular phenomena that
continue to be studied. Its inheritance mechanism is autosomal recessive with
incomplete penetrance, an aspect that adds complexity to its diagnosis and control. In
addition to this, there are currently no antemortem confirmatory diagnostic strategies,
the confirmatory diagnosis is made postmortem based on characteristic
histopathological lesions. In this bibliographic review, aspects of its epidemiology,
pathogenesis, clinical presentation, diagnostic tools and available therapeutic
alternatives have been detailed, as well as those that are under investigation; with the
aim of critically exposing updates in diagnosis, treatment and prevention.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades neurologicas son una de las principales causas de muerte
en caninos (Fleming et al., 2011; O’Neill et al., 2013). Dentro de estas, las patologias
que afectan la médula espinal son una de las mas frecuentes (Fluehmann, Doherr y
Jagger, 2006; Mondino, Piaggio, Loureiro, Vasconcellos, y Delucchi,2015; Pellegrino,
Pacheco y Vazzoler, 2011). Estas enfermedades provocan efectos devastadores en
los perros, como, por ejemplo, intenso dolor, paresia o paralisis, incontinencia urinaria
y/o fecal, entre otros, volviéndose los pacientes altamente dependientes de sus
propietarios (Sulla, Balik, Horfidk y Ledecky, 2018; Webb, Ngan y Fowler, 2010).
Ademas, algunas de estas patologias requieren de costosos tratamientos quirdrgicos
y de largos periodos de rehabilitacion para lograr la recuperacion del paciente. Otras,
como aquellas de naturaleza degenerativa, presentan malos pronosticos de sobrevida
ya que la funcion medular desmejora progresivamente, siendo de eleccion la
eutanasia del animal. Sumado a esto, muchos animales luego de lesiones medulares
severas, presentan secuelas permanentes (Jeffery, Levine, Olby y Stein, 2013; Sulla
et al., 2018).

Existen diversos factores etiologicos ligados a las afecciones medulares. La
regla nemotécnica “VITAMIN D”, permite organizar las patologias en: vasculares,
idiopaticas, traumaticas o toxicas, anomalias congénitas, metabdlicas, infecciosas y/o
inflamatorias, neoplasicas y degenerativas. Algunas de estas etiologias pueden tener
a su vez, un origen genético (Pellegrino, 2013).

Las enfermedades genéticas, constituyen un grupo heterogéneo de patologias
caracterizadas por alteraciones en el genoma del individuo. Dichas alteraciones son
causadas por mutaciones patdégenas; ya sea, de un gen en particular o de multiples
genes. Estas mutaciones pueden ocurrir durante la vida de un individuo por azar o por
exposicién a sustancias mutagénicas, pero unicamente aquellas que ocurren en el
ADN de células germinales pueden ser transmitidas a la descendencia. Si bien, la
mutacion original ocurre solamente en las células de la linea germinal, los individuos
qgue la hereden poseeran esa mutacion en todas las células de su organismo
(Nussbaum, Mclnnes, Willard y Amosh, 2016). A las enfermedades causadas por
mutaciones genéticas que fueron transmitidas por los progenitores las conocemos
como enfermedades hereditarias (Jackson, Marks, May y Wilson, 2018).

Una de las principales patologias hereditarias que afecta la médula espinal de
los caninos es la Mielopatia Degenerativa (MD) (OMIA 000263-9615). La MD es una
enfermedad degenerativa fatal, que se hereda de forma autosémica recesiva con
penetrancia incompleta. Afecta principalmente la region toracolumbar de la médula
espinal y se manifiesta clinicamente con ataxia y paresia progresiva de los miembros
posteriores que progresa a paraplejia, llevando, en muchas ocasiones, a la eleccion
de eutanasia por parte de los propietarios (Coates et al., 2007; Coates, 2014; Dewey
y da Costa, 2016). El curso clinico de esta enfermedad puede variar de 6 meses a 1
afio después del diagndéstico. Generalmente afecta a caninos mayores de 5 afios,
sobre todo en animales de porte mediano a grande, con la raza Ovejero Aleman (raza
en qué fue diagnosticada la enfermedad por primera vez), como gran representante.
También ha sido reportada en Corgi galés de Pembroke, Boxer, Rodesiano de



Ridgeback, Retrivers de Chesapeake, Boyero de Berna, Caniche miniatura y estandar,
Pug, Husky Siberiano, Cavalier King Charles Spaniel, Esquimal Americano, Corgi
Galés de Cardigan, Golden Retriever, Kerry Blue Terrier, Soft Coated Wheaten Terrier,
Wirehaired Fox Terrier (OMIA 2022).

Multiples hipétesis acerca de su origen han sido discutidas, existiendo
sospechas de un origen nutricional o inmunomediado. Sin embargo, Awano et al.
(2009) identificaron en caninos Corgi galés de Pembroke que la MD se encuentra
asociada a una mutacion (c.118G > A) en el gen que codifica para la enzima
Superoxido dismutasa 1 (SOD 1), lo que modificé el camino de investigacion acerca
de su origen y patogenia (Awano et al., 2009; Pellegrino, 2013). Posteriormente,
Wininger et al. (2011) reportaron una nueva mutacion en SOD1 (c.52A > T) en la raza
Boyero de Berna. Ambas mutaciones conllevan a alteraciones en un tnico aminoacido
de la SOD1 (Awano et al., 2009; Kobatake et al.., 2017; Wininger et al., 2011) lo que
modifica su funcién y desencadena un proceso degenerativo de las neuronas motoras.
Los mecanismos de este proceso no son del todo conocidos y, hasta el dia de hoy, se
siguen describiendo fendmenos moleculares y celulares asociados a la misma (Chang
etal., 2019; Kimura et al., 2020; Kobatake et al., 2017). Sin embargo, se ha confirmado
que la falla en la funcion de la SOD1 lleva a la agregacién citoplasmatica de
formaciones aberrantes de agregados proteicos en neuronas y células gliales. A su
vez, la SOD 1 induce estrés en el reticulo endoplasmaético lo que lleva a la apoptosis
celular (Chang Parakh, Coates, Long, y Atkin, 2019).

Al tratarse de una patologia que se manifiesta en perros adultos, la presion
de la seleccion natural es ineficiente en reducir la frecuencia del alelo mutado,
ademas, dado que la enfermedad presenta penetrancia incompleta, no todos los
animales homocigotas recesivos presentaran la enfermedad (Zeng et al., 2014).

La patogénesis y signos clinicos de la MD son muy similares a la de la Esclerosis
Lateral Amiotroéfica (ELA) en humanos. Esto, sumado a no se ha logrado reproducir la
fisiopatologia de la neurodegeneracién que ocurre en humanos en los modelos
murinos, ha llevado a que la MD sea considerada el principal modelo animal de estudio
de la ELA (Kobatake et al., 2017; Nardone et al., 2016). Gracias a esto, la mayoria de
los estudios de la MD han sido realizados con la finalidad de avanzar en el
conocimiento de la ELA, lo cual ha permitido grandes progresos en el diagnéstico,
tratamiento y control de la MD.

Si bien aun no existe ningun diagndstico antemortem definitivo de la MD, este
se obtiene postmortem mediante histopatologia de los tejidos afectados. Existe un test
disponible para detectar si lo caninos son heterocigotos, homocigotos recesivos 0 no
presentan la mutacion ¢.118G > A, sin embargo, este no resulta confiable para el
diagndstico confirmatorio de animales enfermos, ya que el mismo puede estar
padeciendo otra patologia de sintomatologia similar siendo homocigota (Story et al.,
2020) e incluso nunca desarrollarla. Estudios recientes se inclinan por la evaluacion
de la potencialidad de la deteccion de biomarcadores en plasma, como microRNAs
(Nakata et al., 2019).

Hasta el momento, no se ha hallado cura para la MD. Diversas terapias
paliativas son utilizadas con el fin de mejorar los signos clinicos y enlentecer su
progresion. Algunos de estos son el uso de drogas inmunosupresoras, complejos
vitaminicos y fisioterapia (Kathmann, Cizinauskas, Doherr, Steffen y Jaggy, 2006;
Miller, Torraca y de Taboada, 2020; Xie, Dewey, Piy Cao, 2018), sin embargo, se han
obtenido resultados poco alentadores (Pellegrino, 2013; Story et al., 2020).
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En la actualidad, se han desarrollado diversos estudios que evallan la eficacia
de nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de ELA que podrian ser utilizados
potencialmente para tratar la MD. Una de ellas es la terapia génica que ademas se
ha estudiado en modelos de investigacion de Alzheimer, Parkinson y enfermedad de
Huntington. Un ejemplo de esto es la inyeccion de vectores que transportan
oligonucledtidos sintéticos para reducir la acumulacion de proteinas toxicas que se
generan en los procesos degenerativos (Smith et al., 2006). Si bien hasta el momento
no se ha reportado su eficacia en caninos, la Universidad de Tufts se encuentra
realizando ensayos clinicos en perros afectados con MD (Rajewski, 2017). Ademas,
a nivel experimental y en ensayos clinicos con humanos, se han evaluado otras
terapias innovadoras como la terapia celular y el tratamiento con cannabinoides
(Meyer et al., 2019; Nayak, Kim, Goldman, Keirstead, Kerr, 2006).

Dado que la MD es una patologia con un cuadro clinico muy desfavorable y
con un ineludible prondstico funcional y vital; la medicina preventiva toma una posicion
de importancia para enfrentarla. Considerando que las manifestaciones clinicas se
expresan solo en caninos homocigotas recesivos, que ocurren en la edad adulta, y
gue no todos los homocigotas recesivos los presentan, es posible que estos individuos
dejen descendencia, heredando el alelo mutante. Por este motivo, se destaca la
necesidad de detectar por pruebas moleculares a los homocigotas recesivos y a los
heterocigotas, a los efectos de controlar la diseminacion del alelo en las poblaciones.
Por lo anteriormente expuesto, resulta de utilidad realizar una revision bibliogréfica
que detalle e integre el estado actual del conocimiento acerca de los métodos de
diagndstico y prevencién, asi como de las terapias disponibles y de aquellas que estan
siendo investigadas para la resolucion de la MD.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general:

Realizar una revision bibliografica sobre la MD en caninos, las herramientas
disponibles para su diagndstico y prevencion, asi como los tratamientos actuales y
experimentales para la mejora de los signos clinicos de esta enfermedad.

2.2. Objetivos especificos:

a) Describir la fisiopatologia de la MD en caninos.

b) Describir y comparar las herramientas diagndsticas disponibles, sus ventajas y
desventajas, su utilidad y control en la MD.

c) Describir y comparar las medidas terapéuticas utilizadas y disponibles, los
beneficios y efectos adversos que presentan.

d) Exponer fundamentos y resultados de las nuevas terapias para MD que estan
siendo investigadas.
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3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1. Anatomiay fisiologia de la médula espinal.

El Sistema Nervioso constituye la totalidad del tejido nervioso de un ser vivo y
tiene como principal finalidad la transmision de informacion entre distintas regiones
del organismo y su procesamiento. Segun su localizacion se clasifica en Sistema
Nervioso Central (SNC) y Sistema Nervioso Periférico (SNP). EI SNC se compone del
encéfalo y de la médula espinal, mientras que, el tejido nervioso restante, conforma el
SNP (Farley, Johnstone, Hendry y McLafferty, 2014).

A nivel histologico, el tejido nervioso esta conformado por dos grupos celulares
principales: las células nerviosas (neuronas) y las células gliales (neuroglia). Las
primeras corresponden a células muy especializadas que se encargan de la
transmision de informacién mediante la forma de un potencial de accion. Es posible
diferenciar en las neuronas cuatro principales estructuras celulares: el cuerpo celular,
dos tipos principales de ramificaciones (las dendritas y el axén) y las terminales
presinapticas (Kandel), estos han sido esquematizados en la Figura 1. El cuerpo
celular también es denominado soma o pericarion y es alli donde se ubican el nacleo
y los organelos. Las dendritas suelen ser varias ramificaciones cortas y son el aparato
principal de recepcion de sefiales transmitidas por otras neuronas, mientras que el
axon, es una prolongacién Unicay tubular encargada de la transmision de informacion
(Aige y Morales, 2012)

Por ultimo, las terminales o botones sinapticos son engrosamientos de la
porcion final de las ramificaciones de los axones. Tienen como funcién la liberacion
de neurotransmisores que pueden excitar o inhibir a la célula receptora. La
comunicacién entre dos neuronas se da a través de la sinapsis, el sitio de union entre
los botones terminales del axén de la neurona que envia un mensaje y el soma o las
dendritas de la neurona que lo recibe (Aige y Morales, 2012).

Dendritas

Nucleo

Cuerpo celular

Axon

Figura 1. Esquema de una neurona. Extraido de Aige y Morales (2012).
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Por otra parte, las células de la neuroglia son claves en el soporte del SN.
Astrocitos, oligodendrocitos, microglia y ependimocitos, son los representantes de
este grupo celular en el SNC (Aige y Morales, 2012). Los primeros son células que
realizan funciones importantes de soporte fisico a las neuronas, aseguran un entorno
quimico adecuado para la transmision neuronal y proveen de nutrientes a las
neuronas (Aige y Morales, 2012).

Los oligodendrocitos son los que se ocupan de formar la mielina de los axones
a nivel del SNC, lo cual es clave en la transmision del impulso nervioso. La misma es
un compuesto proteolipidico que envuelve a algunos axones (con una disposicion en
vaina) funcionando como aislante para aumentar la velocidad de transmision (Figura
2.A). En el SNP, por otra parte, las células que desempefian esta funcion son las
denominadas células de Schwann (Figura 2.B) (Aige y Morales, 2012).

Se denomina microglia a células pequefias, de tipo mononucleares fagociticas
que accionan en procesos de reparacion del tejido nervioso. Por ultimo, los
ependimocitos conforman el epitelio que tapiza los plexos coroideos y ventriculos del
encéfalo, y el canal central de la médula (Aige y Morales, 2012). Los ventriculos son
estructuras cavitarias ubicadas en regiones del encéfalo, mientras que, el canal
central, es una cavidad que abarca toda la extension de la médula espinal ubicado en
la region central de la misma. En estas cavidades se aloja el liquido cefalorraquideo
(LCR), liquido transparente e incoloro que proporciona proteccion, soporte y nutricién
al SNC. El LCR es un ultrafiltrado del plasma que se genera en capilares del SNC y
de las meninges; siendo el lugar de mayor produccién los plexos coroideos de los
ventriculos lateral, tercero y cuarto (De Lahunta, Glass y Kent, 2015).

