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Resumen

La Esclerosis Lateral Amiotréfica es una enfermedad neurodegenerativa progresiva que
afecta a la motoneurona superior e inferior. Un 5-10% de los casos son familiares. Entre
las manifestaciones clinicas de la enfermedad se encuentran la pérdida de fuerza, la
atrofia muscular, los calambres, las fasciculaciones, la hiperreflexia, la espasticidad, la
rigidez muscular, el sindrome pseudobulbar y la disartria. Para ayudar en su diagnostico

se han disefiado los criterios diagnosticos El Escorial y los criterios Awaiji.

Se han encontrado tres genes que afectan a la supervivencia de los pacientes (ATXN2,
CI90RF72 y FUS), y otras variantes genéticas sin influencia sobre la supervivencia
(SOD1, TARDBP, TBK1, NEK1, UBQLN2 y CCNF). En este trabajo se investiga acerca
de SOD1, NEK1, ATXN2 y COORF72. Mediante una busqueda en PubMed, Gene y
OMIM se indaga en la funcién de dichos genes y las proteinas que codifican, con el
objetivo de conocer porqué afectan o no a la supervivencia del paciente y establecer
terapias o lineas de investigacion que aumenten la calidad y longitud de la vida de los

enfermos.

Una basqueda en clinicaltrials.gov muestra 26 estudios en relacion con SOD1 y ELA.
Se encuentran en fase mas avanzada los estudios de ISIS 333611, pirimetamina,
BIIBO67 (tofersen) y arimoclomol. Esto contrasta con la ausencia de ensayos
relacionados con NEK1. Se esta probando BIIB105/ION541 en el contexto de la ELA
con mutaciéon de ATXN2 y hay 23 ensayos relacionados con C9ORF72 y ELA,



destacando BIIBO78, GM604 y un estudio para entender el fenotipo clinico y recoger
muestras en busqueda de biomarcadores.

En conclusién, los dos genes relacionados con la disminucién de la supervivencia
(ATXN2 y C90ORF72) estan, a su vez, relacionados con la disminucién de la autofagia

por diferentes rutas metabdlicas.

Palabras clave: Esclerosis Lateral Amiotrofica, ATXN2, C9ORF72, SOD1, NEK1,
supervivencia, neurodegeneracion, motoneurona superior, motoneurona inferior,

autofagia
Introduccion:

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad progresiva de las
motoneuronas, tanto inferiores como superiores [1]. En un principio se da una afectacion
selectiva, afectdndose ambos tipos de motoneuronas posteriormente [2]. Es mas
frecuente en varones (la frecuencia en varones y mujeres se iguala a los 70 afios) y en
caucasicos [2]. Existe un grupo de casos en los que la ELA sucede junto a la Demencia

Frontotemporal [1,2].

El sustrato anatomopatolégico de la enfermedad es una afectacion precoz del
citoesqueleto de las motoneuronas, con proliferacion de la astroglia y la microglia [1,2].
Esto lleva a una denervacion muscular que tiene como resultado la atrofia muscular
[1,2]. En la muerte neuronal intervienen la excitotoxicidad (niveles excesivos de
glutamato), la autofagia defectuosa, los trastornos del citoesqueleto, la alteracion del

transporte axénico, el estrés oxidativo, la disfuncién mitocondrial [1].

Las manifestaciones clinicas de la ELA se clasifican seglin sean consecuencia de la
afectacién de la motoneurona inferior o superior (Tabla 1). Cuando se afecta la neurona
motora inferior, esta enfermedad puede debutar con pérdida de fuerza gradual
asimétrica y distal en las extremidades, y calambres con los movimientos voluntarios
especialmente durante las primeras horas de la mafiana [1,3]. Mas tarde tiene lugar una
atrofia progresiva y aparecen fasciculaciones [1]. La afectacion de la motoneurona
superior se traduciria en la clinica como hiperreflexia, espasticidad y/o rigidez muscular
[1]. Las proyecciones sobre el Tronco del Encéfalo son las responsables de la disartria
y el llamado sindrome pseudobulbar, caracterizado por risa o llanto involuntarios,
exagerados e incontrolados [1]. Se puede dar también una afectacion bulbar (20%),
caracterizada por dificultad para la deglucion y la masticacion, y en los movimientos
faciales y linguales [1,3]. En la ELA, las neuronas motoras relacionadas con los

movimientos oculares y los musculos esfinterianos no se alteran. Tampoco se afectan



la sensibilidad superficial ni la profunda, el sistema sensorial, el estado de conciencia.
Tampoco se compromete el funcionamiento del musculo liso, regulado por el sistema

nervioso vegetativo responsable de la inervacion de los érganos internos [4].

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de la motoneurona inferior y superior. [3—5]

Motoneurona inferior Motoneurona superior

Pardlisis flacida Pardlisis espastica

Hiporreflexia o arreflexia Hiperreflexia

Atrofia Sin atrofia (puede aparecer por la falta
de uso prolongado de las extremidades)

Fasciculaciones Sin fasciculaciones

Hipotonia o atonia Hipertonia

Respuesta plantar flexora Respuesta plantar extensora

Localizacion: Tronco del Encéfalo, Localizacién: Area 4 de Brodmann,

Médula Espinal corona radiada, capsula interna,
pedunculos cerebrales.

