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ALS   Amyotrophic Lateral Sclerosis
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AMPA �-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic 

acid 

ANG Angiogenin

AP   Alkaline phosphatase

APS   Ammonium persulfate

BaCl2  Clorur de Bari

BSA   Bovine serum Albumin

Ca2+  Calci

CaCl2  Clorur de calci

CaMkII Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II

Ca(NO3)2    Nitrat de calci

cDNA   Àcid desoxiribonucleic complementari  

Cl-  Clorur

cRNA   Àcid ribonucleic complementari

Da   Dalton

DAG   Diacilglicerol

DEPC   Dietil pirocarbonat

DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA   Àcid desoxiribonucleic

DO   Densitat òptica

dNTP   Deoxyribonucleotide triphosphate

dUTP   deoxyuridine-triphosphate

E   Dia embrionari

EAAT   Excitatory amino acid transporter

ECL   Enhanced chemiluminescense

ELA   Esclerosi Lateral Amiotròfica

ELISA   Enzyme linked immunosorvent assay

FBS   Fetal bovine serum

FTLD   Frontotemporal Lobar Dementia

FUS/TLS Fused in sarcoma/Translocated in liposarcoma

3



Abreviatures

GAP   GTPase activating protein

HCl   Àcid clorhídric

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic 

acid 

HRP Horseradish peroxidase

Hsp Heat shock protein

Hz   Hertz 

H2O2  Peròxid d’hidrogen

H2SO4  Àcid sulfúric

IgG   Immunoglobulina G 

Im   Intensitat del corrent de membrana

IP3   Inositol 1,4,5-trifosfat

KCl   Clorur de potassi

LB   Medi Luria-Bertani

LCR   Líquid cefaloraquidi

LMND   Lower Motoneuron Disease

LPA   Àcid lisofosfatídic

mA   Mili Amper

MAPK   Mitogen-activated protein kinase 

MG   Miastènia Gravis

MgSO4  Sulfat de magnesi

MK-801 (+)-5-methyl-10,11- dihydro-5H-

dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-imine maleate

MN Motoneurona

MND Motor Neuron Disease

MOPS   3-(N-morpholino)propanesulfonic acid

mRNA   Àcid ribonucleic missatger

mSOD1  SOD1 mutada

mV   Mili Volt

��   Mega Ohm

nA   Nano Amper

NaCl   Clorur sòdic
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NaHCO3  Bicarbonat sòdic

NaH2PO4  Dihidrogenfosfat de sodi

Na2HPO4  Fosfat disòdic

NF   Neurofilaments

nl   Nano litre

nm   Nanòmetre

NMDA   N-methyl-D-aspartate

NMDAR  Receptor de NMDA

NO   Nitric oxide

NR   Normal Ringer

NT   Neurotransmissor

O2
��-   Anió superòxid

OH-  Anió hidroxil

ONOO-  Peroxinitrit

OPD   O-phenylenediamine dihydrochloride

P   Post natal

pb   Parells de bases

PBP   Paràlisi Bulbar Progressiva

PBS   Phosphate buffered saline

PCD   Programmed cell death

PCR   Reacció en cadena de la polimerasa

PIP2  Fosfoinositol bifosfat

PLC   Fosfolipasa C

PLS   Primary Lateral Sclerosis

PMA   Progressive Muscular Atrophy

RE   Reticle endoplasmàtic

RNA   Àcid ribonucleic

RNAse   Ribonuclease

ROS   Reactive oxigen species

s   Segons

SDS   Sodium dodecyl sulfate

SEM   Error estàndard de la mitjana

5



Abreviatures

Sema3A  Semaforina 3A

SNC   Sistema nerviós central

SOD1   Cu/Zn superòxid dismutasa-1 

TARDBP  Trans active response DNA binding-protein

TBS   Tris-buffered saline

TDP-43   TAR DNA binding-protein 43

Tris   trishydroxymethylaminomethane

UNG   Uracil-N-glycosylase

UPR Unfolded Protein Response/Resposta a estrès del 

RE

V   Volts

VAPB Vesicle-associated membrane protein-

associated protein B 

VEGF   Vascular endothelial Growth Factor

VGCC   Voltage-gated calcium channel

Vm   Voltatge de membrana

WB   Western-blot

WT   Wild-type

µA   Micro Amper

µC   Micro Coulomb

µl   Micro litre
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 Resum 

L’Esclerosi Lateral Amiotròfica (ELA o ALS) és una malaltia 

neuromuscular caracteritzada per la degeneració selectiva de les 

motoneurones (MN) superiors del còrtex motor i les MN inferiors, del 

tronc de l’encèfal i la medul·la espinal, que es resol en una debilitat, 

espasticitat i atròfia progressives de la musculatura esquelètica. El curs

de la ELA està acompanyat d’alteracions de la parla, la deglució i la 

respiració, que evolucionen en una fallida respiratòria provocant la 

mort, normalment cap als 3-5 anys després de l’aparició dels primers 

símptomes. Menys del 10% dels casos corresponen a la forma familiar 

de la malaltia, i un 20% d’aquests estan relacionats amb mutacions en 

el gen de l’enzim superòxid dismutasa 1 (mSOD1). La resta de casos, 

més del 90%, corresponen a la forma esporàdica. Fins avui, no existeix, 

però, cap tractament que aconsegueixi una millora significativa de la 

progressió de la malaltia i les causes implicades en la degeneració 

selectiva de les MN en la ELA són encara desconegudes.

En els últims anys, la patogènesi de la ELA s’ha atribuït a diversos 

mecanismes cel·lulars i moleculars entre els quals destacarien l’estrès 

oxidatiu, l’agregació proteica anormal, la disfunció mitocondrial, el 

transport axonal aberrant, la neuroinflamació, l’autoimmunitat o 

l’excitotoxicitat per glutamat.

En el present estudi hem treballat amb dues d’aquestes hipòtesis en 

avaluar l’efecte dels sèrums de pacients amb ELA i altres malalties de 

la MN sobre l’activitat del receptor ionotròpic de glutamat de tipus N-

metil-D-Aspartat (NMDAR), expressat en el model d’oòcit de Xenopus 

laevis. Alhora, mitjançant assaigs de ELISA, hem analitzat la presència 

d’autoanticossos associats a ELA en el sèrum de pacients.

L’acció dels sèrums control i patològics en els oòcits de Xenopus

produïa la generació de corrents oscil·latoris de clorur (Cl-). Aquests 

corrents havien estat prèviament descrits en aquestes cèl·lules i són

deguts a l’activació dels canals de Cl- dependents de calci (Ca2+), 

endògens en els oòcits de Xenopus, a causa de la mobilització de 
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Ca2+ intracel·lular. L’alliberació de Ca2+ dels compartiments 

intracel·lulars es activada per l’acció d’un factor sèric, anomenat àcid 

lisofosfatídic o lisofosfatidat (LPA), sobre el seu receptor, present en la 

membrana dels oòcits, i a través d’una via de senyalització de segons 

missatgers. Així doncs, en aquest model, la generació de corrents 

oscil·latoris de Cl- és una mesura indirecta de la mobilització 

intracel·lular de Ca2+. Vàrem observar que, en presència del NMDAR, 

les respostes generades pel sèrum ELA eren significativament superiors 

a les activades pel sèrum d’individus sans i d’altres malalties de la MN.

Vam descartar que aquest efecte es degués a l’activació directa del 

NMDAR ja que les mostres de sèrum havien estat tractades per tal 

d’eliminar el seu contingut en aminoàcids excitatòris. La resposta 

generada pel sèrum ELA presentava una dependència respecte de la 

presència de les dues  subunitats del NMDAR i era sensible al bloqueig 

del receptor amb MK-801, un antagonista no competitiu.

Per tal de trobar similituds entre les formes esporàdiques i familiars de la 

malaltia, vàrem reproduir els experiments amb  sèrums del model de 

rata transgènica mSOD1 G93A. Aquests animals sobreexpressen formes 

mutades de SOD1 i desenvolupen una degeneració similar a la 

observada en la ELA humana, tot i això, es consideren un  model de la 

forma familiar de la malaltia. Vàrem observar, que tal com en el cas 

dels sèrums humans de ELA, les mostres de sèrum mSOD1 G93A 

generaven, en presència del NMDAR, respostes significativament 

superiors a les activades pel sèrum de rata WT. Aquest efecte, però,

tan sols era observable en estadis inicials de la malaltia, a P30.

Diversos estudis han aportat dades que recolzen la citotoxicitat de les 

immunoglobulines G (IgG) de pacients amb ELA sobre les MN. A 

l’analitzar l’acció de la fracció de IgG purificada dels sèrums control i 

patològics en el model d’oòcit de Xenopus, vàrem observar que es 

generaven corrents transitoris d’entrada  de tipus no oscil·latori, els 

quals diferien  dels generats en el cas del sèrum complet. La resposta 
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activada per IgG de pacients amb ELA en presència del NMDAR era 

també significativament superior a la generada per les IgG d’individus 

sans.

En aquest treball, hem proposat que, l’increment en la mobilització de 

Ca2+ intracel·lular observada com a resposta a l’acció dels sèrums ELA, 

en els oòcits de Xenopus que expressen el NMDAR, es deguda a  la 

presència de factors sèrics associats a la malaltia, els quals actuarien a 

través de vies de senyalització no canòniques del receptor.

En la segona part d’aquest estudi s’ha comprovat la presència 

d’anticossos contra la proteïna Semaforina 3A (Sema3A)  en alguns 

sèrums de ELA i Lower Motor Neuron Disease (LMND), una altra forma 

comuna de malaltia de la MN. La Sema3A és una molècula 

quimiotàctica de guia axonal que forma part de la classe 3 de la 

família de les Semaforines. Ha estat associada a l’emissió de senyals 

quimiorepel·lents i al col·lapse del conus de creixement de l’axó. En un 

treball recent, s’ha relacionat la Sema3A amb la patologia de la ELA 

en detectar-se una sobreexpressió d’aquesta proteïna en cèl·lules de 

Schwann terminals del model de ratolí mSOD1 G93A. En aquests 

animals, l’expressió de Sema3A no només inhibeix la plasticitat a nivell 

del terminal nerviós d’aquestes sinapsis sinó que afavoreix la 

denervació axonal i la degeneració de les MN en estadis primerencs 

de la malaltia.

Tot i descartar-se que els anticossos contra Sema3A siguin un 

marcador específic de la ELA, al no detectar-se en tots el sèrums de 

pacients, i alhora, al estar presents també en algunes mostres LMND, 

aquests autoanticossos podrien tenir un efecte defensiu contra els 

senyals nocius exercits per Sema3A sobre els axons de les MN.
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Introducció

1. L’Esclerosi Lateral Amiotròfica

L’Esclerosi Lateral Amiotròfica (ELA o ALS, Amyotrophic Lateral 

Sclerosis) és una malaltia degenerativa que afecta selectivament les 

motoneurones (MN) superiors del còrtex motor i les MN inferiors del 

tronc de l’encèfal i la medul·la espinal. La disminució continua del 

nombre de MN provoca una atròfia i debilitat progressiva dels músculs 

esquelètics, espinals i bulbars, instaurant una paràlisi cada cop més 

extensa, de pronòstic letal. S’acompanya d’alteracions de la parla, 

dificultats per a la deglució i una exaltació dels reflexes tendinosos, tot 

i que es mantenen inalterades les funcions cerebrals no vinculades a 

l’activitat motora. En les etapes finals de la malaltia, apareix la 

incapacitat de respirar per un mateix i la mort es produeix, 

generalment, per una fallada respiratòria.

1.1 Manifestacions clíniques de la ELA

L’ELA va ser descrita l’any 1869 pel neuròleg francès Jean-Martin 

Charcot (Charcot i Joffroy, 1869) i, per això, anomenada inicialment 

Esclerosi de Charcot. El nom complet de la malaltia fa referència a dos 

aspectes clínico-patològics característics. Per una banda, “esclerosi 

lateral”, indica la pèrdua de fibres nervioses, acompanyada d’una 

esclerosi o cicatrització glial, a la zona lateral de la medul·la espinal. 

Aquesta regió està ocupada per fibres o axons motors que connecten 

amb les MN del corn anterior de la medul·la, les quals envien els seus 

axons als músculs. Els axons del cordó lateral formen part de la 

denominada via corticoespinal o piramidal, que controla els 

moviments voluntaris. Per altra banda, el terme “amiotròfica” fa 

referència a l’atrofia muscular que es produeix a causa de la 

inactivitat crònica dels músculs al deixar de rebre senyals nervioses. La 

degeneració de la via piramidal interromp les connexions entre la 

primera MN del còrtex cerebral i la segona MN situada al corn anterior 
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de la medul·la espinal (Figura I-1). Aquest fet condueix a una pèrdua 

dels controls inhibitoris de la primera neurona sobre la segona i es 

tradueix en l’espasticitat (contracció permanent de la musculatura) i 

la hiperreflèxia (excés de reflexes tendinosos) pròpies de la ELA. 

Figura I-1. Àrees del sistema motor humà afectades selectivament en el procés 
neurodegeneratiu de la ELA. Les MN superiors de l’escorça motora emeten els 
seus axons cap a la medul·la constituint el tracte corticoespinal, i acaben 
establint sinapsis amb les MN inferiors del corn anterior, les quals, a traves dels 
nervis perifèrics, s’encarreguen d’innervar la musculatura. Les MN bulbars 
(cranials), que controlen  la parla i la deglució, i les MN espinals, que controlen 
les extremitats i la musculatura respiratòria, es veuen afectades en la ELA, així 
com les MN superiors de l’escorça motora (Greenberg i Jin, 2005).

En referència a aquests canvis patològics, Charcot va reanomenar la 

malaltia com Esclerosi Lateral Amiotròfica, tot i que 20 anys abans, un 

altre neuròleg francès, François A. Aran, ja havia atribuït 11 casos de 

ELA a una Atròfia Muscular Progressiva (Aran, 1850).

16



Introducció

Amb una supervivència d’entre 1 i 5 anys després del diagnòstic, la 

ELA té una incidència de 2-3 casos per cada 100,000 habitants/any, 

augmentant fins a 15 casos/100,000 passat el rang d’edat en el que se 

sol presentar, entre els 50 i els 60 anys (Yoshida et al., 1986). La ELA es 

pot subdividir en formes d’inici bulbar o d’inici espinal, segons el lloc 

d’afectació dels primers símptomes, sent les formes d’inici bulbar un 

25% dels casos totals. Tot i que no existeix cap component de tipus 

genètic en el 90-95% dels casos de ELA, coneguts com ELA de tipus 

esporàdica, el 5-10% restant dels pacients hereten la malaltia (ELA de 

tipus familiar) habitualment de forma autosòmica dominant. S’han 

descrit, però, alguns casos de ELA d’inici infantil o juvenil amb herència 

autosòmica recessiva (Hadano et al., 2001). El 20% dels casos de ELA 

familiar son provocats per mutacions en el gen que codifica l’enzim 

Cu/Zn superòxid dismutasa-1 (SOD1) (Rosen et al., 1993).

Als Estats Units d’Amèrica la ELA s’anomena sovint malaltia de Lou 

Gehrig, en honor al famós jugador de beisbol que va morir de ELA 

l’any 1939. Altres víctimes conegudes de la malaltia van ser l’actor 

David Niven, el compositor Dimitri Shostakovich o el dirigent polític 

xinès Mao Tsetung. El famós astrofísic, guanyador del premi Nobel, 

Stephen Hawking, pateix encara avui dia una forma insòlitament llarga 

de la malaltia. 

Actualment, cada cop més autors  consideren que la ELA forma part 

d’un grup heterogeni d’alteracions anomenades Malalties de la 

Motoneurona, on s’inclourien altres afectacions de les neurones 

motores.

Tot i ser descrita fa més de 135 anys, segueixen sense identificar-se  els 

mecanismes patològics que provoquen la degeneració selectiva de 

les MN en la ELA, i el que és encara més greu, avui en dia encara no 

es disposa de cap tractament  per aturar el seu curs.
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1.2  Malalties de la Motoneurona

Les Malalties de la Motoneurona (MND, Motor Neuron Disease) són un 

grup heterogeni de malalties, algunes d’elles amb caràcter hereditari, 

que presenten una afectació exclusiva o predominant de les neurones 

motores de l’escorça cerebral, i/o dels nuclis motors del tronc de 

l’encèfal (preservant-ne normalment els nuclis oculomotors) i/o del 

corn anterior de la medul·la espinal. 

El gran espectre de malalties motores que existeixen avui dia i els 

problemes de diagnòstic que sorgeixen degut a la similitud de 

símptomes entre elles fan que la classificació de les MND no estigui 

clarament establerta. La Taula I-1 mostra la última classificació de 

MND que s’ha dut a terme al Regne Unit i el conjunt de síndromes 

motores amb les quals es poden confondre. En alguns països, algunes 

d’aquestes síndromes també son classificades com MND.
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Taula I-1 Classificació de les Malalties de la Motoneurona (MND).

* = potencialment tractable (Wood-Allum i Shaw, 2010)
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Les MND es classifiquen en tres grans grups principals, depenent del 

patró d’afectació de les MN i de la part del cos on s’inicien els primers 

símptomes (Wood-Allum i Shaw, 2010). La ELA és la forma de MND més 

comuna entre la població adulta i afecta les MN superiors i inferiors de 

l’escorça cerebral, el tronc de l’encèfal i la medul·la espinal.  L’Atròfia 

Muscular Progressiva (o Progressive Muscular Atrophy, PMA), afecta 

principalment les MN inferiors  i es caracteritza per una debilitat i 

pèrdua progressiva de la massa muscular, acompanyada d’espasmes 

i pèrdua de pes. La tercera forma de MND, l’Esclerosi Lateral Primària

(o Primary Lateral Sclerosis, PLS) afecta les MN superiors i produeix 

rigidesa i paràlisi de les extremitats, però té un pronòstic més benigne 

que la resta.  Poc freqüentment les MND també poden associar-se a 

alteracions extra-motores. S’ha descrit que el 10% dels casos de ELA 

clàssica es troben associats a una demència frontotemporal 

(Murakami i Yoshida, 1995). 

La Paràlisi Bulbar Progressiva (o Progressive Bulbar Palsy, PBP) es 

considera una forma primerenca de ELA que afecta 

predominantment les MN dels nuclis bulbars, mentre que la Lower 

Motoneuron Disease (LMND), que afecta els músculs d’extremitats 

superiors i inferiors també seria reconeguda com una variant de la ELA 

que podria desembocar en la forma completa de la malaltia . 

1.3 Degeneració selectiva de les MN en la ELA

1.3.1 Factors determinants de la vulnerabilitat de les MN

Un dels trets més significatius en la patogènia de la ELA que encara no 

té una explicació clara és la vulnerabilitat selectiva que pateixen les 

MN, a nivell del cervell i del corn anterior de la medul·la espinal. 

Aquest fet podria estar relacionat amb les característiques 

específiques d’aquest subtipus cel·lular: gran activitat metabòlica, 
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contingut de receptors, gran volum del soma i longitud extrema de 

l’axó, particular organització del citoesquelet, sensibilitat elevada al 

dany mitocondrial o escassa capacitat per suportar alteracions en la 

concentració de calci intracel·lular. 

Les MN són riques en receptors de glutamat, en particular, en una 

forma del subtipus AMPA que no conté la subunitat GluR2, fet que els 

confereix una major permeabilitat al calci i, per tant, una major 

vulnerabilitat als estímuls excitotòxics (Calderó et al., 1997; 

Vandenberghe et al. 2000). Per altra banda, el fet més distintiu que 

diferencia les MN dels altres tipus cel·lulars és la seva gran mida. El 

soma cel·lular és l’encarregat de sintetitzar una gran quantitat de 

molècules, entre elles els factors neurotròfics, que han de ser 

transportades per tota la longitud de l’axó. S’ha observat que la 

disrupció del complex dineïna-dinactina, encarregat del transport 

axonal retrògrad, en ratolins transgènics que sobre-expressen 

dinamitina (p50), molècula amb capacitat per desacoblar el complex, 

produeix una degeneració lenta de les MN i la denervació de la 

musculatura (LaMonte et al., 2002). Una altra característica que fa més 

sensibles les MN a patir neurodegeneració respecte d’altres tipus 

cel·lulars és el seu gran contingut en neurofilaments (NF). Els NF són el 

component majoritari del citoesquelet neuronal i juguen un paper 

important, tan en l’estructura i diferenciació de la cèl·lula, com en la 

formació i manteniment de la mida de l’axó. Diferents treballs han 

detectat la presència de dipòsits de NF en MN en degeneració en 

varies malalties de tipus neurodegeneratiu, incloent-hi la ELA (Lee i 

Cleveland, 1996; Tsang et al., 2000). Aquesta acumulació de NF, 

apareixeria en les primeres etapes de la malaltia, específicament en el 

soma i axó de les MN del corn anterior de la medul·la espinal 

(Carpenter, 1968). Finalment, també s’ha observat que les MN  són 

més vulnerables a les sobrecàrregues de calci intracel·lular que altres 

tipus neuronals. Això es degut a les baixes concentracions de proteïnes 
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fixadores de calci, com són la parvalbúmina o la calbindina, que 

trobem en la població motoneuronal (Alexianu et al., 1994; Krieger et 

al., 1996).

Cal esmentar que determinades poblacions de MN presenten major 

resistència al procés degeneratiu de la ELA. Les MN que controlen els 

moviments extrínsecs de l’ull quasi no estan afectades. Aquest subtipus 

de MN es diferencien de les MN espinals per uns nivells d’expressió de 

calbindina D28K i parvalbúmina més elevats (Ince et al., 1993). Alhora, 

el subtipus de MN que constitueix el nucli de Onuf, situat a la regió més 

caudal de la medul·la espinal, tampoc es troba afectat per la malaltia 

(Carvalho et al., 1995). Aquest nucli està constituït per un petit grup de 

MN que innerven els músculs dels esfínters que controlen la micció i 

defecació. Aquesta és la raó per la qual la incontinència no és un 

trastorn propi de la ELA.

1.3.2 Patrons de mort de les MN en la ELA

La ELA es caracteritza perquè les MN en degeneració presenten un 

grau d’atròfia molt evident. En estadis terminals de la malaltia, les 

cèl·lules presenten el citoplasma ple de vacúols procedents de la 

dilatació del reticle endoplasmàtic, l’aparell de Golgi i els mitocondris 

(Dal Canto i Gurney, 1995). També apareixen inflamats els axons 

proximals i els somes de les MN, presentant-se dipòsits de NF fosforilats, 

cossos de Bunina (inclusions citoplasmàtiques eosinòfiles constituïdes 

per material amorf electrodens, amb immunoreactivitat per Cistatina-

C, i considerades específiques de la neurodegeneració associada a la 

ELA) i inclusions esferoïdals plenes de material ubiqüitinitzat a nivell dels 

axons (Wood et al., 2003). A més, la pèrdua de MN cursa amb 

l’aparició d’una gliosi reactiva (tan d’astroglia com de microglia), i, en 

estadis finals de la malaltia, amb una disminució aguda de les fibres 

mielinitzades del tracte corticoespinal i de les arrels ventrals del corn 
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anterior de la medul·la espinal (Bruijn et al., 2004; Pasinelli i Brown, 

2006).

Els estudis de MN en mostres post mortem de pacients amb ELA, han 

proposat tres estadis diferenciats en el procés de degeneració, en 

base a criteris morfològics com són la mida, la forma i la presència 

d’agregats de Nissl positius (Figura I-2): estadi cromatolític, on les MN 

tenen una aparença sana però es troben lleugerament inflades i 

arrodonides, amb el marcatge de Nissl dispers i el nucli en posició 

excèntrica; estadi de desgast involutiu, on les MN presenten una 

incipient condensació citoplasmàtica i nuclear i, per últim, estadi 

apoptòtic, caracteritzat per la reducció de la mida de les MN fins a 

1/5 part de la mida original i presentant una aparença fusiforme o 

arrodonida, amb el citoplasma i el nucli prominentment condensats i 

amb la regressió, quasi bé total, de les projeccions neurítiques. En 

aquest últim estadi es detecta l’activació de la caspasa-3 i la 

fragmentació del DNA (Martin, 1999).