" |
|
| | Célufa de Schwann x
|
A |
. ﬁ“.‘l,‘ Nodo
J | \ de Ranvier

Célua de Schwann

Oligodendrocito

Proceso de — |
ongosenarocito | L_
Nodo
| \ \ | de Ranvier
Ncleo de célula
de Schwann

' [ Capa de mieldina

Capa de mielina w U w

Figura 2. Vainas de mielina en el SNC y SNP. A. Axones de SNC con vainas de
mielina formadas por un oligodendrocito. B. Axén de SNP con su vaina de mielina
formada por células de Schwann. Extraido de Aige y Morales (2012).

El sistema ventricular y el canal central se encuentran comunicados con las
meninges, por lo que el LCR viaja en espacios entre las mismas. Las meninges son
tres capas que envuelven al SNC para conferirle proteccién. Estas se denominan
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duramadre, aracnoides y piamadre (Figura 3). La duramadre es la capa mas externa,
fibrosa y delgada. La aracnoides es la central, constituida por trabéculas que la
conectan con la piamadre, entre estas es que se alojay se secreta parte del LCR. Por
su parte, la piamadre, la capa mas interna, se encuentra en contacto con las células
gliales y posee una vasta vascularizacion; en la médula espinal se conecta con la
duramadre mediante ligamentos denticulados que contribuyen en la fijacion del 6rgano
(Figura 3) (De Lahunta, Glass y Kent, 2016; Fletcher, 2013; Sulla et al., 2018).

Canal central

Piamadre

Figura 3. Corte transversal del séptimo segmento lumbar donde se identifican las
meninges y estructuras asociadas. Modificado de De Lahunta et al. (2015).

En lo que respecta al SNC, es posible destacar que el encéfalo, conformado
por cerebro, tronco encefalico y cerebelo, se aloja dentro de cavidad craneana. Y que,
la médula espinal transcurre a lo largo del canal vertebral de la columna vertebral
originAndose a continuacién de la porcibn méas caudal del tronco encefalico
(denominada médula oblonga), a nivel del agujero magno y finalizando en el cono
medular, el cual, se extiende hasta la region de las vértebras lumbares 6 y 7 en
caninos (Fletcher, 2013).

Al abarcar mas detalladamente la estructura de la médula espinal, se identifican
multiples segmentos, en funcion de similitudes anatémicas e histolégicas de los
mismos, lo cual facilita su estudio (Figura 4). En caninos se distinguen ocho
segmentos cervicales (C1-C8), trece toracicos (T1-T13), siete lumbares (L1-L7), tres
sacros (S1-S3) y cinco caudales (C1-C5). Los segmentos se disponen dentro de los
cuerpos vertebrales que llevan su mismo nombre, a excepcion de los dos primeros
segmentos cervicales, del octavo segmento cervical, de algunos segmentos lumbares
y de los segmentos sacros y caudales. Cuanto mas caudal es el segmento medular
considerado, mas alejado hacia craneal se encuentra del cuerpo vertebral que lleva
su nombre (Figura 4) (De Lahunta et al., 2016; Dewey y Da Costa, 2016; Fletcher,
2013). Esto se debe a que, en las primeras etapas de la gestacion la velocidad de
crecimiento embrionario de la médula espinal y de la columna vertebral son similares,
pero en las ultimas etapas, el crecimiento de la médula se enlentece con respecto al
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de la columna. Este crecimiento diferencial se continla hasta la vida adulta (De
Lahunta et al., 2016).

El didmetro de los segmentos es variable, siendo de relevancia la presencia de
dos ensanchamientos de la médula correspondientes a una mayor densidad de
células neuronales en las regiones de C6-T2 y L4-S3. Estos se denominan
intumescencias cervical y lumbar respectivamente. Desde dichas intumescencias
emergen los nervios que forman los plexos braquial y lumbosacro, los cuales inervan
a los miembros toracicos y pelvianos (Fletcher, 2013).

A lo largo de la médula, a partir de cada segmento medular emergen dos
nervios espinales, derecho e izquierdo, que resultan de la union de las raices dorsales
(sensitivas) y ventrales (motoras) de cada lado (Figura 5). Los nervios espinales van
a atravesar los forAmenes vertebrales de la vértebra que les corresponde
numeéricamente. Por lo tanto, se observa que los nervios espinales mas craneales,
como los cervicales, toracicos, tienen una longitud menor a la de los nervios mas
caudales, los cuales, al encontrarse los segmentos ubicados mas cranealmente a los
forAmenes vertebrales, deben hacer un recorrido mayor para atravesar los foramenes
intervertebrales correspondientes (Fletcher, 2013). Hacia la porcién distal de la
médula, se identifica la cauda equina, conformada por las raices de nervios de
segmentos lumbares (a partir de L7), sacros y caudales, y por el cono medular. Este
ultimo es el extremo caudal de la médula espinal, alojado en una dilatacién terminal
del canal central, conocida como el ventriculo terminal. Las estructuras contiguas
componen el filum terminal, estas corresponden a un cordon estrecho del tubo neural
(estructura embrionaria que guia la formacion de la médula espinal) y al canal central;
las mismas unen al cono medular con las vértebras caudales (De Lahunta et al., 2015;
Lorenz, Coates y Kent., 2011).

Figura 4. Relaciones anatomicas entre la médula espinal y los segmentos vertebrales en
caninos. Extraido de Dewey y Da Costa (2016).
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Figura 5. Representacion de nervios espinales. Modificado de De Lahunta (2015).

La médula es la encargada de recibir la informacién sensitiva de los diferentes
organos y conducirla hacia otros sectores del SNC para su procesamiento; asimismo,
envia informacion eferente a muasculos y glandulas. A partir de esto, es posible
observar que desempefia un papel fundamental en la conduccion y modulacién de
informacion desde y hacia el encéfalo, el cual recibe la informacion de tejidos
periféricos, y envia comandos a distintos 6rganos para, por ejemplo, regular la
postura, iniciar un movimiento, y mantener la homeostasis de procesos fisioldgicos
viscerales. La médula espinal, también es considerada un centro reflejo, debido a que
en ella se genera la respuesta refleja de musculos y glandulas a estimulos especificos.
(Fletcher, 2013; Sulla et al., 2018).

Al corte transversal de la médula espinal, se identifican la sustancia gris
dispuesta en forma de H o de mariposa, rodeando al canal central, y la sustancia
blanca externa a esta, que contacta con la piamadre. La diferente coloracion de estas
dos sustancias que se evidencia en las vistas macroscopica y microscopica, se
relaciona con sus componentes, en particular, con el contenido de mielina de las
mismas.

La sustancia gris esta conformada por la mayoria de los somas de células
neuronales, células gliales, células del endotelio de capilares y escasos axones
mielinizados que se encuentran espaciados. En la misma se distinguen los cuernos
dorsales, ventrales y laterales. Los dorsales reciben axones de las raices dorsales,
las que constituyen la via aferente o sensitiva de la médula. Los cuernos ventrales son
aguellos de los cuales emergen las raices ventrales funcionales en el transporte de
sefales eferentes 0 motoras a los organos periféricos que inervan. Finalmente, los
cuernos laterales, presentan un desarrollo variable, pero de gran importancia ya que
en donde se ubican los somas neuronales preganglionares del sistema nervioso
simpatico (Lorenz et al., 2011).
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En la sustancia blanca predominan axones mielinizados, aunque también
existan axones no mielinizados, y algunas células gliales como oligodendrocitos,
astrocitos y células de los vasos sanguineos que se encuentran en menor densidad
gue en la sustancia gris (Fletcher, 2013; Lorenz et al., 2011). En la sustancia blanca
es posible distinguir tres sectores: dorsal, ventral y lateral. En el sector dorsal,
denominado funiculo o corddn dorsal, est4 delimitado por el surco que marca el
trayecto de las fibras de la raiz dorsal hacia lateral y el surco mediano dorsal a medial.
El funiculo ventral abarca la region delimitada por la fisura mediana ventral y el surco
ventrolateral, donde se evidencia del trayecto de la raiz ventral. Por dltimo, entre
ambas raices, ventral y dorsal, se ubica el funiculo lateral (Lorenz et al., 2011).

Teniendo en cuenta las funciones de cada una de las dos grandes regiones es
importante remarcar varios aspectos. En la sustancia gris, las neuronas que cumplen
con funciones similares tienden a tener sus cuerpos celulares agrupados esto ha
permitido la organizacion en laminas para su estudio. Las laminas, son columnas
longitudinales de células que desarrollan funciones similares. Las mismas pueden
extenderse a lo largo de toda la médula o restringirse a ciertos sectores de la misma
(Figura 6) (Fletcher, 2013).

Matter i

Laminae

Figura 6. Representacion de las laminas y nucleos de la sustancia gris de segmentos
medulares: L7, C5, T4, L6 (izquierda a derecha). Extraido de Spinal Cord Anatomy Lab web
site, Universidad de Minnesota.

Asimismo, en la sustancia blanca, la organizacién funcional se dispone en
tractos (Fletcher, 2013). Estos tractos axonales son vias de comunicacion del SN,
siendo posible que tengan dos sentidos. Uno de estos es el ascendente, mediante el
cual se realiza un envio de informacion desde los tejidos periféricos a las diversas
regiones del encéfalo, y, el otro es el descendente, donde la transmision de la
informacion proveniente de la corteza cerebral (vias piramidales) o de otras regiones
del encéfalo (vias extrapiramidales) y se dirige a la periferia. La informacién que
recorre la via ascendente es de tipo sensitiva y la de via descendente es motora
(Figura 7) (Lorenz et al., 2011).
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Algunas de estas vias de comunicacion entre encéfalo y médula poseen mayor
importancia en la clinica neuroldgica canina (Figura 7). Por ejemplo, los tractos
corticoespinales, rubroespinal y reticuloespinal que se ubican en el corddn lateral de
la sustancia blanca se relacionan con la estimulacion de musculos flexores y la
inhibicion de los extensores de los miembros. Asi como el tracto pontino
reticuloespinal y el vestibuloespinal que realizan las funciones contrarias a los
anteriores y estan en el cordén ventral. Otros son los tractos sensitivos ascendentes
como espinocerebelares, espinomedulares, fasciculo cuneatus y fasciculo gracilis que
son clave en la propiocepcion. O los tractos espinotalamico y espinocervicotalamico
que transmiten estimulos nociceptivos. En mdltiples patologias medulares pueden ser
afectados diversos tractos, lo que se traducira en alteraciones clinicas. Es por ello,
que resulta importante tener conocimiento de los mismos y de su disposicion en la
sustancia blanca. Frente a un dafio en la médula espinal, el reconocimiento de
alteraciones en el funcionamiento de estos tractos proporciona informacion acerca la
profundidad del dafio, y también, puede tener valor prondstico (Dewey y Da Costa,
2016; Lorenz et al., 2011; Platt, 2010; Sulla et al., 2018).

Tractos sensitivos Tractos motores

Fasciculo gracilis

Fasciculo cuneatus

. Corticoespinal lateral
Espinocuneocerebelar

Espinocerebelar dorsal Rubroespinal

Espinocerebelar ventral
Reticuloespinal medular

Espinotalamico
Pontino reticuloespinal

Vestibuloespinal

Figura 7. Representacion de los tractos medulares sensitivos y motores de mas relevancia
en la clinica. Modificado de Dewey y Da Costa (2016).

Considerando la funcionalidad del SN, este puede ser organizado en tres
grandes grupos, un sector eferente o con funciones motoras, otro aferente o con
funciones sensitivas, y un tercero que incluye ambas funciones reconocido como
sistema auténomo. La funcion eferente conduce comandos motores, desde el centro
a la periferia, que promueven la funcion motora, tanto del musculo esquelético de
regulacion voluntaria o de musculo liso y cardiaco de visceras, es decir, de regulacién
involuntaria (sistema autonomo). Por el contrario, la funcion aferente envia
informacion sensitiva desde la periferia al SNC (Lorenz et al., 2011).
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A su vez, el sistema motor o eferente, esta formado por dos grupos neuronales
principales que reciben el nombre, por su disposicién anatémica en humanos, de
neurona motora inferior (NMI) y neurona motora superior (NMS). Las NMis son células
neuronales de la region del cuerno ventral de la sustancia gris y de centros motores
del tronco encefalico que envian comandos a 6rganos periféricos. Forman un sistema
que estd compuesto entonces por células neuronales del cuerno ventral (cuyos somas
se organizan en las laminas nombradas anteriormente), la raiz ventral, nervios
espinales, nervios periféricos, placa neuromuscular y érgano efector. Estas son las
tltimas en la cadena de neuronas del sistema efector, ya que contactan directamente
con un érgano efector (masculo o glandula). Por otra parte, las NMSs son células que
conforman ndcleos motores que se localizan en la corteza cerebral (vias de
transmision piramidales); o en el tronco encefalico, nucleo basal y cerebelo (vias
extrapiramidales) y que sus axones descienden formando tractos axonales de la
sustancia blanca de la médula espinal para comunicarse con interneuronas o,
directamente, con las NMIs en la sustancia gris (De Lahunta et al., 2015; Garosi, 2008;
Lorenz et al., 2011; Platt, 2010).

La NMS tiene un efecto inhibitorio directo sobre la NMI, y entre ambas, regulan
diversas funciones como: el inicio del movimiento voluntario, el mantenimiento del tono
muscular para el soporte del cuerpo sobre las fuerzas de gravedad y la regulacién de
la postura. El conocimiento de estos dos grupos neuronales tiene gran relevancia
clinica, ya que el dafio de los mismos provoca signos clinicos caracteristicos,
permitiendo la neurolocalizacion de lesiones (Garosi, 2008; Lorenz et al., 2011).

3.2.  Neurolocalizacion de lesiones en la médula espinal

Al estar frente a un caso clinico sospechoso de afeccion del sistema nervioso,
resulta primordial intentar confirmar si el paciente realmente padece una afeccién
neurolégica o es otro sistema el involucrado; al igual que, determinar en qué parte del
SN se encuentra ubicada la lesién. Esto hace posible el planteamiento de un
diagnéstico diferencial de las etiologias que podrian explicar la sintomatologia y
evaluar la gravedad del proceso patolégico. Para esto, es necesario realizar un
examen neurolégico metddico y completo que permitira precisar un diagnéstico
anatomico de la afeccién neuroldgica, dando a conocer la localizacion y distribucion
de la lesién dentro del SN (Garosi, 2008).