Para llegar al diagnostico hay que realizar una completa anamnesis con exploracion
fisica con un especial hincapié en los signos de primera y segunda motoneurona. Se
realiza una electromiografia (EMG) a todos los pacientes con sospecha de ELA y
resonancia magnética (RM) para excluir otras etiologias [6]. La World Federation of
Neurology [7] ha establecido unas guias diagnésticas para la ELA, conocidas como
“criterios diagnoésticos de El Escorial” (revisados en 1998) [8,9]. Segun estos puede
haber los siguientes tipos, resumidos en la Figura 1. La ELA clinicamente definida se
da cuando hay afectacibn de motoneuronas superiores e inferiores en tres de los
siguientes territorios: bulbo raquideo, médula espinal cervical, médula espinal dorsal y
médula espinal lumbo-sacra. La ELA clinicamente probable se da cuando hay
afectacion de motoneuronas superiores e inferiores en dos regiones (obligatoriamente
motoneurona superior rostral a motoneurona inferior). La ELA clinicamente probable
con apoyo de pruebas de laboratorio se da cuando hay afectacion de motoneuronas
superiores en mas de una region; o afectacion de motoneurona superior en una region
y afectacion de motoneurona inferior electromiografica en mas de dos regiones. La ELA
clinicamente posible se da cuando hay afectacion de motoneuronas en uno de los
siguientes: bulbo raquideo, médula cervical, médula dorsal y médula sacra; afectacion
de motoneurona inferior en mas de dos regiones; afectacion de motoneurona inferior,
rostral a la afectacién de la motoneurona superior, y exclusion mediante electromiografia

de otros diagnosticos [4,6,8].

Un 5-10% de los enfermos de ELA presentan historia familiar, cuya clinica es
indistinguible de la ELA esporadica [10,11]. Se han identificado mas de 20 genes

causales, entre ellos: C9ORF72, responsable de un 40-50% de los casos de ELA



familiar; SOD1, responsable del 20% de los casos; TDP43 y FUS/TLS con un 5% de los
casos cada uno [10]. Otros genes relacionados son ATXN2 y NEK1, con prevalencias
mas bajas. Muchas de estas variantes han sido identificadas en una o dos familias. En
la mayoria de los casos hay un patron de herencia autosémico dominante. Hay ciertas
sefales de alarma para sospechar que nos encontramos ante una ELA familiar cuando
el paciente es joven al diagndstico, tiene pérdida sensorial, una historia familiar de ELA

y de otras enfermedades neurodegenerativas y/o de demencia [10].
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Figura 1. Criterios diagndsticos de El Escorial revisados. Elaboracion propia. Adaptado de Quinn Cy Elman L, 2020
[12].

En mi busqueda (ver Métodos) he encontrado una revision sistematica [11], en la cual
se expone la existencia de ciertos genes que afectan a la supervivencia de los pacientes
enfermos de ELA, y otros que no la afectan. En este Trabajo de Fin de Grado se
intentara responder a las siguientes preguntas: ¢Por qué unos genes aceleran la
muertey otros no?, ¢queé funcion desempefian las proteinas codificadas por estos
genes? y ¢qué posible aplicacidn terapéutica tendrian estos hallazgos?

Hipotesis:

1. Conocer la funcion de los genes cuya alteracion modifica la supervivencia de los
pacientes con ELA ayudara al disefio de terapias que aumenten la calidad y
longitud de vida de los pacientes.

2. Conocer los ensayos clinicos existentes en relacién con los genes que afectan
a la supervivencia de los pacientes con ELA ayudara en su abordaje clinico.



Métodos:

Se ha realizado una revision sistemética entre el 27/09/2022 y el 02/11/2022 usando
PubMed [13]. El objeto de estudio ha sido la ELA y sus factores genéticos clasificados
por su efecto en la supervivencia. Se busca amyotrophic lateral sclerosisifMeSH Terms]
en PubMed y se obtienen 22.370 resultados. Se busca entonces (amyotrophic lateral
sclerosis[MeSH Terms]) AND (genetic) y se obtienen 8909 resultados. Se busca
(amyotrophic lateral sclerosisfMeSH Terms]) AND (genetic) Filters: Systematic Review
Sort by: Most Recent, habiendo 38 resultados. Entre ellos, se encuentra la siguiente
revision sistematica: Genetic factors for survival in amyotrophic lateral sclerosis: an
integrated approach combining a systematic review, pairwise and network meta-analysis
[11] (Figura 2A). En esta revision sistematica se expone que hay tres genes que afectan
a la supervivencia (ATXN2, COORF72 y FUS) y otros que no afectan (SOD1, TARDBP,
TBK1, NEK1, UBQLN2 y CCNF).

Me pregunto la razén por la que unos genes aceleran la muerte y otros no. De los genes
anteriores se incluyen en este estudio SOD1, NEK1, ATXN2 y C9ORF72. Para
responder a la pregunta de qué funciéon desempefian, busco en la base de datos Gene
[14]. Se busca (amyotrophic lateral sclerosis) AND Homo Sapiens[Organism] en Gene
y se encuentran 525 resultados (Figura 2B). Se comprueba que los genes (ATXN2,
C90RF72, SOD1, NEK1) que aparecian en el articulo se encuentran entre los 525

resultados. Se busca en OMIM cada uno de los genes.

A continuacion, se usé la base de datos Genetic Testing Registry [15] usando el formato
“Amyotrophic lateral sclerosis’[DISNAME] AND “gen X’[sym] (Figura 2B). Se
encontraron 87 resultados para ATXN2, 63 resultados para C90RF72, 80 resultados
para SOD1 y 19 resultados para NEK1. Estos tests pueden utilizarse para diagnéstico,
respuesta a medicamentos, monitorizacién, presintomatico, predictivo, prondéstico,
recurrencia, evaluacion del riesgo, screening o manejo terapéutico. Incluyo aquellos en
los que el titulo incluye ELA / ALS / Esclerosis Lateral Amiotréfica y los que estan

incluidos en la mayor cantidad de categorias posibles.