Figura I-2. Evolució del procés 
neurodegeneratiu de MN de 
la banya anterior de la 
medul·la espinal de ratolins 
SOD1G93A. (b) MN en estadis 
inicials de la malaltia, on no 
apareixen lesions visibles en el 
soma. (c) Vacuolització 
massiva en el citoplasma de 
la MN. (d) Involució nucli- 
citoplasma, acompanyada 
d’interacció amb cèl·lules 
microglials (delimitades per 
franges vermelles). (e) 
Desintegració cel·lular de la 
MN amb infiltració microglial 
(Esquerda, 2006).
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1.4 Genètica de la ELA

1.4.1 Mutacions de la SOD1

L’any 1993, Rosen i col·laboradors van demostrar que un 20% dels 

casos de ELA familiar eren deguts a mutacions presents en el gen que 

codifica per la SOD1. La SOD1 és una proteïna homodimèrica de 32 

KDa amb funció antioxidant. Cadascuna de les seves subunitats 

consta d’un àtom de coure i un altre de zinc. Actualment, més de 120 

mutacions missense (de sentit erroni) diferents, distribuïdes per la 

seqüència de 153 aminoàcids del polipèptid de SOD1, han estat 

associades a la ELA (Boillee et al., 2006a; Pasinelli i Brown, 2006) (Figura 

I-3). La llista de mutacions s’actualitza contínuament en una base de 

dades online (http://alsod.iop.kcl.ac.uk/).  

Figura I-3. Esquema de la seqüència primària de la SOD1 humana on s’indica 
la posició dels introns, exons, llocs d’unió a metalls (Cu,Zn), ponts disulfur (SH) i 
mutacions lligades a la ELA. Les mutacions es troben distribuïdes per tota la 
seqüència amb una prevalença superior en els exons 4 i 5. Llegenda de les 
mutacions: gris, missense; morat, inserció; vermell, deleció; blau/verd, 
silenciosa (Turner i Talbot, 2008).
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Una de les conseqüències d’aquests descobriments va ser el poder 

disposar d’animals modificats genèticament, en els quals es va 

introduir el gen humà SOD1 mutat (mSOD1) (Gurney, 1997). Els models 

transgènics s’han convertit en una de les eines més importants en la 

investigació de la ELA ja que permeten assajar in vivo i in vitro diversos 

agents potencialment terapèutics (Turner i Talbot, 2008). Les mutacions 

més utilitzades són la SOD1G93A, SOD1G85R, SOD1G37R i SOD1A4V (Bruijn i 

Cleveland, 1996). Aquest animals pateixen una malaltia neuromuscular 

totalment comparable a la ELA humana. S’ha de tenir en compte, 

però, que els animals transgènics són models d’una forma particular 

de ELA, la familiar, que constitueix una minoria dels casos totals. No 

obstant, és probable que les formes esporàdiques i familiars 

comparteixin mecanismes patogènics comuns.

El fet que SOD1 sigui un enzim citoplasmàtic ubiqüitinitzat encarregat 

de transformar els anions superòxid en peròxid d’hidrogen i oxigen no 

duia a pensar que pogués tractar-se d’un mitjancer de la 

degeneració de les MN. Una de les hipòtesis inicials suggeria que les 

mutacions disminuïen l’activitat enzimàtica de SOD1, promovent 

l’acumulació de radicals superòxid tòxics en les cèl·lules. Això va ser 

descartat amb els estudis amb ratolins transgènics SOD1G93A (on la 

glicina es substituïda per una alanina en la posició 93), SOD1G37R i 

SOD1G85R, els quals mostraven una pèrdua progressiva de les MN tot i 

no presentar modificacions en l’activitat enzimàtica de SOD1 o inclús, 

incrementant-la (Bruijn et al., 1997a; Gurney et al., 1994; Wong et al., 

1995). Tanmateix, l’eliminació o sobreexpressió de SOD1 WT en els 

ratolins transgènics no afectava a la progressió de la malaltia (Bruijn et 

al., 1998). Aquestes i altres observacions indiquen que probablement 

l’efecte nociu de mSOD1 radiqui en l’adquisició d’una propietat 

tòxica, i no en l’alteració de l’activitat enzimàtica de la molècula.

Tan en la ELA familiar com en els models de ratolins transgènics, 

mSOD1 s’expressa en totes les cèl·lules de l’organisme encara que 
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només estarien afectades les MN. L’expressió selectiva i exclusiva de 

mSOD1 en astròcits (Gong et al., 2002) o en MN (Pramatarova et al., 

2001) no provoca la malaltia.  Els estudis in vitro realitzats amb cultius 

mixtes de cèl·lules provinents de ratolins quimèrics que presentaven, 

alhora,  cèl·lules WT i mSOD1, mostraven alteracions morfològiques i 

neurodegeneració en MN WT adjacents a cèl·lules no neuronals 

expressores de mSOD1 (Julien, 2007; Clement et al., 2003). A més, 

mSOD1 pot ser secretada extracel·lularment per acció de les 

cromogranines (Urushitani et al., 2006). Les cromogranines (Cg A i B) 

són glicofosfoproteïnes solubles acídiques, components majoritaris de 

les vesícules de nucli dens, que s’ha vist que interactuen amb mSOD1 

però no amb SOD1 WT. Aquests resultats suggerien que mSOD1 

extracel·lular podia produir microgliosi i mort de MN, transferint toxicitat 

d’una cèl·lula a una altra. Per tant, la vulnerabilitat de les MN a la

toxicitat mitjançada per SOD1 sembla estar influenciada per l’entorn 

cel·lular en general, i per l’acció astrocitària en particular, indicant 

que la malaltia no és un problema estrictament motoneuronal.

Una de les característiques més importants de mSOD1 és la tendència 

a l’agregació de la proteïna en el citoplasma, la qual provoca 

toxicitat en les cèl·lules (Durham et al., 1997; Johnston et al., 2000). Els 

agregats de mSOD1 es formen també a l’interior dels mitocondris 

(Vande Velde et al., 2008) i a l’aparell de Golgi (Fujita et al., 2005) on 

provoquen la disfunció de l’orgànul i unes alteracions morfològiques 

que son observables en els models animals mSOD1 en estadis inicials, i 

presimptomàtics, de la malaltia. Apareixen tan en neurones com en 

astròcits i poden estar associats a altres components, com xaperones 

o ubiqüitina (Figura I-4). 
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Figura I-4. Models de toxicitat de mSOD1. En el model d’activitat redox 
aberrant, la inestabilitat de mSOD1 permet que aquesta interaccioni amb 
substrats no convencionals, com l’H2O2 o l’ONOO-, produint espècies reactives 
de l’oxigen. L’oxigen molecular pot interaccionar de forma inusual amb 
formes de SOD1 deficients en zinc formant O2

�-. En el model de toxicitat 
proteica, mSOD1, conformacionalment alterada i inestable, pot formar 
depòsits proteics tòxics. Els agregats tenen la capacitat d’inhibir l’activitat 
xaperona i/o proteasoma, amb el conseqüent plegament incorrecte i dèficit 
en l’eliminació d’un gran nombre de proteïnes. A més, aquests agregats 
poden segrestar, inactivar o afavorir la toxicitat d’altre proteïnes crucials en els 
processos cel·lulars (Pasinelli i Brown, 2006).

En cultius primaris de MN que expressen mSOD1, la sobreexpressió de 

xaperones (Hsp40, Hsp70 i Hsp105) indueix la neuroprotecció de les 

cèl·lules, afavoreix el creixement neurític i disminueix els agregats 

proteics (Batulan et al., 2006; Takeuchi et al., 2002; Yamashita et al., 

2007), La injecció de la xaperona Hsp70 en ratolins transgènics mSOD1 

provoca un augment de la seva esperança de vida (Gifondorwa et 

al., 2007). Sembla ser que la formació d’agregats proteics en el 
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citoplasma despertaria processos en la cèl·lula destinats a la seva 

dissolució, com l’activació del sistema proteasoma-ubiqüitina i la 

mobilització de proteïnes amb activitat restauradora de la estructura 

proteica com són les xaperones (Houenou et al., 1996; Fujihara i 

Nadler, 1999; Tidwell et al., 2004). El fet que les MN no tinguin una gran 

capacitat per  mobilitzar xaperones (Robinson et al., 2005), i donada la 

tendència a la formació d’agregats de mSOD1, provocaria que els 

sistemes de dissolució quedessin saturats. Els agregats actuarien com 

una trampa en la que les proteïnes reparadores quedarien 

segrestades i, per tant, desviades de la seva funció normal, generant 

estrés i toxicitat a la cèl·lula. Això es donaria tan en neurones com en 

astròcits. Cal esmentar que els agregats de mSOD1 tan sols es troben 

en els teixits afectats per la ELA  i en els casos de ELA familiar (Liu et al., 

2004). Enguany, però, s’han detectat formes malplegades de SOD1 

WT, en un subgrup de pacients amb ELA esporàdica, que provoquen 

alteracions en el transport axonal similars a les detectades en els casos 

de ELA familiar associats a mSOD1 (Bosco et al., 2010), el que 

suggeriria un mecanisme patogènic associat a SOD1 comú entre les 

formes esporàdiques i les familiars. 

1.4.2 Mutacions de ALS2

Tot i que les mutacions de la SOD1 han estat les més estudiades i 

utilitzades en els models animals de ELA, des de la seva identificació, 

s’han detectat  mutacions en altres gens que també predisposen a 

patir la malaltia. Les mutacions trobades en el gen ALS2, que codifica 

per la proteïna alsina, són responsables d’una forma juvenil de ELA 

amb herència autosòmica recessiva (Hadano et al., 2001; Yang et al., 

2001). La malaltia, anomenada subtipus genètic 2 de ELA o ELA2, es 

manifesta al voltant del 12 anys i té una progressió lenta. Fins avui 

s’han detectat almenys 12 mutacions diferents en el gen ALS2 (Figura I-

5). 
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Figura I-5. Estructura dels dominis i mutacions lligades a malaltia en el gen de 
l’alsina. Representació esquemàtica de la seqüència de l’alsina, on s’indiquen 
les diferents mutacions lligades a ELA, i estructures 3D dels seus dominis 
funcionals. Llegenda de les mutacions: fs, mutacions frame-shift (canvi de 
pauta de lectura) i st, mutacions non sense (sense sentit), que provoquen la 
creació d’un codó stop. Llegenda dels dominis funcionals: RLD, RCC1-like 
domain; DH/PH, Diffuse B-cell lymphoma (Dbl) homology/Plekstrin homology 
domain; VPS9, Vacuolar protein sorting 9 domain (Cai et al., 2008).

Amb l’excepció de dues mutacions missense detectades recentment 

a l’extrem N-terminal de la seqüència del gen (Panzeri et al., 2006;  

Eymard-Pierre et al., 2006), la resta de mutacions provoquen la creació 

d’un codó stop prematur, que duu a la inestabilitat de la proteïna i a 

la pèrdua de funció de l’alsina.

L’alsina és una proteïna de 184 KDa que actua com a factor 

intercanviador de nucleòtids de guanina i que està implicada en el 

manteniment i el recanvi dels elements que conformen el citoesquelet 

(Pasinelli i Brown, 2006; Hadano et al., 2007). El gen ALS2 consta de 3 

dominis homòlegs GEF (Guanine nucleotide exchange factor), que 

activen una guanosina trifosfatasa (GTPasa) pertanyent a la família 

Ras. 
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La forma llarga de l’alsina WT es capaç d’unir-se a la proteïna mSOD1, 

però no a la forma WT d’aquesta, via domini RhoGEF, i produir 

neuroprotecció en cultius de MN davant la neurotoxicitat induïda per 

mSOD1 (Kanekura et al., 2004). Recentment, s’ha descrit que l’alsina 

està involucrada en un mecanisme endocític anomenat 

macropinocitosi (mecanisme d’endocitosi que involucra la formació 

de projeccions membranoses o lamelipodis, sostingudes per una xarxa 

de filaments d’actina) via Rac1. La pèrdua de funció de la proteïna, a 

causa de les diferents mutacions trobades, ocasionaria una 

pertorbació en els mecanismes cel·lulars i moleculars, com el tràfic 

vesicular, donant lloc a una disfunció generalitzada i la mort de la 

cèl·lula (Kunita et al., 2004). Els ratolins transgènics deficients en alsina 

presenten pèrdua progressiva de cèl·lules de Purkinje, alteracions en 

les MN espinals associades a astrocitosi, activació microglial i tràfic 

endosomal alterat (Hadano et al., 2006). A més a més, la pèrdua de 

funció de l’alsina no afecta la progressió de la malaltia en ratolins 

SOD1G93A, però predisposa les MN a patir estrès oxidatiu i excitotoxicitat 

(Cai et al., 2005; Cai et al., 2008; Lai et al., 2006).

1.4.3 Mutacions de la ANG

L’Angiogenina (ANG) és una ribonucleasa angiogènica de 14 KDa 

que es va considerar un possible candidat en l’estudi de la genètica 

de la ELA al tenir similituds funcionals amb VEGF (Vascular endothelial 

Growth Factor), inicialment relacionat amb la malaltia. S’han trobat 7 

mutacions sense sentit en 15 pacients de ELA familiar i en 11 pacients 

de ELA esporàdica (Greenway et al., 2006,), restringides a les 

poblacions d’Irlanda, Itàlia i Escòcia, suggerint que aquestes 

mutacions lligades a la malaltia serien poc comunes. 

La ANG s’expressa en tot el SNC i té activitat RNAsa intranuclear, 

regulant la transcripció del RNA ribosomal. La majoria de les mutacions 

han estat trobades en el seu nucli catalític, portant a deficiències en la 
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seva funció ribonucleolítica i en la seva capacitat de translocació a 

nucli (Wu et al., 2007; Crabtree et al., 2007). Aquestes alteracions 

comportarien també la pèrdua funcional de l’activitat angiogènica 

(generació de nous vasos sanguinis) de la proteïna. La sobreexpressió 

de ANG en ratolins SOD1G93A promou la supervivència de MN, alhora 

que l’adició exògena de la proteïna en cultius de MN espinals, 

protegeix les cèl·lules de la mort per apoptosi induïda per dèficit de 

factors tròfics (deprivació de sèrum), de l’excitotoxicitat (tractament 

amb AMPA) i de l’estrès de reticle endoplasmàtic (tractament amb 

tunicamicina) (Kieran et al., 2008). Aquesta acció protectora de ANG 

es veuria afectada en el cas dels pacients que presenten mutacions 

en el gen que codifica per la proteïna.

1.4.4 Mutacions de la VAPB

L’any 2004 es va descriure una mutació sense sentit en el gen de la 

vesicle-associated membrane protein-associated protein B (VAMP-

associated protein B o VAPB), també anomenada sinaptobrevina 

associada a proteïna B, situada en el cromosoma 20, la qual estava 

lligada a formes atípiques de ELA (Nishimura et al., 2004). Aquesta 

proteïna està implicada en el transport de vesícules del reticle 

endoplasmàtic al complex de Golgi, incloent el transport axonal de 

components de la membrana. La mutació produeix el canvi d’una 

prolina per una serina en la posició 56, però es desconeix actualment 

com afecta aquesta mutació a les propietats funcionals de la 

proteïna. Enguany, en un estudi fet a la població de França, s’ha 

descrit un altre cas de la mateixa mutació en una família on 3 dels 

seus membres presenten ELA amb una herència autosòmica dominant 

(Millecamps et al., 2010).
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1.4.5 Mutacions de TDP-43

L’any 2006 es va descriure per primer cop la formació d’agregats 

proteics ubiquïtinitzats formats per TDP-43 en el citoplasma de MN de 

pacients amb ELA esporàdica (Neumann et al., 2006) i en pacients 

amb FTLD (Frontotemporal Lobar Dementia), una malaltia 

neurodegenerativa caracteritzada per alteracions del comportament 

i el llenguatge (Arai et al., 2006). La TDP-43 (TAR DNA binding-protein)

és una proteïna nuclear de 43 KDa, de la família de les proteïnes 

TARDBP (Trans active response DNA binding-protein), repressora de la 

transcripció i reguladora del procés d’empalmament (splicing). Des de 

la seva identificació s’han publicat 4 treballs que descriuen mutacions 

en el gen que codifica per la proteïna en casos atípics de ELA familiar 

i, alhora, polimorfismes de la proteïna en casos de ELA esporàdica 

(Gitcho et al., 2008; Kabashi et al., 2008; Sreedharan et al., 2008; Van 

Deerlin et al., 2008). Actualment, s’han trobat fins a un total de 38 

mutacions (Figura I-6) en pacients amb ELA, amb o sense història 

familiar, que correspondrien a prop del 4% dels casos de ELA familiar i 

a < 1% dels casos de ELA esporàdica.  

Figura I-6. Localització de les mutacions associades a ELA en TDP-43. La gran 
majoria de les mutacions descrites es troben al domini ric en glicines de 
l’extrem C-terminal. Totes són mutacions de sentit erroni excepte TDP-43 Y374X, 
una mutació sense sentit. NLS, nuclear localization signal; NES, nuclear export 
signal (Lagier-Tourenne et al., 2010).
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TDP-43 és una proteïna de 414 aminoàcids codificada per 6 exons, on 

hi trobem 2 motius de reconeixement de RNA (RRM1 i RRM2) i una 

regió C-terminal rica en glicines. La majoria de les mutacions es troben 

situades al domini d’unió a ribonucleoproteïnes nuclears (domini ric en 

glicines) de l’extrem C-terminal de la seqüència i són mutacions 

dominants de sentit erroni. L’anàlisi post mortem de pacients que 

presentaven mutacions de TDP-43 mostrava un patró similar a la 

patologia de TDP-43 observada en pacients amb ELA esporàdica i 

pacients amb FTLD: distribució alterada de la proteïna, normalment 

localitzada a nucli, plegament incorrecte i formació d’inclusions 

proteiques tan en nucli com en citoplasma de MN i cèl·lules glials 

(Dickson et al., 2007; Neumann et al., 2007; Mackenzie et al., 2007). 

Aquesta redistribució anormal de TDP-43 en citoplasma es observable 

en les primeres etapes de la malaltia (Giordana et al., 2009). S’ha 

detectat també una hiperfosforilació i ubiqüitinització de TDP-43, així 

com la producció de molts fragments C-terminal (CTFs) amb un pes 

d’uns 25 KDa (Neumann et al., 2006; Arai et al., 2006). Sembla ser que 

les mutacions també comportarien una pèrdua de funció de la 

proteïna, provocant un metabolisme anormal del RNA (Buratti et al., 

2008; Winton et al., 2008). 

1.4.6 Mutacions de FUS/TLS

La identificació de mutacions en TDP-43 lligades a ELA va precedir el 

descobriment de mutacions en una altra proteïna de la família 

TARDBP, FUS/TLS (Fused in sarcoma/Translocated in liposarcoma), 

també relacionada recentment a la forma familiar de la malaltia 

(Kwiatkowski at al, 2009; Vance et al., 2009). Actualment s’han descrit 

fins a 30 mutacions en prop del 4% de casos de ELA familiar i en 

algunes ELA esporàdiques atípiques sense història familiar relacionada 

(Corrado et al., 2009; Blair et al., 2009; Belzil et al., 2009). 
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FUS/TLS és una proteïna de 526 aminoàcids codificada per 15 exons i 

caracteritzada per un domini N-terminal ric en residus de serina, 

tirosina, glutamina i glicina (regió SYQG), dues regions riques en 

glicines, un motiu de reconeixement d’RNA, un motiu de dits de zinc 

(ZnF) i un domini de repeticions múltiples arginina/glicina/glicina (RGG) 

en l’extrem C-terminal (Figura I-7). La majoria de les mutacions es 

troben en el domini ric en glicines i en l’extrem C-terminal de la 

proteïna. 

Figura I-7. Mutacions en FUS/TLS lligades a ELA. (A) Esquema de la seqüència 
de FUS/TLS on s’indiquen els exons (barres negres) i les regions no codificants. 
Els asteriscs vermells indiquen els exons on s’han trobat mutacions. (B)
Estructura lineal de la proteïna FUS/TLS indicant els diferents dominis i algunes 
de les mutacions descrites. En vermell les mutacions trobades a la població 
d’Itàlia (Ticozzi et al., 2009).

La majoria de les mutacions són de sentit erroni i herència dominant. 

Gairebé tots els pacients que presenten mutacions en FUS/TLS 

desenvolupen un fenotip de ELA clàssica, sense símptomes cognitius. 

S’ha descrit, però, el cas d’un pacient que alhora presentava ELA i 

FTLD (Ticozzi et al., 2009), i dos casos de pacients amb mutacions en 

FUS/TLS que van desenvolupar FTLD però no presentaven alteracions 

motores (Blair et al., 2009; Van Langenhove et al., 2010). Els últims 
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treballs publicats en l’estudi de TDP-43 i FUS/TLS han trobat proves que 

recolzen l’existència de coincidències clíniques, genètiques i 

patològiques entre la ELA i la FTLD.Així com TDP-43, FUS/TLS té una 

localització predominantment nuclear, amb baixos nivells 

d’acumulació en citoplasma (Andersson et al., 2008). L’anàlisi de 

fraccions d’escorça i medul·la espinal de pacients amb mutacions en 

FUS/TLS va detectar la presència d’inclusions citoplasmàtiques de la 

proteïna en neurones i cèl·lules glials (Tateishi et al., 2009; Vance et al., 

2009). Alhora, també es van descriure agregats intranuclears i 

citoplasmàtics de FUS/TLS en cervell i medul·la espinal de pacients que 

presentaven un subtipus de FTLD, sense inclusions de TDP-43 (Munoz et 

al., 2009; Woulfe et al., 2009). En aquest cas, però, i a diferència de 

TDP-43, les inclusions de FUS/TLS no presentaven hiperfosforilació i 

ubiqüitinització anòmales (Neumann et al., 2009). 

1.5 Mecanismes etiopatogènics en el procés degeneratiu 
de la ELA

Tot i ser descrita fa més de 135 anys, les causes que determinen la 

degeneració progressiva de les MN en la ELA segueixen essent 

desconegudes, tret de les mutacions de la SOD1 trobades en alguns 

dels casos de ELA familiar. En base als estudis realitzats amb mostres de 

teixit humà post mortem, la recerca en els models animals i els treballs 

amb cultius in vitro, s’han proposat diferents mecanismes que

intervindrien en la etiopatogènia de la ELA. Entre tots els mecanismes 

proposats destaquen l’excitotoxicitat per glutamat, l’estrès oxidatiu, la 

disfunció mitocondrial, la neuroinflamació, les alteracions en el 

transport axonal, la toxicitat causada per agregats proteics 

intracel·lulars i l’autoimmunitat. 

Avui dia es considera que la patologia de la ELA és un fenomen 

multifactorial i multisistèmic, on intervindrien els diferents mecanismes 

proposats, promovent l’inici i propagació de la malaltia, afectant tan 
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les MN com les cèl·lules veïnes no neuronals (Figura I-8). Les últimes 

proves donarien suport a una disfunció mitocondrial, que actuaria 

conjuntament amb l’excitotoxicitat, donant lloc a una agregació 

proteica anormal i convergint, finalment, en una via comú de 

neurodegeneració a través de mecanismes apoptòtics (Goodall i 

Morrison, 2006). 

Figura I-8. Interacció hipotètica dels mecanismes patogènics proposats en la 
ELA. L’estrès oxidatiu afectaria la funció dels mitocondris i inhibiria el 
transportador astroglial de glutamat EAAT2. L’excés de glutamat provocaria 
neurotoxicitat per increment de la concentració de Ca2+ intracel·lular, 
generant així estrès oxidatiu i dany mitocondrial. L’alteració de la funció 
mitocondrial produiria també estrès oxidatiu, reforçant la cascada 
patogènica. Els factors inflamatoris alliberats per la microglia activada 
provocarien la secreció addicional de proteïnes proinflamatòries dels astròcits, 
incrementant l’estrès inflamatori i oxidatiu. mSOD1, trobada en alguns casos 
de ELA familiar, tòxica i inestable, formaria agregats en el citoplasma de les 
MN, l’axoplasma i els mitocondris. Aquests agregats interferirien en la funció 
del proteasoma i els NF, provocant un transport axonal deficient i potenciant 
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l’agregació proteica. mSOD1, alhora, afavoriria la creació d’espècies 
reactives de l’oxigen incrementant l’estrès oxidatiu (Goodall i Morrison, 2006).

La idea del caràcter multisistèmic de la ELA estaria recolzada per les 

alteracions cognitives, similars a les observades en pacients de FTLD, 

trobades en gairebé un terç dels pacients amb ELA (Rippon et al., 

2006).

