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MODELS MURINS PER A L’ESTUDI DE
MALALTIES NEURODEGENERATIVES

Figura 1. Embrions de ratoli.
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Les malalties neurodegeneratives han estat probablement, du-
rant molts anys, un dels reptes més importants de la patologia
neurologica. Totes elles tenen en comu el seu curs progressiu i
irreversible i, tanmateix, difereixen en les seves manifestacions
cliniques, com per exemple en la deméncia precog de la malal-
tia d’Alzheimer (Krigman i col., 1965), les alteracions motores
de la malaltia de Parkinson (Effron, 1951) o I’atrofia muscular
de I’esclerosi lateral amiotrofica (ELA, Friedman i Freedman,
1950). Un dels abordatges experimentals més recents i que s’ha
revelat com una forma excel-lent d’enfocar I’estudi de les cau-
ses 1 els mecanismes d’aquest tipus de malalties son els models
murins genéticament modificats. Aquests models permeten re-
alitzar aproximacions experimentals a I’etiologia de diverses
malalties humanes a causa de la seva conservacio filogenética
i ’homologia relativa amb el model huma. Pero probablement

un dels motius més solids per a justificar el seu us és I’auge en
els darrers anys de I’aplicacié de técniques com 1’enginyeria
genética, que permeten fabricar literalment models modificats
genéticament a la carta. Tot i que aquestes modificacions ge-
nétiques podrien aplicar-se a les rates i fins i tot a mamifers
superiors, se solen utilitzar ratolins per aquest tipus d’abordat-
ge amb 1’argument principal del millor coneixement del seu
genoma, la seva facilitat de reproduccié (Figura 1) i la seva
mida, que permet la seva estabulacié en grans grups. A aixo se
1i afegeix el fet que el seu metabolisme és rapid i el seu cicle
vital és de dos anys, cosa que permet fer estudis longitudinals
en espais de temps relativament curts.

En concret, en I’estudi de les malalties neurodegeneratives
s’han utilitzat diversos tipus de ratolins modificats genética-
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ment. D’una banda hi ha els models mu-
rins generats per transgénesi, amb sobrex-
pressio o silenciament d’un gen especific,
models produits per la supressio d’un tipus
cel-lular determinat, mitjangant la incorpo-
racié de material genétic huma o de grans
fragments de DNA mitjangant 1’us de cro-
mosomes artificials de llevat (YACs) o
bacterians (BACs). També hi ha models
murins amb mutacions espontanies o in-
duides per encreuaments selectius, models
generats in vitro mitjangant la manipulacio
de cél'lules pluripotencials i, potser els
més interessants, models de transgénesi
condicional. Mitjangant aquestes técni-
ques obtenim ratolins que sobrexpressen
un gen o un grup de gens (models de so-
brexpressio), que els tenen silenciats (mo-
dels knock-out) o que només tenen afectat
un al-lel (models heterozigots), o bé que
simplement contenen mutacions en un o
diversos gens concrets que seran respon-
sables del fenotip observat.

Actualment hi ha un gran nombre de ra-
tolins mutants utilitzats com a models ex-
perimentals per a I’estudi de les malalties
neurodegeneratives. L’etiologia de la ma-
laltia d’Alzheimer rau en la formacio de
plaques senils en qué s’acumula la protei-
na B-amiloide després d’un processament
anormal de la mateixa (Mileusnic i col.,
2005), essent un dels principals causants
del deteriorament cognitiu caracteristic
en el curs de la malaltia. Aixi doncs, s’han
generat diversos models de ratoli que so-
brexpressen el gen que codifica la prote-
ina precursora de I’amiloide, anomenada
APP (‘amiloid precurdor protein’), que
ha permés aprofundir en els mecanismes
subjacents a aquesta patologia (Lim i col.,
2005; Singer i col., 2005). Un altre mo-
del important és el del silenciament del
gen BACE-1, que codifica una proteina
encarregada de processar I’APP tot for-
mant diposits d’amiloide (Dominguez i
col., 2005). També hi ha models de mu-
tacions per a les proteines presinilina-1
i 2 (Dewachter i col, 2002; Jankowsky i
col., 2004) i de la lipoproteina transporta-
dora de colesterol, 1’apolipoproteina E o
APOE (Harris i col., 2003). Un dels punts
importants en enginyeria genética és que
es poden observar variacions en la inci-
déncia de la malaltia mitjangant combi-
nacid, en un sol model muri, de diverses
modificacions genétiques com en el cas
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Figura 2. Ratoli control sotmés a cirurgia d’implantacié d’eléctrodes per avaluar els canvis sinaptics

in vivo durant I’aprenentatge.