La evaluacion clinica inicia con la valoracion del estado mental del animal, la
presentacion de anormalidades en el estado mental corresponde a alteraciones a nivel
del encéfalo, mientras que, si la afeccion asienta en la médula de forma exclusiva, el
estado mental no deberia verse afectado. Luego, es importante valorar la postura y
posicién corporal que tenga el paciente, asi como su marcha. Para evaluar la postura,
se requiere de la observacion de la posicion de cabeza, tronco y miembros, en busca
de alteraciones. Existen posturas caracteristicas que son muy Utiles para
neurolocalizar las lesiones, como por ejemplo la postura de Schiff-Sherrington, en la
gue los caninos presentan sus cuatro miembros extendidos: los miembros toracicos
debido a un aumento en el tono de los musculos extensores simulando una paralisis
espastica y, los miembros pelvianos, por pardlisis flacida. Estos signos se
corresponden con una injuria aguda en la region toracolumbar o lumbar craneal que
se extiende a neuronas ascendentes inhibitorias, denominadas “border cells”, las
cuales se proyectan cranealmente desde la sustancia gris lateral de los segmentos
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medulares lumbares craneales para inhibir las neuronas motoras extensoras de los
miembros toracicos (Dewey y Da Costa, 2016; Lorenz et al., 2011; Garosi, 2008).

Cuando un paciente presenta una marcha anormal, es imprescindible
reconocer su origen, ya que esta puede darse a raiz de una afeccidon de origen
traumatologico (lesion que asienta en el aparato locomotor) o neurologico (lesion que
asienta en sistema nervioso). Si la etiologia se relaciona con este ultimo, es posible
gue sea explicada por una incapacidad en la coordinacion del movimiento (ataxia), en
la generacion de movimientos voluntarios (paresia/pardlisis) o ambas (Lorenz et al.,
2011).

Las lesiones medulares suelen afectar la propiocepcion. Esta, es definida como
la capacidad de percibir las posiciones y movimientos de los masculos y articulaciones
(De Lahunta et al., 2015). Para valorar la integridad de los trayectos neuronales
responsables de la misma, se evallan las reacciones posturales a ciertas pruebas:
posicionamiento propioceptivo, la prueba del salto, la hemimarcha, entre otras (Dewey
y Da Costa, 2016; Lorenz, 2011).

Asimismo, es importante evaluar la presencia de alteraciones en el tono y
trofismo muscular, sobre todo de los miembros, asi como la respuesta a la
estimulacion de los arcos reflejos espinales. Habitualmente, los reflejos que se valoran
en miembros toracicos son: reflejo flexor o de retirada, reflejo extensor carporradial,
bicipital y tricipital. Mientras que en miembros pelvianos se evaltan: reflejo flexor o de
retirada, reflejos patelar, tibial craneal y gastrocnemio. Otro reflejo que es observado,
con el foco en la evaluacion de la integridad de la region caudal de la médula espinal,
es el reflejo perineal. La funcionalidad de los esfinteres uretrales y anal también es
clave en la evaluacion de esta region. Otro reflejo que debe evaluarse para valorar
lesiones medulares a nivel toracolumbar es el reflejo cutaneo del tronco, antes
conocido como reflejo panicular (Dewey y Da Costa 2016).

En cuanto a la valoracion de las vias sensitivas, adicionalmente a las pruebas
para la evaluacion de la propiocepcion, existen maniobras de rutina que permiten
orientar al clinico acerca de la percepcion, conduccidén y procesamiento central del
dolor. La evaluacion de la presencia de percepcion del dolor superficial (al pellizcar la
piel) y profundo (al aplicar presién sobre una estructura 6sea) de los miembros se
incluyen en esta linea, asi como la palpacion de la columna en busqueda de
reacciones de sensibilidad exacerbada (Garosi, 2008).

Tomando en consideracion la organizacion del sistema motor en NMI y NMS,
es interesante destacar que la identificacion de signos de lesion en NMI hace posible
la localizacion neuroanatomica precisa de, la unién neuromuscular, el nervio
periférico, la raiz espinal, o la neurona motora dentro de la médula o tronco encefalico
que pueda estar afectada. Esto resulta posible ya que la médula se divide en
segmentos (miétomos), que inervan a grupos musculares, y estos pueden ser
identificados. Sin embargo, al observar signos clinicos que demuestren afeccion de la
NMS, no es posible localizar de forma precisa en qué regién medular o nacleo del
tronco encefalico radica la lesion (Garosi, 2008).

En funcién de las localizaciones y comunicaciones de ambos sistemas de
neuronas motoras, comentados anteriormente (NMIl y NMS), y teniendo en cuenta las
reacciones posturales y reflejos de los cuatro miembros, funcién de la vejiga, tono de
esfinteres anal y uretrales, es posible distinguir cual de los dos sistemas se encuentra
afectado y localizar la afeccion con mayor o menor precisién. Para esto, considerando
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su funcionalidad, la médula se divide en cinco sectores, donde podria suceder una
afeccion. Estos estan definidos por las intumescencias cervical y lumbar: encontramos
el primero conteniendo segmentos C1 a C5, el siguiente es la intumescencia cervical
que abarca C6 a T1, el tercero se extiende desde T2 a L3, el cuarto es la
intumescencia lumbar desde L4 a S1 y el ultimo abarca los segmentos medulares
desde S1 a S3 o hasta el que corresponda (Figura 8) (De Lahunta et al., 2015; Dewey
y Da Costa 2016; Garosi, 2008). Los somas neuronales de la NMI se ubican en las
intumescencias, cervical para inervar miembros toracicos y lumbar para inervar
miembros pelvianos. Lesiones en estas zonas se visualizan con signos de NMI en los
miembros correspondientes (Garosi, 2008).

Dado lo explicado hasta el momento, es posible afirmar que cuando existe una
afeccion que altera grupos de NMI, es probable que los miembros se encuentren con
paresia a paralisis, flacidez muscular, reflejos disminuidos o ausentes, y, a su vez, con
atrofia muscular de origen neurogénico, la cual usualmente es de aparicion temprana.
Por el contrario, si la alteracion se ubica en lugares de la trayectoria de NMS, es
posible que los miembros se encuentren con paresia a paralisis, espasticidad
muscular, reflejos normales o aumentados, atrofia muscular adquirida de forma mas
gradual y menos severa, correspondiente al desuso de los musculos. Por ultimo, el
tono muscular suele presentarse normal o aumentado (De Lahunta et al., 2015; Dewey
y Da Costa 2016; Garosi, 2008).

En suma, resulta posible que se presenten multiples situaciones en funcién de
la ubicacion de la lesion segun se muestra en el Cuadro 1 y Figura 8.

Cuadro 1. Signos clinicos neurolégicos por segmento medular afectado.

Sector Miembros Toracicos Miembros Pelviano

Reflejos disminuidos.
Signos de NMS
Paresia a pardlisis

Cl1-C5 Reflejos normales a aumentados
Signos de NMS

Paresia a pardlisis

C6 -T2 Reflejos disminuidos. Reflejos normales a aumentados
Slgno§ de NM,I_ . Signos de NMS
Paresia a pardlisis _ o
Paresia a Paralisis
T3-L3 Sin particularidades Rgflejos normales a aumentados
Signos de NMS
Paresia a Pardlisis
L4 -S3 Sin particularidades Rgflejos disminuidos
Signos de NMI
Paresia a Pardlisis
Sl acaudal Sin particularidades Paresia o paralisis de vejiga, esfinteres
uretrales, colon, esfinter anal y cola
con SNMI

22



C5.C6 — T%.J':S L3, L4 S1 Cd

b Y Y A —
Motor: Tetraparesial Tetraplegia Paraparesia/Paraplegia Signos de NMI
Déficit: cola,
%/—/%r—/‘ » SN — perineo, ano,
SNMI SNMI en MT SNMS SNMI TG0 velgs.
en MT SNMS en MP en MP en MP
Sensorial: . J\ J
Y Y
Propiocepcion: Ataxia en miembros Ataxia en MP
(N AN J
Y P &
Aferencia somatica: Hipolgesia en Hipoalgesia - analgesia en MP y en el tronco
MTy MP a caudal de la afeccion

Hipoalgesia - analgesia
enMT

Figura 8. Esquema de signos clinicos neurolégicos en funcién de la localizacion de la afeccién
medular. SNMS: signos de neurona motora superior, SNMI: signos de neurona motora
inferior, MT: miembros toracicos, MP: miembros pelvianos. Modificado de De Lahunta et al.
2015.

3.3. Etiologias de patologias medulares

Una vez realizada la neurolocalizacién de una afeccién medular, se plantea un
diagnéstico diferencial para luego intentar determinar la etiologia. Para esto, las
patologias suelen categorizarse de acuerdo a su patogenia utilizando una regla
nemotécnica conocida como VITAMIN-D, distinguiéndose las siguientes categorias:
vascular, idiopatica, traumatica o toxica, anomalia congénita, metabdlica, infecciosa
y/o inflamatoria, neoplasica y degenerativa (Dewey y Da Costa 2016; Platt 2010).

Dentro de estos grandes grupos es posible encontrar también patologias de
origen genético, caracterizadas por la presencia de alteraciones en el genoma de un
individuo. Las mismas son causadas por mutaciones patdgenas; ya sea, de un gen en
particular o de mdultiples genes. Estas mutaciones pueden ocurrir en cualquier
momento de la vida de un individuo, pero Unicamente aquellas que ocurren en el ADN
de células germinales pueden ser transmitidas a la descendencia, pudiendo provocar
una enfermedad hereditaria (Jackson et al., 2018; Nussbaum et al., 2016). En caninos,
una de las enfermedades hereditarias mas importantes que afectan la médula espinal
es la Mielopatia Degenerativa (Nardone et al., 2016; Neeves y Granger, 2015).

4. MIELOPATIA DEGENERATIVA.

La Mielopatia Degenerativa (MD) es una enfermedad neurodegenerativa fatal
gue afecta a caninos adultos. El proceso neurodegenerativo tiene inicio en la region
toracolumbar de la médula espinal y se extiende a zonas craneales y caudales de la
misma, lo que lleva a un deterioro progresivo de las funciones motoras (Nardone et
al., 2016). Clinicamente, es posible evidenciar un proceso insidioso, no doloroso, que
se manifiesta con ataxia propioceptiva y paraparesia progresiva, que luego conduce a
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paraplejia. En etapas posteriores se aprecian disfuncién de esfinteres, gran pérdida
de masa muscular y, en estadios finales, la degeneracion medular se extiende hacia
craneal afectando la inervacion de los miembros anteriores pudiendo conducir a una
tetraplejia. Comunmente este cuadro clinico devastador lleva a los propietarios a optar
por la eutanasia de los animales afectados. Sin embargo, en aquellos que no son
eutanasiados suele ocurrir muerte por asfixia debido a la paralisis de los masculos
respiratorios (Coates et al., 2007; Coates, 2014; Dewey y Da Costa, 2016).

La MD afecta principalmente a caninos adultos mayores de 5 afios. Se
evidencia con mas frecuencia en razas de gran porte, en las cuales la edad media de
aparicion es de 9 afos, pero, también puede ocurrir en razas de menor porte, en este
caso, con un promedio de edad de inicio de 11 afios (Story et al., 2020).

La MD fue descripta por primera vez en la década del 70 por diferentes autores
como Averill (1973), Griffiths y Duncan (1975), Braund y Vandevelde (1978). Ellos
definieron rasgos clinicos y patolégicos de la enfermedad y encontraron una alta
predisposicion en el Ovejero Aleman, raza en la que la MD ha sido muy estudiada. De
hecho, en sus inicios la enfermedad fue conocida con el nombre de Mielopatia
Degenerativa del Ovejero Aleman, pero quedd en desuso ya que la enfermedad fue
posteriormente reportada en otras razas asi como en caninos mestizos, incluso con
una prevalencia mas alta (Pellegrino, 2013). Actualmente existe registro de MD en
Corgi galés de Pembroke, Boxer, Rodesiano de Ridgeback, Retriever de Chesapeake,
Boyero de Berna, Caniche miniatura y estandar, Pug, Husky Siberiano, Cavalier King
Charles Spaniel, Esquimal Americano, Corgi galés de Cardigan, Golden Retriever,
Kerry Blue Terrier, Soft Coated Wheaten Terrier, Wirehaired Fox Terrier, Hovawart
(OMIA.2022).

El origen etioldgico y la fisiopatologia de esta enfermedad han sido motivo de
investigacion y discusion a lo largo de los afios y contindan siéndolo en la actualidad,
ya que aun no han podido ser completamente dilucidados. Igualmente, desde el 2009,
se sostiene que el proceso neurodegenerativo de la médula espinal se relaciona con
la presencia de alteraciones estructurales y, en consecuencia, funcionales de la
enzima Superoéxido Dismutasa 1 (SOD1) (Chang et al., 2019; Crisp, Beckett, Coates,
y Miller,2013; Kimura et al. 2020; Nakamae et al., 2015; Ogawa et al. 2011; Yokota et
al., 2018).

4.1. MDYy Esclerosis Lateral Amiotréfica

La MD ha cobrado mucha importancia a nivel de investigacion béasica y
preclinica en medicina humana debido a que presenta muchas similitudes con la
Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA) (Story et al., 2020).

La ELA es una patologia devastadora que se caracteriza por una
neurodegeneracién espinal y cerebral progresiva de las vias motoras superiores e
inferiores. EI 90% de los casos de ELA son conocidos como “esporadicos” ya que no
presentan un componente hereditario aparente; mientras que el 10% si lo presentan;
dentro de este ultimo grupo, existe un subgrupo que se asocia con mas de 100
mutaciones puntuales en el gen que codifica para la SOD1. Para el estudio de esta
forma de ELA, se han desarrollado modelos transgénicos en roedores donde la
sobreexpresion de diferentes mutaciones permite reproducir el fenotipo de ELA en
animales adultos (Ibarburu, 2017). Sin embargo, estos no son modelos naturales y no

24



siempre logran reproducir todas las caracteristicas de la enfermedad. Por lo tanto, a
partir del descubrimiento de las mutaciones de SOD1 en caninos con MD esta especie
se ha posicionado como un interesante modelo natural para el estudio de ELA
(Nardone et al., 2016; Neeves y Granger, 2015; Story et al., 2020).

4.2. Fisiopatologia de MD

En caninos solo ha sido reportada la forma hereditaria de MD y hasta el
momento han sido distinguidas dos mutaciones en el gen SOD1, que codifica para la
enzima superoxido dismutasa 1 (Awano et al., 2009; Kobatake et al., 2017; Wininger
et al., 2011). La primera es una transicion de guanina a adenina en el nucle6tido 118
del exdn 2 (SOD1: ¢.118G > A) mientras que la segunda es un cambio de adenina por
timina en el nucleotido 52 (SOD1: ¢.52A > T) del exdn 1 del gen (Wininger et al., 2011).