Com en altres malalties complexes, en la etiologia de la ELA poden 

intervenir-hi factors de tipus ambiental. Els factors de risc que s’han 

associat a la malaltia són l’edat avançada, ser de sexe masculí i 

l’hàbit de fumar (Armon, 2003). Altres factors implicats en alguns 

estudis epidemiològics inclouen el treball agrari, l’exposició a plom o 

mercuri, l’activitat esportiva intensa, el treball en industries tèxtils o de 

materials plàstics i l’exposició a treballs de soldadura (Strong, 2000). 

Recentment s’ha investigat també l’augment de casos de ELA en 

soldats americans que van participar en la guerra del Golf (Armon, 

2004)) i en jugadors professionals de futbol de la lliga italiana (Chio et 

al., 2005).

Una variant poc freqüent de la malaltia, delimitada geogràficament, 

és el cas de la illa de Guam, al pacífic oest.  En aquesta població, un 

factor ambiental com és una neurotoxina present en unes llavors que 

es consumeixen en la dieta habitual provoca un síndrome complex 

amb símptomes de ELA, demència i Parkinson (Koerner, 1952; Schmidt 

et al., 2001).

1.5.1 Excitotoxicitat per glutamat

El glutamat és el principal neurotransmissor (NT) excitador del SNC. La 

seva concentració en l’espai extracel·lular del cervell està subjecta a 

un control molt acurat, ja que la sobreexposició a glutamat té efectes 

letals sobre les neurones. Excitotoxicitat és el terme que s’utilitza per 
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indicar el dany neuronal induït per la sobre-estimulació dels receptors 

de glutamat, provocant l’alteració de l’homeòstasi intracel·lular del 

Ca2+ i la producció de radicals lliures (Olney, 1969). Aquest fenomen 

està implicat en la patogènia de processos neurològics molt diversos 

com són l’infart cerebral, el trauma neuronal, l’epilèpsia i, 

probablement també, en malalties neurodegeneratives com 

l’Alzheimer. 

El glutamat exerceix la seva funció a través de receptors de tipus

metabotròpic, acoblats a proteïnes G i a l’activació de segons 

missatgers intracel·lulars, i a través de receptors de tipus ionotròpic, 

canals iònics modulats per lligand. Són aquests últims els que han estat 

directament relacionats amb els fenòmens d’excitotoxicitat (Van den 

Bosch et al., 2000). Dintre dels receptors ionotròpics de glutamat hi 

podem distingir tres tipus, depenent de la molècula agonista que els 

activa: AMPA, NMDA i Kainat. Quan aquests receptors s’activen per 

l’alliberació presinàptica de glutamat es converteixen en porus o 

canals que faciliten l’entrada de Na2+ i Ca2+ a la neurona 

postsinàptica. El Na2+ té fonamentalment un efecte despolaritzant, 

provocant un canvi elèctric postsinàptic, mentre que el Ca2+

determina l’activació de diverses vies de senyalització intracel·lular 

(Figura I-9). 
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Figura I-9. Representació esquemàtica de la localització dels receptors i 
transportadors de glutamat en la sinapsi. Els transportadors vesiculars de 
glutamat (vGLUT) carreguen el NT a les vesícules del terminal presinàptic. Els 
receptors metabotròpics de glutamat (mGLU), situats pre i postsinàpticament 
regulen la secreció del NT i l’excitabilitat postsinàptica, mentre que els 
receptors postsinàptics de glutamat (AMPA, Kainat i NMDA) regulen la 
transmissió excitadora ràpida i els fenòmens de plasticitat neuronal. Els 
transportadors glials i neuronals de glutamat (EAAT) recapten el NT de l’espai 
intersinàptic i faciliten la terminació de la transmissió glutamatèrgica (Swanson 
et al., 2005).

L’acció del glutamat sobre els seus receptors és ràpida i transitòria. 

S’allibera a l’espai extracel·lular des de els terminals presinàptics però 

es retirat immediatament per l’acció de transportadors específics 

(EAAT, o excitatory amino acid transporter), presents tan a neurones 

com a cèl·lules de la glia. S’han identificat molecularment 5 

transportadors de glutamat: EAAT1-5. El transportador EAAT3, també 

anomenat EAAC1, es troba a les neurones i els transportadors EAAT2, 

també anomenat GLT1, i EAAT1, també anomenat GLEST, es troben a 

la glia astrocitària. 
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En una situació d’excitotoxicitat, els nivells de glutamat extracel·lular 

persisteixen suficientment elevats com per activar de forma 

permanent els receptors de glutamat, produint-se una entrada 

massiva de Na2+ i Ca2+ a l’interior de la neurona. Els mecanismes interns 

de tamponament de Ca2+ es saturen i no es pot mantenir la 

concentració de l’ió dintre del rang fisiològic. Degut a la seva 

naturalesa de segons missatger, el Ca2+ activa diverses proteases, 

lipases, i altres enzims que tenen conseqüències letals per a la 

neurona. També malmet els mitocondris, ja que aquests orgànuls 

tenen la capacitat de capturar el Ca2+ citosòlic quan la seva 

concentració es més elevada del normal. La disfunció mitocondrial 

afavoreix la producció exagerada de radicals lliures, provocant estrés 

oxidatiu, i agreujant encara més la situació (Van den Bosch et al., 

2006) . 

Les primeres proves d’alteracions excitotòxiques en la ELA  van ser 

conseqüència del descobriment de nivells elevats de glutamat en 

sèrum i líquid cefaloraquidi (LCR) de pacients (Patten et al., 1978; 

Rothstein et al., 1990; Rothstein et al., 1991). L’increment dels nivells de 

glutamat en LCR estava relacionat amb la severitat de la malaltia 

(Spreux-Varoquaux et al., 2002). Aquest fet, es va relacionar, també, 

amb el dèficit en l’eliminació del glutamat de l’espai intersinàptic que 

s’havia detectat en preparacions de sinaptosomes procedents de 

cervell i de medul·la espinal de pacients amb ELA esporàdica 

(Rothstein et al., 1992, Rothstein et al., 1995). Es va observar que 

aquesta deficiència era deguda a la pèrdua selectiva del 

transportador EAAT2, tan en pacients amb ELA esporàdica com 

familiar (Rothstein et al., 1995; Sasaki et al., 2000). La depleció de 

EAAT2 en ratolins transgènics provocava la degeneració de les MN 

(Rothstein et al., 1996). Ratolins SOD1G85R, en estadis finals de la 

malaltia, presentaven una disminució dels nivells de proteïna EAAT2 del 

50%, respecte dels ratolins control, a nivell de medul·la espinal (Bruijn et 
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al., 1997a) i, en el model de rates i ratolins transgènics SOD1G93A, 

l’expressió de EAAT2 estava també disminuïda en estadis 

presimptomàtics de la malaltia i, completament abolida en estadis 

terminals (Bendotti et al., 2001; Howland et al., 2002). Aquest 

descobriments suggereixen que l’excitotoxicitat és un mecanisme 

patogènic comú que estableix un nexe entre les formes familiars, 

associades a mutacions de SOD1, i les formes esporàdiques de ELA.

Es va estudiar la funció del transportador astroglial EAAT2  en oòcits de 

Xenopus que, alhora, coexpressaven SOD1, i es va observar que 

mSOD1, però no la forma WT, inactivava el transportador en presència 

de peròxid d’hidrogen (Trotti et al., 1999), suggerint que EAAT2 és una 

de les dianes de la toxicitat de mSOD1. Així mateix, la sobreexpressió 

de EAAT2 en ratolins SOD1G93A retardava l’inici de les alteracions 

motores, disminuïa l’activació de caspasa-3 i reduïa la formació 

d’agregats (Guo et al., 2003). 

No està clara, però, la causa per la qual EAAT2 es troba alterat. S’han 

detectat múltiples formes d’empalmaments aberrants o alternatius per 

aquesta proteïna en àrees afectades del cervell de pacients amb ELA 

i també en el seu LCR (Lin et al., 1998). Malgrat això, les variants 

d’empalmament alternatiu de EAAT2 s’han trobat també en mostres 

post mortem de pacients amb la malaltia d’Alzheimer, la malaltia de 

cossos de Lewy i, inclús. en individus control (Flowers et al., 2001; Honig 

et al., 2000) indicant que les variants de EAAT2 no estarien lligades 

selectivament a la ELA.

Les MN són extremadament vulnerables al dany excitotòxic al tractar-

se d’un subtipus cel·lular que expressa, en grans quantitats, receptors 

de glutamat de tipus AMPA (AMPARs) que contenen una baixa 

proporció de subunitat GluR2 (subunitat reguladora), presentant una 

permeabilitat molt elevada al Ca2+ (Williams i Ince, 1997). S’ha 

observat que el contingut de mRNA de GluR2 és significativament 

inferior en MN que en altres tipus neuronals, el que indica una 
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regulació transcripcional (Van Damme et al., 2002). La depleció de la 

subunitat GluR2 accelera la degeneració de les MN i escurça  la vida 

mitja dels ratolins SOD1G93A (Van Damme et al., 2005). Alhora, s’ha 

detectat que l’edició del mRNA de GluR2 es deficient en les MN 

espinals de pacients amb ELA (Kawahara et al., 2004). Estudis 

posteriors, però, han determinat que no existeixen aquestes alteracions 

en els models de rates transgèniques mSOD1 en estadis simptomàtics 

de la malaltia (Kawahara et al., 2006) indicant que les deficiències 

transcripcionals de GluR2 no intervindrien en la patologia de la forma 

familiar de la malaltia.

En uns estudis recents s’ha observat que alguns factors solubles 

secretats pels astròcits son capaços de regular la transcripció del gen 

GluR2 , produint MN amb una baixa concentració de AMPARs 

permeables a Ca2+, i disminuint així la vulnerabilitat excitotòxica 

d’aquests cèl·lules. VEGF, secretat pels astròcits, es capaç de regular a 

l’alça l’expressió transcripcional de GluR2 (Bogaert et al., 2009), de la 

mateixa manera que ho fan BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor)

i GDNF (Glial Cell-Derived Neurotrophic Factor) (Brene et al., 2000). 

Curiosament, la presència de mSOD1 interfereix en la producció i/o 

secreció d’aquests factors (Van Damme et al., 2007).

El reticle endoplasmàtic (RE), degut a la seva funció de processament i 

tràfic de proteïnes dependent de Ca2+, i, al ser un dels orgànuls 

citoplasmàtics amb major reservori de l’ió, constitueix una de les 

dianes importants del dany excitotòxic. El RE i els mitocondris

interactuen intercanviant Ca2+ de forma cíclica. Les disfuncions en 

aquesta interacció indueixen l’alliberació del Ca2+ del RE cap al 

citoplasma, l’acumulació de proteïnes malplegades al seu interior i 

l’activació de la Resposta a estrès del RE (UPR o Unfolded Protein 

Response). Quan no és possible restaurar la funció de l’orgànul, 

mitjançant l’activació del procés d’autofàgia, els dominis del RE que 

contenen agregats proteics son envoltats per membranes cel·lulars 
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que seran fusionades amb el compartiment lisosomal. Si el fenomen 

autofàgic és molt extens, s’indueix la degeneració i la mort neuronal.

Els nivells de proteïnes associades a estrès del RE estan regulades a 

l’alça en les MN espinals de pacients amb ELA esporàdica. Alhora, la 

translocació de mSOD1 al RE provoca l’estrès de l’orgànul en les MN 

espinals dels models animals de ELA (Atkin et al., 2006). En un treball 

recent, s’ha observat també la inducció de quinases sensores d’estrès, 

xaperones i mediadors d’apoptosi, senyals inequívocs de l’activació 

de la UPR, en medul·la espinal de pacients amb ELA esporàdica (Atkin 

et al., 2008). 

Els mitocondris, degut a la seva funció reguladora de la concentració 

citosòlica de Ca2+, actuant com el principal mecanisme de depuració 

de les sobrecàrregues intracel·lulars de l’ió, són també una diana 

important del dany excitotòxic que es dona en la ELA. En un treball 

que monitoritzava la recaptació de Ca2+ en els mitocondris, per 

l’observació de la despolarització del potencial de membrana de 

l’orgànul deguda a l’entrada de l’ió,  es va observar que, en el model 

de ratolí mSOD1, les despolaritzacions induïdes per Ca2+ eren 

significativament superiors a les observades en animals controls 

(Nguyen et al., 2009). De la mateixa manera, s’ha descrit una 

sobrecàrrega de Ca2+ crònica en els mitocondris de terminals 

nerviosos de pacients amb ELA (Siklos et al., 1996), i, en estudis 

posteriors, s’ha observat un increment en la producció d’espècies 

reactives de l’oxigen en els mitocondris de MN espinals en cultiu, 

degut a una sobrecàrrega de Ca2+ mitocondrial després de 

l’estimulació excitotòxica dels receptors AMPA/Kainat (Carriedo et al., 

2000).

Sembla ser doncs, que un efecte excitotòxic local podria iniciar un 

cicle patològic complex  que afectaria diferents estructures i duria cap 

a la degeneració cel·lular. Les alteracions en els diferents orgànuls i 

tipus cel·lulars, relacionades a fenòmens d’excitotoxicitat que s’han 
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descrit en pacients amb ELA i en els models animals de la malaltia, 

estan resumides a la figura I-10.

Figura I-10. Esquema de les alteracions observades en situació 
d’excitotoxicitat i en presència de mSOD1. (A) L’excitotoxicitat es produeix per 
la sobre-estimulació dels receptors postsinàptics de glutamat, donada per una 
recaptació fallida del NT de l’espai intersinàptic a causa d’una 
pèrdua/disfunció del transportador astroglial EAAT2. (B) L’excés de Ca2+ actua 
sobre el RE provocant estrès en l’orgànul, alhora que s’hi dipositen agregats de 
mSOD1, tan en MN com en astròcits i cèl·lules microglials, agreujant la situació. 
(C) La disfunció del proteasoma es dóna per una sobrecàrrega de la via de 
degradació de l’orgànul a causa de l’acumulació d’agregats proteics 
malplegats i ubiqüitinitzats, tan en MN com en astròcits. (D) Els mitocondris 
actuen recaptant la sobrecàrrega de Ca2+ intracel·lular que es dona per la 
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sobreactivació dels receptors de glutamat, generant radicals lliures en 
resposta. L’acumulació de mSOD1 al seu interior provoca també estrès 
oxidatiu en neurones i cèl·lules glials. (E) mSOD1 extracel·lular es secretada des 
de les MN després d’interaccionar amb components de les vesícules 
sinàptiques i exerceix la seva toxicitat sobre les cèl·lules de la microglia 
(modificat de Ilieva et al., 2009).

Fins ara, però, l’argument més important a favor del paper que juga 

l’excitotoxicitat en la patologia de la ELA és que el Riluzol, l’únic 

fàrmac que retarda la progressió de la malaltia en humans, té 

propietats anti-excitotòxiques. Aquest fàrmac inhibeix l’alliberació de 

glutamat a través de la inactivació dels canals de Na2+ dependents 

de voltatge en els terminals nerviosos glutamatèrgics (Doble, 1996), 

bloqueja els receptors AMPA i NMDA (Debono et al., 1993; Hubert et 

al., 1994; Lamanauskas i Nistri, 2008), i té un efecte neuroprotector en el 

model de ratolí mSOD1 (Gurney et al., 1996), on, a través de diferents 

mecanismes que duen al bloqueig dels AMPARs, incrementa 

significativament la supervivència. 

1.5.2 Estrès oxidatiu

En el transcurs d’algunes rutes d’activitat metabòlica normal es 

generen petites quantitats d’espècies reactives de l’oxigen (ROS), com 

l’anió superòxid (O2
�-), l’anió hidroxil (OH-) o el peroxinitrit (ONOO-), 

totes químicament molt actives i potencialment tòxiques per les 

cèl·lules (Lenaz et al., 1998). Aquestes espècies reaccionen amb 

proteïnes, lípids i àcids nucleics, alterant-los (Beal, 2002) L’activitat 

respiratòria mitocondrial, la ruta de l’àcid araquidònic i la del citocrom 

p450 són les principals formes de generació de ROS. Per tal d’evitar el 

dany oxidatiu, les cèl·lules disposen d’una bateria de defenses: 1) 

enzims antioxidants, com la SOD, la catalasa o la glutatió peroxidasa,  

que converteixen les ROS en molècules molt menys reactives. 2) petites 

molècules amb acció antioxidant, com són el glutatió, les vitamines C i 
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E, el coenzim Q o l’àcid lipoic. 3) minimització de la disposició de 

molècules pro-oxidants i 4) protecció mitjançada per heat shock 

proteins (Hsp), que actuen eliminant o reparant les proteïnes 

malmeses. Quan els mecanismes de defensa antioxidant queden 

sobrepassats per un excés de producció de ROS o quan l’acció 

antioxidant disminueix, apareix l’estrès oxidatiu i el dany cel·lular.

Diversos estudis evidencien la participació de l’estrès oxidatiu en la 

patogènia de la ELA, i existeixen dades que constaten la presència 

d’un metabolisme de ROS elevat, per la detecció de marcadors 

bioquímics específics de dany oxidatiu, en mostres d’escorça 

prefrontal i medul·la espinal post mortem de pacients amb ELA 

esporàdica (Shaw et al., 1995; Simpson et el., 2003; Ilieva et al., 2007). 

L’any 1997, el grup de Flint Beal va detectar, per immunohistoquímica, 

un marcatge neuronal incrementat per hemoxigenasa-1, 8-hidroxi-2’-

deoxiguanosina (8-OHdG) i 3-nitrotirosina, tots tres marcadors de dany 

oxidatiu, en medul·la espinal de pacients amb ELA esporàdica i 

familiar (Beal et al., 1997; Ferrante et al., 1997). Es van realitzar les 

mateixes mesures en el model de ratolí mSOD1 confirmant la presència 

de nivells elevats de OH- i altres ROS (Bogdanov et al., 1998; Liu et al., 

1998), dany oxidatiu en proteïnes (Andrus et al., 1998), lípids (Hall et al., 

1998a) i DNA (Liu et al., 1999), així com elevades concentracions de 

nitrotirosina, marcador del dany oxidatiu mitjançat per ONOO- (Cha et 

al., 2000). 

Els marcadors de dany oxidatiu de proteïnes i lípids s’han localitzat en 

MN, macròfags, astròcits i microglia reactiva de la substància gris de 

medul·la espinal de pacients amb ELA (Shibata et al., 2001). El dany 

oxidatiu al DNA, mesurat pels nivells de 8-OHdG, també s’ha trobat 

incrementat en medul·la cervical d’aquests pacients (Fitzmaurice et 

al., 1996). Nivells elevats d’aquest marcador han estat detectats en 

LCR de malalts amb ELA (Ihara et al., 2005), així com també els de 3-

nitrotirosina (Tohgi et al., 1999). 
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L’entrada de Ca2+ dins els mitocondris estimula la producció de ROS 

(Dykens, 1994) i, l’exposició de les MN i les cèl·lules glials a aquestes 

ROS, redueix significativament la recaptació de glutamat per reducció 

del nombre de EAAT2 (Trotti et al., 1998). La inactivació d’aquests 

transportadors comporta l’increment dels nivells de glutamat en la 

sinapsi, el que repercuteix en una sobreactivació dels receptors 

AMPA/Kainat i NMDA, incrementant els nivells de Ca2+ intracel·lular i la 

generació de molècules ROS. L’excitotoxicitat i l’estrès oxidatiu es 

combinarien doncs en un cercle viciós (Rao et al., 2004).

Alguns investigadors han suggerit que l’estrès oxidatiu muscular podria 

contribuir a la patogènia de la ELA. La detecció de marcadors d’estrès 

en múscul esquelètic de ratolins mSOD1, així com la detecció de la 

sobreexpressió de SOD1, SOD2 i catalasa també en el múscul 

esquelètic d’aquest model, en estadis simptomàtics de la malaltia, 

reafirmarien aquesta idea (Mahoney et al., 2006).

Si l’estrès oxidatiu és una causa primària de la ELA o una 

conseqüència de la malaltia és encara debatut. El descobriment de 

mutacions en el gen de l’enzim antioxidant SOD1 en algunes formes 

de ELA familiar va impulsar la teoria del dany oxidatiu en la 

etiopatogènia de la malaltia. Nivells creixents de OH-, en paral·lel amb 

la progressió de la malaltia, han estat detectats en el model de ratolí 

SOD1G93A (Andrus et al., 1998) però no en ratolins SOD1G37R (Bruijn et al., 

1997b). L’administració d’un extracte de Ginko biloba, el qual exerceix 

efectes protectors contra el dany mitocondrial i l’estrès oxidatiu, és 

efectiu retardant l’inici de la malaltia i augmentant la supervivència en 

els models de ratolins mSOD1(Ferrante et al., 2001). De la mateixa 

manera, la prevenció de la propagació de radicals lliures amb DMPO 

(5,’5’-dimethylpyrroline-N-oxide), un compost diamagnètic que s’uneix 

al radical lliure i l’estabilitza, o amb l’antioxidant porfirina, també 

retarda la paràlisi i augmenta la supervivència en ratolins SOD1G93A

(Crow et al., 2005; Liu et al., 2002; Wu et al., 2003). Finalment, la 
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potenciació de l’estrès oxidatiu per la deficiència de l’enzim 

mitocondrial SOD2 és perjudicial i empitjora dràsticament el fenotip 

patogènic en els ratolins mSOD1 (Andreassen et al., 2000).

1.5.3 Alteracions mitocondrials 

Els mitocondris són orgànuls multifuncionals, encarregats de produir 

energia en forma d’ATP,a través de la fosforilació oxidativa de 

nutrients, i ajudar a mantenir l’homeòstasi del Ca2+, però també, són la 

principal font de producció de ROS i actuen com a controladors de les 

vies intrínseques d’apoptosi. Així, la disfunció mitocondrial pot dur a la 

mort de la cèl·lula, o bé pe runa fallida bioenergètica, o bé per 

l’activació dels processos d’apoptosi. 

En els últims anys, diverses publicacions han aportat proves 

d’alteracions mitocondrials com a signe inequívoc de patologia tan 

en ELA esporàdica, com familiar, així com en els models animals de la 

malaltia (Beal, 2000; Von Lewinski i Keller, 2005; Martin, 2007). Els últims 

estudis enfoquen les disfuncions mitocondrials relacionades amb la ELA 

en alteracions a la cadena respiratòria de l’orgànul, també 

anomenada cadena de transport d’electrons. Els mitocondris de 

pacients amb  ELA presenten una morfologia anormal, nivells de Ca2+

elevats i una activitat disminuïda dels complexes V i VI de la cadena 

respiratòria (Manfredi i Xu, 2005). En algunes formes esporàdiques de 

ELA, s’ha detectat també una disminució de l’activitat del complex IV 

(citocrom C), que han estat relacionades a mutacions en el DNA 

mitocondrial (Vielhaver  et al., 2000). La transfecció de DNA 

mitocondrial de pacients amb ELA a cèl·lules de neuroblastoma humà 

en cultiu produïa alteracions en la cadena respiratòria, un increment 

en l’activitat enzimàtica captadora de radicals lliures, alteracions de 

l’homeòstasi del Ca2+ i anormalitats en l’ultraestructura dels 

mitocondris (Swerdlow et al., 1998). Alhora, anormalitats mitocondrials 

com són la inflamació i la vacuolització, són aparents en estadis 
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presimptomàtics en els ratolins SOD1G37R (Wong et al., 1995) però no 

s’han detectat en els ratolins SOD1G85R (Bruijn et al.,1997a). El grau de 

vacuolització dels mitocondris s’ha correlacionat amb la disminució de 

la força muscular en el model de ratolí SOD1G93A (Kong i Xu, 1998). 

S’han proposat diferents mecanismes de dany mitocondrial mitjançat 

per mSOD1, incloent disrupcions en el metabolisme energètic de 

l’orgànul, obstrucció de la maquinaria d’importació de proteïnes o 

alteracions en els mecanismes de tamponament del Ca2+ intracel·lular 

(Boillee et al., 2006b). Una altra línia d’investigació ha posat de 

manifest la importància d’alteracions en el transport mitocondrial 

relacionades a ELA. En casos de ELA familiar associats a mSOD1 s’ha 

detectat un enlentiment del transport axonal ràpid de mitocondris i 

altres orgànuls membranosos (De Vos et al., 2007; Zhang et al., 2007). 

Curiosament, el transport axonal de mitocondris es inhibit inicialment 

en direcció anterògrada, suggerint l’existència d’un dèficit energètic 

en els terminals presinàptics de les plaques motores.