del transgenic BACE/APP (Willem i col.,
2004). Un altre exemple és el doble mu-
tant de BACE/Tau (Perez i col., 2005) o
el PS2/APP (Richards i col., 2003). En el
cas del Parkinson, s’ha identificat el gen
de la a-sinucleina (Giasson i col., 2002),
per al qual s’han generat ratolins de so-
brexpressio i de silenciament, ambdos
relacionats per una altra banda amb la
malaltia d’Alzheimer. En aquesta pato-
logia s’han identificat altres gens com a
possibles candidats. Aixi s’ha generat el
mutant knock-out per a parkina (PARK2)
i el mutant per al gen DJ-1, aixi com el
mutant heterozigot per al gen Nurrl. En
altres tipus de malalties neurodegenati-
ves, com 1’esclerosi lateral amiotrofica
s’han des-crit models d’expressio de mu-
tacions de I’enzim SODI, estretament
relacionat amb I’aparici6 d’ELA fami-
liar (Teng i col., 2006; Amendola i col.,
2004). En aquest model muri s’ha obser-
vat una degeneracié motora similar a la
que presenten els pacients que se’ls ha
diagnosticat ELA.

De fet, aquests models murins presenten
un fenotip similar a I’observat en pacients
humans, malgrat que, Obviament, els rato-
lins no s6n humans en miniatura. No obs-
tant aixo, la severitat amb que fan aparicio
les malalties d’aquest tipus en humans no
s’observa massa vegades en models mu-

rins, en ocasions essent els simptomes en
aquests més suaus. Sumat a aquest factor
interespecific, hom troba que en 1’abor-
datge de la fenotipacié conductual apa-
reixen certes dificultats tecniques (Figura
2). La primera, tot i que sembli jocosa, és
que els ratolins no llegeixen les nostres
publicacions cientifiques, cosa per la qual
no saben que esperem d’ells. I la segona
és que no ens poden explicar com se sen-
ten o que estan experimentant durant un
test conductual. Per aixo hom ha hagut
de construir al voltant de la fenotipacio
conductual uns criteris de validesa que
ens permetin acceptar I’homologia d’un
model amb la malaltia humana a diferents
nivells, a més de considerar uns criteris
estanda-ritzats per acceptar certes proves
com a valides per estudiar un determinat
fenotip. Aquests criteris es poden establir
gracies al fet que, si bé el repertori con-
ductual o ecograma del ratoli és diferent
al de ’huma, part de les conductes que
es poden observar estan conservades evo-
lutivament a través de les especies i de-
penen d’estructures i processos similars.
Es precisament 1’observacié d’aquestes
conductes el que ens permetra registrar
els efectes produits per una modificacio
genética en un model muri d’una malaltia
i extrapolar-los d’aquesta espécie a la hu-
mana. Com s’ha comentat anteriorment,
per arribar a aixo els investigadors de la
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Figura 3. Laberint Aquatic de Morris. Ratoli
que arriba a la plataforma en una sessio de
plataforma visible.

conducta, etolegs o especialistes de la fe-
notipacio, es van posar d’acord en una s¢-
rie de criteris per a determinar parametres
de I’estudi fenotipic de malal-ties neu-
ropsiquiatriques  (McKinney i Bunney,
1969; Griebel i col., 1996). Un d’ells és el
criteri de validesa aparent, que fa refereén-
cia al fet que la resposta conductual obser-
vada en els ratolins ha de tenir la mateixa
estructura que les respostes conductuals
observades en pacients. Una altra n’és
la validesa predictiva, que fa referéncia
a la similitud de I’eficacia farmacologica
existent entre el model muri i la malaltia
a ’huma. I per ultim, ’anomenada vali-
desa de cons-truccio, que exigeix que la
patogenia i els substrats neurobiologics
subjacents al trastorn han de ser iguals en
ratolins 1 humans.