La mutacién SOD1: ¢.118G > A produce una sustitucion de glutamato por lisina
en el aminoacido 40 (E40K) de la proteina codificada, fue la primera en ser identificada
y es la que ha presentado mayor distribucion en caninos (Awano et al., 2009; Zeng et
al., 2014). La segunda mutacién (SOD1: c.52A > T) causa la sustitucion de serina por
treonina en el aminoacido 18 de la secuencia de SOD1, y es exclusiva de la raza
Boyero de Berna (Wininger et al., 2011).

En funcion de la identificacién de individuos homocigotas para la primera
mutacion (SOD1: ¢.118G > A) que no manifestaban la enfermedad (Awano et al.,
2009) se considera que la MD presenta un modo de herencia autosémico recesivo
con penetrancia incompleta (Awano et al., 2009; Kimura et al., 2020). Existen escasos
reportes de individuos heterocigotos que presentaron hallazgos histopatolégicos
sugerentes a estadios tempranos de la enfermedad (Kimura et al., 2020).

En el afio 2016, lvansson et al. (2016) detectaron un locus modificador dentro
del gen que codifica para la proteina de cuerpo nuclear SP110 en el cromosoma 25,
en perros de la raza Corgi galés de Pembroke con diagnéstico confirmado de MD que
presentaban homocigosis recesiva para la mutacion de la SOD1, anteriormente
nombrada. Este locus estaria asociado a una mayor probabilidad de desarrollar la
enfermedad y a un inicio prematuro de la misma en caninos homocigotas recesivos
para la SOD1.

La proteina SP110 es parte de un grupo de proteinas de cuerpos nucleares que
contribuyen con la transcripcion de genes especialmente asociados a la respuesta
inmunolégica. Se plantea que la participacidbn de esta proteina alterada, en la
patogenia de la MD, podria guardar relacion con la neuroinflamacion local evidenciada
en los animales enfermos, en la que intervienen células de la microglia, neuronas y
células T (lvansson et al., 2016).

Hasta el momento, la presencia del locus modificador asociada al efecto en
MD solo ha sido identificada en una poblacion de perros de la raza Corgi galés de
Pembroke. En estos perros, la presencia de un solo alelo con la mutacion ya aumenta
la susceptibilidad a la enfermedad, por lo que actia en dominancia. Adicionalmente,
este haplotipo ha presentado una amplia distribucion en caninos de raza boxer; esto
puede ser congruente con la gran predisposicion racial que poseen o0 con que existan
otros loci actuando como modificadores que deban ser identificados (lvansson et al.,
2016). Sin embargo, en un estudio reciente donde se reportaron casos de MD en
caninos de raza Howavart, homocigotas para la mutacion SOD1:c.118G>A, no se
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encontré asociada a la proteina SP110 (Mandrioli et al., 2021). Evidentemente, este
es un campo en el que se deben profundizar estudios en el futuro.

Actualmente, se contindan investigando y detallando nuevos fendmenos
celulares y moleculares ligados a la fisiopatologia de la enfermedad (Neeves y
Granger, 2015) que se exponen a continuacion.

4.3. Rol dela SOD 1 mutada: nueva funcion téxica

En caninos sanos, la SOD1 es uno de los principales homodimeros encargados
de la conversion de radicales superoxidos a peroxido de hidrogeno y oxigeno. Esta
localizada en el citoplasma, nucleo, espacio intermembrana mitocondrial, lisosomas y
peroxisomas, y resulta de gran importancia para la homeostasis oxidativa celular del
sistema nervioso (Castillo, Riveron y Li, 2014).

El tejido nervioso es sumamente sensible al estrés oxidativo, debido a que
posee bajas concentraciones de enzimas antioxidantes, alto contenido de sustratos
oxidables y una gran produccion de especies reactivas del oxigeno en su fisiologia
habitual (Cassano et al., 2020). Cuando el equilibrio celular oxidativo se encuentra
afectado, componentes estructurales como lipidos, proteinas y acidos nucleicos se
ven amenazados, y se pueden activar vias que estimulen la apoptosis celular. La
incapacidad de mantener la homeostasis a nivel oxidativo en el sistema nervioso es
comun en varias enfermedades neurodegenerativas, aunque posean diferentes
procesos fisiopatoldgicos implicados (Awano et al., 2009; Cassano et al., 2020).

Adicionalmente, la excitotoxicidad se distingue como otro proceso relevante en
el dafio neurodegenerativo de personas que padecen ELA. Se trata de un proceso
patoldgico por el cual las neuronas son dafiadas por la sobreactivacion de receptores
de glutamato (el neurotransmisor excitatorio mas importante en mamiferos) lo que
provoca una entrada masiva de calcio a las mismas (Ogawa et al., 2014). Ogawa et
al. (2014) obtuvieron resultados que ofrecen evidencia acerca del alcance de estos
procesos en caninos. Ellos estudiaron cuernos ventrales de la médula espinal de
caninos que poseian la mutacién para SOD1 observando signos de pérdida neuronal,
asi como una disminucion significativa del transportador de glutamato 1 (GLT-1)
encargado de realizar la recaptacion de dicho neurotransmisor.

Enla MD, se considera que las alteraciones estructurales de la SOD1 conducen
a la agregacion intracitoplasmatica de formaciones proteicas aberrantes de la propia
SOD1 en neuronas y ceélulas gliales. A su vez, esto desencadenaria una serie de
respuestas celulares secundarias que contribuirian con el proceso degenerativo. Sin
embargo, hay varios aspectos fisiopatolégicos que aun se encuentran bajo
investigacién (Chang et al., 2019).

Crisp et al. (2013), estudiaron las caracteristicas bioquimicas de la SOD1 en
caninos con MD y concluyeron que el dafio neurodegenerativo no ocurre Unicamente
por la pérdida funcional de la SOD1, si no que la enzima en su conformacion alterada
desempefia una funcién téxica, del mismo modo que ocurre en la ELA.

Esta funcion téxica sucede debido a un cambio en las fuerzas de repulsion
intermoleculares por parte de la enzima, que, especificamente, promueve la
produccion de oligdmeros unidos por puentes disulfuro (Kimura et al., 2020). Esto
finalmente se traduce en la formacion de agregados detergentes insolubles en el
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citoplasma de motoneuronas y células gliales (Chang et al., 2019; Crisp et al., 2013;
Nakamae et al., 2015; Yokota et al., 2018). A partir de que sucede la acumulacién de
estos agregados intracitoplasmaticos se desencadena el llamado estrés del Reticulo
endoplasmatico (RE), que a su vez produce la induccién de la “Respuesta a Proteinas
mal Plegadas” (Chang et al., 2019).

4.4. Estrés del RE

El RE es un organelo de gran importancia en las células y esta encargado de
la sintesis y plegamiento proteico, sintesis lipidica, almacenamiento de calcio entre
otras funciones. El proceso de plegamiento proteico es realizado mediante la
asistencia de enzimas denominadas chaperonas, siendo las méas importantes la
proteina disulfuro isomerasa (PDI) y la oxidasa de RE-1 (ERO1) (Yokota et al., 2018

Este organelo es particularmente sensible a cambios en el microambiente
celular que pueden resultar en estrés y mal funcionamiento del mismo conduciendo a
fallas en la sintesis y plegamiento proteico. El estrés del RE ha estado implicado en
varias enfermedades neurodegenerativas (Yokota et al., 2018).

La respuesta celular al estrés del RE consiste en la “Respuesta a Proteinas mal
plegadas” (Unfolded Protein Response en inglés), la misma es activada en animales
sanos para mantener la homeostasis celular, corrigiendo el plegamiento y sintesis
proteica (Schonthal, 2012).

Durante esta respuesta de estrés del RE ocurre una activacion de la proteina
BiP que une inmunoglobulinas (BiP- Immunoglobulin-binding protein, en inglés). A su
vez, sobreviene una produccion exagerada de las enzimas chaperonas principalmente
de PDI (Chang et al., 2019). Todos estos procesos si bien en tienen un fin protector
en un inicio, su activacién de forma prolongada conduce a la activacion de procesos
pro-apoptéticos, llevando por tanto a la muerte celular (Schénthal 2012). En 2019
Chang et al., demostraron la co-localizacion de la PDI con la SOD1 mutada en
motoneuronas de caninos con MD, de la misma forma que ocurre en humanos y en
modelos roedores de ELA (Chang et al. 2019). El estrés del RE no solamente ocurre
en neuronas, si no también, en células de la neuroglia como microglia y astrocitos
(Schonthal, 2012).

4.5. Rol de las células gliales en la MD

Al considerar el papel clave que cumplen las células gliales en el soporte de las
neuronas, resulta imposible asumir que no sufrirAn cambios en esta patologia.

Como fue mencionado anteriormente, las células de la neuroglia también sufren
frente al estrés del RE. Esto fue demostrado por Yokota et al. (2018) quienes
observaron una activacion de la respuesta de estrés del RE en la microglia. Para esto,
utilizaron un marcador para la captacion de GRP78/BiP en segmentos de médulas
espinales de caninos con MD. Los autores hallaron grandes concentraciones de BiP
positivas en la microglia de la sustancia blanca, que carecia de agregacion
intracitoplasmatica de SOD1 y, dado que la microglia forma parte de la respuesta
inmune en el sistema nervioso, los autores sugieren que el estrés del RE de la
microglia podria aumentar la inflamacion en la médula espinal de perros con MD
(Yokota et al., 2018). Por otra parte, la respuesta inflamatoria del tejido nervioso en
ciertas condiciones puede hacerse crénica y promover la neurodegeneracion local
(Ibarburu, 2017).
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Adicionalmente, se ha observado una disminucion de la expresién de genes
asociados a la mielina y al suministro energético a las neuronas motoras; que también
parece estar ligado al proceso degenerativo (Golubczyk et al., 2019; Yokota et al.,
2018).

Por otro lado, se ha visualizado hipertrofia de astrocitos evidenciandose
desarrollo de estrés oxidativo en etapas tempranas de la enfermedad, pero no en
etapas avanzadas, a diferencia de lo que sucede con la microglia. Es por esto por lo
gue Yokota et al. (2018) apoyan la teoria de que los astrocitos cumplen un papel
importante en la neuroinflamacion temprana, como iniciadores inflamatorios en
respuesta a la acumulacion de SOD1 mutada en estas etapas.

4.6. Signos clinicos de MD

El examen clinico neurologico es fundamental para la obtencion de un
diagnéstico presuntivo. En el cuadro clinico inicial, el paciente afectado presenta
ataxia propioceptiva y paresia de miembros pelvianos (figura 9 A), que pueden ser
asimétricas, con reflejos espinales normales. Este cuadro progresa a afeccién de NMI
de miembros pelvianos, y mas adelante, se contindan afectando miembros toracicos
(figura 9 B), esfinteres anal y urinarios y, por ultimo, los musculos respiratorios,
conduciendo a la muerte del animal (Coates et al., 2007; Morgan, Coates, Johnson,
Shelton y Katz, 2014; Neeves y Granger, 2015; Shelton et al., 2012). Generalmente
sucede una paraparesia no ambulatoria que se vuelve determinante en la eleccion de
eutanasia por parte de los propietarios. En razas de gran porte se ha estimado que
sucede a los 6 a 9 meses de la aparicion de los sintomas (Neeves y Granger, 2015).

La falta de hiperestesia paraespinal es un signo muy relevante para poder
diferenciar este proceso de otros que, de una forma u otra, causen una compresion
medular (Coates y Wininger, 2010). Debido a los cambios que ocurren en los signos
clinicos durante el transcurso de la enfermedad, el curso clinico de la MD ha sido
dividido en cuatro diferentes estadios, los cuales estan representados en la Cuadro 2.

Figura 9. A) Canino macho con Mielopatia degenerativa (MD). Paraparesia y ataxia
moderada. Obsérvese debilidad en tren posterior y lesiones en dedos de miembros pelvianos.
Extraido de Suraniti, et al. 2011. B) Fotograma de canino en etapa avanzada de MD,
cuadriplejia. Extraido de Coates, 2019.
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Cuadro 2. Signos clinicos de MD en las distintas etapas establecidas de acuerdo al

progreso de la enfermedad.

ETAPA DE MD

SIGNOS CLINICOS

6 — 12 meses

Paraparesia con signos de NMS vy ataxia
propiosceptiva:

ataxia propioceptiva general y progresiva

déficit en reacciones posturales de miembros
pelvianos

reflejos espinales intactos (patelar puede estar
disminuido)

escasa hiperestesia paraespinal

9 — 18 meses Paraparesia con signos de NMI a paraplejia:

pérdida media a moderada de masa muscular en
miembros pelvianos

ausencia o disminucién de reflejos espinales de
miembros pelvianos

paraparesia no ambulatoria a paraplejia

+/- incontinencia fecal y urinaria

14 — 24 meses Paraparesia con signos de NMI a debilidad en

miembros toréacicos:

Etapa final (>36)

signos de debilidad en miembros anteriores
paraplejia flacida

ausencia de reflejos espinales en miembros
pelvianos

pérdida severa de masa muscular en miembros
pelvianos

incontinencia fecal y urinaria

Tetraplejia con signos de MNI y signos de afeccién
tronco-encefélica:

tetraplejia flacida

dificultad para tragar y con la movilidad de la
lengua

ausencia de reflejos espinales en los cuatro
miembros

reflejo del paniculo cutéaneo disminuido o ausente
pérdida general y severa de masa muscular
incontinencia fecal y urinaria

Tomado de Coates y Wininger, 2010.
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4.7. Diagnostico de MD

En Medicina Veterinaria todavia no se cuenta con pruebas diagnésticas que
confirmen de forma definitiva el diagndstico antemortem de MD. Hasta el momento la
evaluacion histopatoldgica postmortem de los tejidos medulares es la Unica via para
su confirmacién (Neeves y Granger 2015). Sin embargo, se cuenta con multiples
herramientas que pueden colaborar en la orientacion de un diagnéstico presuntivo y,
adicionalmente, se estan investigando nuevas técnicas con el mismo fin.