Tot i que els mecanismes moleculars exactes són desconeguts, 

existeixen moltes proves que suggereixen l’acció directa de mSOD1 en 

la disrupció de la funció mitocondrial (Figura I-11). Agregats de SOD1 

han estat trobats a l’interior de la matriu dels mitocondris en casos de 

ELA familiar i models animals mSOD1(Jaarsma et al., 2001; Higgins et 

al., 2002; Pasinelli et al., 2004). Així com també s’ha descrit una 

disminució de l’activitat enzimàtica en la cadena de transport 

d’electrons a nivell dels complexes I, II i IV, en estadis inicials de la 

malaltia, en models transgènics mSOD1, tan in vivo com in vitro (Jung 

et al., 2002; Menzies et al., 2002). Un treball més recent descriu com 

mSOD1 es capaç de desmantellar l’associació entre el complex IV i la 

membrana interna del mitocondri, interrompent així la cadena 

respiratòria (Kirkinezos et al., 2005). Sembla ser que l’alteració de la 

funcionalitat de la cadena respiratòria mitocondrial activaria la 

producció de ROS. Això mateix s’ha observat en cultius de MN que 
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expressaven mSOD1 (Kruman et al., 1999) i coincidia, alhora, amb els 

resultats d’una sèrie d’experiments realitzats sobre les MN rodanxes de 

cervell, on el cianur inhibia el complex IV de la cadena respiratòria 

(Bergmann i Keller, 2004).

Figura I-11. Mecanismes proposats en l’alteració mitocondrial provocada per 
mSOD1. mSOD1 ha estat localitzada en els mitocondris  dels teixits afectats per 
ELA. La proteïna podria interferir en la cadena de transport d’electrons 
interrompent la fosforilació oxidativa que dóna com a producte ATP, alterant 
així la funció bioenergètica de l’orgànul. mSOD1 podria bloquejar també els 
mecanismes mitocondrials de tamponament de Ca2+. Els agregats de mSOD1 
podrien interferir amb components dels processos d’apoptosi dependents de 
mitocondri, com la proteïna Bcl-2, duent a terme una activació prematura de 
la cascada apoptòtica i afavorint l’alliberació del citocrom C al citosol. S’ha 
proposat que mSOD1 podria bloquejar la maquinaria del complex 
d’importació de proteïnes, TOM (translocator of the outer membrane) i TIM 
(translocator of the inner membrane). L’estrès oxidatiu degut a l’alteració de 
certes proteïnes mitocondrials contribuiria també a la disfunció de l’orgànul 
(Boilee et al., 2006).

Els mitocondris són orgànuls indispensables en els mecanismes 

involucrats en la  supervivència cel·lular, sent les ROS produïdes en els 

mitocondris elements essencials en la regulació dels processos 

d’apoptosi. Les ROS son inductores de la mort cel·lular: regulen tan els 
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estadis inicials com finals de l’apoptosi, i la seva inhibició protegeix 

contra la mort de la cèl·lula (Fleury et al., 2002). Alhora, les ROS també 

són producte del propi procés d’apoptosi, degut a l’acció de tall que 

les caspases exerceixen sobre els complexes I i II de la cadena de 

transport d’electrons (Ricci et al., 2004). Hi ha un gran nombre de 

proves bioquímiques que avalen l’activació de la mort cel·lular 

programada dependent de mitocondris en la ELA (Brooke et al., 1986). 

En particular, aquest procés ha estat detallat a nivell molecular en el 

model de ratolí SOD1G93A (Guegan et al., 2001) i en cultius cel·lulars 

que expressen mSOD1 (Cozzolino et al., 2006). La proteïna 

proapoptòtica Bax es translocada a l’interior del mitocondri afavorint 

l’alliberació del citocrom C al citosol.  Aquest, s’uneix amb la proteïna 

Apaf-1 activant la caspasa iniciadora casp9, que alhora activa les 

caspases efectores  casp3 i casp7, iniciant-se el procés d’apoptosi. En 

concordança amb això, s’ha observat que la inhibició de l’alliberació 

del citocrom C del mitocondri allarga la vida mitja dels ratolins 

SOD1G93A (Zhu et al., 2002).

1.5.4 Agregats proteics intracel·lulars

Els agregats proteics són una característica distintiva de patologia en 

diverses malalties neurodegeneratives com són l’Alzheimer, el 

Parkinson, el Huntington o la ELA. En el cas de la ELA s’han detectat 

diferents tipus d’agregats proteics anormals, incloent-hi els cossos de 

Bunina, les inclusions ubiqüitinitzades i les inclusions hialines riques en NF 

(Strong et al., 2005) (Taula I-2). Encara s’està debatent però si aquests 

agregats juguen un paper clau en la patogènia de la malaltia, són 

inofensius i es generen com a productes del procés degeneratiu, són 

beneficiosos (segrestant proteïnes tòxiques) o si són nocius per la 

cèl·lula (segrestant proteïnes essencials per al seu funcionament).
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TaulaI-2. Trets patològics característics en la ELA 

(Goodall i Morrison, 2006)

Els agregats ubiqüitinitzats són les inclusions més freqüents trobades, 

tan en ELA esporàdica com familiar. Aquestes inclusions presenten 

immunoreactivitat per diferents tipus de filaments intermedis, com són 

els NF, suggerint una alteració en el processament d’aquestes 

proteïnes per part del sistema proteasoma-ubiqüitina (Wong et al., 

2000).

mSOD1 és el major component dels agregats associats a la ELA 

familiar. S’han detectat agregats de mSOD1 insoluble en MN i cèl·lules 

glials de pacients amb ELA familiar i en els models animals de la 

malaltia. Així mateix, aquests agregats apareixen abans, o 

coincideixen, amb l’inici dels símptomes, i es van acumulant durant la 

progressió de la malaltia (Bruijn et al., 1998). Els agregats intracel·lulars 

interfereixen en diferents mecanismes (Figura I-12) afavorint la 

degeneració de les MN: 1)segresten compostos essencials per al 

funcionament de la cèl·lula com serien, els transportadors neuronals 

de glutamat o les Hsp40 i Hsp70 (Watanabe et al., 2001; Shinder et al., 

2001). 2) redueixen l’activitat de les xaperones, encarregades de 

catalitzar el replegament de les proteïnes, com en el cas de la 

xaperona del coure per SOD1 (CCS o cooper chaperone for SOD1)

(Bruening et al., 1999), i 3) alteren l’activitat de la via proteasoma-
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ubiqüitina, provocant una disfunció de la via normal de degradació 

proteica (Niwa et al., 2002). 

Figura I-12. Mecanismes proposats per la toxicitat dels agregats de mSOD1 
lligada a ELA (Boillee et al., 2006b).

El plegament incorrecte de les proteïnes es considera l’iniciador 

probable de la formació d’agregats, es per això diversos treballs han 

estudiat el paper de les Hsp en la ELA. La sobreexpressió de Hsp70, 

Hsp40 i Hsp27 en cultius de MN disminueix el nombre d’agregats, 

augmenta la supervivència i afavoreix el creixement axonal (Patel et 

al., 2005, Takeuchi et al., 2002). Desafortunadament, aplicant aquesta 

estratègia in vivo, en  quatre línies diferents de ratolins mSOD1, no es 

va aconseguir retardar la progressió de la malaltia ni millorar la 

patologia (Liu et al., 2005).

Recentment ha estat descrit que, com els cossos de Bunina i les 

inclusions ubiqüitinitzades, els agregats citoplasmàtics de TDP-43

(apartat 1.4.5 de la secció Introducció) són també un tret comú en els 

cassos de ELA esporàdica i familiar (Van Deerlin et al., 2008).
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1.5.5 Transport axonal alterat

El citoesquelet és un element essencial en la determinació de la forma 

de la cèl·lula, els seus moviments i el tràfic intracel·lular d’orgànuls i 

proteïnes. El citoesquelet de les neurones està constituït per 

microtúbuls, microfilaments d’actina i els anomenats filaments 

intermedis o NF. Els NF són les proteïnes del citoesquelet més 

abundants en les MN i juguen un paper clau en la regulació del 

diàmetre i creixement de l’axó, així com en la velocitat del transport 

axonal d’orgànuls i altres molècules (Xu et al., 1993). En la ELA, hi ha 

diverses proves que confirmen l’alteració del citoesquelet i el transport 

axonal en MN de zones afectades per la malaltia. Una de les 

característiques histopatològiques típiques de la ELA és l’acumulació 

aberrant de NF, tan en el soma de les MN com en els axons proximals. 

La sobreexpressió de subunitats dels NF en ratolins transgènics provoca 

un acoblament alterat d’aquests NF, acompanyat d’un transport 

axonal aberrant i una disfunció generalitzada de les MN (Lee et al., 

1994). Sorprenentment, la sobreexpressió de NF en ratolins SOD1G37R no 

empitjora la progressió de la malaltia, sinó que atenua la degeneració 

de les MN i augmenta la supervivència (Couillard-Despres et al., 1998). 

En aquests animals l’acumulació de NF està incrementada en el soma 

però disminuïda en els axons. Sembla ser que l’acumulació de NF en el 

citosol contrarestaria la toxicitat mitjançada per mSOD1, tamponant 

certes reaccions intracel·lulars perjudicials com serien els nivells 

excessius de Ca2+ (Couillard-Despres et al., 1998) o la fosforilació de 

certes proteïnes per part de la CDK5 (cyclin-dependent kinase 

5)(Nguyen et al., 2001a). A la vegada, la disminució de l’acumulació 

NF en els axons d’aquests animals estaria protegint les MN mitjançant 

la facilitació del transport axonal, el qual s’ha vist disminuït en etapes 

inicials presimptomàtiques de la malaltia en animals SOD1G93A i  

SOD1G37R (Zhang et al, 1997; Borchelt et al., 1998; Williamson i 

Cleveland, 1999).
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El complex dineïna-dinactina, involucrat en el transport axonal 

retrògrad ràpid, es troba alterat en la ELA. En MN d’animals SOD1G93A

s’ha detectat colocalització de dineïna citoplasmàtica amb agregats 

de SOD1 (Ligon et al., 2005) observant-se un transport retrògrad 

defectiu. Així mateix, en pacients amb una forma de ELA familiar de 

progressió lenta, s’han descrit mutacions en el gen de la dinactina 

(Puls et al., 2003; Munch et al., 2004). 

1.5.6 Neuroinflamació

La microglia són les cèl·lules immunitàries del SNC, dotades d’una gran 

capacitat fagocítica i migratòria. En el teixit nerviós adult, la microglia 

es troba en estat quiescent, presentant un cos cel·lular petit, moltes 

ramificacions fines i una baixa expressió d’antígens de superfície 

(Garden i Möller, 2006). El fenomen neuroinflamatori apareix quan una 

lesió desencadena l’activació ràpida de les cèl·lules de la microglia, 

que adopten el fenotip de cèl·lules citotòxiques, alliberant diversos 

factors com glutamat, òxid nítric, ROS, citoquines proinflamatòries i 

prostaglandines. Aquesta transformació és evident morfològicament, 

passant d’un estat ramificat a un estat ameboide (Perry, 2004). La 

microglia activada exerceix els seus efectes sobre les MN, però alhora 

també,  sobre els astròcits i els oligodendròcits. L’activació microglial, 

però, pot induir tan regeneració com dany neuronal. Amb l’alliberació 

de citoquines anti-inflamatòries, neurotrofines i factors de creixement, 

així com amb l’eliminació d’axons i neurones malmeses, la microglia 

indueix la reparació neuronal. En canvi, amb l’alliberació de 

citoquines proinflamatòries, proteases lisosomals, ROS i via activació 

astroglial i fagocitosi crònica, la microglia pot induir dany neuronal 

(Banati et al., 1993). 

Estudis amb mostres post mortem de cervell i medul·la espinal de 

pacients amb ELA han detectat activació i proliferació de cèl·lules 

microglials i astroglials hipertròfiques en les àrees afectades per la 
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malaltia (Turner et al., 2004; Kawamata et al., 1992). Aquest fenomen 

també s’ha detectat en els models murins transgènics abans de 

l’aparició dels primers símptomes i durant tot el curs de la malaltia 

(Bruijn et al., 1997a; Hall et al., 1998b). Els factors alliberats per la 

microglia afecten directament els astròcits, produint una disminució de 

l’expressió de factors neurotròfics per part d’aquestes cèl·lules i 

promovent, en canvi, l’alliberació de nous factors neuroinflamatoris 

que reforcen l’activació de la microglia, creant un cicle 

potencialment letal (Dong i Benveniste, 2001) (Figura I-13). 

Figura I-13. Interacció neuroinflamatòria entre microglia, astròcits i neurones. 
En resposta a un estímul inicial, desconegut en la ELA, la microglia comença a 
produir citoquines proinflamatòries i a regular a la baixa l’expressió de factors 
de creixement, afectant tan MN com astròcits. En resposta a un segon estímul, 
en aquest cas astrocitari, la microglia esdevé completament activa. Aquestes 
cèl·lules produeixen quantitats creixents de citoquines proinflamatòries, RNI 
(reactive nitrating intermediates), ROI (reactive oxigenating intermediates) i 
glutamat. Els astròcits disminueixen l’expressió de factors de creixement i 
alliberen també glutamat i factors inflamatoris. Les MN, envoltades d’aquestes 
senyals citotòxiques, acaben degenerant (Nguyen et al., 2001b).
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Tan en pacients com en animals mSOD1 es dóna una sobreexpressió 

de citoquines proinflamatòries (TNF�, tumor necrosis factor alpha), 

interleuquines (IL-������-6), prostaglandines (PGE2), ROS i ciclooxigenasa 

2 (COX-2) (Nguyen et al., 2001b; Yasojima et al., 2001). També s’han 

detectat nivells anormalment elevats de citoquines proinflamatòries 

com la MCP-1� (monocyte quemoatracttant protein 1 alpha) i el 

MCSF (monocyte colony stimulating factor) o proteïnes del 

complement com C3c, en plasma i LCR de pacients amb ELA 

(Simpson et al., 2004; Goldknopf et al., 2006).

COX-2, produïda en abundància per la microglia, és un enzim crucial 

en la producció de prostaglandines i juga un paper important en la 

neuroinflamació. En mostres post mortem de pacients amb ELA i en 

ratolins mSOD1 s’han detectat nivells elevats de mRNA i proteïna COX-

2 així com també de PGE2, un dels seus productes (Almer et al., 2001). 

L’ús de l’inhibidor de la COX-2, celecoxib, en els models animals de la 

malaltia retarda l’inici dels símptomes i augmenta la supervivència 

(Drachman et al., 2002), disminuint també els nivells de PGE2. Malgrat 

això, cap dels inhibidors de COX provats han estat eficaços en els 

pacients amb ELA (Cudkowicz et al., 2006). Una altre citoquina 

particularment interessant i regulada a l’alça en ratolins SOD1G93A, és el 

TNF� (Weydt et al., 2004). L’administració del seu antagonista 

comporta un lleuger augment de l’esperança de vida d’aquests 

animals (West et al., 2004).

Per altra banda, s’ha observat en els models animals de ELA i en cultius 

mixtes de MN i cèl·lules microglials que, mSOD1, actuant 

extracel·lularment o formant agregats a l’interior de la microglia, és un 

potent activador de la resposta inflamatòria, promovent l’activació de 

les cèl·lules microglials i incrementant la seva neurotoxicitat (Beers et 

al., 2006; Harraz et al., 2008; Zhao et al., 2010).
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Tot i que la participació dels processos de neuroinflamació en la 

patologia de la ELA és clara, encara es desconeix si són una causa 

primària o una conseqüència de la neurodegeneració.

1.5.7 Autoimmunitat

Diversos estudis han suggerit el paper d’un possible mecanisme 

autoimmune en la patogènia de la ELA (Appel et al., 1991; Smith et al., 

1996; Haggstrom et al., 1997), tot i que les proves que li donen suport 

no són del tot concloents. Moltes de les característiques pròpies de les 

malalties autoimmunes no han estat trobades en la ELA, com 

l’associació amb tipus d’histocompatibilitat o la millora terapèutica 

enfront tractaments immunosupressors (Brown et al., 1986; Drachman 

et al., 1994). 

S’ha descrit, però, l’existència d’anticossos circulants contra canals de 

Ca2+ dependents de voltatge (VGCCs, voltage-gated calcium 

channel) en el sèrum de pacients amb ELA esporàdica (Appel et al., 

1995). Aquest anticossos provoquen l’entrada de Ca2+ per activació 

dels VGCCs en MN en cultiu, facilitant la degeneració i mort de les 

cèl·lules per fenòmens d’excitotoxicitat. Alhora, la transferència 

passiva d’aquests anticossos a ratolins, altera l’homeòstasi intracel·lular 

dels Ca2+ i produeix canvis estructurals en les MN d’aquests animals 

(Engelhardt et al., 1995; Engelhardt et al., 1997). S’ha comprovat 

també que aquests anticossos anti-VGCCs són citotòxics per la línia 

cel·lular híbrida de MN VSC4.1, de forma Ca2+ extracel·lular-

dependent. La citotoxicitat desapareix preincubant els anticossos amb 

antagonistes dels VGCCs o amb subunitats aïllades dels VGCCs (Smith 

et al., 1994).

Així mateix, s’han detectat anticossos contra antígens motoneuronals 

en el sèrum i LCR de pacients amb ELA, identificats com anticossos 

anti-gangliòsids GM1 i GM1a (Pestronk et al., 1988; Niebroj-Dobosz et 
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al., 1999; Mizutani et al., 2003). Els gangliòsids són glucoesfingolípids 

que contenen àcid siàlic, presents en elevada concentració a les 

membranes de les neurones, tan en substància blanca com gris, i 

preferentment distribuïts en terminals nerviosos (Marconi et al., 2005). Es 

desconeix encara el significat de la presència d’anticossos contra 

aquest antigen, ja que no es troben sempre en el sèrum de pacients 

amb ELA i, alhora, també es troben en el sèrum de pacients amb altres 

malalties neurològiques (Lamb i Patten, 1991; Gallardo et al., 2001). 

Diversos estudis han descrit la presència d’altres anticossos en sèrum 

de pacients amb ELA, tan esporàdica com familiar: anticossos contra 

sulfoglucuronil paraglobòsid (Ben Younes-Chennoufi et al., 1995), 

contra l’acetilcolinesterasa d’eritròcits (Haggstrom et al., 1997), contra 

el receptor d’ACh (Okuyama et al., 1997), contra NF (Couratier et al., 

1998) i contra Fas (Sengun i Appel, 2003). La citotoxicitat del sèrum de 

pacients amb ELA contra eritròcits ha estat confirmada (Conradi i 

Ronnevi, 1985) així com la presència d’immunoglobulines contra 

eritròcits en la saliva d’aquests pacients (Conradi et al., 1990). 

Aquestes troballes, però, no han estat relacionades amb la progressió 

de la malaltia, el sexe o l’edat dels pacients.

En els últims treballs publicats, s’ha descrit que la injecció 

intraperitoneal d’immunoglobulines G (IgG) de pacients amb ELA en 

ratolins, produeix la degeneració de les MN d’aquests animals, 

acompanyada d’un increment en la concentració intracel·lular de 

Ca2+ (Pullen et al., 2004; Pagani et al., 2006). Al cap de 24 h de la 

injecció, les IgG eren trobades en el SNC dels ratolins, a l’alçada dels 

axons terminals de la segona MN, localitzades més concretament en 

els microtúbuls i en el RE rugós (Engelhardt et al., 2005). La injecció 

d’aquestes IgG en unió neuromuscular de ratolins produïa alteracions 

en la plasticitat sinàptica dels terminals nerviosos (Fratantoni et al., 

2000). El significat de la presència d’aquests anticossos és encara 

desconeguda i lamentablement, els assajos clínics realitzats amb 
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teràpia immunosupressora no s’han mostrat eficaços en el tractament 

de la ELA.

1.6 Diagnòstic de la malaltia

En absència d’un test diagnòstic definitiu, la diagnosi de la ELA es 

realitza amb la clínica, basant-se principalment en la detecció de 

signes i símptomes de deteriorament de les MN superiors i inferiors. Els 

criteris formals per al diagnòstic de la ELA es van definir l’any 1994, 

amb l’acceptació del criteri de El Escorial (Brooks, 1994). Aquest criteri, 

especifica els grau de certesa diagnòstica en relació a l’extensió de la 

malaltia (Figura I-14). Fins ara, s’han definit 4 regions en el SNC a tenir 

en compte: tronc de l’encèfal, regió cervical, regió toràcica i regió 

lumbosacra. Els símptomes motors que normalment s’avaluen són la 

debilitat i atròfia muscular, l’espasticitat (contracció permanent de la 

musculatura) i la hiperreflèxia, els quals empitjoren progressivament 

durant el curs de la malaltia.

Figura I-14. Criteris de El Escorial per al diagnòstic de la ELA. EMG, 
electromiografia (adaptat de Brooks, 1994).
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Les proves a les que normalment son sotmesos els pacients són la 

electromiografia (EGM), la qual detectarà les alteracions motores 

causades per la degeneració de les motoneurones inferiors, la 

ressonància magnètica i l’assaig de velocitat de conducció dels 

nervis. D’acord amb els resultats d’aquestes proves es poden realitzar 

exàmens d’orina i sang per descartar altres malalties, així com també 

una biòpsia muscular.

La ELA clínicament definida és aquella que presenta alhora signes 

d’alteració en MN superiors i inferiors en 3 de les regions abans 

esmentades.

1.7 Tractament de la ELA i estratègies terapèutiques

En aquest moment, no existeix encara cap tractament farmacològic 

efectiu en la ELA. El Riluzol, bloquejant de la transmissió glutamatèrgica 

(veure secció 1.5.1 de la introducció), es l’únic fàrmac aprovat per la 

FDA (Food and Drug Administration) en el tractament de la malaltia. 

Malgrat tot, la seva eficàcia és limitada donat que no millora la funció 

muscular i tan sols retarda la progressió de la malaltia en uns mesos.

Els últims estudis en teràpia gènica per al tractament de la ELA familiar, 

deguda a mutacions en el gen de la SOD1, estan provant la viabilitat 

de l’ús de nucleòtids antisentit (Smith et al., 2006) o RNA d’interferència 

per aquesta proteïna (Raoul et al., 2005) en els models animals 

transgènics mSOD1.  La viabilitat de l’administració intratecal de 

nucleòtids antisentit en aquests animals ha estat demostrada i els 

assajos clínics segueixen en curs.

En el cas de la ELA de tipus esporàdica s’estan duent a terme un gran 

nombre d’assajos clínics. Entre d’altres, s’ha demostrat que 

l’administració intracerebroventricular de VEGF en ratolins mSOD1 

retarda l’aparició dels primers símptomes i allarga la vida mitja 

d’aquests animals (Azzouz et al., 2004; Storkebaum et al., 2005). 
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Altrament, s’estan provant fàrmacs amb propietats anti-excitotòxiques. 

El Talampanel, un antagonista dels AMPARs, està actualment en la 

fase III dels assajos clínics i la ceftriaxona, un fàrmac que augmenta 

l’expressió de EAAT2 i  la supervivència dels animals mSOD1 (Rothstein 

et al., 2005), està sent investigada ja en humans (Van Damme i 

Robberecht, 2009). En un altre estudi s’ha observat que el liti retarda la 

degeneració de MN en ratolins mSOD1 i incrementa la supervivència 

en pacients amb ALS (Fornai et al., 2008), tot i això, la publicació de 

diversos treballs amb resultats contraris fan dubtar de la veritable 

eficàcia del liti.

Molts dels assajos terapèutics realitzats en els últims anys han tingut 

resultats negatius. La gran majoria dels compostos analitzats són 

efectius en els models animals mSOD1, però ineficaços en humans, i 

aquest fet ha generat una discussió sobre si els models animals 

transgènics són una eina útil en l’estudi de tractaments per la ELA 

esporàdica. En els últims anys, la troballa de mutacions en TDP-43 i 

agregats d’aquesta proteïna en casos de ELA esporàdica, però no en 

els models animals mSOD1, ha despertat la necessitat de generar nous 

models transgènics TDP-43.

2. El receptor de glutamat de tipus NMDA

El glutamat és el principal NT excitador del SNC i els seus receptors 

tenen un paper vital en la regulació de la transmissió sinàptica 

excitadora. 

Els NMDARs són canals de membrana de Ca2+, pertanyents a la família 

dels receptors ionotròpics de glutamat, que juguen un paper clau en 

el desenvolupament neural i en els processos relacionats amb la

plasticitat sinàptica, potenciació a llarg termini (LTP o Long-term 

potentiation), aprenentatge i memòria (Asztely et al., 1996). Alhora, 

l’alteració dels NMDARs pot activar vies de mort cel·lular en una gran 
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varietat de desordres neurològics com serien l’epilèpsia, el dany 

isquèmic cerebral, el Parkinson, l’Alzheimer, la Corea de Huntington o 

la ELA.