Con posterioridad, se busca gen X | Amyotrophic Lateral Sclerosis en clinicaltrials.gov
[16] (Figura 2B) y se encuentra 1 ensayo clinico en estado de reclutamiento para
ATXN2, 23 estudios para COORF72, 26 para SODL1 y ninguno para NEK1. Se incluyen
aquellos estudios en fase mas avanzada. De éstos, participan hospitales espafioles en
1 ensayo para COORF72 y 1 para SOD1. Estos también se pueden encontrar en el
Registro Espafiol de Estudios Clinicos (REEC) [17].



A) PubMed

B)

(amyotrophic lateral *S0OD1 “Amyotrophic lateral gen X | Amyotrophic
sclerosis) AND Homo oNEK1 sclerosis”[DISNAME] Lateral Sclerosis.
Sapiens[Organism] «ATXN2 AND “gen X"[sym]. © SOD1 - 24 resultados.
525 resultados. «C90rf72 *SOD1 - 80 resultados. eNEK1 - 0 resultados.
(Resumen en Tabla 2) *NEK1 - 19 resultados. *ATXN2 - 1 resultado.
*ATXN2 - 87 *C90rf72-23
resultados. resultados.
*C9orf72 - 63
resultados.

Figura 2. A) Busqueda de revisiones de alto grado de evidencia en PubMed. B) Exploracién de conocimientos sobre
estos genes en Gene [14], OMIM [18], Genetic Testing Registry [15] y clinicaltrials.gov [16].

Resultados:

Tras la revision sistematica realizada se encuentra la revision sistematica reciente de
Su et al [11]. En estarevision se relaciona ATXN2, CO9ORF72 y FUS con una disminucion
de la supervivencia y SOD1, TARDBP, TBK1, NEK1, UBQLN2 y CCNF, que no tienen
relacion con la supervivencia. Se seleccionan dos genes que afectan a la supervivencia
de los pacientes (ATXN2 y C90RF72) y dos genes que no afectan a la supervivencia
(SOD1 y NEK1) para analizar su funcién. En la Tabla 2 se hace un resumen de los genes
estudiados.

Genes seleccionados para el andlisis:
SOD1 favorece el progreso de la ELA, pero no supone su comienzo

Hay aproximadamente 150 variantes relacionadas con la ELA [11,19]. Sin embargo
ninguna de ellas disminuye la supervivencia de dicha enfermedad [11].



Tabla 2. Relacion de los genes y sus caracteristicas [20-23].

Simbolo Nombre - Otros Identificador
Localizacién Enfermedades
oficial oficial nombres en OMIM
ALS; SOD;
superoxido ALEL oy .
sSoD1 dismutasa 1 21922.11 STAHP; ELA familiar * 147450
hSod1; HEL-
S-44;
homodimer
ALS24: EEZceptibilidad ala
LS SRS Dispylasia toracica de
NEK1 related 4933 SRTDE6; costillas cortas tipo * 604588
kinase 1 SRPS2A; 6 con o sin
NY-REN-55 . -
polidactilia
Enfermedad de
Parkinson de
ATX2; comienzo tardio,
ATXN2 ataxina 2 12924.12 SCAZ2; Ataxia * 601517
TNRC13 espinocerebelosa
tipo 2,
ELA
C9orf72- ALSFTD:
Coorfrz | Subunidad 145, 5 ETESANPSQ-' DETEnEE * 614260
or del complejo psL. DENNL7,2' Frontotemporal, ELA
SMCRS8 '
FTDALS1

La proteina codificada une iones de cobre y zinc y es una de las dos isozimas
responsables de destruir los radicales libres de superdxido (lo convierte en oxigeno y
perdxido de hidrégeno) [17]. Estos radicales toxicos causan la apoptosis de las neuronas
[2]. EI mecanismo patogénico es una ganancia toxica de funcién [1,10,24]. Se estimula
la NADPH oxidasa [2]. Esto supondria niveles excesivos de perédxido de hidrogeno y un
radical hidroxilo altamente téxico, que se puede formar a través de la reaccién del
perdxido de hidrogeno con un metal de transicion como el hierro [24]. Se forman
inclusiones intracelulares de neurofilamentos, fosforilados o no, y agregados de proteina
SOD1 anormal [2]. Lo anterior propicia la toxicidad y progresion de la enfermedad, pero

no afecta a su comienzo [2].

En el mecanismo patogénico es importante que las células de la glia también estén
mutadas [2]. En estudios en ratones se ha visto que los astrocitos SOD1-mutados

secretan factores toxicos que contribuyen a la muerte de las motoneuronas [1].

La otra isozima involucrada indirectamente en estos procesos es una proteina
mitocondrial [19]. Si estd mutada, origina disfunciébn mitocondrial, que puede potenciar

el estrés oxidativo [2].



Al buscar SODL1 en relacion con la ELA en clinicaltrials.gov se encuentran 26 estudios.
De ellos, 7 estan en estado de reclutamiento, 3 estan activos, 7 completados y uno

suspendido [25].