El diagnostico presuntivo se basa en la resefia, anamnesis, historia clinica,
sintomatologia y mediante el descarte de otras patologias que cursan con signos
similares. Adema4s, resulta Util realizar pruebas genéticas para determinar si el
paciente es portador de una de las mutaciones en el gen de la SOD1 (Lewis et al.,
2021; Neeves y Granger 2015). Sin embargo, es importante recordar que la presencia
de dos alelos de las mutaciones reconocidas no garantiza que los animales estén
enfermos o que vayan a desarrollar la enfermedad en el futuro. Desafortunadamente,
esta enfermedad no presenta lesiones caracteristicas visibles en técnicas de imagen
avanzada o cambios especificos en el LCR (Johnson et al., 2021; Story et al., 2020).

4.8. Diagnostico diferencial

Para el diagnoéstico diferencial se deben considerar diversas afecciones, en
primer lugar, otras causas de mielopatias, pero también patologias ortopédicas que
puedan presentar signos similares, tales como la displasia de cadera, ruptura de
ligamentos cruzados, enfermedad degenerativa articular, e incluso patologias
abdominales caudales como enfermedad prostatica o hernia perineal (Coates y
Wininger, 2010; Pellegrino, 2013). Dentro de las patologias que de forma primaria o
secundaria afectan la integridad y funcion de la médula espinal encontramos,
enfermedades inflamatorias que pueden ser de origen inmunomediado o infeccioso,
neoplasias primarias como por ejemplo meningiomas, linfomas, gliomas, o metastasis
de tumores localizados en otra regidén del organismo. Incluso, neoplasias de tejidos
subyacentes como sarcoma de tejidos blandos u osteosarcoma. Ademas, enfermedad
del disco intervertebral, principalmente protrusién del disco intervertebral (0 Hansen
tipo 1) debido a su inicio insidioso y su curso cronico. Otras compresiones medulares
cronicas como por ejemplo debidas a hipertrofia de ligamentos o espondilosis de
facetas articulares (Neeves y Granger, 2015; Pellegrino, 2013).

4.9. Diagn6éstico confirmatorio: histopatologia

Actualmente, el diagnostico definitivo puede realizarse Unicamente post-
mortem mediante el hallazgo de lesiones histopatoldgicas caracteristicas en la médula
espinal de animales enfermos. Estas son, la presencia de degeneracion axonal y la
desmielinizacion de la sustancia blanca principalmente en el funiculo lateral y dorsal
de los segmentos toracicos medios a caudales (figura 10 A). Otras lesiones
evidenciadas son: astrocitosis moderada a severa, cromatolisis y disminucion en el
namero de neuronas motoras (sobre todo en el cuerno ventral de segmentos
toracicos), asi como afeccidén de unidades motoras (neuropatia periférica) en estadios
avanzados de la enfermedad. Por ultimo, a nivel muscular, es posible evidenciar

30



atrofia en mausculos intercostales y de los miembros, la cual ocurre debido a la
denervacion (atrofia neurogénica) (Nardone et al., 2016; Neeves y Granger, 2015;
Pellegrino, 2013).
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Figura 10. Cortes histologicos de segmentos medulares toracicos, tefiidos con Luxol Fast
Blue combinada con Periodic Acid-Schiff, de canino con MD (A) y canino sano (B). En A se
observan zonas pdlidas en la sustancia blanca correspondientes al proceso
neurodegenerativo. Extraido de Awano, et al. (2009).

4.10. Pruebas disponibles para genotipado del gen SOD1

En la actualidad, se encuentran disponibles test genéticos para la deteccion de
las mutaciones SOD1: ¢.118G>A y SOD1: c.52A > T tanto en homocigosis como en
heterocigosis. La presencia de homocigosis para SOD1: ¢.118G>A en caninos de las
razas nombradas anteriormente o0 razas mixtas, o para SOD1: c.52A > T en perros
Boyero de Berna tiene gran significancia en el diagnostico presuntivo de la
enfermedad (Boeykens, Peelman, Bhatti y Broeckx, 2020; Neeves y Granger 2015;
Story et al., 2020).

Investigadores como Capucchio et al. (2014) y Chang et al. (2013) han
estudiado diversas modalidades de PCR para la deteccion de la mutacion ¢.118G>A
para la SOD1, obteniendo muy buenos resultados. Esta prueba diagnéstica, y sus
variedades, se centran en la amplificacion de determinada secuencia de ADN
mediante la accion de enzimas ADN Polimerasas. Dentro de las modalidades
desarrolladas, varias han sido utilizadas en investigaciones con fines diagndsticos en
MD, como PCR convencional, PCR en tiempo real, prueba de minisecuenciacién y de
secuenciacion de ADN (Capucchio et al., 2014; Chang et al. 2013; Holder, Price,
Adams, Volk y Catchpole, 2014; Zeiler, Van der Zwan y Oosthuizen, 2013).

La PCR convencional y el posterior RFLP (polimorfismo en el largo de los
fragmentos de restriccion) se ha utilizado en multiples estudios de prevalencia (Ayala
et al., 2018; Holder et al., 2014; Zeng et al.,2014; Zeiler et al., 2014). La técnica de
PCR permite amplificar a gran escala el fragmento de ADN que contiene la mutacién
de interés. Por otra parte, la técnica de RFLP utiliza la enzima de restriccion Acul
(CTGAAG) que no corta al fragmento amplificado cuando la mutacién no esta presente
(CTAAAG) y lo cortan cuando la misma si lo esta (Holder et al., 2014).
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En el estudio de Chang et al. (2013) se compar¢ la utilidad del PCR + RFLP,
con la PCR a tiempo real utilizando sondas alelo especificas. La gran diferencia
descripta es que la PCR a tiempo real amplifica un fragmento del cual se obtienen los
tres genotipos posibles sin necesidad de utilizar enzimas de restriccion ni de
electroforesis en geles de agarosa. Como desventaja adicional del PCR + RFLP,
Chang et a. (2013) encontraron dificultades en la digestion de todos los fragmentos,
al igual que estudios mas recientes (figura 11) (Santos et al., 2020).

(AIA) (GIG) (GIG) (GIA) )

Figura 11. Patrones electroforéticos para la mutacion SOD1:c.118G > A en “Molecular
screening for the mutation associated with canine degenerative myelopathy (SOD1:¢c.118G >
A) in German Shepherd dogs in Brazil”. Extraido de Santos et al. (2020).

La secuenciacion es una técnica que permite conocer el orden de nucleotidos
de una muestra de ADN (Marquez et al., 2014; Zeiler et al., 2014). La misma es
utilizada como técnica diagndéstica para las mutaciones de MD, asi como para
corroborar resultados obtenidos por las otras técnicas (Zeiler et al., 2014). Su gran
desventaja es que es una prueba que insume altos costos de reactivos y equipamiento
(Marquez et al., 2014; Zeiler et al., 2014). Aunque existen laboratorios, a nivel nacional
(Genexa) e internacional que reciben muestras de ADN para su procesamiento y
secuenciacion.

En los ultimos afios se han desarrollado técnicas de genotipado mas complejas
como la minisecuenciacion que permiten alcanzar niveles de sensibilidad, de
especificidad, y costos muy similares a los detectados en el real time PCR.
Adicionalmente, da la posibilidad de analizar varios sectores a la vez, si se quisieran
buscar otras mutaciones, como la identificada en el Boyero de Berna. Sin embargo, la
necesidad de contar con un secuenciador automatico limita la utilidad de la técnica,
ya que no todos los laboratorios de diagndstico cuentan con ese equipo (Capucchio
et al. 2014).
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Las pruebas de genotipado permiten detectar si un individuo es portador en
homocigosis o heterocigosis de la mutacion. La ausencia de la mutacion en ambos
alelos descarta que el animal padezca la enfermedad, sin embargo, debido a la
caracteristica de penetrancia incompleta, la presencia de homocigosis para la
mutacion no confirma el diagnéstico de MD, ni asegura que el animal vaya a
desarrollar la enfermedad en el futuro y, por lo tanto, se requieren otras herramientas
que ayuden a establecer el diagnéstico presuntivo de MD (Awano et al., 2009;
Ivansson, 2016). A su vez, debe tenerse en cuenta que la heterocigosis (presencia de
un solo alelo con la mutacién) no descarta que el canino esté cursando la enfermedad
0, sea libre de manifestarla (Zeng et al., 2014).

La informacién del genotipo permite seleccionar reproductores libres de la mutacion
(Neeves y Granger, 2015; Zeng et al., 2014). Sin embargo, es relevante comentar que
la gran prevalencia de la mutacién en razas como Boxer y Corgi galés, es un aspecto
gue desestimula la eliminacion estricta de la misma ya que podria disminuir de forma
notoria el tamafo efectivo de estas poblaciones y la diversidad genética en estas
(Awano et al., 2009; Boeykens et al.,2020). Por lo que un consejo para la cria de razas
mas adecuado, con la realidad de las poblaciones, podria ser que se apunte a
apareamientos selectivos para el mejoramiento genético, sin disminuir tan
drasticamente la diversidad genética (Boeykens et al.,2020).

4.11. Busqueda de biomarcadores de MD

En las dltimas décadas, se ha intentado caracterizar biomarcadores que puedan
colaborar en el diagnéstico de la enfermedad. Se considera un marcador diagndstico
ideal aquel que es confiable, sensible sobre todo en fases tempranas de las
patologias, es no invasivo, y requiere bajos costos para su desarrollo e
implementacion (Cloutier, Marrero, O’Connell y Morin,2015; Nakata et al., 2019; Panek
et al., 2020).

4.11.a. Deteccion de miARNs

Los micro ARNs o miARNs son moléculas cortas (20 — 25 nucleétidos) de ARN
no codificantes conservadas evolutivamente. Si bien no se encargan de la sintesis
proteica, estan involucrados en la regulacion de la expresion génica a nivel post-
transcripcional (Marioni, Zaho, Amengual-Batle, Rzechorzek y Clinton, 2018). Para
€es0, se unen a secuencias complementarias de ARN mensajero y usualmente
generan una inhibicion o silenciamiento de la translacion (Bartel, 2009; Vansteenkiste,
Fenger, Fadda, Martin y da Costa., 2019).

En muchas especies (incluidos el hombre y los caninos), se han identificado
diferentes perfiles de expresion de miARN en diversos tejidos y fluidos corporales,
como orina, LCR, suero y plasma, en los que permanecen encapsulados en
microvesiculas en concentraciones muy estables (Nakata et al., 2019; Vansteenkiste
et al., 2019). Estos se han detectado en asociacion a procesos celulares normales,
pero también a diversas enfermedades tales como cancer, enfermedades
autoinmunes, cardiovasculares o metabdlicas y en patologias que afectan el SNC
(Meza, Valle, Pedraza y Pérez, 2012).
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En medicina humana, se han propuesto como posibles biomarcadores para
el diagnostico y monitorizaciéon varias enfermedades neurodegenerativas, tales como
Alzheimer, Huntington, Parkinson y ELA; ya que han sido asociados a diferentes
procesos fisioldgicos dentro de la homeostasis celular del sistema nervioso (Cloutier
et al., 2015; Nakata et al., 2019; Vansteenkiste et al., 2019).

Existen pocos estudios que hayan evaluado la potencialidad de los miIARNs
como biomarcadores de patologias del SNC en caninos (Gaitero, Russell, Monteith y
LaMarre, 2016; Marioni et al., 2018; Vansteenkiste et al., 2019). Una investigacion
reciente realizada por Nakata et al. (2019), identifico al miR-26b como un potencial
marcador de MD en el Welsh Corgi. EI mismo fue detectado en mayores
concentraciones plasmaticas en caninos con MD (homocigotas para la mutacion
€.118G > A, con sintomatologia clinica) en comparacion con caninos sanos y caninos
que padecian enfermedad de disco intervertebral (diferencial de MD). Este miARN se
encuentra ligado a vias metabdlicas que son activadas cuando se manifiesta la
mutacion en SOD1 e implican la expresion de proteinas de fase aguda. A partir de
estos resultados, ellos sugieren que la medicion de miR — 26b puede ser considerada
como una opcion prometedora para contribuir al diagnéstico y monitoreo de MD,
resaltando que su deteccion se realiza de forma no invasiva, y parece tener una alta
especificidad en este estudio, donde los autores evaluaron muestras de caninos con
DM, enfermedad de degenerativa de disco intervertebral y sanos. Sin embargo, se ha
visto que la sensibilidad de los mIARN puede ser baja cuando se encuentran en
escasas concentraciones en fluidos corporales. Esto fue reflejado en los resultados
para miR-26b. Se requiere mayor evidencia cientifica acerca de la expresion de los
MIARNS, sobre todo de miR -26b, en caninos en distintas situaciones fisiolégicas y
patologicas (Nakata et al., 2019).

4.11.h. Deteccion de neurofilamentos fosforilados.

Otros candidatos a oficiar como biomarcadores en pacientes con MD son los
neurofilamentos fosforilados (NF). Estos, constituyen el citoesqueleto de los axones
en diversas especies, incluidas humana y canina. Resultan esenciales en la
neurogénesis, el crecimiento radial del axén, su mantenimiento posterior y en la
conduccién axonal. Hay cuatro subunidades de NF en el SNC: la de cadena pesada,
liviana, intermedia y la alfa internexina, la cual es sustituida por periferina en el SNP
(Panek et al., 2020; Yan, Jensen y Brown, 2007). Cuando hay un dafo en axones o
degeneracion neuronal, las subunidades son liberadas en el LCR. En caninos se han
podido detectar incremento de neurofilamentos fosforilados en LCR y plasma en
algunas enfermedades neurodegenerativas, incluyendo la MD y se considera que
podrian aportar informacién relevante para el diagndstico y estadificacion de las
mismas (Olby et al., 2019; Panek et al., 2020; Toedebusch et al., 2017).

En lo que respecta a la MD, se han realizado dos estudios que miden
concentraciones de NF con diferentes técnicas en caninos con MD. En una de las
investigaciones, Toedebusch et al. (2017) utilizaron la técnica ELISA para detectar
niveles de NF de cadena pesada en suero y LCR de varios grupos de caninos para
compararlos. Los caninos que fueron estudiados eran 53 con diagndéstico definitivo de
MD agrupados segun estadio clinico, 27 caninos control agrupados en caninos sanos
(sin patologias neurolégicas similares) dividido segun edades y 7 caninos de riesgo
(caninos sanos con homocigosis para la mutacion). Adicionalmente, para evaluar la
especificidad de esta prueba se cont6é con un grupo de 12 caninos que eran mayores
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a 8 afios y padecian enfermedad de degenerativa de disco Hansen tipo 2 a nivel
toracolumbar. Los autores observaron que las concentraciones de NF de cadena
pesada aumentan en caninos con MD en LCR, pero no notaron alteraciones en suero
(Toedebusch et al 2017). A partir de los resultados plantean que al igual que sucede
con ELA, no es posible correlacionar las concentraciones de NFs de cadena pesada
en LCR con el estadio de la enfermedad. También sugieren que de acuerdo a los
niveles de NF de cadena pesada detectados en LCR era posible distinguir una
axonopatia degenerativa de un trastorno compresivo y cronico de la médula espinal.
Sin embargo, los autores indican que la poblaciéon utilizada para realizar esta
comparacion es muy pequefia, y que esta no es una observacion estadisticamente
confiable. Por lo tanto, se requiere de futuros estudios que abarquen mayor cantidad
de animales y mas axonopatias.