Els receptors de glutamat es poden dividir en ionotròpics (associats a 

canals permeables a ions) i metabotròpics (associats a proteïnes G). 

Aquests últims, no condueixen corrent directament sinó que, a través 

de senyals a la proteïna fosfolipasa C, alliberen Ca2+ dels reservoris 

intracel·lulars, o, a través d’adenilat ciclasa, modulen altres canals 

iònics i vies bioquímiques intracel·lulars (De Blasi et al., 2001).

2.1 Receptors ionotròpics de glutamat

Els receptors ionotròpics són canals iònics que s’obren per unió a 

lligand, en aquest cas a glutamat, permetent l’entrada d’ions 

carregats com són el Na+ i el Ca2+ a través del porus situat al centre 

del complex del receptor. Aquest flux d’ions dóna com a resultat la 

despolarització de la membrana plasmàtica i la generació d’un 

potencial d’acció que és propagat al llarg de l’axó. Els receptors 

ionotròpics de glutamat són complexes formats per 4 o 5 subunitats, 

classificats en 3 grups segons les seves característiques estructurals i 

morfològiques, i  l’agonista al qual responen: NMDA, AMPA i Kainat 

(Figura I-15). Aquests receptors tenen en comú una permeabilitat 

substancial a Na+ i K+, i una permeabilitat variable a Ca2+. 
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Figura  I-15. Classificació dels receptors ionotròpics de glutamat amb la 
nomenclatura més recent acceptada per la IUPHAR (International Union of 
Basic and Clinical Pharmacology)(adaptat de Collingridge et al., 2009).

Els AMPARs són els receptors de glutamat més abundants en les MN i 

estan relacionats amb la transmissió excitadora ràpida, mentre que els 

NMDARs estan implicats en la transmissió excitadora a llarg termini. Els 

receptors de Kainat, involucrats en processos de plasticitat sinàptica, 

comparteixen agonista amb els AMPA, agrupant-los sovint com una 

mateixa entitat anomenada “receptors AMPA/Kainat” o receptors “no 

NMDA” (Bigge, 1999). 

En adults, la subunitat GluN1 del NMDAR s’expressa de forma ubiqua 

per tot el SNC. GluN2A s’expressa predominantment en cervell, GluN2B 

es troba restringit al prosencèfal, GluN2C al cerebel i GluN2D a petits 

grups de cèl·lules en regions específiques del cervell (Kohr, 2006). 

L’expressió de NR3A i NR3B disminueix dràsticament en adults i es 

localitza selectivament al tàlem, l’amígdala i el nucli del tracte 

olfactori lateral (Low i Wee, 2010).

2.2 Estructura del receptor de NMDA 

Els NMDARs són tetràmers heteròmers formats per l’assemblatge de 

dues subunitats GluN1 i dues GluN2. GluN1 és un component essencial 

dintre del complex del NMDAR, i pot interactuar amb qualsevol dels 4 
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tipus de subunitats GluN2 (GluN2A-D), les quals són producte de 4 gens 

diferents. Les combinacions d’ambdues subunitats donen lloc a un 

gran nombre de NMDARs amb diferents propietats biològiques i 

farmacològiques. 

A més de la variabilitat donada per l’ús de diferents subunitats GluN2, 

existeixen múltiples variants d’empalmament de la subunitat 

GluN1(Figura I-16). Hi ha dues regions en l’mRNA de GluN1 on es pot 

dur a terme aquest empalmament: en l’exó 5 del domini N-terminal i 

en els exons 21 i 22 del domini C-terminal. 

                                                                           

Figura I-16. Estructura de la 
subunitat GluN1 del NMDAR. 
GluN1 consta d’un domini N-
terminal extracel·lular seguit 
d’una llarga nansa que 
correspon al domini d’unió a 
lligand, quatre segments 
transmembrana (TMI-IV) i un 
domini curt C-terminal 
intracel·lular. Es mostren les 
regions sotmeses a  
variacions d’empalmament 
alternatiu (fins a vuit
variants).

Aquestes variants d’empalmament són importants en la regulació de 

les interaccions intracel·lulars del receptor amb altres proteïnes, com la 

PSD-95, encarregada de l’acoblament del NMDAR amb l’òxid nítric 

sintasa neuronal (Dingledine et al., 1999).

Per a l’activació del NMDAR, apart del glutamat, es necessita un 

coagonista, la glicina. El lloc d’unió per als dos neurotransmissors es 

troba en diferents subunitats, la glicina s’uneix a GluN1 mentre que el 

glutamat ho fa a GluN2. La subunitat GluN2 posseeix també un lloc 
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d’unió a poliamines, molècules reguladores que modulen el 

funcionament del NMDAR.

Totes les subunitats del receptor comparteixen una estructura bàsica 

comuna (Figura I-16)(Wollmuth i Sobolevsky, 2004):

1) Un domini N-terminal de 350 aminoàcids, lloc d’unió de diversos 

moduladors al·lostèrics del receptor com el Zn2+, l’H+ i les poliamines 

espermina i espermidina.

2) Un domini d’unió a lligand, format per una nansa llarg entre el 

domini N-terminal i el primer segment transmembrana (TMI) i una

nansa extracel·lular entre els segments TMIII i TMIV.

3) Quatre regions hidrofòbiques transmembrana (TMI-TMIV) a la 

regió central de la seqüència. 

4) Un domini C-terminal on s’uneixen proteïnes intermediàries d’unió 

al citoesquelet, proteinquinases, proteinfosfatases i altres molècules 

intermediàries en la regulació de vies de senyalització intracel·lular.

2.3 Activació del receptor de NMDA

A potencials de membrana en repòs, els NMDARs es troben inactius. 

Aquest fet ve donat per un bloqueig voltatge-dependent del porus del 

receptor amb ions Mg2+. Quan la membrana plasmàtica es 

despolaritza, el Mg2+ es alliberat del complex del receptor i, per l’acció 

dels coagonistes glutamat i glicina, es produeix un canvi 

conformacional del canal, permetent  l’entrada de Ca2+ i Na+ a

l’interior de la cèl·lula i la sortida de K+ (Mayer i Westbrook, 1987). El 

canal associat al NMDAR presenta una major permeabilitat a Ca2+

que els associats a receptors AMPA i Kainat, així com una cinètica 

d’activació-inactivació més lenta (Forsythe i Westbrook, 1988). 
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El receptor té una sèrie d’agonistes, moduladors al·lostèrics i fàrmacs 

que poden regular la seva activitat (Figura I-17).

Figura I-17. Representació esquemàtica de l’estructura del NMDAR i la seva 
farmacologia. El Zn2+ extracel·lular pot actuar com un modulador al·lostèric 
negatiu del canal o, alhora, com un antagonista selectiu dels NMDARs que 
contenen la subunitat GluN2A. Les poliamines, en canvi, actuen com a 
moduladors positius, tot i que, a altes concentracions, poden bloquejar el 
NMDAR. L’APV (2-amino-5-phosphovalerate) i el Mrz 2/576 actuen com 
antagonistes competitius, mentre que l’ifenprodil és un antagonista selectiu 
dels NMDARs que contenen la subunitat GluN2B. El Mg2+, la memantina, i 
també l’MK-801 actuen com a bloquejants del canal. L’NMDAR pot ser 
modulat també per agents redox oxidants, protons extracel·lulars i pH (Danysz i 
Parsons, 1998).

2.4 Funcions del receptor de NMDA

Com ja hem comentat anteriorment, els NMDARs tenen un paper 

essencial en els processos de plasticitat sinàptica però també en el 

desenvolupament del SNC i la transmissió de la senyal excitadora (Bliss 

i Collingridge, 1993). La sobre-estimulació dels NMDARs, però, també 

pot causar mort cel·lular deguda a excitotoxicitat per Ca2+, en certes 
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condicions patològiques (Lipton i Rosenberg, 1994). Així, els NMDARs 

tindrien un efecte dual, amb la capacitat d’actuar en vies de 

senyalització que promouen la supervivència o la mort neuronal.

En condicions fisiològiques normals, els NMDARs activen diverses vies 

de senyalització intracel·lular, essencials per la supervivència neuronal, 

com serien les vies de les MAPKs (mitogen-activated protein kinase) i la 

de l’òxid nítric (NO o nitric oxide).

2.4.1 Vies de senyalització de les MAPKs 

Les MAPK són proteinquinases que regulen diverses activitats cel·lulars 

com serien l’expressió de gens promotors de la plasticitat sinàptica, la 

mitosi, la diferenciació cel·lular, la supervivència i l’apoptosi. 

L’activació del NMDAR i l’estimulació elèctrica ràpida indueixen la 

fosforilació de les MAPKs activant-les (Haddad, 2005).

L’entrada de Ca2+ a través del NMDAR provoca la generació d’AMP 

cíclic (cAMP) i l’activació de la proteïna quinasa A (PKA) que fosforila 

les MAPKs ERK1 o MAPKERK1/p44 (extracellular signal-regulated kinase1) i 

ERK2 o MAPKERK2/p42. Aquestes actuen sobre els seus factors de 

transcripció diana, Elk-1 i CREB (cAMP-response element-binding 

protein), entre d’altres, activant-los, amb la subseqüent transcripció 

dels gens associats a plasticitat sinàptica (Vossler et al., 1997; Abel et 

al., 1997). Un estudi més recent, descriu una ruta alternativa 

d’activació de les MAPKs via el proto-oncogen Ras (Sweatt, 

2001)(Figura I-18).
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Figura I-18. Vies de senyalització 
de la trancripció de gens associats 
a plasticitat activades per 
l’entrada de Ca2+ a través del 
NMDAR. AC, adenylate cyclase; 
CaM, calmodulin; CaMKII i 
CaMKIV, Ca2+/calmodulin-
dependent kinase II i IV; CAMP, 
cyclic AMP; CREB, cAMP-response 
element-binding protein; MEK, 
MAPK/ERK kinase; PKA, protein 
kinase A; PKC, protein kinase C; 
Rap-1, Ras-related protein 1; 
RasGRF, Ras protein-specific 
guanine nucleotide-realising 
factor; Rsk-2, p90 ribosomal S6 
protein kinase 2; SynGAP, synaptic 
Ras-GTPase activating protein 
(Waltereit i Weller, 2003).

2.4.2 Via de senyalització de l’òxid nítric

El NO és un gas incolor i poc soluble en aigua produït en petites 

quantitats en mamífers, on actua com a missatger biològic. Es 

caracteritza per una vida mitja curta i la capacitat de difondre 

lliurement per membranes cel·lulars. El NO es sintetitza en diferents 

tipus cel·lulars a partir de l’extrem N-terminal de l’aminoàcid L-arginina, 

formant-se també L-citrulina (Nathan, 1992). Aquesta reacció es 

catalitzada per la NO sintasa (NOS).

En el cervell, l’entrada de Ca2+ a través dels NMDARs estimula l’acció 

de la NOS neuronal o NOS de tipus 1 (nNOS o NOS1). Aquesta 

estimulació és possible gràcies a la colocalització del NMDAR i la nNOS 

a través de la PSD-95 (postsynaptic density protein 95) que, gràcies a la 

calmodulina (CaM), assegura que el Ca2+ que entra pel canal del 
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receptor sigui selectivament acoblat a la nNOS (Aoki et al., 1997; 

Brenman et al., 1996)(Figura I-19).

  

Figura I-19. Activació de la nNOS per l’influx de Ca2+ a través del NMDAR i 
producció de NO. El NO activa la guanilat ciclasa soluble (sGC) per produir 
GMP cíclic (cGMP). L’activitat excessiva del NMDAR duu a una 
sobreproducció de NO que pot ser neurotòxica. La S-nitrosilació de proteïnes 
com Parkina (una E3 ubiqüitina lligasa), PDI (protein disulfide isomerasa), 
GADPH o la metaloproteinasa MMP-9 contribueix al dany i la mort neuronal. Els 
efectes neurotòxics del NO també poden ser deguts al ONOO-. 
Alternativament, la S-nitrosilació també pot tenir  efectes neuroprotectors per 
la cèl·lula, inhibint l’activitat de les caspases o prevenint la sobreactivació dels 
NMDARs (Nakamura i Lipton, 2007).

El NO produït per l’activació del NMDAR s’ha vist implicat en 

nombroses funcions tals com la supressió de les descàrregues reflexes 

dels sistema simpàtic perifèric o la vasodilatació cerebral (Meng et al., 

1995), però també en la producció de radicals lliures lligada a la mort 

neuronal per excitotoxicitat per glutamat (Montoliu et al., 2001).
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3. Les semaforines

Les semaforines, també anomenades colapsines, són una família de 

glicoproteïnes, secretades o associades a membrana, identificades 

inicialment en el sistema nerviós com molècules inhibidores del 

creixement axonal (Kolodkin et al., 1993). Posteriorment es va descriure 

que les semaforines incloïen membres amb activitat quimiorepulsiva i  

quimioatraient, involucrats en la regulació de processos com la 

migració cel·lular, la guia del conus de creixement de l’axó, la 

sinaptogènesi,  la densitat i maduració de les espines dendrítiques 

(Tran et al., 2007).

Les semaforines estan dividides en 8 subfamílies en base a 

l’organització dels seus motius estructurals i l’origen de l’espècie on 

van ser descrites (Figura I-20). Les classes 1 i 2 pertanyen a invertebrats, 

les classes 3-7 a mamífers i la classe 8, també anomenada V, 

correspon a les semaforines virals.

Les plexines, proteïnes transmembrana de tipus 1 amb un domini 

citoplasmàtic amb homologia Ras GAPs (GTPase-activating proteins)

altament conservat, actuen com a molècules receptores de les 

semaforines (Winberg et al., 1998). Les plexines poden interactuar tan 

amb les semaforines presents en cèl·lules adjacents com amb les que 

es troben en forma soluble. Tan sols la classe 3 de semaforines 

requereixen de les neuropilines, proteïnes transmembrana amb dominis 

intracel·lulars curts sense activitat enzimàtica, com a co-receptors per  

a la senyalització a través de plexines (Kolodkin et al., 1997).
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Figura I-20. Família de proteïnes de les semaforines. Totes les semaforines 
contenen un domini d’uns 500 aminoàcids, a l’extrem N-terminal, anomenat 
domini Sema, seguit en algunes classes, per un domini immunoglobulina (Ig). 
Les classes V, 2 i 3 són secretades, mentre que la resta estan unides a la 
superfície cel·lular per un domini transmembrana o un domini d’ancoratge GPI 
(glycosylphosphatidylinositol).  La classe 5 conté un domini de repeticions de 
tromboespondina i la classe 3 un domini C-terminal bàsic (Eickholt, 2008).

Dintre de les semaforines, la classe 3 ha estat una de les més 

estudiades i la isoforma Sema3A, relacionada amb el col·lapse del 

conus de creixement de l’axó, la quimiorepulsió i l’apoptosi neuronal, 

ha estat examinada en detall. La classe 3 es sintetitza majoritàriament 

com a precursors proteics inactius que requereixen un processament 

proteolític. Els resultats del procés proteolític són diferents isoformes 

que difereixen en la seva activitat repulsiva depenent del tall realitzat. 

Si el tall es realitza a l’extrem C-terminal s’augmenta l’activitat 

repulsiva, però si el tall es produeix dins el domini Sema, la seva 

activitat queda inhibida (Adams et al., 1997). Sema3A és un potent 
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inhibidor del creixement dels axons del gangli raquidi embrionari (Luo 

et al., 1993), dels ganglis simpàtics (Koppel et al., 1997) i de les MN 

espinals (Varela-Echavarria et al., 1997). In vitro, Sema3A repel·leix 

axons hipocampals (Chetodal et al., 1998) i projeccions axonals 

corticals (Polleux et al., 1998). Més recentment s’ha relacionat l’acció 

de Sema3A en la patogènesi de malalties neurodegeneratives com 

l’Alzheimer i la ELA. S’ha detectat una alteració en la senyalització de 

Sema3A en malalts d’Alzheimer que provoca la seva internalització en 

neurones hipocampals promovent la degeneració d’aquestes cèl·lules 

(Good et al., 2004). A més, en models animals de ELA SOD1G93A s’ha 

descrit una sobreexpressió de Sema3A en cèl·lules Schwann terminals 

a nivell de la unió neuromuscular, provocant la retracció de l’axó i la 

degeneració de les MN (De Winter et al., 2006).
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 Objectius

La ELA és una malaltia neurodegenerativa complexa i de pronòstic 

fatal que afecta selectivament les MN de la banya ventral de la 

medul·la espinal, del còrtex cerebral i del tronc de l’encèfal. Tot i que 

s’han descrit diversos mecanismes patogènics, no excloents entre ells, 

implicats en la progressió de la ELA, els factors determinants de l’inici 

de la patologia són, avui dia, encara desconeguts.

Per una banda, molts treballs evidencien la presència d’alteracions 

degudes a excitotoxicitat per glutamat en els teixits afectats per la 

malaltia, tan en pacients amb ELA de tipus esporàdica com familiar, 

així com també, en els models animals transgènics. Alhora, la 

implicació dels receptors ionotròpics de glutamat en els processos 

d’excitotoxicitat que duen a la degeneració de les MN en la ELA, ha

estat també clarament observada en diversos estudis (secció 1.5.1 de 

la introducció). Per altra banda, tan la detecció de diferents tipus 

d’autoanticossos en sèrums de pacients amb  ELA, com la toxicitat

exercida per les IgG de malalts sobre les MN, l’homeòstasi del Ca2+ i els 

processos de plasticitat sinàptica, observada en experiments in vivo i in 

vitro, donen suport a la hipòtesi de la implicació d’un mecanisme de 

tipus autoimmune en la patogènia de la ELA (secció 1.5.7 de la 

introducció). 

Tenint en compte aquests antecedents, en la primera part d’aquest 

estudi s’ha analitzat l’acció directa del sèrum ELA sobre el receptor de 

glutamat de tipus NMDA. Així mateix, en la segona part de l’estudi, i 

amb col·laboració amb un treball iniciat al Departament de 

Neurobiologia Cel·lular de la Facultat de Medicina de la Universitat de 

Lleida-IRBLLEIDA, s’ha dissenyat un assaig d’ELISA per la detecció 

d’autoanticossos circulants contra Semaforina 3A en sèrums ELA. 

Per dur a terme aquest estudi es van plantejar els següents objectius 

específics:
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OBJECTIU 1. Avaluar l’ efecte dels sèrums patològics ELA sobre el 

receptor de glutamat de tipus NMDA GluN1/GluN2A expressat en 

oòcits de Xenopus laevis. 

- Explorar i caracteritzar l’efecte dels sèrums humans control i 

patològics sobre oòcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC o 

amb el cRNA del NMDAR.

- Avaluar l’acció de la fracció de IgG de sèrums humans control i 

patològics sobre oòcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC o 

amb el cRNA del NMDAR.

- Mesurar l’efecte del sèrum de rates transgèniques mSOD1 G93A 

en  oòcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC o amb el cRNA 

del NMDAR.

OBJECTIU 2. Detectar la possible presència d’autoanticossos circulants 

en sèrums patològics ELA.

- Establir un protocol d’ELISA per detectar la unió d’anticossos 

circulants en sèrums control i patològics a pèptids comercials de 

Sema3A. 

- Detectar la presència d’autoanticossos circulants contra 

proteïna Sema3A recombinant en sèrums control i patològics. 
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Materials i Mètodes

1. Obtenció i preparació de les mostres de sèrum

1.1. Mostres de sèrum humà control i patològic

En col·laboració amb el Banc de Sang i Teixits de L’Hospital Universitari 

de Bellvitge (HUB) es van obtenir mostres de sang provinents de 14 

subjectes, 7 homes i 7 dones, en un rang d’edat entre els 20 i els 68 

anys, i sense cap tipus d’afectació neurològica coneguda, que van 

ser utilitzades com a mostres control. Les mostres de  sang es van 

recollir en tubs de vidre sense cap tipus d’agent anticoagulant i es van 

deixar a temperatura ambient durant 1h. Desprès es van centrifugar 

durant 15 min a 1000 g  per tal d’obtenir-ne el sèrum. 

Les mostres de sèrum provinents de pacients diagnosticats clínicament 

amb ELA de tipus esporàdica, seguint els criteris de El Escorial (Brooks, 

1994), van ser cedides per la Dra. Mònica Povedano del Departament 

de Neurologia del HUB-IDIBELL. El procés d’extracció de la sang i 

obtenció del sèrum es va realitzar d’acord amb la normativa del 

comitè ètic del HUB i amb el previ consentiment dels pacients. Es van 

obtenir mostres de sèrum de 14 pacients d’ELA, 5 dones i 9 homes, en 

un rang d’edat entre els 47 i els 75 anys, i amb una durada mitja de la 

malaltia de 3 anys i 6 mesos. 10 d’aquests pacients van tenir un inici de 

la malaltia de tipus espinal, 2 d’ells un inici de tipus bulbar i en els 2 

casos restants es desconeixia el tipus d’inici dels símptomes. Els 

pacients estaven tractats amb Riluzol. 

Les dades clíniques dels pacients es troben resumides a la Taula M-1.
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Taula M-1. Característiques clíniques dels pacients amb ELA esporàdica 
utilitzats en l’estudi. 

Sporadic

ALS patients

Male/Female Age of onset

(years) 

Site of onset Survival 

(years) 

Treatment

ALS 1
ALS 2
ALS 3
ALS 4
ALS 5
ALS 6
ALS 7
ALS 8
ALS 9
ALS 10
ALS 11
ALS 12
ALS13
ALS14

Female
Male
Female
Male
Male
Male
Female
Male
Male
Female
Male
Male
Male
Female

57
63
n/a
69
64
57
75
47
49
n/a
54
67
56
57

Limb
Limb
n/a
Limb
Limb
Limb
Bulbar
Limb
Limb
n/a
Limb
Limb
Limb
Bulbar

4.3
5.2
n/a
7 
1.8
2.7
2.6
2.3
4.2
n/a
2.4
2 
6.9
2.3

Riluzole
Riluzole
n/a
Riluzole
Riluzole
Riluzole
Riluzole
Riluzole
Riluzole
n/a
Riluzole
Riluzole
Riluzole
Riluzole

n/a, not available

A través de la Unitat de Neurobiologia Cel·lular de la Facultat de 

Medicina de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA es van obtenir mostres 

de sèrum de pacients amb altres malalties de tipus neuromuscular. 

Aquestes mostres van ser inicialment cedides per la Dra. Isabel Illa del 

Servei de Neurologia de L’Hospital de Sant Pau de Barcelona. Les 

mostres van ser obtingudes d’1 pacient amb Miastènia Gravis (MG), 1 

pacient amb Paràlisi Bulbar Progressiva (PBP) i 4 pacients amb Lower 

Motoneuron Disease (LMND) i van ser utilitzades com a mostres control 

de malaltia.

Totes les mostres de sèrum es van sotmetre a un xoc tèrmic de 56ºC 

durant 30 min per tal d’inactivar el sistema del complement i es van 

dialitzar amb membranes de diàlisi Dialysis Tubing Cellulose Membrane

(D9527, Sigma, St. Louis, MO, USA). 1 ml de cada mostra es va dialitzar 

durant 24h a 4ªC, contra 2 l de sèrum fisiològic al 0.9% (NaCl 9 g/l )  i 

amb 3 canvis de solució, de 2 l cadascun, per tal d’eliminar el 

glutamat i totes les molècules més petites de 12000 Da.
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Finalment, les mostres de sèrum van ser aliquotades i 

emmagatzemades a -80ºC fins al seu ús.

1.2. Mostres de sèrum del model de rata transgènica 
mSOD1 G93A

Les mostres de sèrum del model animal de la malaltia van ser cedides  

per la Dra. Anna Casanovas del Departament de Neurobiologia 

Cel·lular de la Facultat de Medicina de la Universitat de Lleida-

IRBLLEIDA. Es van obtenir mostres de sèrum de rates mascles i femelles 

de la soca Sprague-Dawley amb l’insert NTac: SD-TgN (SOD1 G93A) 

(Taconic Farms, Germantown, NY, USA). Les mostres de sèrum control 

es van obtenir de rates Sprague-Dawley WT del mateix fons genètic 

(Taconic Farms, Germantown, NY, USA).