En 2013 se publico el resultado de un estudio para determinar la seguridad, tolerabilidad
y actividad de ISIS 333611 (un oligonucle6tido antisentido de segunda generacion) tras
su administracion intratecal. En estudios preclinicos con roedores, la inhibicion de SOD1
prolongo la supervivencia de ratas que muestran muchas caracteristicas de la ELA. Es
un estudio en fase | con 33 participantes y enmascaramiento cuadruple. La frecuencia
de los Eventos Adversos mas frecuentes no cambié en la cohorte de ISIS 333611
respecto a la cohorte del placebo. Se identificaron dos Eventos Adversos Serios (infarto
lacunar y neumonia). Se lleg6 a la conclusién de que su administracion intratecal es bien
tolerada, segura, con farmacocinética predecible y consigui6é reducir la SOD1. ISIS
333611 ha obtenido el estatus de medicamento huérfano para este pequefio pero
importante grupo de pacientes. La Ley de Medicamentos Huérfanos de EEUU
proporciona incentivos econémicos para fomentar el desarrollo de medicamentos para
enfermedades que afectan a menos de 200.000 personas en los Estados Unidos. La
designacion de medicamento huérfano da derecho a Isis Pharmaceuticals a siete afios
de exclusividad en el mercado estadounidense para ISIS 333611 para el tratamiento de

pacientes con ELA familiar [26—28].

En 2017 se realiz6 un estudio en fase I-Il, de 32 participantes, para evaluar la seguridad,
tolerabilidad y efecto en los niveles de SOD1 al utilizar pirimetamina. La inhibicion de
la expresion del gen SOD1 evita que los animales desarrollen la enfermedad. Aumentar
o disminuir el nimero de genes mutados acelera o ralentiza proporcionalmente la
progresion de la enfermedad. Por lo tanto, reducir los niveles de SOD1 en pacientes con
ELA familiar asociada a SOD1 es un enfoque terapéutico prometedor. Una de las
moléculas mas potentes que tienen la capacidad de reducir los niveles de SOD1 in vitro
es la pirimetamina, un medicamento aprobado por la FDA para el tratamiento de la
malaria y la toxoplasmosis. La pirimetamina reduce drésticamente los niveles de SOD1
en ratones y los estudios preliminares muestran hallazgos similares en humanos. El
objetivo principal del estudio es determinar si los pacientes con ELA familiar que toman
pirimetamina muestran una disminucién de un 15% o mas en los niveles de SOD1 en el
liqguido cefalorraquideo. También se determinar4d si SOD1 y pirimetamina estan
presentes en la sangre y si los niveles de SOD1 disminuyen durante el transcurso del
estudio. Los objetivos secundarios son determinar la optimizacion de la dosis para la
reduccién maxima del nivel de SOD1 vy la tolerabilidad de la medicacion. También se

evaluara la viabilidad de proceder a los estudios de fase II/lll con pirimetamina. Ademas,



se mide el cambio en ALS-FRS (Recuadro 1), la puntuacién Appel ALS (Recuadro 1) y

la calidad de vida [29].

El estudio VALOR mide

seguridad, tolerabilidad, farmacocinética

la eficacia,

y farmacodinamia tras la administracion
de BIIB0O67 178
participantes ciego.

(tofersen). Son

con cuadruple
Tofersen es un farmaco antisentido de
RNA que se esta investigando para el
tratamiento potencial de ELA con SOD1-
mutado. Se une al mRNA de SOD1, lo
que permite su degradacién por la
RNasa-H en un esfuerzo por reducir la
sintesis de la produccion de proteina
SOD1. En el estudio VALOR en fase 3, el

criterio principal de valoracion medido por

Recuadro 1.

La escala Appel ALS Score supone una
medicién objetiva y cronometrada de la
fuerza y la funcion de los sujetos, incluidas
las pruebas musculares, la funcion
respiratoria y la funcion motora fina, todo
sumado en un valor total. La escala alcanza
desde 30 en una persona sana a 164 en
una persona con discapacidad maxima: un
aumento en la puntuacion indica progresion
de la enfermedad [41].

La version revisada de la escala de
clasificacion funcional de la Esclerosis
Lateral Amiotréfica (ALSFRS-R) se usa
para determinar las evaluaciones de los
pacientes sobre su capacidad e
independencia en doce actividades
funcionales relevantes en la ELA y cada una
puntda entre 0 (ninguna funcién en
absoluto) y 4 (funcién normal). Asi, la
puntuacion global para estas medidas

puede variar de 0 a 48, con las
puntuaciones mas altas indicando funcién
més normal. El ALSFRS-R disminuye
linealmente con el tiempo en un amplio
rango durante el curso de la ELA y se dice
gue el cambio minimo clinicamente
significativo en esta escala es del 20% [45].

la Escala de valoracion funcional de la

esclerosis lateral amiotréfica revisada
(ALSFRS-R, ver Recuadro 1) no alcanzé

significacion estadistica; sin embargo, se

observaron

signos de  progresion
reducida de la enfermedad en mdltiples criterios de valoracion secundarios y
exploraciones de actividad bioldgica y funcion clinica. Los participantes que comenzaron
la administracion de tofersen antes experimentaron mejores resultados, lo que sugiere
un efecto clinico positivo. Dada la gran necesidad médica insatisfecha, Biogen ampliara
su programa de acceso temprano en curso a una poblacién mas amplia de ELA con
SOD1-mutado. Los resultados del estudio VALOR son alentadores, ya que muestran
una reduccion de la proteina SOD1, una reduccion del neurofilamento y sefiales
positivas en multiples criterios de valoracion clave, incluidas medidas de aspectos
importantes de la vida diaria de los pacientes con SOD1-ELA. En este estudio colabora

el Hospital Universitario Basurto de Bilbao [30,31].

Tofersen también se estd estudiando en el estudio ATLAS de fase 3, en individuos
presintomaticos con una mutacion genética SOD1 y evidencia de biomarcadores de
actividad de la enfermedad. El objetivo principal del estudio es observar si el farmaco
del estudio funciona para retrasar el inicio de los signos o sintomas de la ELA y/o

ralentizar el empeoramiento de los signos o sintomas si aparecen. En el estudio también



se analiza la seguridad, tolerabilidad, farmacocinética y farmacodinamica del farmaco.
Colabora el Hospital Universitario La Fe de Valencia [32—-34].