Por otro lado, Panek et al. (2020) se dedicaron a medir las concentraciones de
NFs de cadena liviana en plasma en caninos sanos, caninos con DM y caninos con
sindrome de disfuncion cognitiva. Estos autores utilizaron la técnica de inmunoensayo
SIMOA (single-molecule array immunoassay), que permite detectar concentraciones
de NFs mas bajas que en la técnica empleada por Toedebusch et al. (2017). Los
investigadores demostraron que los niveles de NFs de cadena liviana en plasma
aumentan con la edad y que existe un aumento significativo en aquellos que padecen
las enfermedades neurodegenerativas evaluadas. Desafortunadamente, no
observaron diferencias entre los valores de NFs en perros con MD y sindrome de
disfuncion cognitiva, por lo tanto, si bien estos NFs parecen ser buenos marcadores
de neurodegeneracion, no son especificos para una enfermedad. De todas formas, el
uso de estos biomarcadores en conjunto con la evaluacién clinica podria ser de gran
ayuda en el diagnostico de MD (Panek et al., 2020).

4.12. Tratamiento

La mayoria de los tratamientos se han enfocado en la disminucién de la
respuesta inflamatoria, y la promocién de le neuro-regeneraciéon. En este sentido, se
han ensayado diversos protocolos terapéuticos (Pellegrino, 2013).

Durante mucho tiempo, el protocolo mas utilizado y considerado de mayor
eficacia era el propuesto por Clemmons (1992). Este se basaba en tres pilares que
debian combinarse y aplicarse de forma temprana: ejercicio fisico (incluia caminar,
correr y/o nadar de forma rutinaria con aumentos graduales de frecuencia y duracion),
soporte vitaminico (vitaminas del complejo B y E) y la administracion de acido épsilon
aminocaproico (Clemmons, 1992; de Guzzi et al., 2014).

La actividad fisica ha sido incluida para alcanzar beneficios en la circulacion
general, asi como para el mantenimiento del tono y masa muscular (de Guzzi et al.,
2014). En cuanto al soporte vitaminico, la administracion del complejo B tenia como
fin actuar como soporte para la neuro-regeneracion y, la vitamina E, se recomendaba
debido a su accion antiinflamatoria (Clemmons, 1992). Otros protocolos propuestos
agregaban el uso de la vitamina C, debido a que es estimulante de la actividad
fagocitica, y de la produccién y funcion de los linfocitos T (de Guzzi et al., 2014).

A pesar de que no se contaba con evidencia cientifica, Clemmons (1992)
sostenia que el uso del &cido aminocaproico, un agente anti-proteasas mostraba cierta
eficacia, probablemente, interfiriendo en procesos que conducian a la
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neurodegeneracion. Adicionalmente, en otros protocolos, se ha utilizado n-
acetilcisteina, un precursor del glutation, por su efecto antioxidante (Suraniti, et al.,
2014). Otros farmacos con los que se ha tratado, sin éxito, a caninos con MD
persiguiendo el fin de disminuir o suprimir la respuesta inflamatoria han sido la
azatioprina, ciclosfosfamida y glucocorticoides (Clemmons 1992, Pellegrino, 2013).
Acerca de estos ultimos, Clemmons sostenia que su utilizacion debia ser cautelosa y
se justificaba en momentos en que se manifestaban exacerbaciones de los sintomas.
La terapéutica con corticoides no ha mostrado beneficios significativos, pero si,
efectos indeseados a altas dosis a largo plazo, como lo es la estimulacion del
catabolismo del organismo que aumenta la velocidad de deterioro organico general
(Clemmons, 1992).

Varios autores agregaron dos pilares mas al tratamiento de Clemmons: la
minimizacion del estrés y el mantenimiento de una buena calidad de vida teniendo en
cuenta analgesia, control de escaras y manejo basico de las funciones genitourinarias
(Ferreira et al., 2014). Los resultados obtenidos a partir de estos tratamientos no han
promovido mejoras significativas a nivel clinico y de sobrevida, con excepcion de
terapias de rehabilitacion fisica (Polizopoulou, Koutinas, Patsikas y Soubasis, 2008;
Kathmann et al., 2006; Millis y Ciuperca, 2015; Pellegrino, 2013).

4.12.a. Terapia de Rehabilitacion

Uno de los pilares del protocolo terapéutico era la rehabilitaciéon fisica. Las
modalidades terapéuticas dentro de la misma tienen como principal objetivo la
restauracion de la funcion perdida mediante acciones que promuevan la preservacion
de fuerza muscular, el retorno a las actividades diarias del individuo y el manejo del
dolor (Klos, Coldebella y Covatti, 2020). La fisioterapia es una de estas modalidades
y contribuye concretamente en la recuperacion de los tejidos mediante la utilizacion
de diversas técnicas terapéuticas (como cinesoterapia y masoterapia) y de agentes
fisicos (Klos, et al., 2020). La aplicacion de este tipo de terapias en caninos se
encuentra en expansion debido a la eficacia que han demostrado en el tratamiento de
diversas patologias. Sin embargo, aln se cuenta con poca evidencia cientifica que la
respalde (Millis y Ciuperca, 2015).

Desde la publicacion de Clemmons hasta la actualidad, la fisioterapia es
recomendada como terapia paliativa en caninos con MD. Se considera que su uso
incrementa el tiempo de sobrevida de los pacientes afectados (Coates y Wininger,
2010; Kathmann et al., 2006; Miller et al., 2020; Millis y Ciuperca, 2015). En
consecuencia, resulta pertinente analizar en detalle los trabajos publicados al respecto
publicados hasta el momento.

En un estudio observacional retrospectivo Kathmann et al. (2006) realizaron un
seguimiento de las historias clinicas de 50 caninos, con diagnéstico presuntivo de MD,
provenientes del archivo del departamento de Neurologia Clinica de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Berne, durante el periodo de 1989 al 2003. A todos
los propietarios se les habia sugerido la realizacion de ejercicios de fisioterapia que
incluian caminatas, masajes, movimientos pasivos de articulaciones e hidroterapia.
De los 50 caninos, a 22 se les logré hacer un seguimiento por via telefénica. Estos
fueron divididos en tres grupos en funcion de la frecuencia de aplicacion del protocolo
de fisioterapia reportada por los propietarios. El primer grupo contenia a los animales
gue habian recibido terapia intensiva, es decir aplicada todos los dias. En el segundo
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se incluyeron caninos a que habian recibido el tratamiento con intensidad moderada
al haber sido aplicada algunos dias a la semana. Y en el tercero, habia caninos a los
que no se les habia realizado fisioterapia. Los autores observaron que la terapia
intensiva prolongaba los tiempos de ambulacién y de sobrevida. La misma fue
asociada a un promedio de 255 dias de sobrevida (9 caninos), en comparacion con
150 dias de los que seguian protocolos de terapias moderadas (en 6 caninos), o 55
dias en los que no fueron tratados (en 7 caninos). Interesantemente, encontraron que
la aplicacion de estas terapias en animales con un estadio avanzado de signos
neurologicos promovié una mayor sobrevida en comparacion a caninos enfermos con
poco avance de signos, pero sin tratamiento con fisioterapia (Kathmann et al., 2006).

Una limitacion que presenta este trabajo es que la seleccion de caninos se
realizd en base al diagndstico presuntivo de MD (se tuvieron en cuenta los
antecedentes clinicos, edad, y la exclusion de otras enfermedades de la médula
espinal, es decir, resultados normales de mielografia, tomografia computada o
resonancia magnética). Al no contar con el estudio histopatol6gico postmortmem (con
la excepcidén de 4 animales), no es posible tener certeza de que toda la poblacion
estaba efectivamente cursando la enfermedad. Otro aspecto importante es que se
traté de un estudio retrospectivo, y que los pacientes no fueron asignados a los grupos
al azar, si no que dependié de cada propietario la intensidad de tratamiento que estaba
dispuesto a otorgarle a su perro. Esto genera un riesgo de sesgo ya que el
compromiso que presenta un propietario con el caso de su mascota, podria ser un
factor muy influyente en la longitud de la sobrevida de los caninos. Es decir, los
propietarios que pueden dedicarle mas tiempo y dinero al tratamiento de sus
mascotas, podrian ser aquellos que opten por la eutanasia en etapas mas avanzadas
de la enfermedad.

También, Miller et al., (2020) realizaron un estudio retrospectivo en el que se
evalla la aplicacion de fisioterapia. Ellos buscaron examinar el impacto de agregar la
terapia de fotobiomodulacién en el plan terapéutico de rehabilitacién en caninos con
MD. La terapia de fotobiomodulacién también llamada laser de bajo nivel, o de baja
intensidad, utiliza como recurso terapéutico la emisién de luz no ionizante (Farivar,
Malekshahabi y Shiari, 2014). El término fotobiomodulacion es considerado como el
mas preciso para describir el fendmeno biolégico que se desencadena en su
aplicacion (Anders, Lanzafame y Arany, 2015; Pryor y Millis, 2015). En esta terapia se
envian a los tejidos fotones de energia luminica en el rango infra rojo (600 — 1200 nm)
que estimulan foto receptores localizados en las células. Al ser estimulados, los
fotoreceptores convierten la energia luminica en reacciones bioquimicas. Uno de los
fotoreceptores mas importantes de las células es la citocromo C oxidasa. Esta es una
enzima polipeptidica que participa de la cadena de transporte de electrones
responsable de la generacion de ATP, 6xido nitrico y moléculas reactivas del oxigeno
(Dewey, Brunke y Sakovitch, 2022). En Rehabilitacion veterinaria, esta terapia tiene
multiples aplicaciones; se utiliza por sus efectos de control de edemas,
antiinflamatorio, analgésico en mdusculos, tendones, ligamentos, nervios,
articulaciones, heridas cutaneas quirargicas y no quirargicas, entre los mas
destacados (Pryor y Millis, 2015). Recientemente, Dewey et al. (2022) han propuesto,
basado en evidencia preclinica, su potencialidad para el tratamiento de otra de las
enfermedades neurodegenerativas mas prevalentes en caninos, la disfuncion
cognitiva canina.

Miller et al., (2020) plantean que los efectos de neuroproteccién en las
motoneuronas, restauracion de la energia celular en los masculos paravertebrales, y/o
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inhibicién de la fatiga muscular para optimizar su rendimiento; podrian ser promovidos
por la terapia de fotobiomodulacion en el tratamiento de caninos con MD. Para evaluar
el impacto de protocolos de esta terapia, ellos realizaron el analisis de historias clinicas
de 20 caninos con diagnoéstico presuntivo de MD. El criterio de seleccion de casos
clinicos utilizado es mas estricto que en el trabajo anterior, al excluir caninos que no
tuvieran resonancia magnética de la columna para descartar otras patologias, pruebas
de ADN para mutacién SOD1 de la Universidad de Missouri, y/o histopatologia post
mortem. Sin embargo, los autores destacan que solo contaron con la histopatologia
de 5 caninos, Unica herramienta de diagndstico definitivo. Los caninos fueron
sometidos a un tratamiento de fisioterapia intensiva que incluia hidroterapia,
cinesioterapia y fotobiomodulacion en segmentos medulares toracicos caudales
(desde T3 a unién lumbosacra). La poblacion se dividio en 2 grupos: A (6 caninos) y
B (14 caninos) en funcién del protocolo de fotobiomodulacién que habia sido utilizado
para el tratamiento (Cuadro 3). En ambos protocolos la terapia con laser se aplico
directamente en sobre el pelo y la piel de la zona de la columna vertebral y a 5-7 cm
laterales a los lados derecho e izquierdo de la misma, en la musculatura paraespinal.

Cuadro 3. Protocolos A y B utilizados para terapia con fotobiomodulacién en estudio
de Miller et al. (2020)

Parametros de luz Protocolo A Protocolo B

Longitud de onda (hm) 904 908

Poder radiante (W) 0.5 6-12

Irradiacion en la superficie de la piel 0.5 1.2-24

(W/cm2)

Fluencia (J/cm?) 8 por punto 14-21 sobre area

Area de tratamiento (cm?2) Patrén punto a punto Patron de cuadricula en

movimiento continuo

Tiempo de tratamiento 650-1000 650-1000 25-26min
5 min

Modificado de Miller et al. (2020).

Al comparar los efectos terapéuticos de ambos protocolos, los autores
observaron que el periodo de tiempo entre el inicio de los sintomas y la eutanasia de
los caninos del grupo B (38,2+14,67 meses) fue mas extenso que los de los del grupo
A (11,09+2,68 meses). Y, que el periodo entre el inicio de los sintomas y el desarrollo
de paresia no ambulatoria o paralisis de los integrantes del grupo B (31,76 £12,53
meses), fue mas prolongado en comparacién con el de los casos de A (8,79+ 1,60
meses). A su vez, los autores, contrastaron sus resultados con datos historicos
provenientes de los estudios de Kathmann et al., (2006), Polizopoulou et al. (2008) y
Kanazono et al. (2013), elegidos por haber tomado un importante nimero de caninos
con MD como poblacién de estudio. Estos aplicaron terapias variadas (incluyendo
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fisioterapia en algunos individuos) y evaluaron la progresion del estado ambulatorio
y/o la sobrevida de los individuos. Miller et al. (2020), consideraron que la sobrevida
del grupo A es similar a la de estos estudios (Kathmann et al. (2006): 8,36 meses y
Polizopoulou et al. (2008): 16,334 meses). Adicionalmente el tiempo al desarrollo de
paresia no ambulatoria de los casos de A, fue similar a los 10 meses en promedio que
obtuvieron Kanazono et al (2013).

Los dos protocolos utilizados, ya han mostrado grados de eficiencia en otras
patologias, pero difieren en el valor de irradiancia en la superficie de la piel. Los
autores han explicado que la diferencia de efecto, por la variacion en este pardmetro,
esté ligado a la cantidad de energia luminica que queda disponible para ser absorbida
en la médula espinal, luego de atravesar los otros tejidos (Miller et al., 2020).