El curs temporal de la progressió de la malaltia que desenvolupen els 

animals pot tenir petites variacions entre individus, però, generalment, 

una vegada s’inicien els primers símptomes, la progressió de la malaltia 

es relativament ràpida, provocant la mort de l’animal, com a molt, als 

5 mesos d’edat. Es van obtenir mostres de sèrum de cada animal a 

P30, P60, P90 i P120 dies que havien estat tractades, en el laboratori 

d’origen, com les mostres de sèrum humà descrites en l’apartat 

anterior.

1.3. Obtenció de la fracció d’Immunoglobulines G dels 
sèrums

La fracció d’IgG del sèrum d’individus control i pacients d’ELA es va 

purificar per cromatografia d’afinitat seguint el protocol del kit Protein 

G Sepharose 4 Fast Flow (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, 

Sweden). 

100 μl de sèrum es van carregar en una Unitat de Filtració per 

Centrifugació de 0.45 μm  (UFC30HV25, Ultrafree-MC, MILLIPORE

83



Materials i Mètodes

Iberica, Madrid, Spain) que contenia 60 μl de proteïna G, equilibrada 

prèviament amb PBS 20 mM a pH 7.4. La columna es va situar en un 

braç rotatori i es va incubar durant 2 h a temperatura ambient. La 

fracció d’IgG es va eluir amb 100 μl de glicina 0.1 M a pH 2.5-3.0, i el 

pH de la mostra eluïda es va neutralitzar amb 20 μl de Tris-HCl 1 M a pH 

9.0. Les IgG es van dialitzar contra PBS, a 4ºC durant 1-2 dies, amb 3 

canvis de solució, de 2 l cadascun, per dia. La concentració de cada 

una de les mostres es va estimar per espectrofotometria (DO 280 nm). 

2. Obtenció i preparació del material d’injecció

2.1. Obtenció dels plasmidis

Els plasmidis que contenien el cDNA de les subunitats GluN1 i GluN2A 

del receptor humà d’NMDA GluN1/GluN2A van ser cedits pel Dr. Paul 

Whiting (Neuroscience Research Centre, Merck Sharp & Dohme 

Research Laboratories, Harlow, UK). El cDNA de la subunitat GluN1 

estava clonat en el vector pCI-neo,  inserit en el lloc de restricció EcoRI 

(Figura M-1), mentre que el cDNA de la subunitat GluN2A va ser clonat 

en el vector pcDNAI/Amp, inserit entre el llocs de restricció HindIII i 

EcoRI (Figura M-2).
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Figura M-1. Esquema 
del vector pCl-neo. 
L’insert de la subunitat 
GluN1 està clonat en 
el lloc de restricció 
EcoRI i orientat de 
manera que s’obtingui 
el cRNA fent la reacció 
de transcripció amb la 
polimerasa T7.

Figura M-2. Mapa de 
restricció del vector 
pcDNAI/Amp. El vector 
conté el promotor 
CMV, per a l’expressió 
en cèl·lules eucariotes, 
i la seqüència que 
confereix resistència a 
ampicil·lina. El cDNA 
de la subunitat GluN2A 
està clonat entre els 
llocs de restricció 
HindIII i EcoRI.
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2.2. Transformació de bacteris 

Per tal d’aconseguir la quantitat òptima de plasmidi per dur a terme la 

reacció de transcripció, es van transformar bacteris competents E. Coli

de la soca XL1-blue. Per cada transformació es va utilitzar una alíquota 

de 200 μl de bacteris, s’hi van afegir 4 μl del plasmidi a transformar i es 

van deixar reposar en gel durant 30 min. Passat aquest temps es va 

realitzar un xoc tèrmic a 42ºC durant 45 s en un bany per tubs 

eppendorf, i ràpidament les alíquotes es van tornar a incubar en gel 

durant 2 min. Després s’hi van afegir 800 μl de medi LB i es van fer 

créixer els bacteris a 37ºC en agitació durant 1 h. Finalment, es van 

sembrar 100 μl del cultiu en una placa de medi agar LB amb una 

concentració d’ampicil·lina de 50 μg/ml i es van incubar tota la nit a 

37ºC.

2.3. Purificació del DNA plasmídic recombinant 
(MiniPREP)

Per cada una de les transformacions es van picar vàries colònies que 

havien crescut en les plaques d’agar i es van inocular cultius de 3 ml 

de medi LB complementat amb ampicil·lina (50 μg/ml), els quals van 

ser incubats  tota la nit en agitació a 37ºC.

Per determinar quines colònies havien incorporat el plasmidi es va 

realitzar una purificació del DNA plasmídic a petita escala (MiniPREP) 

utilitzant el kit comercial Minitools Miniprep Kit (21022, BIOTOOLS, 

Madrid, Spain). 1.5 ml de cada cultiu es van centrifugar durant 2 min a 

15000  g. El sediment obtingut es va ressuspendre en 100 μl de Solució I 

�	
���
�����
	�	�
�����������
��
��	��������������	���és s’h i van 

afegir 100 μl de Solució II i la mostra es va barrejar per inversió fins a 5 

vegades. Tot seguit, s’hi van afegir 100 μl de Solució III i es va deixar 

incubar en gel durant 5 min. Es va dur a terme una centrifugació de 10 

min a 15000 g de la qual es va recuperar el sobrenedant de la mostra, 
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s’hi van afegir 10 μl de matriu de sílice i es va deixar incubar durant 10 

min a temperatura ambient, barrejant per inversió cada 2-3 min. La 

mostra es va carregar en una columna de purificació i es va 

centrifugar 5 min a 15000 g . Es va eliminar l’eluït, es van afegir 300 μl 

de Wash Solution al cartutx de la columna i aquesta es va centrifugar 

durant 1 min a 15000 g . Es va repetir aquest últim pas de rentat un cop 

més i després es va transferir la columna a un tub eppendorf nou on es 

va incubar durant 2 min a temperatura ambient amb 50 μl de tampó 

TE a 65ºC. L’eluït amb el DNA es va recuperar després d’una 

centrifugació de 2 min a 15000 g. 

Per comprovar la qualitat dels plasmidis, les miniPREPs obtingudes es 

van digerir amb els enzims de restricció corresponents per a cadascun 

d’ells durant 3-4 h a 37ºC i les digestions es van córrer en un gel 

d’agarosa al 1%.

2.4. Purificació del DNA plasmídic recombinant 
(MidiPREP)

Es van escollir les colònies d’on provenien les miniPREPs dels bacteris 

que havien incorporat correctament els plasmidis i es va procedir a la 

purificació de DNA plasmídic a gran escala (MidiPREP). 

Es van picar les colònies, es van inocular cultius de 250 ml de medi LB  

complementat amb ampicil·lina (50 μg/ml) i es van deixar créixer 

durant tota la nit en agitació a 37ºC. Seguint el protocol del kit 

comercial MidiPrep Kit (12143, QIAGEN Inc., CA, USA), els cultius es van 

centrifugar durant 15 min a 6000 g i a 4ºC. El sediment obtingut es va 

ressuspendre en 4 ml de Tampó P1 i es va traspassar a un tub corex de 

30 ml. Tot seguit s’hi van afegir 4 ml de Tampó P2, barrejant-ho per 

inversió 6 vegades i deixant-ho incubar 5 min a temperatura ambient. 

El mateix es va fer al afegir 4 ml de Tampó P3. La barreja final es va 

incubar durant 15 min en gel. A continuació es va dur a terme una 
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centrifugació de 30 min a 20000 g i 4ºC, alhora que s’equilibrava una 

columna Qiagen-Tip 100, per cada una de les midiPREPs, amb 4 ml de 

Tampó QBT. Els sobrenedants resultants de la centrifugació es van 

afegir a les columnes i es van rentar dues vegades amb Tampó QC. 

Finalment, el DNA es va eluir amb 5 ml de Tampó QF, recollint-se en un 

tub corex de 15 ml i precipitant-se amb 3.5 ml d’isopropanol. A 

continuació es va dur a terme una centrifugació de 30 min a 20000 g i 

4ºC, després de la qual es va descartar el sobrenedant i es va rentar el 

sediment amb 2 ml d’etanol al 70%. Es va centrifugar de nou la mostra 

durant 10 min a 15000 g i 4ºC i es va deixar assecar el sediment durant 

5-10 min. El sediment de DNA es va ressuspendre en  200 μl d’aigua 

miliQ, es va quantificar i es va comprovar la seva qualitat digerint una 

petita quantitat de cada una de les midiPREPs amb els enzims de 

restricció corresponents, tal com s’havia fet amb el resultat de les 

miniPREPs, explicat en l’aparat anterior. Les midiPREPs e van 

emmagatzemar a -20ºC fins al seu ús.

2.5. Generació dels stocks de glicerol

Les colònies seleccionades s’emmagatzemaven en glicerol després de 

comprovar que havien incorporat correctament els respectius 

plasmidis.  Per això, s’inoculaven de nou cultius de 3 ml de medi LB 

complementat amb ampicil·lina i es feien créixer tota la nit en agitació 

a 37ºC. 800 μl d’aquests cultius es barrejaven amb 200 μl de glicerol al 

75% en un tub eppendorf i ràpidament es congelaven a -80ºC, on 

quedaven emmagatzemats pel seu ús a llarg termini.

2.6. Producció de cRNA 

Seguint el protocol del kit comercial mCAP RNA Capping kit (#200350, 

Stratagene, CA, USA) es va dur a terme la producció de cRNA a partir 

de cDNA. 10 μg dels plasmidis que contenien el cDNA de les subunitats 
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GluN1 o GluN2A es van linealitzar amb els enzims de restricció XbaI i 

EcoRV respectivament, i es va procedir a la reacció de transcripció 

amb la T7-RNA-polimerasa. Seguidament es va realitzar un tractament 

amb 4 unitats de DNAsa I del mateix kit per tal d’eliminar el DNA 

sobrant i es va precipitar el cRNA a -20ºC durant tota la nit amb acetat 

sòdic 3M a proporció 1:10 i amb 2.5 volums d’etanol absolut. A 

l’endemà es va centrifugar la barreja durant 15 min a 15000 g i 4ºC, es 

va descartar el sobrenedant, es va ressuspendre el sediment de cRNA 

en 15 μl d’aigua lliure d’RNAses tractada amb DEPC i es va quantificar 

i comprovar en un gel d’agarosa a l’1.2%. El cRNA sobrant es va 

aliquotar de 3 en 3 μl en tubs eppendorf i es van conservar a -80ºC fins 

al seu ús.

3. Model experimental d’oòcit de Xenopus laevis

3.1. Obtenció i manteniment dels oòcits de Xenopus 

laevis

Les femelles de Xenopus laevis es van obtenir del  Centre d’Elevage 

des Xénopes, de Montpeller, França, i es mantenien estabulades 

individualment, a l’estabulari del Campus de Bellvitge de la Universitat 

de Barcelona, en gàbies amb aigua destil·lada i amb un 2% de NaCl. 

L’aigua de les gàbies es canviava tres cops per setmana, el mateix dia 

que s’alimentaven les granotes, amb cor de vedella triturat.

Per a l’extracció dels oòcits, els exemplars de Xenopus s’anestesiaven 

per immersió en aigua destil·lada que contenia un 0.17% de tricaïna, 3-

aminobenzoic acid ethyl ester (Sigma, St. Louis, MO, USA). Es

practicava una petita incisió abdominal, primer través de la pell i 

després a través de la capa de musculatura, fins arribar a l’ovari, d’on 

s’hi extreien algunes bosses ovàriques que es disposaven en una placa 

de Petri estèril que contenia solució de Barth, una solució fisiològica 

isotònica (detallada en l’apartat 8). La solució de Barth estava 
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complementada amb penicil·lina/estreptomicina. La incisió es cosia 

posteriorment amb fil de seda estèril de 2 mm (6/0 TB-10, Aragó, 

Laboratoris Aragó, Barcelona) i es deixava reposar l’animal durant un 

període no inferior als 3 mesos abans d’una nova operació. Cada 

individu era operat no més de 4 vegades.

El protocol de manipulació dels animals i extracció dels oòcits va ser 

certificat i aprovat pel comitè ètic d’experimentació animal de la UB, 

d’acord amb les lleis de la Unió Europea i el Govern de la Generalitat 

Catalana.

En una placa de Petri i sota una lupa Sz-40 (Olympus, Hamburg, 

Germany) els oòcits en estadi de desenvolupament V i VI (Sive et al., 

2000) eren separats manualment, un per un, de la capa de teixit 

connectiu que els mantenia units, amb l’ajuda d’unes pinces de 

rellotger (Num. 55, WPI, Stevenage, UK). Aquestes fases de 

desenvolupament dels oòcits de Xenopus son fàcilment distingibles a 

simple vista degut a la seva grandària (Figura M-3).

Figura M-3. Oòcits de Xenopus 
laevis en estadis de maduració 
V i VI. 

Els oòcits seleccionats es mantenien en plaques de Petri amb medi de

Barth en un incubador a 18ºC. El medi es canviava cada dia i 

s’eliminaven els oòcits morts. Amb aquest protocol s’aconseguia una 

supervivència del 90-95%.
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3.2. Injecció de cRNA en els oòcits de Xenopus laevis

Les micropipetes d’injecció de cRNA s’obtenien a partir d’un capil·lar 

de vidre (4878, WPI, Stevenage, UK) i utilitzant un protocol d’estirament 

en dos passos amb un estirador de vidre programable P-97 (Sutter 

Instruments Co., CA, USA). Un cop fetes les pipetes, i amb l’ajuda 

d’una lupa, se’ls hi trencava la punta fins a assolir el diàmetre adequat 

per a la injecció (10-15 μm). Les pipetes ja preparades s’esterilitzaven 

en una estufa a 200ºC durant 4 h.

Per la injecció de cRNA, tot el material utilitzat, així com la superfície 

d’injecció, havia de ser estèril. Amb l’ajuda d’una xeringa d’1 ml amb 

agulla de 25G (141.2001A, Rubilabor, Barcelona, Spain) s’omplia la 

micropipeta d’injecció amb oli mineral estèril (M-5904, Sigma, St. Louis, 

MO, USA) fins a la meitat, per evitar que la mostra estigués en 

contacte amb l’èmbol metàl·lic del nanoinjector i es pogués 

contaminar. Es col·locava la micropipeta en el nanoinjector (A203XVZ, 

WPI, Stevenage, UK) i aquest es subjectava amb un micromanipulador 

(MMN-3R, Narishigue, Japan). Una gota de la mostra a injectar es 

posava en el tap del mateix eppendorf on estava aliquotada i, posant 

la punta de la micropipeta en contacte  amb la gota, es xuclava la 

mostra amb l’ajuda dels comandaments del nanoinjector. Llavors els 

oòcits,en grups reduïts, es disposaven sobre un motlle de parafilm amb 

forats d’1 mm de diàmetre aproximadament, en els quals 

s’acomodaven cadascun d’ells i s’hi mantenien humits durant tot el 

procés d’injecció.

Cada oòcit es punxava en el pol vegetal, a prop de l’equador, per tal 

de no malmetre el nucli, i s’injectava amb 50 nl de cRNA a una 

concentració de 1-2 mg de cRNA/ml. Els oòcits injectats es disposaven 

de nou en una placa de Petri amb solució de Barth complementada 

amb penicil·lina/estreptomicina i s’hi mantenien entre 48-72 h, temps 

necessari per a la correcta expressió de la mostra. Després d’aquest 

temps es procedia als experiments d’electrofisiologia.
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3.3. Tractament amb col·lagenasa

Abans de començar els registres electrofisiològics es procedia a 

l’eliminació de la capa fol·licular dels oòcits de Xenopus. El gruix 

d’aquesta capa impedeix als microelèctrodes de registre penetrar en 

l’oòcit sense trencar-se i, alhora, el seu contingut de canals iònics i 

unions GAP pot interferir en el registre dels canals de la membrana 

plasmàtica (Browne et al., 1979; Browne i Werner, 1984). Per eliminar 

questa capa, els oòcits es col·locaven en vials de vidre que contenien 

una solució Ringer amb 0.5 mg/ml de l’enzim Col·lagenasa IA (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) i s’incubaven en un braç rotatori, a 10 rpm i a 

temperatura ambient, durant 30-45 min aproximadament, fins a 

observar el despreniment de les capes fol·liculars. Per aturar el 

tractament es feien 5 rentats dels oòcits amb 1 ml de solució Ringer i, 

finalment, es retornaven a les plaques de Petri amb solució Barth fins al 

moment del registre.

4. Registre de la fixació de voltatge amb dos
elèctrodes (Two Electrode Voltage Clamp)

4.1. Tècnica de la fixació de voltatge amb dos elèctrodes

La tècnica de fixació de voltatge amb dos elèctrodes consisteix en la 

utilització d’un elèctrode que detecta la diferència de potencial entre 

l’interior de l’oòcit i el bany que l’envolta, i, un segon elèctrode que 

injecta el corrent necessari per mantenir el potencial de membrana 

constant i a un valor desitjat. Això s’aconsegueix mitjançant un circuit 

de retroalimentació de l’amplificador de voltatge. Durant el registre, 

quan s’obren els canals iònics de la membrana de la cèl·lula fixada a 

un potencial determinat, l’amplificador injecta, a través d’un dels 

elèctrodes, un corrent de la mateixa intensitat i de sentit oposat al 
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corrent que flueix a traves dels canals iònics per mantenir el potencial 

de membrana constant (Figura M-4).

Figura M-4. Esquema de la 
cambra de registre i del 
circuit elèctric que realitza 
la funció de fixació de 
voltatge.

4.2. Components del set-up de Voltatge Clamp

En els registres amb la tècnica de fixació de voltatge amb dos 

elèctrodes, l’oòcit es situava en una cambreta de plàstic transparent 

de 200 μl amb un canal per on passava el fluid i al mig del qual hi 

havia un forat de 1-2 mm de diàmetre on es dipositava l’oòcit amb 

una pipeta Pasteur. En aquesta posició, l’oòcit es punxava amb els dos 

microelèctrodes (Figura M-5).

Figura M-5. Imatge d’un  oòcit 
de Xenopus, a la cambra de 
registre, punxat amb els dos 
microelèctrodes.
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La cambra estava fixada sota d’una lupa (Stemi SV8, Carl Zeiss, 

Canadà) i il·luminada amb llum freda (Olympus Highlight 3000) que 

ens permetia veure i punxar correctament l’oòcit. La lupa estava 

situada sobre una taula antivibratoria (TMC, MA, USA) per evitar 

possibles vibracions que poguessin fer malbé l’oòcit durant el registre 

electrofisiològic. La taula estava envoltada per una gàbia metàl·lica 

de Faraday opaca. El fluid s’aplicava des d’un tub que desembocava 

per gravitació a un dels extrems del canal, des d’un sistema de vuit 

xeringues de 70 ml de volum situades a una alçada d’uns 80 cm. El flux 

de les diferents xeringues es controlava mitjançant un sistema de 

vàlvules BPS-8 Valve Control System (ALA Scientific Instruments, 

NY,USA). El fluid transcorria pel canal, a una velocitat de entre 6 i 10 

ml/min, mullava l’oòcit i s’extreia per l’altre extrem del canal 

mitjançant un tub connectat a la xarxa de buit de l’edifici a través de 

dos vasos kitasato.

L’oòcit es punxava amb dos elèctrodes intracel·lulars situats en els 

holders dels preamplificadors, connectats a un amplificador de 

voltatge (GeneClamp 500, Axon Instruments, CA, USA), que al seu torn 

estava connectat a una tarja digitalitzadora (NI-DAQ, National 

Instruments, TX, USA) que passava els senyals a l’ordinador mitjançant 

el programa Whole Cell Analysis WinWCP v3.3.3 del professor J. 

Dempster (Strathclyde University, Scotland, UK). Per altra banda, el 

senyal també es visualitzava amb un oscil·loscopi Tektronix TDS 420A 

(Tektronix, OR, USA) (Figura M-6).
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Figura M-6. Imatge dels components del set-up de Voltage Clamp. 

Tots els registres amb oòcits de Xenopus laevis es realitzaven a una 

temperatura ambient controlada d’entre 20 i 22ºC. 

4.3. Preparació del material i registre de fixació de 
voltatge amb dos elèctrodes.

En un primer pas, es feien els elèctrodes de registre amb uns capil·lars 

de vidre amb filament intern del tipus GC120TF-7.5 (Harvard Apparatus,

Edenbridge, UK) utilitzant un estirador  de vidre P-97 (Sutter Instrument 

Co., CA, USA) per estirar els capil·lars amb un programa de dos passos. 

Els elèctrodes havien de tenir una resistència de entre 0.5-!� "$��

Després, els microelèctrodes s’omplien amb una solució 3M de KCl i es 

connectaven a un holder, el qual contenia un elèctrode de plata 

clorurat de 25 mm de diàmetre (Axon Instruments, CA, USA). Els 

holders, amb els microelèctrodes, es col·locaven en uns 
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preamplificadors o headstages (HS-2A, Axon Instruments, CA, USA), el 

model HS-2Ax1L per l’elèctrode que enregistrava el potencial de 

membrana i el model HS-2Ax10MG per al d’injecció de corrent. Els 

preamplificadors, els holders i els microelèctrodes es  controlaven 

mitjançant uns micromanipuladors (MMN-3R, Narishigue, Japan). El 

bany de la cambra de registre es connectava a un elèctrode de plata 

clorurat que estava connectat al terra de la xarxa i servia d’elèctrode 

de referència.  

Un cop l’oòcit es col·locava dins de la cambra, la qual estava  plena 

de la solució de registre, i els dos microelèctrodes es fixaven en els 

holders i es connectaven als preamplificadors, la punta dels 

microelèctrodes es submergia en la solució de la cambra i es corregia 

el desplaçament inicial (offset dels elèctrodes) ajustant-lo a zero. Es 

penetrava l’oòcit amb els dos microelèctrodes amb un angle d’ 

aproximadament 90º entre un i l’altre. En aquest moment, 

l’amplificador de voltatge mesurava el potencial de membrana real 

de l’oòcit i només s’enregistrava la cèl·lula si el potencial era inferior a 

–20 mV, ja que potencials superiors indicaven que l’oòcit no es 

trobava en condicions òptimes. Per començar el registre es posava 

l’amplificador en mode voltage clamp i es fixava el potencial a –80

mV. Seguidament es calculava la resistència de la membrana de 

l’oòcit llegint la diferència de corrent que hi havia entre els potencials 

–60mV i –40mV i aplicant la llei d’Ohm, i es començava 

l’enregistrament. No es van utilitzar oòcits amb resistències inferiors a 

0.5 M'��

4.4. Registre de l’activitat generada per sèrums i 
immunoglobulines G

Per mesurar la resposta generada pels sèrums i la fracció d’IgG en els

oòcits, aquests es col·locaven en la cambra de registre que estava 
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plena de la solució Ringer-Ba2+ i es fixava el potencial de membrana 

tal com s’ha explicat en l’apartat anterior. Amb l’ajuda d’una 

micropipeta (GELoader Tips 0.5-20 μl, Eppendorf, Hamburg, Germany) 

es recollien 5 μl de sèrum o IgG i la punta de la micropipeta travessava 

la solució de registre fins a apropar-se a l’oòcit sense arribar a tocar-lo. 

Amb el sistema de perfusió apagat es començava  l’enregistrament i, 

5 s després del inici, s’aplicava la mostra de sèrum o IgG directament 

sobre la membrana de l’oòcit. Els registres tenien una durada de 2.5 

min. Els corrents generats eren filtrats a 10 Hz, digitalitzats i 

emmagatzemats en un PC a través del mateix programa Whole Cell 

Analysis a una freqüència d’adquisició de dues vegades la freqüència 

de filtració.En aquells oòcits injectats amb el cRNA del receptor de 

glutamat GluN1/GluN2A es mesurava l’activitat del  receptor 

prèviament a l’aplicació del sèrum. Amb l’oòcit col·locat a la cambra

de registre i fixat a -80 mV, s’aplicava, mitjançant el sistema de 

perfusió, la solució Ringer-Ba2+, complementada amb 100 μM àcid L-

glutàmic i 10 μM glicina, durant 25 s.

5. Producció de Semaforina 3A recombinant

5.1. Obtenció dels plasmidis

El plasmidi que contenia el cDNA de la proteïna Semaforina 3A de 

ratolí va ser cedit pel Dr. Alex Kolodkin (The Johns Hopkins University 

School of Medicine, Baltimore, MD, USA). L’insert va ser clonat en el 

vector pAPtag-5, entre els llocs de restricció XbaI i ApaI. Aquest vector 

es utilitzat per a fer proteïnes de fusió amb fosfatasa alcalina 

(AP)(Figura M-7). 
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Figura M-7.  Mapa del vector de clonació pAPtag-5. L’expressió del vector 
genera la proteïna de fusió Sema3A-AP.