En 2019 se completd otro estudio para evaluar la triheptanoina. Puede mejorar la
funcién mitocondrial y produccién de energia ralentizando la progresion de la
enfermedad. De hecho, la triheptanoina ralentiz6 la pérdida de neuronas motoras y
retraso la aparicion de debilidad en un modelo SOD1 mutante de ELA. Se reclutaron 15
participantes. Se mide la escala ALSFRS-R (ver Recuadro 1), el cambio en la relacion
NAA/Cr (N-acetilaspartato/creatina) de la corteza motora por espectroscopia de
Resonancia Magnética y los cambios en los niveles de Isoprostano en orina (marcador

de estrés oxidativo) [35].

Se ha probado el arimoclomol con 38 participantes en un estudio en fase Il-11l de triple
ciego. El arimoclomol interviene en la mejora del mecanismo de respuesta al choque
térmico. Cuando una célula esta expuesta a estrés o a un dafio, sus proteinas se
desnaturalizan y forman agregados anémalos. Las células combaten el plegamiento de
las proteinas estimulando la produccion de proteinas de choque térmico (HSP), cuya
funcién es devolver su estructura normal a las proteinas plegadas incorrectamente. Las
neuronas tienen respuestas poco eficaces al choque térmico. El arimoclomol es un
coinductor de las HSP y promueve plegamiento natural de las proteinas que se estan
sintetizando y el replegamiento de las proteinas mal plegadas. Se mide el tiempo hasta
la muerte, traqueostomia o ventilacién asistida permanente, la tasa de disminucién de
ALSFRS-R durante doce meses, progresion de la enfermedad (tasa de disminucion de
FEV6), seguridad y tolerabilidad del arimoclomol (signos vitales y peso, medidas de
laboratorio, examen fisico, informe de eventos adversos y proporcion de sujetos que
completan el estudio con el tratamiento asignado). Colaboran el Complejo Hospitalario
La Paz de Madrid y el Hospital Universitario Vall d"Hebron de Barcelona [36]. Un
comunicado de prensa de Orphazyme declaré que el ensayo no ha cumplido con los
criterios de valoracion primarios y secundarios que evaluaban el impacto en la funcion
y la supervivencia. El arimoclomol se considerd seguro y tolerable. Esto indica que el
arimoclomol no serd utilizado como tratamiento para la ELA. Se espera una proxima

publicacion de los datos, incluido un trabajo adicional de biomarcadores. [37,38].
NEK1 no se relaciona con la supervivencia de los pacientes

La proteina codificada es una serina/treonina quinasa implicada en la regulacion del
ciclo celular [39]. Se encuentra en un complejo centrosomal con FEZ1 (proteina
neuronal relacionada con el desarrollo axonal) [39]. Defectos en este gen causan

enfermedad renal poliquistica [39]. El mecanismo patogénico es una pérdida de funcion

10



del gen [40]. Actualmente no hay en marcha ningun ensayo clinico en relacion este gen
y la ELA [41].

ATXNZ2 aumenta la susceptibilidad ala ELA y no se relaciona con la edad de inicio

Este gen es uno de los que afecta a la supervivencia de la enfermedad [11]. Se asocia
a enfermedades por expansion de microsatélites. La regién N-terminal de la proteina
contiene una cola de poliglutamina de 14-31 residuos que se expande en estados
patoldgicos (32-200 residuos) [42]. Expansiones intermedias (de 27 a 33 repeticiones
de trinucleétidos) aumentan la susceptibilidad a la ELA, y expansiones mayores (mas
de 36 repeticiones) causan ataxia espinocerebelosa tipo 2 [11,42,43]. No hay correlacion

entre el tamafio de la expansion y la edad de inicio [43].

La proteina codificada por este gen participa en la endocitosis, incrementa las sefiales
MTOR, modificando la translocacion ribosomal y la funcién mitocondrial [44]. mMTOR
pertenece a una familia de quinasas relacionadas con la fosfatidilinositol-quinasa. Estas
quinasas median las respuestas celulares al estrés, como podria ser el dafio al ADN y
la privacion de nutrientes. Esta quinasa es un componente de dos complejos distintos:
MTORC1 y mTORC2. mTORCL1 controla la sintesis de proteinas, el crecimiento y la
proliferacion celular. mMTORC2 es un regulador del citoesqueleto de actina y promueve
la supervivencia celular y la progresion del ciclo celular. Dicha proteina actia como
diana para la detencién del ciclo celular y los efectos inmunosupresores del complejo
FKBP12-rapamicina. Los inhibidores de mTOR se utilizan en los trasplantes de 6rganos

como inmunosupresores [45].