Otra alternativa terapéutica utilizada y estudiada para caninos con MD es la
acupuntura. Esta terapia surge en la medicina tradicional china veterinaria, la cual se
aplica en animales hace mas de 2000 afios (Xie et al., 2018). La misma consiste en
la introduccion de agujas o transferencia de calor en puntos especificos del cuerpo
(puntos de acupuntura) con el fin de estimular la accion del sistema neuroenddcrino
(Klos et al., 2020). Se sugiere que podria ser de utilizada en caninos con MD ya que
podria mejorar la transmision del impulso nervioso y controlar la neuroinflamacion
(Oliveira, Kruger, Pinto, Gianotti, y Contesini2012). Sin embargo, los trabajos
publicados al respecto de su uso presentan varias limitantes.

Oliveira et al., (2012), publicaron un relato de caso clinico de una perra pastor
belga con diagnostico definitivo de MD. Se trata de un relato que no detalla de forma
precisa la sintomatologia clinica, la evolucion ni detalles del tratamiento aplicado. Ellos
describen que se presenta a la consulta una perra con dolor lumbar croénico,
contractura muscular en la zona y déficit propioceptivo, ademas no presentaba
alteraciones en estudios radiolégicos y, no habia respondido a un tratamiento previo
basado en reposo y administracion de corticoides. Se realizaron Unicamente 3
sesiones de acupuntura, de las que no se cuentan con detalles de frecuencia de
aplicacion, y los propietarios interrumpieron el tratamiento durante 2 meses, momento
en el cual la perra presentaba paraparesia. En esta etapa, luego de una Unica sesion
de acupuntura, la perra present6 signos de mayor estabilidad, logrando mantenerse
en estacion. Luego de cuatro semanas de tratamiento, la perra lograba desplazarse,
pero, sin apoyar el MPD. Finalmente, los autores describen que volvié a padecer
paraparesia, momento en el que se diagnosticé MD, de forma presuntiva. Se describe
que continué desmejorando de forma progresiva hasta su eutanasia.

Al analizar este caso clinico, es posible sefalar discrepancias con el curso
clinico habitual de MD. Aunque el déficit propioceptivo, la paraparesia y la descripcion
de la etapa final con afeccion de forma progresiva se asemejan a la enfermedad,
contandose con un diagnaostico definitivo de la misma; la perra en una primera etapa,
desde la aparicion de los signos hasta los 8 meses posteriores aproximadamente,
presento dolor lumbar cronico y claudicaciéon de MPD, signos que no son propios de
MD. Entonces, es posible cuestionar si no habria otra patologia influyendo en
concomitancia. Como se explicitd anteriormente, esta publicacion no contiene un
relato exhaustivo de los signos ni de su evolucién, ademas de carecer de detalles
acerca de la aplicacion de la terapia: no se conoce informacion acerca de los puntos
de aplicacion, duracion de la sesién, frecuencia entre sesiones, ni periodo de tiempo
en gque se le estuvo realizando el tratamiento. Tampoco se manejan criterios objetivos
para la evolucion de la eficacia del tratamiento.
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En contraste, un trabajo publicado por Xie et al., (2018), que se centra en la
discusion de la aplicacién de acupuntura y medicina herbal en tres casos clinicos de
caninos con MD (con diagnéstico presuntivo y con evoluciones clinicas que estan en
concordancia con la patologia), se presenta con informacién detallada de la terapia de
acupuntura utilizada en cada caso y en cada momento, asi como de las preparaciones
de medicina herbal seleccionadas para esos casos. Los autores relatan que
observaron “mejoras” en la calidad de vida de los caninos, destacando que habria
cierta tendencia a que la aplicacion de estas terapias en etapas tempranas de la
enfermedad, cuando los caninos aun pueden desplazarse, enlenteceria la progresion
de la enfermedad e incluso, especulan que podria revertirla. En contraste con su
aplicacion tardia, en el paciente no ambulatorio, que se asocia con una menor eficacia
del tratamiento (Xie et al., 2018). Sin embargo, este trabajo presenta como limitante
qgue no se definen criterios claros para cuantificar las mejoras de las terapias
aplicadas. Por ejemplo, no utilizan cuestionarios validados para la evaluacion de
calidad de vida. Ademas, no se cuenta con la confirmacién del diagnostico de MD de
los individuos tratados.

Por lo tanto, se vuelve a remarcar la necesidad de realizar estudios que se
aproximen a resultados mas confiables, en cuanto la aplicacion de protocolos
terapéuticos de rehabilitacion como los discutidos anteriormente.

4.12.b. Uso de nutracéuticos.

La curcumina es un compuesto que proviene de la circuma que se ha utilizado
tradicionalmente en medicina asiatica por su potencial antitumoral, antiinflamatorio,
neuroprotector y antimicrobiano (Ahmadi et al., 2018; Pinto, 2016).

En medicina humana, la administracion de nanocurcumina, curcumina a la que
se le ha modificado con nanotecnologia para potenciar su biodisponibilidad y efectos
en los organismos, se ha evidenciado como beneficiosa y segura al utilizarse como
complemento en terapias de individuos con ELA, en los que se sugiere gque Su uso
aumenta el tiempo de sobrevida (Ahmadi et al., 2018; Pinto, 2016; Kobatake et al.,
2021).

Estos beneficios se asocian con su accion antioxidante y antiinflamatoria en el
SNC vy, con que varios estudios sugieren que la curcumina actuaria evitando la
formacién de agregados de la SOD1 mutada. Asimismo, tiene efectos en la
homeostasis del tejido muscular, al promover la sintesis proteica, disminuir la
degradacion muscular y prevenir lesiones (Bhatia et al., 2015; Fang y Nazir, 2021;
Mafas-Garcia, Bargall6, Gea y Barreiro, 2020)

A partir de esta evidencia, Kobatake et al., (2021) realizaron un trabajo en el
gue analizaron el curso clinico de la patologia (desde su inicio hasta estadios finales)
en 40 caninos con diagnostico confirmatorio de MD. Adicionalmente, incluyeron la
administracion de curcumina en la terapia de 8 de estos caninos. Al contrastar
aparicion de signos entre el grupo control y el tratado, los autores observaron que, de
forma similar a los resultados observados en humanos, la sobrevida fue més extensa
en el grupo tratado (43 meses (36—47) versus 34 meses (18-52)). Los autores
sugieren gue el analisis comparativo de la progresion de los sintomas entre ambos
grupos no es posible debido a la diferencia de tamafio de ambos, pero, comentan que,
aunque observan que hay diferencias entre el tiempo en que los animales dejan de
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poder mantenerse en estacion entre ambos grupos (siendo mas favorable para los
tratados con curcumina), el tiempo de aparicion de la falla respiratoria en fases finales
no tuvo diferencias significativas. Aqui es interesante sefialar que una limitacion que
presenta este trabajo es que el tratamiento fue aplicado a pocos caninos y su eleccion
no fue al azar. Estas diferencias de tiempo de aparicién de sintomas y extension de
sobrevida también pueden estar ligadas al riesgo de sesgo, como se explicd para otros
trabajos.

4.12.c. Terapia con Células Madre

Las células madre son células derivan de una Gnica célula-huevo y se
caracterizan por ser autorrenovables, indiferenciadas y capaces de regenerarse a si
mismas y de diferenciarse en multiples tipos de células maduras especializadas
(Dominici, et al. 2006).

Algunas pueden diferenciarse en cualquier tipo de célula (totipotenciales), otras
en varios tipos celulares (pluripotenciales) y otro grupo en un unico tipo celular
(unipotenciales). Pueden obtenerse de diversos tejidos, las células madre
embrionarias, por ejemplo, se obtienen de la masa celular interna del blastocisto. Por
otro lado, las células madre adultas provienen de diversos tejidos adultos como
médula 6sea o tejido adiposo. Por ultimo, también es posible clasificarlas dependiendo
de si son obtenidas del propio individuo al que se le van a trasplantar (autélogo) o de
otro individuo (heterdlogo), para utilizarse con el objetivo de regeneracion celular local
(Nayak et al., 2006).

El trasplante de cultivos de células madre se ha propuesto como una estrategia
prometedora para ser aplicada en enfermedades neurodegenerativas humanas (como
Parkinson, ELA, Alzheimer, Esclerosis Mdltiple, Enfermedad de Huntington) (Ahani-
Nahayati et al., 2021). Inicialmente, su implementacién se orient6 a la sustitucion de
los grupos celulares afectados en cada una de estas patologias, pero, se ha
observado que su rol no solamente consiste en diferenciarse y reemplazar tejido
dafiado si no que son capaces de producir moléculas promotoras de regeneracion,
estimulando células progenitoras enddgenas, e inmunomoduladoras con grandes
efectos benéficos (Nayak et al.,2006; Sandrock, 2010).

En estudios con modelos de ELA, se presentaron dificultades en la sustitucion
de motoneuronas degeneradas por células madre que lograran diferenciarse y
desarrollar proyecciones de axones a distancia, asi como hacer sinapsis con neuronas
enddgenas y musculos, por encontrarse inmersas en un microambiente patolégico, no
propicio. Por lo que nuevos estudios estan apuntando a la promocion de condiciones
favorables para la aplicacion de terapias celulares que garanticen la neuroproteccion
y retarden la neurodegeneracion (Ahani-Nahayati et al., 2021; Baloh, Glass y
Svendsen, 2018; Goutman et al., 2019).

Los estudios preclinicos para ELA, han utilizado mayoritariamente modelos
murinos con SOD1 mutada, para el trasplante de multiples lineas de células madre
(Ahani-Nahayati et al., 2021; Goutman, Savelieff, Sakowski y Feldman, 2019). A partir
de estos, se ha obtenido evidencia que sustenta su potencial terapéutico:
clinicamente, se han observado beneficios en el enlentecimiento de la progresion de
signos clinicos y en la prolongacion en la sobrevida de individuos afectados; mientras
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que, resultados de andlisis histopatoldgicos y de expresion génica, muestran la
diferenciacion de células madre en neuronas que se unieron a las del hospedador, la
disminucién de marcadores especificos de inflamacion del SNC y la cuantificacion de
factores neurotréficos que modificarian el ambiente patolégico (Goutman et al., 2019).

Los factores neurotréficos como factor neurotrofico derivado del cerebro,
factor neurotréfico derivado de la linea de células gliales, factor de crecimiento
insulinico tipo 1 y factor de crecimiento del endotelio vascular (Capella, Ciotti, Cohen-
Tannoudji y Biferi, 2019), son proteinas enddgenas secretadas por las células en
respuesta a situaciones locales, que van guiando la diferenciacion y la supervivencia
celular en el desarrollo y garantizan el mantenimiento del SN (Ruozi, 2012; Tovar y
Romo, Ramirez-Jarquin, Lazo-Gémez y Tapia, 2014). Su aplicacion temprana o
anterior a la instalacion de sintomas neurolégicos en modelos murinos, ha generado
un impacto positivo en la supervivencia de las motoneuronas. En contraste con su
aplicacibn en momentos posteriores, al desatarse los mecanismos nocivos de la
patologia, donde se ha observado que el efecto de los factores neurotréficos es de
muy corta duracion (Goutman et al., 2019; Tovar y Romo, 2014). También se han
ensayado estudios en humanos, investigaciones clinicas fase uno y dos, que han
demostrado la seguridad de la aplicacion de transplante celular por distintas vias tales
como intravenosa, intraarterial, intratecal, intraespinal e intracerebelar. Sin embargo,
es imprescindible realizar mas investigaciones para conocer su impacto terapéutico
(Goutman et al., 2019).

Acerca de esta terapia en el campo de investigacion de la medicina veterinaria,
se encuentran dos estudios que experimentaron el trasplante de células madre en
caninos que presentaban patologias en el sistema nervioso central. Ambos tienen
como objetivos en comun la evaluacion de la seguridad y de la viabilidad del trasplante
de células madre, independientemente de las vias de administracion elegidas (Malysz-
Cymborska et al., 2021; Zeira et al., 2015).

Si bien no existen hasta el momento trabajos que hayan evaluado la eficacia
del uso de células madre en perros con MD, existen estudios que han demostrado la
seguridad del trasplante de células madre de estirpe mesenquimal por via intravenosa
(IV), intraarterial (1A) y/o intratecal (IT) (Malysz-Cymborska et al., 2021; Zeira et al.,
2015). Malysz-Cymborska et al. (2021) realizaron el trasplante de cultivos celulares
heterdlogos de origen mesenquimal, en cinco caninos con diagndéstico presuntivo (y
confirmatorio posterior) de MD, mediante la via IA, confirmandose la ausencia de
efectos adversos luego de esta intervencién. También, aplicaron cultivos heterélogos
de precursores restrictivos de células gliales, mediante la misma via, sin identificar
efectos adversos en tres caninos (Malysz-Cymborska et al., 2021). El estudio de Zeira
et al. (2015), ofrece evidencia de seguridad en el trasplante de células mesenquimales
autologas al SNC. En este caso, fue realizado en ocho caninos con diagndéstico de
meningoencefalomielitis de origen desconocido que habian estado bajo tratamiento
con prednisona, citosina arabinosida, fenobarbital y/o levatiracetam. La terapia fue
segura en todos, reportandose hipertermia como unico efecto adverso experimentado
por un canino (Zeira et al., 2015).

Ademas de la seguridad, estos trabajos evaluaron la viabilidad con la que
llegaban esas células a los destinos deseados. En ambos trabajos se pudo ver que
las células mesenquimales, mediante las tres vias de administracion, lograron
acumularse en cantidades significativas en diferentes regiones del SNC que fueron
analizadas. Zeira et al. (2015), observaron que la via IV estaba relacionada con un
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efecto clinico de apariciébn mas tardia pero que fue méas prolongado en el tiempo que
por la via IA. Por otra parte, Malysz-Cymborska et al. (2021) observaron que los
cultivos de precursores restrictivos de células gliales, no se acumularon en cantidades
aceptables en el SNC en su aplicacion por via IA.