5.2. Transformació de bacteris i purificació de DNA 
plasmídic recombinant (MiniPREP, MidiPREP)

Per tal d’aconseguir una quantitat òptima de DNA recombinant de 

Semaforina 3A per a realitzar el procés de transfecció es van dur a 

terme les tècniques esmentades en els apartats 2.2, 2.3 i 2.4. 

5.3.   Transfecció de cèl·lules COS-7 

Per a la obtenció de proteïna Semaforina 3A es van utilitzar  cèl·lules 

COS-7. Aquestes cèl·lules es van fer créixer en plaques de cultiu de 10 

ml, en un medi que contenia DMEM/F-12 (HAM) 1:1 (01-170-1A, 

Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israel), 10% de sèrum fetal 

boví (FBS), 200 mM de L-Glutamina, i que estava complementat amb 

penicil·lina (50 U/ml) i estreptomicina (50 μg/ml). Quan la confluència 

de les cèl·lules del cultiu era d’un  80-90% es procedia a la transfecció 
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mitjançant Lipofectamina 2000 (11668-027, Invitrogen, CA, USA), 

seguint el protocol de la casa comercial.

Per una banda, es van diluir 60 μl de Lipofectamina 2000 en 1.5 ml de 

medi Opti-MEM (31985-062, Invitrogen, CA, USA) i es van incubar 

durant 5 min. Per una altra banda, 24 μg de DNA de Semaforina 3A

recombinant es van diluir en 1.5 ml de medi Opti-MEM i també es van 

incubar durant 5 min. Passat aquest temps es van barrejar les solucions 

que contenien la Lipofectamina i el DNA i es van incubar durant 20 

min més. Aquesta barreja es va afegir a les plaques de cultiu de 

cèl·lules COS-7, on prèviament s’havia substituït el medi normal per 

medi Opti-MEM. Les cèl·lules es van incubar durant 4 h a 37ºC i 

finalment l’Opti-MEM va ser altre cop substituït per medi de cultiu de 

COS-7. Les cèl·lules es van fer créixer durant 48 hores i es van 

seleccionar clons de cèl·lules transfectades per dilució límit en 

presència d’ampicil·lina. Per la selecció clonal es van contar les 

cèl·lules, es van diluir a una concentració de 0,7 cèl·lules/100 μl i es 

van plantar en plaques de 96 pous (100 μl/pou). Diluint d’aquesta 

manera s’aconsegueixen clons que provenen d’una única cèl·lula.

Aquests, es van fer créixer en plaques de 24, 12 i 6 pous fins a obtenir el 

nombre necessari de cèl·lules per plantar plaques de 10 ml, d’on es 

recollien els medis de cultiu.

5.4. Obtenció de la mostra i concentració

Es van recollir els medis de cultiu de clons de cèl·lules COS-7 

transfectades i es van concentrar mitjançant uns filtres concentradors 

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Devices (MILLIPORE, Barcelona, 

Spain). 10 ml de medi de cada cultiu es situaven en aquests filtres i es 

centrifugaven durant 40 min a 4000 g i 4ºC. Després es procedia a 

quantificar la concentració de proteïna de cada mostra.  
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5.5. Identificació per Western-Blot

La presència de proteïna Semaforina 3A en el medi de cultiu de 

cèl·lules COS-7 transfectades es va determinar mitjançant la tècnica 

de Western-Blot.

El gel d’acrilamida/bisacrilamida per a l’electroforesi es va fer utilitzant 

una solució Resolving al 10% i una solució Stacking al 4%. Es va afegir 

tampó de càrrega a les mostres i aquestes es van incubar durant 3-5

min a 100ºC. Les mostres es van carregar en el gel, es va omplir la 

cubeta amb tampó d’electroforesi i es van fer córrer durant 1 h a 200 

V de corrent i a una intensitat de 18 mA. Després de l’electroforesi, les 

proteïnes es van transferir a una membrana de nitrocel·lulosa (1620112, 

Bio-Rad Laboratories S.A., Hercules, CA, USA)  seguint el protocol de

transferència sandwich, durant 1 h a 100 V. La membrana de 

nitrocel·lulosa transferida va ser  bloquejada durant 45 min amb tampó 

llet, en agitació suau i a temperatura ambient. La solució de bloqueig 

va ser substituïda per una nova solució de tampó llet que contenia 

l’anticòs primari i la membrana es va incubar durant 1 h, en agitació 

suau i a temperatura ambient o durant tota la nit a 4ºC. Posteriorment, 

la membrana de nitrocel·lulosa es va rentar  amb tampó llet durant 6 

min i en agitació tres cops i s’hi va afegir una nova solució de tampó 

llet que contenia l’anticòs secundari. La membrana es va incubar amb 

l’anticòs secundari durant 1 h en agitació suau i a temperatura 

ambient. Després es van realitzar tres rentats de la membrana amb 

tampó llet i dos rentats amb tampó TBS, durant 6 min i en agitació. Les 

membranes es van revelar mitjançant el sistema ECL (RPN2209, GE 

Healthcare, Valencia, Spain). Aquest sistema aprofita l’enzim 

peroxidasa unit a l’anticòs secundari que, juntament amb l’H2O2 i el 

Luminol presents en l’ECL, genera una senyal lluminosa que es 

captada per un film per rajos X (Kodak). 
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Tant els anticossos, com les dilucions utilitzades de cadascun d’ells, 

estan descrits en l’apartat 7.

6. Assaigs d’ELISA

Per tal de detectar la presència d’anticossos circulants contra 

Semaforina 3A en sèrums patològics d’ELA es van dissenyar 

experiments d’ELISA seguint el següent protocol: Es van utilitzar 

plaques Immuno-plate MaxiSorp 96 (Nunc, Roskilde, Denmark) on s’hi 

van incubar 100 μl/pou d’una solució  de bicarbonat sòdic 100 mM  a 

pH 8.5, on estava dissolt el pèptid comercial de la Semaforina 3A (100 

ng/pou), durant tota la nit a 4ºC. Les plaques es van rentar dos cops 

amb 200 μl/pou d’una solució PBS-tritó 0.1% mitjançant un rentador de 

plaques Automated microplate washer (Das, Roma, Italia). Després, les 

plaques es van bloquejar amb una solució PBS-tritó 0.1%-BSA 2% 

(A9647, Sigma, St. Louis, MO, USA) durant 2 h a temperatura ambient, i 

, posteriorment, es van rentar altre cop amb PBS-tritó 0.1%. Tot seguit, 

les plaques es van incubar amb 100 μl/pou d’una solució PBS-tritó 0.1%-

BSA 0.1% que contenia l’anticòs primari (mostres de sèrum 

control/pacient amb ELA, dilució 1:50), durant tota la nit a 4ºC. Les 

plaques es van tornar a rentar tal com s’ha explicat anteriorment i es 

van incubar amb l’anticòs secundari dissolt en PBS-tritó 0.1%-BSA 0.1% 

(100 μl/pou) durant 1 h a temperatura ambient i es va procedir a un 

parell de rentats abans del revelat.

Les plaques es van revelar mitjançant el sistema Sigma Fast OPD tablet 

sets (P-9187, Sigma, St. Louis, MO, USA) que aprofita la presència de  

l’enzim peroxidasa unit a l’anticòs secundari per provocar una reacció 

colorimètrica.Dues pastilles d’OPD es van dissoldre en 20 ml d’aigua i 

es van afegir 100 μl a cada pou. Les plaques es van incubar durant 15 

min i la reacció es va parar amb 50 μl/pou d’una solució H2SO4  2.5 M. 
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Es va mesurar el resultat per espectrofotometria, llegint l’absorbància 

de cada pou a 450 nm.

En els assajos d’ELISA realitzats amb proteïna recombinant Semaforina 

3A vam aplicar un protocol d’ELISA Sandwich (Figura M-8). En aquest 

cas, primer de tot les plaques d’ELISA es van incubar amb 100 μl/pou 

d’una solució  de bicarbonat sòdic 100 mM  a pH 8.5, on estava dissolt 

l’anticòs comercial contra Semaforina 3A, durant 2 h a temperatura 

ambient. Després es van rentar i bloquejar les plaques tal com s’ha 

explicat anteriorment i es van incubar amb 100 μl/pou d’una solució 

PBS-tritó 0.1%-BSA 0.1% que contenia la Semaforina 3A recombinant (1 

μg/pou), durant 2 h, a temperatura ambient. A partir d’aquest punt es 

va seguir el mateix protocol utilitzat amb els pèptids de Semaforina 3A: 

incubació de les plaques amb les mostres problema (sèrum 

control/ELA), rentat, incubació amb l’anticòs secundari i revelat de les 

plaques.

Figura M-8. Esquema de l’assaig d’ELISA Sandwich utilitzat en la detecció 
d’anticossos contra Semaforina 3A en sèrums de pacients amb ELA. 
Inicialment, s’uneix l’anticòs comercial contra Semaforina 3A al fons de la 
placa, el qual captura la mostra de Semaforina 3A recombinant. Després 
s’incuba la placa amb les mostres problema de sèrum control o ELA i es 
detecta la unió d’aquestes a l’antigen amb un anticòs secundari contra IgG 
humanes, que alhora, està unit a un enzim peroxidasa. Finalment, s’afegeix el 
substrat que reacciona amb l’enzim i es llegeix la DO per espectrofotometria. 
HRP, Horseradish Peroxidase.
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Tant els pèptids comercials de Semaforina 3A com els anticossos, així 

com les dilucions de cadascun d’ells utilitzades en els experiments, 

estan descrites a l’apartat 7. 

7. Anticossos i pèptids

Anticòs primari
(Referència)

Casa
comercial WB ELISA

Anti-Semaphorin 3A
(ab 23393)

Abcam 1:500 1:2000

Anti-Semaphorin 3A
(sc-1148)

St. Cruz 1:500 1:500

Anti-human AP
(A 2951) 

Sigma 1:2000 1:2000

Anticòs secundari
(Referència)

Casa
comercial WB ELISA

Anti-rabbit IgG-HRP
(P0217) Dako 1:1000 1:1000

Anti-goat IgG-HRP
(P0160) Dako 1:2000 1:20000

Anti-mouse IgG-HRP
(P0161) Dako 1:1000 1:1000

Anti-human IgG-HRP
(P214) Dako 1:1000
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Pèptids
(Referència) Casa comercial ELISA

Semaphorin 3A peptide
(ab 42768)

Abcam 1:1000

Semaphorin 3A peptide
(ab 42770)

Abcam 1:1000

8.   Composició de les solucions

NaCl 137 mM

Tampó PBS

KCl 2.7 mM
NaH2PO4  2 mM
Na2HPO4  10 mM
pH 7.4 (HCl)

  
Solució de Barth

NaCl  88 mM
KCl  1 mM
Ca(NO3)2  0.33 mM
CaCl2   0.41 mM
NaHCO3   2.40 mM
MgSO4  0.82 mM
HEPES  20 mM
Penicil·lina  (100 U/ml) 
Estreptomicina (100 μg/ml)
pH 7.5

Ringer Normal (NR)

NaCl  115 mM
KCl  2 mM
CaCl2  1.8 mM
HEPES  10 mM
pH 7.4

Medi LB

10% Triptona 
5% Extracte de llevat 
10%  NaCl 
pH 7.0

Agar LBr

Medi LB   
15 g/l Bacto agar

Solució Resolving (10%)

Acrilamida 2.5 ml
Tampó Resolving 2.5 ml
Aigua MiliQ 4.85 ml
Temed 10 μl
APS 10% 100 μl

Solució Stacking (4%)

Acrilamida 400 μl
Tampó Stacking 1 ml
Aigua MiliQ 2.5 ml
Temed 4 μl
10% APS 40 μl
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Ringer Ba+2

NaCl  115 mM
KCl  2 mM
BaCl2  1.8 mM
HEPES  10 mM
pH 7.4

Tris-HCl 0.3 M

Tampó de càrrega

8.5% SDS
30% Glicerol
0.01% Blau bromofenol
4% Mercaptoetanol

Tampó Sandwich

Glicina 192 mM
Tris 25 mM
20% m Metanol

TBS 1x

Tampó Llet

5% Llet en pols

Tampó d’electroforesi

Glicina 192 mM
Tris 25  mM
1% SDS

Tris 100 mM

Tampó TBS (10X)

NaCl 1.4 M
1% Tween-20
pH 7.4

Tris 100 mM  pH 8.5

Solució ECL  A

Àcid Cumàric 450 nM
Luminol 2.5 mM

Tris 100 mM  pH 8.5

Solució ECL  B

0.06% H2O2 

9.   Anàlisi estadística

L’Estudi estadístic dels resultats es va realitzar mitjançant el programa 

informàtic SigmaStat 3.2 software (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). El 

mètode estadístic utilitzat en aquest estudi va ser la comparació de 

mitjanes per a mostres independents amb la prova de la t-Student, 

quan comparàvem dues condicions, o l’ANOVA d’un únic factor (one-

way analysis of variance), quan comparàvem més de dues 

condicions. En el cas de mostres que provenien del mateix animal es 
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va realitzar la comparació de mostres relacionades. Tots els resultats 

s’han expressat com a la mitjana ± l’error estàndard de la mitjana 

(SEM). Els valors amb una probabilitat inferior a 0.05 s’han considerat 

significativament estadístics.
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1. Efecte dels sèrums patològics ELA

sobre el receptor de glutamat de tipus NMDA 
GluN1/GluN2A expressat en oòcits de 

Xenopus laevis





Resultats

1.1 Obtenció del cRNA de les subunitats GluN1 i GluN2A

En la primera part d’aquest treball, per tal de poder expressar el

NMDAR en els oòcits de Xenopus, es va dur a terme la producció del 

cRNA de cadascuna de les subunitats que el formen. A partir dels 

plasmidis que contenien el cDNA humà de GluN1 i GluN2A, cedits pel

Dr. Paul Whiting (Merck Sharp & Dohme Research Laboratories, Harlow, 

UK) i seguint les tècniques de biologia molecular descrites a l’apartat 2 

de la secció Materials i mètodes, es van produir i purificar els cRNAs 

corresponents a les dues subunitats (Figura R-1).

Figura R-1. Bandes corresponents al cDNA i cRNA de GluN1 i GluN2A
separades en un gel d’agarosa . La integritat del cRNA es va comprovar per 
electroforesi en gel d’agarosa a l’1.2% ( dissolta en tampó MOPS 1X), tenyit 
amb bromur d’etidi. La mida dels cRNAs obtinguts corresponia amb 
l’esperada.

El cRNA de GluN1 tenia una mida d’uns 1700 pb, mentre que el cRNA 

de GluN2A tenia aproximadament 2300 pb. Els cRNAs de GluN1 i 

GluN2A s’injectaven conjuntament en els oòcits 3 dies abans del 
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registre electrofisiològic, a una concentració de 1-2 mg/ml, en una 

proporció 1:2 i a un volum final de 50 nl per oòcit.

1.2 Anàlisi del contingut d’aminoàcids dels sèrums 
humans control i ELA

Abans de començar amb els registres electrofisiològics es va procedir 

a analitzar el contingut de glutamat, glicina i aspartat de les mostres 

de sèrum control i ELA, abans i després del procés de diàlisi al que 

havien estat sotmeses (apartat 1.1 de la secció Materials i mètodes). 

Aquests aminoàcids podien interferir en els experiments al tractar-se 

d’agonistes del NMDAR. Les mostres es van processar i analitzar a la 

unitat d’Anàlisi elemental orgànica i d'aminoàcids (Serveis 

Cientificotècnics, UB) mitjançant una cromatografia líquida 

d’intercanvi iònic. Els resultats es mostren a la Taula R-1.

Taula R-1. Contingut de glutamat, glicina i aspartat en mostres de sèrum 
control i ELA

Els valors s’expressen, en μmol/L, com la mitjana ± SEM (n=8-10 mostres/grup). 
Glu, glutamat; Gly, glicina; Asp, aspartat. Els asteriscs indiquen la diferència 
significativa entre mostres control i ELA. * p< 0.05, ** p<0.01, *** p<0.001
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Es va comprovar que la diàlisi realment reduïa el contingut dels 3 

aminoàcids en sèrum, tan control com ELA, i que no hi havia 

diferencies significatives entre aquests dos un cop realitzat el 

tractament. Cal esmentar que, del total de mostres analitzades, 8 

sèrums ELA i 10 sèrums control, la gran majoria no presentaven valors 

apreciables de cap dels 3 aminoàcids un cop realitzada la diàlisi. 

També vàrem observar que, abans de dialitzar les mostres, la 

concentració de glutamat, glicina i aspartat en sèrum ELA era 

significativament superior a la trobada en controls. Aquest fet  ja 

s’havia descrit en treballs que relacionaven l’excitotoxicitat per 

glutamat amb la degeneració neuronal observada en la ELA

(Rothstein et al, 1991; Urushitani et al, 1998). Durant els registres 

electrofisiològics, les mostres de sèrum eren diluïdes en la solució de 

registre que hi havia a la cambra on es situaven els oòcits. Les 

concentracions resultants dels tres aminoàcids excitatòris després 

d’aquesta dilució eren: 0.0135 μM Glutamat, 0.108 μM Glicina i 0.0122 

μM Aspartat.

1.3 Efecte dels sèrums humans control i patològics en
oòcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC.

Els primers experiments d’aquest estudi es van dissenyar per mesurar

l’efecte dels sèrums control i patològics en oòcits que no expressaven 

cap tipus de material exogen, es a dir, oòcits control, que van ser 

injectats amb aigua DEPC.  

El protocol utilitzat es va basar en els estudis de Miledi i Parker, 1989,

Miledi et al., 1989 i Tigyi et al., 1990, en els que es va observar que 

l’aplicació de sèrum de diferents espècies de vertebrats sobre la 

membrana dels oòcits activava corrents iònics de clorur de tipus 

oscil·latori. Seguint la metodologia d’aquests treballs i utilitzant la 

tècnica de fixació de voltatge amb dos elèctrodes (apartat 4 de la 

secció Materials i mètodes), es va fixar el potencial de membrana dels 
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oòcits a -80 mV i es va enregistrar l’efecte de l’aplicació de 5 μl de 

sèrum directament sobre la membrana de la cèl·lula. El sèrum complet 

quedava dissolt en els 200 μl solució de registre Ringer-Ba2+ que hi 

havia en la cambra on es col·locava l’oòcit. El registre es duia a terme 

amb el sistema de perfusió apagat i tenia una durada de 2.5 min.

Els sèrums utilitzats en l’estudi provenien de 14 individus control sans, 14 

pacients amb ELA, 1 pacient amb MG, 1 pacient amb PBP i 4 pacients 

amb LMND i van ser descomplementats i dialitzats abans d’iniciar els

experiments.

Prèviament a la utilització dels sèrums es comprovava que, en cada 

un dels oòcits control enregistrats, no es generava cap tipus de 

resposta deguda a l’aplicació dels agonistes del receptor de glutamat 

(100 μM àcid L-glutàmic/10 μM glicina), els quals s’aplicaven per 

perfusió, dissolts en la solució de registre, durant 25 s (Figures R-2A i B). 

L’aplicació de sèrum control, en canvi, activava la generació de 

corrents d’entrada de tipus oscil·latori (Figura R-2C), tal com s’havia 

descrit en els treballs esmentats anteriorment. El tret diferencial va ser 

que, en aplicar el sèrum ELA, els corrents generats tenien una càrrega 

elèctrica dues vegades superior a la observada en el cas dels corrents 

generats pel sèrum control (Figura R-2D).  
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Figura R-2. Corrents activats per sèrums provinents d’individus sans (control) i 
pacients amb ELA (ALS) en oòcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC. (A,B)
L’aplicació de 100 μM d’àcid L-glutàmic (L-Glu) / 10 μM glicina (Gly) no indueix 
la generació de cap tipus de corrent en els oòcits injectats amb aigua. (C)
Registre d’un corrent de membrana de l’oòcit que es mostra a l’apartat (A) 
estimulat amb sèrum control (fletxa). (D) Registre obtingut amb sèrum ELA en el 
mateix oòcit que es mostra a l’apartat (B), la fletxa indica l’aplicació del 
sèrum.

En la gran majoria de casos, l’aplicació de sèrum, tan control com 

ELA, generava corrents de resposta ràpida, caracteritzats per un pic 

inicial d’amplitud força gran que es recuperava ràpidament, seguit 

per una sèrie d’oscil·lacions transitòries del corrent de cinètica més 

lenta.  

L’any 1992, Tigyi i Miledi van descriure que aquests corrents oscil·latoris 

generats en els oòcits de Xenopus per acció del sèrum eren deguts a 

l’acció d’un factor sèric anomenat àcid lisofosfatídic o lisofosfatidat 

(LPA). L’LPA actua mitjançant el seu propi receptor present a la 

membrana dels oòcits, el qual està acoblat a la via de senyalització

de la PLC i el PIP2, provocant l’alliberació de Ca2+ dels compartiments 

intracel·lulars i la conseqüent activació dels canals de Cl- dependents 

de Ca2+, endògens en aquestes cèl·lules. Així doncs, la generació de 

corrents oscil·latoris de Cl- seria directament proporcional a la 
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mobilització de Ca2+ intracel·lular. A més quantitat de Ca2+ alliberat, 

més quantitat de canals de Cl- dependents de Ca2+ activats, amb el 

conseqüent augment en el nombre de càrregues elèctriques dels 

corrents generats.

Es van mesurar els corrents activats pels 14 sèrums control. La mitjana i 

SEM de la càrrega elèctrica suportada per cadascun dels corrents es 

poden observar a la figura R-3A. Els sèrums control generaven corrents 

amb una càrrega elèctrica de 4.11 ± 0.17 μC, n=97 oòcits, mentre que 

els sèrums ELA produïen uns corrents amb una càrrega elèctrica de 

8.12 ± 0.2 μC, n=93 (Figura R-3B).  

Figura R-3. Càrrega elèctrica suportada pels corrents activats per sèrums 
control i patològics en els oòcits de Xenopus injectats amb aigua DEPC. (A)
Histograma que representa la càrrega elèctrica dels corrents activats per 
sèrums provinents de 14 voluntaris sans, cada barra correspon a l’acció d’un 
únic sèrum en, almenys, 6 oòcits. (B) Resultats obtinguts amb les mostres de 
sèrum de 14 pacients amb ELA. Cada barra representa l’acció d’un únic 

116



Resultats

sèrum ELA sobre, almenys, 6 oòcits. (C) L’efecte de sèrums provinents de 
pacients amb altres malalties de la MN com MG, PBP i LMND també es va 
enregistrar. Cada barra correspon a l’acció d’un únic sèrum  corresponent a la 
malaltia indicada en, almenys, 7 oòcits.

Els sèrums de pacients amb MG, PBP i LMND es van utilitzar com a 

control de malaltia i el seu efecte sobre els oòcits injectats amb aigua 

DEPC també es va enregistrar. Els sèrums MG, PBP i LMND generaven 

corrents amb una càrrega elèctrica de 8.40 ± 0.82 μC (n=10), 4.52 ± 

0.87 μC (n=10), and 8.51 ± 0.52 μC (n=22), respectivament (Figura R-

3C). 

Cal destacar que, tal com s’havia observat en el cas del sèrums ELA, 

els sèrums MG i LMND generaven també un increment en la càrrega 

elèctrica dels corrents respecte del sèrums de voluntaris sans. El sèrum

PBP, en canvi, no produïa aquest efecte, i la resposta generada no es 

diferenciava de la observada en el cas de les mostres de sèrum 

control.

1.4 Efecte dels sèrums humans control i patològics en
oòcits de Xenopus que expressen el NMDAR. 

Per determinar l’existència d’algun efecte específic dels sèrums ELA en 

els NMDARs, es van reproduir els experiments esmentats a l’apartat 

anterior, en aquest cas, utilitzant oòcits que expressaven el receptor 

GluN1/GluN2A a la membrana.