Aplicant aquests criteris i basant-nos en
I’estudi de malalties neurodegeneratives,
per a avaluar el fenotip hem de dissenyar
una bateria conductual que permeti deter-
minar aquests criteris de validesa i que
avalui parametres extrapolables a la ma-
laltia en humans. Per tant, per cada ma-

laltia hi haura una bateria especial com-
posta de proves conductuals especifiques.
Posant com a exemple les tres malalties
citades anteriorment, en una bateria per
estudiar la malaltia d’Alzheimer haurem
de posar émfasi en I’analisi del compor-
tament relacionat amb aspectes cognitius
alterats, que son els que caracteritzen pre-
cisament aquesta patologia. Entre ells hi
ha el laberint aquatic de Morris (Morris,
1984; Wilcoxon i col., 2007), una prova
que ja s’ha convertit en classica per ava-
luar I’aprenentatge visual i espacial en
models murins, que consisteix en analit-
zar la laténcia d’escapament d’un ratoli
quan aquest és introduit en un tanc ple
d’aigua amb una plataforma amagada al
seu interior (Figura 3). Un ratoli amb ca-
pacitat cognitiva conservada reduira dia a
dia la laténcia d’arribada a la plataforma,
mentre que els models murins de malaltia
d’Alzheimer probablement mostrin latén-
cies molt més elevades degut al deteriora-
ment cognitiu associat a aquesta patologia

I’exposicié a objectes tant nous com co-
neguts. En aquest cas, en un animal amb
problemes cognitius s’observaran alte-
racions en el reconeixement d’objectes
familiars (Zhang i col., 2006). Quan hem
d’abordar altres patologies neurodegene-
atives amb components motors, com la
malaltia de Parkinson, les bateries con-
ductuals han d’enfocar-se precisament a
I’estudi de parametres relacionats amb la
conducta motora. Amb aquest proposit
podem utilitzar proves conductuals com
el rotarod, en qué el ratoli ha de tenir una
coordinacié6 motora adequada amb les
potes anteriors i posteriors per tal de no
caure de la roda giratoria. Un model muri
per aquesta malaltia probablement mostri
una menor capacitat per aguantar-se so-
bre una roda giratoria que el seu homoleg
control (Colebrooke i col., 2006). Un al-
tre test interessant per formar part d’una
bateria d’estudi de la malaltia de Parkin-
son ¢s la cinta sense fi, aparell en qué el
ratoli ha de caminar/correr per una cinta

Figura 4. Camp Obert. Ens permet estudiar el patr6 basal de locomocio.

(Zhang i col., 2006). Una versié d’aquest
protocol és el laberint aquatic radial, que
permet avaluar amb eficacia parametres
com la memoria de referéncia i la memo-
ria de treball (Lovasic i col., 2005) o el
test de reconeixement d’objectes, basat
en I’avaluacio de la reaccié d’un ratoli a

mecanica per evitar una lleugera descar-
rega eléctrica a les potes. Un ratoli model
de Parkinson realitzara pitjor la tasca que
un ratoli sense modificacions genétiques
(Amende i col., 2005). Finalment, en el
cas de I’ELA, practicament qualsevol test
que avalui components motors grollers
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sera til per a determinar el fenotip de la
malaltia en models murins. Des d’un test
de camp obert, que ens permet determinar
el patr6 de locomocio basal dels ratolins,
fins a un test de forga prémsil, amb el qual
podem avaluar de manera objectiva la for-
c¢a i el to muscular en les extremitats su-
periors dels ratolins. Ambdos parametres
estan alterats en pacients diagnosticats
amb ELA i, per tant, ambdds protocols
experimentals son eines Utils per avaluar
la incidéncia de la malaltia en els models
modificats genéticament.

Aixi doncs, dissenyar una bateria de pro-
ves conductals adequada depén inicament
de la correcta identificacio dels simptomes
caracteristics de les patologies que volem
estudiar i de 1’adequada definici6 dels pa-
rametres avaluables en els nostres models
murins, complint amb el criteri de validesa
aparent. Tot i la complexitat de I’etiologia
dels trastorns neurodegeneraius, la feno-
tipacié conductual ens permet abordar-la
mitjangant models valids. En aquest con-
text, tant la investigacio en biologia mo-
lecular basica com la dirigida a 1’elabora-
ci6 de farmacs necessiten aquests models
murins de malalties humanes 1, sobretot, la
seva correcta fenotipacié per poder diluci-
dar els seus mecanismes subjacents i, con-
segiientment, generar terapies dirigides a la
seva prevencio o potser a la reversio de part
dels seus fenotips.
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