Por dltimo, respecto a la eficacia, en el estudio de Malysz-Cymborska et al.
(2021), no se realizd una evaluacion clinica de los pacientes postratamiento, pero se
cuantificé la expresion génica de varios ARNm del cerebro, relacionados con la
funcionalidad neuroldgica, mediante PCR a tiempo real; detectando que en dos de
estos, la molécula adaptadora de union a calcio ionizada 1 (Iba 1) y la proteina acidica
fibrilar glial (GFAP), se encontraban reducidos. La ibal es uno de los marcadores que
se ha encontrado expresado por la microglia durante la progresion de ELA en modelos
animales, usualmente asociado a la migracion y fagocitosis. Mientras que, la proteina
acidica fibrilar glial, estimula la expresion de marcadores inflamatorios como
ciclooxigenasa 2, 6xido nitrico sintetasa inducible y oxido sintetasa neuronal. En
modelos de ratas con SOD1 mutada, la deteccion de ambos se realiza para identificar
glias aberrantes rodeando motoneuronas en degeneracion; Iba 1 es uno de los que
sirve para reconocer oligodendrocitos y GFAP se utiliza para astrocitos (Ibarburu,
2017). Dada la constatacion de su reduccion en el ensayo, la introduccion de células
madre mesenquimales en caninos con MD podria cumplir un rol clave en el control de
la neuroinflamacion (lbarburu 2017, Malysz-Cymborska et al., 2021).

4.12.d. Terapia Génica

Dentro de los tratamientos que han mostrado potencial para su uso en MD, se
encuentra la terapia génica. Existe una amplia gama de estudios que ensayan su
aplicacion con interés en contrarrestar efectos de varias enfermedades
neurodegenerativas humanas, entre ellas ELA (Amado y Davidson, 2021; Pena et al.,
2019).

La terapia génica comprende procesos de transferencia de material genético,
tanto ADN como ARN, a un organismo con fines terapéuticos. Se han desarrollado
modalidades variadas para su implementacién terapéutica estratégica (Amado y
Davidson, 2021; Pena et al., 2019). Estas pueden tener como objetivo el reemplazo
de un gen mutado por otro normal mediante la introduccién de copias funcionales del
gen, el silenciamiento de un gen actuando sobre su ARNm (ARN mensajero), la
adicidn de factores de proteccion o beneficiosos, o la edicion en un genoma mutado
(Capella et al., 2019). El material genético se puede entregar desnudo, mediante
vectores virales, o por sistemas fisicos o quimicos como nanoparticulas (Amado y
Davidson, 2021). Los vectores virales utilizados para estudios de enfermedades
neurodegenerativas son Adenovirus, virus adenoasociados, Herpesvirus y Retrovirus
(Pena et al., 2019).

En las dltimas décadas, se han realizado investigaciones con diversos
enfoques terapéuticos en esta area, en funcion del tipo de ELA a tratar. Dentro de los
mecanismos de terapia génica libres de vectores, podemos encontrar la introduccion
de oligonucleodtidos antisentido (ASO), que son cadenas nucleotidicas cortas que se
unen a pre-ARNm o a ARNm, para modular la expresién génica o para alterar la
maduracion del ARN. Es una de las modalidades que estad siendo ampliamente
ensayada en busqueda de la prevencion de la expresiéon de la SOD1 mutada (Corcia,
Beltran, Bakkouche y Couratier, 2021; Masrori y Van Damme, 2019). Tofersen es uno
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de los ASO més estudiados, después de haber sido evaluado en investigaciones
preclinicas, de fase uno y dos, esta siendo probado en un estudio en fase tres en este
momento (Corcia et al., 2021; Mueller et al., 2020;
https://www.als.org/research/emerging-drugs/tofersen).

Las otras modalidades que se estan investigando, con la SOD1 como centro, se
encuentran en fase preclinica, siendo evaluadas en modelos murinos (Amado y
Davidson, 2021). Una de ellas es la conocida como "CRISP-Cas9", que a partir de la
accion de endonucleasas (porcion Cas9 del sistema) en sitios especificos del gen
SOD1 mutado, se generan cortes y se promueven mecanismos celulares para su
reparacion (Amado y Davidson, 2021; Pena et al., 2019).

Al igual que los ASO, los siARN (ARN de interferencia cortos) son un mecanismo
postranscripcional de silenciamiento génico. Los siARN son moléculas de ARN doble
cadena, de 19 a 23 nucledtidos, que ingresan a las células y se ensamblan en un
complejo de silenciamiento inducido por ARN. Este complejo actuara sobre el ARNm
de la célula, para generar cambios en la expresion génica del gen SOD1 mutado (por
degradacion del ARNm o manipulacion del splicing alternativo) (Capella et al., 2019).

Por otra parte, existe un campo de la terapia génica que investiga la
introduccidon de factores neurotréficos y no neurotréficos mediante vectores virales.
Como se comentd anteriormente, se sugiere que estos podrian promover efectos
positivos en ELA, por lo que se apunta a encontrar formas de que alcancen el SNC,
la union neuromuscular y los musculos (Amado y Davidson, 2021).

Hasta el momento, no hay publicaciones de ensayos clinicos de la terapia
génica en MD. Pero se han presentado algunos estudios que se enfocan en su
potencial aplicacion terapéutica en patologias neurodegenerativas en el SNC. Swain
et al. (2014), realizaron una investigacion en la que introdujeron cuatro serotipos de
virus adenoasociados (AAV2/1, AAV2/5, AAV2/9 y AAV2/rh10) en 8 caninos de 12 a
18 semanas de edad por via intracerebral con el fin de conocer el comportamiento de
los diferentes serotipos de estos vectores. Los virus portaban genes reporteros, es
decir, genes que expresan marcadores que permite la posterior visualizacién de los
sitios de expresion mediante analisis histopatolégico postmortem (Clark, Pazdernik y
McGehee., 2019). Dos de los serotipos (AAV2/9 y AAV2/rh10) se mostraron como
candidatos interesantes para estudios futuros, al lograr la traduccion eficiente de los
genes en zonas de la corteza cerebral, nacleo caudado, tdlamo y la c4psula interna
del cerebro. Esta tuvo gran importancia en las neuronas, se evidencié en menor
medida en astrocitos, y pobremente, en oligodendrocitos. Los caninos vivieron 5
semanas post aplicacion y luego, se realiz6 la eutanasia y necropsia para su analisis
histopatoldgico. En la publicaciéon no se detalla si alguno de los caninos sufri6 efectos
adversos.

Por otra parte, otro grupo de investigadores ha desarrollado una serie de
experiencias sobre la aplicacion de esta terapia en Dachshunds, utilizados como
modelo natural de lipofuscinosis neuronal ceroidea. Esta es una patologia
neurodegenerativa de herencia recesiva, especificamente un trastorno de
almacenamiento lisosémico, causado por una delecion de un nucleétido citosina en el
exon 4 del gen TPP1 encargado de codificar la enzima Tripeptidil Peptidasa 1 (TPP1)
(Katz et al., 2015). La mutacion produce un corrimiento en el marco de lectura del gen,
y en consecuencia, la aparicion de un coddn stop prematuro que da lugar a una
proteina trunca, incapaz de cumplir su funcion (OMIA, 2022).

44


https://www.als.org/research/emerging-drugs/tofersen

Varios investigadores (Katz et al., 2015; Katz, Jensen, Student, Johnson y
Coates, 2017; Whiting et al., 2016) trabajaron sobre una linea de caninos con
lipofuscinosis neuronal ceroidea, que fue criada en la Universidad de Missouri. Se
seleccionaron individuos homocigotas recesivos para la mutacion y se crearon dos
grupos: uno fue tratado con terapia génica y el otro no recibio tratamiento a excepcion
de antiinflamatorios si se consideraba necesario. Los autores detectaron que a partir
de la aplicacion de un virus adenoasociado con material genético para la expresion de
la TPP1 por via intracerebroventricular, el mismo se traducia en las células
ependimales, dando como resultado una concentracion estable de la proteina de
TPP1 en liquido cefaloraquideo, con amplia distribucién en todo el SNC. Ademas,
observaron que esta terapia resulta eficaz ya que, al aplicarla previamente a la
observacion de los primeros signos clinicos, lograron retardar el inicio de la
enfermedad. A su vez, en los animales tratados, la progresion de la enfermedad fue
mas lenta y la sobrevida prolongada. Los profesionales que hicieron el seguimiento
clinico de la poblacién enferma conocian si estaban siendo tratados con terapia génica
0 no, esto es un aspecto a tener en cuenta, ya que le agrega subjetividad al ensayo.
Sin embargo, las observaciones clinicas se vieron corroboradas con el analisis
histopatolégico, mediante deteccion de la GFAP y de marcadores para la acumulacion
de material autofluorescente tipico de la patologia; los caninos tratados presentaron
menor deposito de estos compuestos (Katz et al., 2015).

También se destaca la seguridad de la aplicacion de estas técnicas (Katz et
al., 2015; Swain et al. 2014), sin dejar de considerar que en algunos casos fueron
administrados farmacos para evitar efectos no deseados, por ejemplo, en el estudio
de Katz et al. (2015) se administraron corticoides en respuesta a incrementos en
niveles de células nucleadas del LCR lo cual fue tomado como indicativo de
inflamacion en SNC.

4.12.e. Terapia con cannabinoides

El sistema endocannabinoide ha sido identificado en una gran variedad de
seres vivos, entre ellos, humanos y animales domésticos. Estos secretan
cannabinoides endbégenos que se unen a receptores especificos con el fin de
equilibrar diversas funciones organicas. Se ha comprobado que los cannabinoides
provenientes de la planta Cannabis sativa, se unen a los receptores del sistema
endocannabinoide generando diversos efectos que estan siendo investigados y
aplicados para contrarrestar procesos patologicos (Hartsel, Boyar, Pham, Silver, y
Makriyannis, 2019).

Diversos estudios sugieren que la administracibn de cannabinoides es
potencialmente Util para contrarrestar efectos de patologias neurodegenerativas tanto
en medicina humana como en veterinaria (Giacoppo y Mazzon, 2016; Mondino, Sosa,
Santiestéban y Bentancurt, 2020; Scotter, Abood y Glass, 2010).

Se ha comprobado que los fitocannabinoides, cannabinoides presentes en la
planta de cannabis, tetrahidrocannabinol AS-THC y cannabidiol (CBD), poseen gran
capacidad antioxidante, por lo que podrian fomentar la neuroproteccion en ambientes
donde predomina la liberacion de especies reactivas de oxigeno (Cassano et al., 2020;
Hacke et al., 2019; Russo y Guy, 2006). Otro aspecto interesante acerca de los
mismos es que actuan como inmunomoduladores al unirse a los receptores CB2, por
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lo cual tendrian la potencialidad de reducir la neuroinflamacion que se desata en la
MD (Cassano et al., 2020; Scotter et al., 2010).

Mientras el CBD es un compuesto que posee muy baja afinidad por los
receptores del sistema endocannabinoide (receptores endocannabinoides CB1 y
CB2) (Pertwee, 2012), el A9-THC se ha utilizado en varios estudios preclinicos de
modelos murinos de ELA (con una mutacién de la SOD1), ya que se comporta como
agonista del receptor CB2 en los que se discute que el A9-THC podria estimular vias
de control del estrés oxidativo y la excitotoxicidad (Giacoppo y Mazzon, 2016).

En estudios con modelos murinos para ELA, se han utilizado diferentes
formulaciones de cannabinoides, lo que implica dificultades al momento de realizar un
analisis comparativo (Urbi et al., 2019). Sin embargo, dentro de los hallazgos que se
han obtenido hasta el momento, predomina el impacto beneficioso en el tiempo de
sobrevida de los animales bajo terapias con estos compuestos. Y, en la mayoria de
estos trabajos, se puede destacar una tendencia en el retraso de la progresion del
proceso neurodegenerativo y de sus consecuencias clinicas (Urbi et al., 2019). Estos
coinciden en que el efecto positivo ocurre cuando son administrados en las etapas
tempranas de la enfermedad, obteniendo resultados erraticos en etapas tardias
(Giacoppo y Mazzon, 2016; Moreno, Espejo, Fernandez, y De Lago, 2014). Al
momento de analizar administraciones en estadios mas avanzados se encuentran
experiencias con resultados variables; en varios se presenta eficacia aunque a medida
que la enfermedad progresa, todos coinciden en que esta decrece (Giacoppo y
Mazzon, 2016; Moreno et al., 2014). Otros efectos interesantes, obtenidos de la
administracion de estos compuestos en personas con ELA se relacionan con la
disminucién de espasmos musculares y de la percepcién del dolor crénico, control de
sialorrea y mejoras en apetito y estado de animo (Carter, Abood, Aggarwal y Weiss,
2010).

En medicina veterinaria se cuenta con un unico estudio en caninos con MD
donde Fernandez et al. (2017), evaluaron la expresion de genes de endocanabinoides
en médulas espinales de caninos sanos en comparacién con las de caninos que
padecieron MD. A partir del andlisis de tejidos post mortem de todos los animales,
observaron que la concentracion de receptores CB2 en astrocitos se encuentra
incrementada en los caninos con diagnostico definitivo de MD en comparacion con los
sanos. En contraste, no se observaron diferencias en los genes para la deteccién del
receptor CB1, asi como enzimas que sintetizan y degradan endocannabinoides. Los
autores teniendo en consideracion los hallazgos en modelos murinos para la mutacion
SOD1 y en modelos de otras patologias neurodegenerativas de humanos, plantean
su afinidad con la teoria de que el aumento de receptores CB2 en astrocitos se
relaciona a una respuesta endogena del sistema endocannabinoide destinada a la
restauracion de la homeostasis del ambiente neuronal agredido. Por lo que surge la
necesidad de indagar en este campo, para conocer si los receptores CB2 podrian ser
utilizados con el fin terapéutico de enriquecer el ambiente neuronal en casos de MD.
Una revisidbn mas detallada del potencial uso de cannabis medicinal en MD puede
encontrarse en Davila, Artigas y Mondino (2020).
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5. CONCLUSIONES.

e La MD es una enfermedad degenerativa de curso fatal en caninos.
Presenta distribucion mundial, siendo diagnosticada en caninos de
multiples razas y cruzas.

e Su base genética, evolucion fisiopatolégica y signologia clinica se
condicen con el ELA SOD1 familiar, lo cual recientemente ha reforzado
su interés a nivel de investigacion.

e Aunque, todavia no se cuenta con una prueba diagnostica antemortem
para confirmar la enfermedad, se dispone de pruebas de genotipado
para la SOD1, como PCR + RPLF, de realizacion sencilla y econémica,
gue aportan informacioén tanto para en el diagnéstico individual como en
el desarrollo de nuevas estrategias de prevencién a nivel poblacional.

e Actualmente las terapias que conforman la rehabilitacion estan siendo
utilizadas como un tratamiento paliativo, sobre todo aplicado en estadios
tempranos. Sin embargo, esto debe ser estudiado en mayor
profundidad.

e Es preciso que se realice una evaluacion de la eficacia de las potenciales
terapias en estado de investigacion, mediante ensayos clinicos que
implementen modalidades de tipo prospectivo doble ciego, y asi aporten
mayor rigurosidad en la obtencion de resultados.
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