Actualmente hay en curso un ensayo en fase |-l [46]. Este estudio esta en fase de
reclutamiento (108 participantes hasta la fecha). Su objetivo es comprobar la seguridad,
tolerabilidad, farmacocinética, farmacodindmica y el efecto en la progresion de la
enfermedad de BIIB105. BIIB105, también llamado ION541, es un farmaco en
investigacion disefiado para reducir los niveles de ataxina 2. Se trata de un medicamento
antisentido dirigido al RNA de la ataxina 2, para reducir su produccién. Esta en
desarrollo como una terapia potencial para pacientes con la mayoria de las formas de
ELA, independientemente de los antecedentes familiares. Los agregados de proteina
TDP-43 en las neuronas motoras son una patologia coman en mas del 90 por ciento de
la poblaciéon con ELA e induce toxicidad en las neuronas motoras. Se ha demostrado
gue ATXNZ2 modula la toxicidad de TDP-432-3. Ademas, los datos genéticos humanos
también han identificado un vinculo entre ATXN2 y ALS4, también conocido como
senataxina. Mutaciones en este gen se han asociado con una forma de ELA juvenil

autosomica dominante [47]. Se plantea la hipotesis de que la reduccién de ATXN2
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mejorard la patologia TDP-43 subyacente y revertird o evitara la progresion de la
enfermedad, por lo que brindara un beneficio terapéutico a la mayoria de los pacientes

con ELA. Se administra por via intratecal mediante puncion lumbar [48,49].
C90RF72 supone la anomalia genética mas comun

Este es otro de los genes que disminuyen la supervivencia de la ELA [11]. La proteina
que codifica este gen es importante en la regulacion del tréfico vesicular e interacciona
con las proteinas Rab (autofagia y transporte endocitico) [50]. Supone la anomalia
genética mas comun en la ELA [1,51]. La edad media de debut es a los 58 afios y la

supervivencia media, de 30 a 36 meses [10].

Las proteinas Rab representan el grupo mas grande dentro de la superfamilia de las
GTPasas pequefias similares a Ras. Funcionan como interruptores moleculares en la
regulacion del tréfico de membrana intracelular en todas las células eucariotas. Cada
Rab se dirige a un organulo y regula especificamente un paso del transporte de las vias
exociticas, endociticas y de reciclaje, asi como el acoplamiento entre estas vias.
Mediante interacciones temporales con multiples efectores, un Rab puede controlar la
gemacion de la membrana y la formacién de vesiculas de transporte, el movimiento de
vesiculas a lo largo del citoesqueleto y la fusion de membranas en el compartimento
objetivo. El gran nimero de proteinas Rab refleja la complejidad del sistema de
transporte intracelular, esencial para la localizacion y funcién de proteinas secretoras y
de membrana. Las proteinas Rab se han convertido en reguladores importantes de la
transduccién de sefiales, el crecimiento celular y la diferenciacion. La expresion y/o
actividad alterada de Rab se ha implicado en enfermedades como los trastornos

neurolégicos, diabetes o cancer [52].

La expansion de GGGGCC (G4C;) de 2-22 a 700-1600 copias en la secuencia intrénica
de C9ORF72 se asocia con ELA y demencia frontotemporal [11,50,51]. Esta expansion
se puede localizar en la regién del promotor o en el intrén 1, ambas regiones no
codificantes [1,51]. Como consecuencia de las expansiones se forman hibridos de RNA
y DNA, que son transcritos de RNA defectuosos y por tanto, disminuye la produccion de
transcritos de RNA de longitud completa [1,2]. Los estudios sugieren que las
expansiones de hexanucleétidos podrian realizar una estabilizacion selectiva del pre-
mRNA que las contiene, ocasionando la acumulacién de agregados proteinicos
insolubles de dipéptidos repetidos del mRNA traducido [1,50]. Se pueden encontrar
dipéptidos largos en el liquido cefalorraquideo [1]. Hay asociacion entre el nimero de

repeticiones y la edad de comienzo de los sintomas [10].
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En la distribucion poblacional de las mutaciones de este gen se observa un efecto
fundador escandinavo [51]. Un efecto fundador es la reducciéon de la variabilidad
gendmica que ocurre cuando un pequefio grupo de personas es separado de una
poblacion mas grande. Con el tiempo, la nueva subpoblacién resultante tendra
genotipos y rasgos fisicos parecidos a los del grupo inicial que se separd, y esos
genotipos y rasgos pueden ser muy diferentes respecto de la poblacién original mas
grande. Un efecto fundador también puede explicar por qué ciertas enfermedades

hereditarias son més frecuentes en algunos grupos poblacionales limitados [53].

En clinicaltrials.gov aparecen 23 estudios en relacién con la ELA y C9ORF72. Hay 9

estudios en estado de reclutamiento, 6 estudios activos y 4 estudios completados [54].

Uno de estos estudios tiene el objetivo de comprobar la seguridad, tolerabilidad vy
farmacocinética de BIIB078. BIIBO78 es un oligonucleétido antisentido en investigacion
para la ELA asociada a C90ORF72. Se disefid BIIBO78 para probar la hipétesis
prevaleciente de que los mecanismos de la enfermedad para la ELA asociada a
C90RF72 son consecuencia de la toxicidad asociada con el RNA que contiene la
repeticion y los dipéptidos correspondientes. Se encuentra en fase I, con 106
participantes y enmascaramiento cuadruple. La ELA asociada a C9ORF72 es una forma
genética compleja de ELA y existen multiples mecanismos por los cuales la comunidad
cientifica cree que el gen COORF72 causa la enfermedad. El farmaco no ha cumplido
con ningun criterio de valoraciéon secundario de eficacia y no ha demostrado ningun
beneficio clinico y, por lo tanto, el programa de desarrollo de este farmaco sera
suspendido. Este estudio de Fase 1 no apoya la hipétesis, o que sugiere que el

mecanismo de la enfermedad es mucho mas complejo [55,56].

Otro estudio compara GM604 con placebo para probar la seguridad y tolerabilidad en
pacientes con ELA. También se evallan los cambios en los biomarcadores de ELA
antes y después del tratamiento y los efectos sobre la progresion clinica. Estos
biomarcadores son la superdxido dismutasa 1 (SOD1) y la expresion proteica de
sustancias como tau, neurofilamento pesado (NF-H) y cistatina C. Es un estudio en fase
II, con 12 participantes y cuadruple ciego. GM604 es un péptido de sefializacion y
regulacion neuronal enddégeno en la etapa embrionaria humana que controla el
desarrollo, el seguimiento y la correccion del sistema nervioso humano. GM604 controla
y modula muchos genes relacionados con la ELA con efectos positivos en la
neuroproteccién, neurogénesis, desarrollo neuronal, sefializacion neuronal y transporte
neuronal. La FDA [57] y la Agencia Europea de Medicamentos [58] han otorgado a

GM604 el estatus de farmaco huérfano [59].
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Se esté realizando otro estudio para entender el fenotipo clinico y recoger muestras en
busqueda de biomarcadores en pacientes con expansiones de C9ORF72. Es un estudio

prospectivo con 128 participantes [60].
Discusion:

Esta es una enfermedad de importancia social pues la mediana de supervivencia de
esta enfermedad es de tres a cinco afios [1-3,11]. Se tarda aproximadamente un afio
desde el inicio de los sintomas hasta el diagnostico de la enfermedad [4]. Si se
consiguiese reducir esta latencia hasta el diagnéstico probablemente se podrian
implementar terapias que ralentizasen el avance de la sintomatologia con la

consiguiente mejora en la calidad de vida.

El riesgo de recurrencia en la ELA familiar no es mucho mayor que el de la poblacién
general con un caso en la familia. Cuando hay varios miembros afectados, el riesgo

puede aumentar hasta el 50% [10].

En la practica clinica, los tests genéticos no se realizan de forma rutinaria en los
pacientes con ELA, tan solo en aquellos con sospecha de ELA familiar [6]. Se
recomiendan tests genéticos para C9ORF72 y SOD1 en todos los pacientes [10] ya que

hay ensayos clinicos en marcha, de los cuales podrian beneficiarse dichos pacientes.

Hasta la fecha, los tests genéticos tienen poco impacto en la clinica puesto que el
tratamiento es fundamentalmente sintoméatico y su valor predictivo es limitado por la falta
de datos de penetrancia en la poblacién y la expresividad variable [10]. Seria interesante
el desarrollo de nuevas investigaciones en esta linea para poder predecir el riesgo de
desarrollo de la enfermedad en un paciente con alguna de las mutaciones, afiadiendo
ATXNZ2 a los test de rutina, e incluso aplicando esta informacion al Consejo Genético de

parejas portadoras de estas mutaciones.

En conclusién, de los dos genes estudiados que no tienen relacion con la supervivencia

del paciente, podemos resumir lo siguiente.

Sobre NEK1 claramente hace falta mas investigacion mientras que de SOD1 tenemos
mucho conocimiento. SOD1 no esté relacionado con la disminucién de la supervivencia,
pese a que su funcion es la destruccion de los radicales téxicos superoéxido,
responsables de la apoptosis neuronal [29]. Es paradéjico que con esta funcion no haya
una disminucion de la supervivencia. Esto hace sospechar que haya mecanismos
desconocidos en el proceso, y se hace necesaria mas investigacion a este respecto. Sin
embargo, SOD1 si que esta relacionado con el progreso de la enfermedad y la

consecuente pérdida de calidad de vida. Dada la importancia de la calidad de vida para
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los pacientes, es necesario también seguir investigando en esta direccién. Destaca el
hecho de que es la variante con mayor nimero de farmacos en fases mas avanzadas

de su desarrollo. De estos farmacos el mas esperanzador es el tofersen.

Los dos genes estudiados que si afectan a la supervivencia del paciente, desvelan una

relacién entre ambos genes con la autofagia, por diferentes rutas metabdlicas.

ATXN2 se relaciona con una disminucién de la supervivencia de los pacientes, aunque
es poco prevalente. Su funcion es modular las sefiales mMTOR, modificando la funcion
mitocondrial y la respuesta celular al estrés (Figura 3). Considero que esta es una
importante linea de investigacion puesto que existe una disminucién de la supervivencia

y apenas hay ensayos clinicos.

CI90RF72 es el gen mas investigado en los ultimos diez afios [11]. Segun la evidencia
cientifica hasta la fecha, est4 implicado en la disminucion de la supervivencia de los
enfermos, siendo, ademas, la variante genética mas frecuente. GM604 es el farmaco
méas avanzado hasta el momento en ensayos clinicos. Curiosamente, COORF72
también tiene una relacién directa con el proceso de autofagia, modulando la

sefalizacién por Rab (Figura 3).

ATXNZ

incrementa

disminuye l

A}
disminuve

AUTOFAGIA SUPERVIVENCIA

disminuye ’

Rab

incrementa I

CO0RF72

Figura 3. Relacion de C90RF72 y ATXN2 con la autofagia y la supervivencia que tiene lugar en la ELA. [61-63]

Con este trabajo se ha descubierto esta relacion con la autofagia, un proceso que
claramente se relaciona con la supervivencia celular. Va a ser por lo tanto muy
importante que continue la investigacion en estas variantes genéticas de la ELA familiar
teniendo en cuenta este hallazgo, por ejemplo, buscando farmacos que modifiquen la

autofagia. Ademas, este conocimiento puede ayudar también a la comprensién de la
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patogenia de la ELA esporadica y puede servir como base para encontrar un tratamiento

para todos los tipos ELA.
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INTRODUCCION

La Esclerosis Lateral Amiotréfica (ELA) es una enfermedad progresiva de las motoneuronas inferiores y superiores (tabla 1). Se
realiza una electromiografia (EMG) a todos los pacientes con sospecha de ELA y resonancia magnética (RM) para excluir otras
etiologias. La ELA se clasifica segun los criterios diagndsticos de El Escorial (figura 1).

La ELA familiar supone el 5-10% de los casos. Entre los genes identificados se encuentran C9ORF72 (40-50%), SOD1 (20%), ATXN2

y NEK.

Sintomas progresivos.

Tabla 1. Manifestaciones clinicas de la motoneurona inferior y superior. [3-5]

Motoneurona inferior Motoneurona superior

Pardlisis flacida Pardlisis espastica

Hiporreflexia o arreflexia Hiperreflexia

Atrofia Sin atrofia (puede aparecer por la falta

de uso prolongado de las extremidades)

Fasciculaciones Sin fasciculaciones

Hipotonia o atonia Hipertonia

Respuesta plantar flexora Respuesta plantar extensora

Localizacion: Area 4 de Brodmann,
corona radiada, capsula interna,
pedunculos cerebrales.

Localizacién: Tronco del Encéfalo,
Médula Espinal

fasciculaciones.

y reflejos patoldgicos.

Evidencia clinica/EMG
de afectacién de
motoneurona superior
e inferior en 1 regidon
(o]

Signos aislados de
motoneurona superior

Signos de matoneurona
superior e inferior en 1
region y signos de
motoneurona inferior en
2 regiones.

ELA clinicamente probable
apoyada por pruebas de

Evidencia clinica/EMG
de afectacion de
motoneurona superior
e inferior en al menos 2
regiones.

Algunas signos de
motoneurona superior
necesariamente

Signos de motoneurona inferior por regiones (bulbar, cervical, toracico, lumbosacro): Debilidad, atrofia y

Signos de motoneurona superior por regiones (bulbar, cervical, toracico, lumbosacro): Hiperreflexia, espasticidad

Evidencia clinica/EMG
de afectacion de
motoneurona superior e
inferior en 3 0 mas
regiones.

ELA clinicamente definitiva

en al menos 2 regiones
o} (G rostrales a los de

. motoneurona inferior.
Signos de motoneurona

inferior rostrales a los

HIPOTESIS

1. Conocer la funcién de los genes cuya alteracion
modifica la supervivencia de los pacientes con ELA
ayudara al disefo de terapias que aumenten la calidad
y longitud de vida de los pacientes.

2. Conocer los ensayos clinicos existentes en relacion
con los genes que afectan a la supervivencia de los
pacientes con ELA ayudara en su abordaje clinico.

METODOS

A) PubMed

y phic lateral scl i Terms] - 22370

resultados.

*Se descartan 13461 resultados

phic lateral scl i Terms])

i Se descartan 8871 resultad
AND (genetic) - 8909 resultados. “>€ descartan esultados

(amy: phic lateral sc|
Terms]) AND (genetic) Filters: Systematic
Review Sort by: Most Recent - 38

resultados.
B)
Genetic Testing -
Gene clinicaltrials.gov
OMIM Registry 3:{
(amyotrophic lateral *SOD1 “Amyotrophic lateral gen X | Amyotrophic
sclerosis) AND Homo *NEK1 sclerosis”[DISNAME] Lateral Sclerosis.
Sapiens[Organism] «ATXN2 AND “gen X"([sym] * SOD1 - 24 resultados.
*525 resultados. «C90rf72 *SOD1 - 80 resultados. #NEK1 - 0 resultados.

*NEK1 - 19 resultados.

*ATXN2 - 87
resultados.

*C90rf72 - 63
resultados.

(Resumen en Tabla 2) *ATXN2 - 1 resuitado.

*C90rf72-23
resultados.

Figura 2. A) Busqueda de revisiones de alto grado de evidencia en PubMed. B) Exploracion de
conocimientos sobre estos genes en Gene [14], OMIM [18], Genetic Testing Registry [15] y
clinicaltrials.gov [16].

de motoneurona
superior.

ELA clinicamente probable

ELA clinicamente posible

Figura 1. Criterios diagndsticos de El Escorial revisados. Elaboracion propia. Adaptado de Quinn Cy Elman L, 2020 [10].

RESULTADOS
SOD1 y NEK1 no disminuyen la supervivencia de los pacientes
mientras que ATXN2 y C9orf72 si. No hay ensayos clinicos
relacionados con NEK1. Sin embargo, hay 26 ensayos clinicos en
relacion con SOD1 y ELA; entre ellos se encuentran ISIS 333611,
pirimetamina, BIIB067 (tofersen) y arimoclomol.
Se esta probando BIIB105/ION541 en el contexto de ELA y ATXN2.
Hay 23 estudios relacionados con C9ORF72 y ELA. Destacan
BIIBO78, GM604 y un estudio para entender el fenotipo clinico y
recoger muestras en busqueda de biomarcadores.
Estudiando las funciones de C90RF72 y ATXN2 este TFG desvela
que los dos genes relacionados con la supervivencia estan, a su
vez, relacionados con la autofagia (figura 3).

ATXN2
incrementa
mTOR

disminuye

disminuve

SUPERVIVENCIA

AUTOFAGIA

disminuve

Rab

incrementa [

CO0RF72

Figura 3. Relacién de C90RF72 y ATXN2 con la autofagia y la supervivencia que tiene lugar en la ELA. [62—64]

CONCLUSIONES

Es necesaria mas investigacion en las variantes genéticas de la ELA familiar.

ATXN2 (por via de mTOR) y C90RF72 (por medio de las proteinas Rab) se relacionan con la
disminucion de la supervivencia por una disminucion de la autofagia. Este hallazgo se podria
utilizar para el disefio de farmacos que modifiquen la autofagia y alarguen la supervivencia.
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