Inicialment es va comprovar l’expressió del receptor perfonent les 

cèl·lules amb la solució 100 μM àcid L-glutàmic/10 μM glicina, la qual 

activava corrents d’entrada glutamatèrgics amb una amplitud 

màxima de 0.4 ± 0.04 μA i una càrrega elèctrica de 8.90 ± 0.78 μC, 

n=122 (Figures R-4A i B). Es va enregistrar en els mateixos oòcits l’efecte 

dels sèrums control i ELA, els quals induïen, de nou, l’activació de 

corrents d’entrada de tipus oscil·latori (Figures R-4C i D).
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Figura R-4. Corrents activats per sèrums provinents d’individus sans (control) i 
pacients amb ELA en oòcits de Xenopus GluN1/GluN2A. (A,B) L’aplicació de 
100 μM L-Glu/10 μM Gly activa corrents d’entrada reversibles en els oòcits
injectats amb el NMDAR. (C) Registre d’un corrent de membrana de l’oòcit 
que es mostra a l’apartat (A) estimulat amb sèrum control (fletxa). (D) Registre 
obtingut amb sèrum ELA, la fletxa indica l’aplicació de sèrum en l’oòcit que es 
mostra a l’apartat (B).

Cal remarcar en aquest cas que, tot i que ambdós tipus de sèrum

continuaven activant corrents de tipus oscil·latori, l’efecte del sèrum 

control no variava respecte l’observat en absència del receptor de 

glutamat, i, en canvi, el sèrum ELA, activava corrents amb una 

càrrega elèctrica molt més gran quan el receptor era present en la 

cèl·lula, sent aquesta càrrega 3 vegades superior a la observada en el 

cas de les mostres control en aquests oòcits.

Per tal de caracteritzar els corrents activats per sèrum en presència del 

NMDAR vàrem mesurar el seu potencial de reversió aplicant polsos de 

sèrum en els oòcits fixats a diferents voltatges de membrana (Figura R-

5). El potencial de reversió dels corrents activats per sèrum control va 

ser de -32.90 ± 2 mV (n=4) i el dels corrents activats per sèrum ELA va 
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ser de -30.05 ± 2 mV (n=4), tots dos propers al potencial d’equilibri del 

clorur descrit en oòcits de Xenopus (~ -30 mV) (Barish, 1983). 

Figura R-5. Relació Intensitat de corrent-Voltatge (I-V) dels corrents activats per 
sèrum en oòcits que expressen el receptor GluN1/GluN2A. Relació I-V d’un 
corrent activat per sèrum control (gris) i un activat per sèrum ELA (vermell) en
oòcits injectats amb el NMDAR. Les relacions I-V es generaven en resposta a 
l’aplicació de 5 μl de sèrum en els oòcits fixats a diferents potencials de 
membrana que anaven des de -100 mV fins a + 40 mV. El període de rentat
entre polsos de sèrum, amb el conseqüent canvi de voltatge de membrana,
era de 10 min. Im, Intensitat del corrent de membrana, Vm, voltatge de 
membrana.

Els potencials de reversió dels corrents activats per sèrum en presència 

del NMDAR coincidien amb els caracteritzats per Miledi i Parker, l’any 

1989, en oòcits injectats amb aigua, confirmant que els corrents 

oscil·latoris eren deguts, en gran part, a mobilització d’ions clorur.

La càrrega elèctrica del corrents generats pels sèrums control va ser 

de 4.22 ± 0.20 μC, n=56, mentre que la dels sèrums ELA va ser de 14.60 

± 0.60 μC, n=76 (Figures R-6A i B). En el cas dels sèrums MG, PBP i LMND, 
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els corrents generats tenien unes càrregues elèctriques de 8.60 ± 0.81 

μC (n=10), 4.93 ± 1.52 μC (n=10), i 9.21 ± 0.90 μC (n=17), respectivament 

(Figura R-6C).

Figura R-6. Càrrega elèctrica suportada pels corrents activats per sèrums 
control i patològics en els oòcits de Xenopus GluN1/GluN2A. (A) Histograma 
que representa la càrrega elèctrica dels corrents activats per sèrums 
provinents de 14 voluntaris sans, cada barra correspon a l’acció d’un únic 
sèrum en, almenys, 6 oòcits. (B) Resultats obtinguts amb les mostres de sèrum 
de 14 pacients amb ELA. Cada barra representa l’acció d’un únic sèrum ELA
sobre, almenys, 6 oòcits. (C) L’efecte de sèrums provinents de pacients amb 
altres malalties de la MN com MG, PBP i LMND també es va enregistrar. Cada 
barra correspon a l’acció d’un únic sèrum  corresponent a la malaltia 
indicada en, almenys, 7 oòcits.

Després dels registres vam poder observar que, de la mateixa manera 

que passava amb les mostres de sèrum control, la càrrega elèctrica 
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dels corrents generats per sèrums MG, PBP i LMND en presència del 

receptor GluN1/GluN2A no es diferenciava de la observada en el cas 

dels oòcits control.

1.5 Potenciació dels corrents oscil·latoris de membrana 
per acció del  sèrum ELA en presència del NMDAR. 

Els sèrums de pacients amb ELA, MG i LMND activaven una resposta 

significativament  superior a la observada en el cas de sèrums control 

tan en oòcits injectats amb aigua DEPC com amb el receptor 

GluN1/GluN2A (Figura R-7). 

Figura R-7. El sèrum ELA potencia els corrents de membrana en els oòcits de 
Xenopus GluN1/GluN2A. A la part esquerra de la figura es mostra un 
histograma que representa la mitjana de la càrrega elèctrica dels corrents 
generats per sèrums control, ELA, MG, PBP i LMND de les figures R-3A, B i C en 
oòcits control. A la part dreta de la figura es mostra un altre histograma amb la 
mitjana de les dades representades a les figures R-6A,B i C per als mateixos 
tipus de sèrum i en presència del receptor de glutamat, n=398 oòcits. 
***p<0.001
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En ambdós tipus d’oòcits, el sèrum PBP mostrava la mateixa resposta

que el sèrum control, indicant que l’especificitat de l’efecte observat 

es trobaria en un altre tipus de sèrum, tot i això, s’ha de tenir en 

compte que tan per la mostra PBP com per la mostra MG disposàvem

d’una n=1 i per tant els resultats no serien del tot concloents per 

aquestes dues patologies.

Podem observar, però, que mentre que les mostres MG i LMND

generaven uns corrents de membrana incrementats significativament 

respecte dels observats en el cas de les mostres control i PBP, aquest 

efecte era independent de la presencia del receptor de glutamat, i 

tan sols les mostres de sèrum ELA generaven un increment significatiu 

de la resposta obtinguda en oòcits GluN1/GluN2A respecte dels 

injectats amb aigua.

1.6 Especificitat del sèrum ELA pel NMDAR. 

Per caracteritzar aquesta resposta al sèrum ELA en presència del 

receptor de glutamat, es van enregistrar els corrents generats en 

oòcits que expressaven tan sols una de les seves subunitats, GluN1 o 

GluN2A, comparant-ho amb la resposta obtinguda amb el receptor 

format per ambdues subunitats. 

El sèrum control activava corrents oscil·latoris d’entrada, en els oòcits 

GluN1/GluN2A, amb una càrrega elèctrica de 4.35 ± 0.41 μC, n=10 

(Figura R-8A), mentre que el valor obtinguts amb el sèrum ELA era

gairebé 4 vegades més gran, 16.73 ± 0.93 μC , n=10 (Figura R-8B).
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En els oòcits que expressaven la subunitat GluN1, els sèrums control i 

ELA activaven respostes amb una càrrega elèctrica de 4.63 ± 0.87 μC 

(n=10), i 8.87 ± 0.57 μC (n=10), respectivament (Figures R-8C i D). Es van 

obtindre valors similars amb els oòcits que expressaven la subunitat 

GluN2A: 4.85 ± 0.81 μC, n=10, pel sèrum control, i 8.47 ± 0.76 μC, n=10 

pel sèrum ELA (Figura R-8E i F). Aquests resultats es resumeixen a les 

figures R-8G i H.

Figura R-8. Corrents activats per sèrums control i ELA en oòcits de Xenopus que 
expressen la subunitat GluN1, la subunitat GluN2A o ambdues subunitats del
NMDAR. Tan el sèrum control (A) com el sèrum ELA (B) activen corrents 
oscil·latoris en oòcits que expressen, simultàniament, les subunitats GluN1 i 
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GluN2A. Els sèrums control i ELA generen respostes en oòcits que expressen tan 
sols una de les subunitats, (C i D) oòcits que expressen GluN1, (E i F) oòcits que 
expressen GluN2A. (G i H) Quantificació dels corrents activats per sèrum en les 
diferents condicions. Cada sèrum ha estat provat en, almenys, 7 oòcits. La 
fletxa correspon al moment precís en que el sèrum va ser aplicat a la cambra 
de registre. ***p<0.001

Amb aquests experiments vàrem observar que la resposta al sèrum 

control no variava, independentment de l’absència d’alguna de les 

subunitats del receptor GluN1/GluN2A en els oòcits. Contràriament, la 

resposta al sèrum ELA es veia significativament disminuïda quan el 

receptor no estava completament format i era similar a la observada 

en oòcits control per l’acció d’aquest tipus de sèrum.

Per aprofundir en la caracterització de l’acció del sèrum ELA en el 

NMDAR vàrem utilitzar l’MK-801, un antagonista no competitiu del 

receptor. En oòcits GluN1/GluN2A obteníem corrents amb càrregues 

elèctriques de 4.32 ± 0.32 μC, n=14, per acció del sèrum control (Figura 

R-9A) i de 14.64 ± 1.05 μC, n=14, per acció del sèrum ELA (Figura R-9B). 

Cada oòcit es va incubar amb una solució 10 μM de l’antagonista 

durant 10 min i seguidament es va estimular amb la solució d’agonistes 

del NMDAR per comprovar el bloqueig del receptor. Després de rentar 

els agonistes, però mantenint el MK-801 a la cambra de registre, de 

nou es van estimular els oòcits amb sèrum. Es va observar l’activació 

de corrents oscil·latoris amb una càrrega elèctrica de 4.88 ± 0.52 μC, 

n= 10, per acció del sèrum control (Figura R-9C) i de 8.25 ± 1.08 μC, 

n=10, per acció del sèrum ELA (Figura R-9D). 
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Figura R-9. Bloqueig dels corrents activats per sèrum en oòcits GluN1/GluN2A.
Efecte del MK-801. (A,B) Tal com s’ha mostrat en imatges anteriors, els sèrums 
control i ELA activen corrents oscil·latoris en oòcits que expressen el NMDAR. 
(C,D) Després d’incubar durant 10 min amb l’MK-801 els mateixos oòcits dels 
apartats A i B, s’enregistra altre cop l’efecte de sèrums control i ELA. (E,F)
Mitjana i SEM de la càrrega elèctrica dels corrents generats per sèrum control 
(barres blanques) i sèrum ELA (barres negres) en oòcits tractats o no tractats 
amb MK-801. Cada barra representa l’acció del sèrum en almenys 7 oòcits. La 
fletxa indica el moment exacte en que el sèrum és afegit a la cambra de 
registre. **p<0.01

Tal com es pot observar a les figures R-9E i F, el bloqueig del receptor 

per MK-801 no afectava la resposta generada per sèrum control, en 

canvi hi havia una disminució significativa en el cas del sèrum ELA, 

indicant que era necessària la forma activa del NMDAR per arribar als

nivells de resposta observats per aquest tipus de sèrum.
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1.7 Efecte de les Immunoglobulines G de sèrums 
humans control i patològics en oòcits de Xenopus que 
expressen el NMDAR.

Per tal de determinar quina part del sèrum era la responsable dels 

efectes observats, es va procedir al fraccionament de les mostres i es 

va purificar la fracció de IgG. 

Les IgG de ELA han estat relacionades amb processos de

degeneració estructural de MN i alteracions de la plasticitat sinàptica, 

amb implicació de mobilització de Ca2+  intracel·lular, en diferents 

treballs (Pagani et al., 2006, Pullen et al., 2004, Fratantoni et al., 2000).

Cal dir que en aquest punt de l’estudi comptàvem amb un factor 

limitant que era la poca quantitat de mostra disponible, així que es va 

dur a terme la purificació de la fracció de IgG de 6 sèrums control i 4 

sèrums ELA. La metodologia va ser la mateixa que en els experiments 

anteriors.

A diferència de l’efecte observat amb el sèrum complet, les IgG 

control activaven corrents d’entrada petits, no oscil·latoris i de curta 

durada, en oòcits injectats amb aigua i amb el receptor 

GluN1/GluN2A (Figura R-10A), amb unes càrregues elèctriques de 1.67 

± 0.11 μC, n=61, i de 1.57 ± 0.15 μC, n=30, respectivament (Figures R-10B

i C). Les IgG de ELA també activaven aquest tipus de corrents en 

oòcits control i en presència del NMDAR (Figura R-10A), amb unes 

càrregues elèctriques de 1.85 ± 0.23 μC, n=23,  i de 4.02 ± 0.39 μC, 

n=28, respectivament (Figures R-10B i C). Aquests resultats estan 

resumits a la figura R-10D.

126



Resultats

Figura R-10. Corrents activats per 
la fracció de IgG de sèrums 
control i ELA. (A) Registres de 
corrents de membrana en oòcits 
de Xenopus degut a l’aplicació
(fletxa) de IgG control (línia
continua) i ELA (línia discontinua).  
Tan control com ELA-IgG generen 
corrents d’entrada no oscil·latoris 
en els oòcits injectats amb aigua 
(1 i 2) o amb el receptor 
GluN1/GluN2A (3 i 4). (B) Mitjana i 
SEM de la càrrega elèctrica dels 
corrents activats per IgG control i 
ELA en oòcits control. (C) Mitjana i 
SEM de la càrrega elèctrica dels 
corrents activats per IgG control i 
ELA en oòcits que expressen el 
NMDAR. (D) Histograma que 
representa la mitjana de l’efecte 
de totes les IgG control i ELA en 
oòcits injectats amb aigua o amb 
GluN1/GluN2A (n=69 oòcits). 
***p<0.001

Tal com havíem observat en el cas del sèrum complet control, la 

resposta originada per la fracció IgG control no mostrava diferències 
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significatives en presència o absència del NMDAR. En aquest cas, 

però, tampoc existien diferencies significatives entre IgG control i ELA

en absència del receptor, diferint del resultat obtingut en el sèrum

complet.

 El fet que les IgG de ELA generaven respostes dues vegades superiors 

en presència del receptor GluN1/GluN2A respecte de les IgG control , 

i, tot i que aquest tipus de resposta contrasta amb la observada amb 

el sèrum complet ELA, ens indicaria que les IgG de ELA també estarien

implicades en el procés de  mobilització de Ca2+ intracel·lular 

depenent de NMDAR que es traduïa dels resultats obtinguts amb el 

sèrum complet. 

1.8 Efecte del sèrum de rates transgèniques mSOD1
G93A en  oòcits de Xenopus que expressen el NMDAR.

Continuant amb l’estudi i per tal d’esbrinar mecanismes patogènics 

comuns entre la ELA esporàdica i la ELA de tipus familiar, vàrem 

reproduir els experiments utilitzant sèrums del model animal de la 

malaltia. Les mostres van ser cedides  per la Dra. Anna Casanovas del 

Departament de Neurobiologia Cel·lular de la Facultat de Medicina 

de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA, i van ser descomplementades  i 

dialitzades en aquest mateix laboratori. Es van analitzar mostres de 

rates WT i mSOD1 G93A a diferents edats: P30, P60, P90 i P120 dies post 

natal. 

Tal com s’havia observat amb les mostres humanes, el sèrum de rata 

activava corrents d’entrada de tipus oscil·latori en el oòcits.

La càrrega elèctrica dels corrents activats per sèrum WT a P30, P60, 

P90 i P120 en els oòcits control va ser de 9.33 ± 0.64 μC, (n=28), 10.02 ± 

0.83 μC (n=23), 8.63 ± 0.58 μC (n=32), i 9.97 ± 0.81 μC (n=22), 

respectivament, mentre que en el cas de sèrums mSOD1 G93A va ser 
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de 10.99 ± 0.66 μC (n=35), 9.54 ± 0.86 μC (n=17), 10.44 ± 0.85 μC (n=22) i 

12.06 ± 0.99 μC (n=22), respectivament (Figura R-11A).

En presencia del NMDAR, el sèrum WT a P30, P60, P90 i P120 activava 

respostes amb una càrrega elèctrica de 19.19 ± 1.66 μC (n=15), 19.252 

± 1.35 μC (n=18), 17.02 ± 1.71 μC (n=15) i 18.70 ± 1.25 μC (n=21), 

respectivament, mentre que la activada per sèrum transgènic era de 

25.17 ± 1.61 μC (n=19), 18.18 ± 1.31 μC (n=19), 16.93 ± 1.07 μC (n=20) 

and 19.41 ±1.44 μC (n=21), respectivament (Figura R-11B).

                                                                                          

Figura R-11. Corrents activats 
per sèrum de rates WT i mSOD1 
G93A. (A) Mitjana i SEM de la 
càrrega elèctrica dels corrents 
activats per sèrum de rates WT i 
mSOD1 G93A en oòcits injectats 
amb aigua. Cada barra 
representa l’acció del sèrum 
corresponent en, almenys, 15 
oòcits. Les edats post natals
examinades van ser les 
següents: P30, P60, P90 i P120. 
(B) Mitjana i SEM de la càrrega 
elèctrica dels corrents activats 
per sèrum de rates WT i mSOD1 
G93A en oòcits GluN1/GluN2A. 
Cada barra representa l’acció 
del sèrum corresponent en, 
almenys, 15 oòcits. *p<0.05

Vam observar que no hi havien diferencies significatives entre les 

respostes generades per sèrum WT i mSOD1 G93A en absència del 
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receptor a cap de les edats testades. En canvi, en presencia del 

NMDAR a P30 hi havia un increment significatiu en la càrrega del 

corrents generats per sèrum de rata transgènica. 

1.9 Facilitació de la resposta glutamatèrgica per acció
del sèrum.

L’acció del sèrum en els oòcits que expressaven el NMDAR tenia un 

efecte addicional sobre la resposta glutamatèrgica. Durant els 

experiments vam observar que els corrents suportats pel NMDAR 

incrementaven després de l’exposició a sèrum. 

L’aplicació de 100 μM d’àcid L-glutàmic/10 μM glicina en els oòcits 

GluN1/GluN2A activava corrents d’entrada reversibles (Figura R-12A). 

L’oòcit era tractat amb sèrum i després es procedia a un rentat de 3 

min amb solució de registre seguit d’una una segona aplicació de la 

solució d’agonistes del NMDAR. Els resultats corresponents a aquesta 

segona aplicació estan resumits a la figura R-12B. L’increment en la 

càrrega elèctrica dels corrents activats a traves del NMDAR després 

de l’estimulació dels oòcits amb sèrum control, ELA, MG, PBP i LMND 

era de  249.47 ± 10.74 %, n=48 oòcits, 269.24 ± 11.64 %, n=74, 216.84 ± 

32.37 %, n=18, 139.25 ± 2.31 %, n=15,  213.98 ± 11.18 %, n=22, 

respectivament.
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Figura R-12. Potenciació dels corrents generats a traves del receptor
GluN1/GluN2A per acció del sèrum. (A) L’aplicació de la solució d’agonistes 
del NMDAR activa corrents d’entrada glutamatèrgics en oòcits GluN1/GluN2A 
i fixats a -80 mV. Després d’un estímul de 5 μl de sèrum i d’un període de rentat 
de 3 min, els corrents generats per una segona aplicació dels agonistes es 
veuen incrementats. (B) Mitjana i SEM de l’increment en la càrrega elèctrica 
dels corrents activats per àcid L-glutàmic i glicina després d’estimular els oòcits 
amb sèrum control, ELA, MG, PBP i LMND. n=177 oòcits. * p< 0.05, *** p<0.001

Com es pot veure a la figura R-12, tots els sèrums provocaven un 

increment significatiu en la càrrega elèctrica dels corrents a través de 

GluN1/GluN2A, sensibilitzant la membrana de la cèl·lula a la segona 

aplicació dels agonistes de NMDAR i facilitant els corrents

glutamatèrgics.

Aquest efecte de potenciació degut al sèrum, que involucra 

l’activació de la PKC i la CaMkII per acció del LPA, ha estat ja descrit 
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en oòcits de Xenopus que expressaven receptors d’ACh i AMPA 

(Nishizaki et al., 1997, Nishizaki i Sumikawa, 1997).
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En un treball publicat aquest mateix any pel Departament de 

Neurobiologia Cel·lular de la Facultat de Medicina de la Universitat de 

Lleida-IRBLLEIDA (Hernández et al., 2010), amb el qual col·laborem, 

s’ha descrit, per anàlisis proteòmiques, la presència en sèrums ELA 

d’anticossos circulants contra diferents proteïnes de la família de les 

Semaforines. 

En els primers experiments d’aquest treball es va descriure que 

l’administració, in ovo, de IgG o fluid cerebrospinal de pacients amb 

ELA i LMND produïa un efecte rescatador de les MN del corn ventral 

de la medul·la espinal lumbar durant el període de mort cel·lular 

programada (període comprés entre el dies embrionaris E6 i E10), en el 

model experimental d’embrió de pollastre.

Així mateix l’administració de sèrum ELA i LMND produïa un increment 

de la ramificació nerviosa intramuscular dels músculs innervats per les 

MN lumbars.

Per WB es va estudiar la unió dels sèrums patològics a proteïnes 

presents en diferents teixits (cor, múscul, intestí, ronyó, fetge, pulmó, 

medul·la espinal i cervell) de l’embrió de pollastre a E10 i es va 

observar que els anticossos presents en el sèrum reconeixien 

selectivament antígens de cervell i medul·la espinal, sent la fracció de 

IgG la responsable de la unió. Ni el sèrum complet ni les IgG de 

mostres control mostraven reconeixement per cap dels teixits 

analitzats.  

La fracció proteica de les mostres de teixit reconegudes per les IgG es 

va separar per Electroforesi Bidimensional (2D), mentre que per WB, 

utilitzant com a anticòs primari sèrums patològics, es van aïllar les 

proteïnes reconegudes per aquests. Utilitzant l’espectrometria de 

masses MALDI-TOF es va determinar que la fracció d’IgG de sèrums 

ELA i LMND reconeixia proteïnes de la família de les Semaforines o 

proteïnes relacionades amb les seves vies de senyalització (Taula R-2).
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Taula R-2. Proteïnes reconegudes per sèrums patològics ELA i LMND 
(Hernández et al., 2010) 

Proteïnes identificades per anàlisi MALDI-TOF, posterior a l’electroforesi 2D i el 
WB, reconegudes per cada un dels 3 sèrums ELA (ELA) i pel sèrum LMND (LMD) 
analitzats en l’estudi. 

Les Semaforines són una família de proteïnes secretades o associades 

a membrana que actuen com a molècules de guia del creixement 

axonal. Descrites inicialment com proteïnes quimiorepel·lents o 

inhibidores, s’ha observat que també poden exercir senyals de tipus 

atraient, tot afectant la direcció de creixement, la fascicul·lació i 

ramificació de l’axó, així com la formació de la sinapsi.

La capacitat dels anticossos contra Semaforina, presents en el sèrum, 

de neutralitzar les molècules d’aquesta família amb activitat 

quimiorepel·lent (com les Semaforines de classe 3), respondria el 

perquè de l’estímul de la ramificació axonal i la supervivència de les 

MN observada en els embrions de pollastre exposats als sèrums ELA i 

LMND.

Tanmateix, en els últims anys s’ha postulat que una expressió aberrant 

o una disfunció de les proteïnes encarregades del control del 

creixement axonal, com són les Semaforines, podria contribuir als 

mecanismes patogènics observats en la ELA (Schmidt et al., 2009). Mes 

concretament, s’ha descrit que la sobreexpressió de Semaforina 3A 

(Sema3A) està selectivament induïda en cèl·lules de Schwann 

terminals d’un subtipus específic de fibres musculars, anomenades 

“fast-fatigable” o fibres de tipus IIb i IIx, en el model de ratolí mSOD1 

G93A (De Winter et al., 2006). L’expressió de Sema3A no només 
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inhibeix la plasticitat a nivell del terminal nerviós d’aquestes sinapsis 

sinó que afavoreix la denervació axonal i la degeneració de les MN en 

estadis primerencs de la malaltia.

En aquesta segona part de l’estudi es va dissenyar un assaig d’ELISA 

per tal de determinar la presència d’anticossos contra Sema3A en 

pacients amb ELA i altres malalties de la MN i avaluar la seva 

rellevància clínica i especificitat. 

2.1 Unió d’anticossos circulants en sèrums patològics a 
pèptids de Sema3A. Assaigs d’ELISA.

Degut a que la única proteïna comercial que existeix de Sema3A  

porta unida una regió constant Fc de IgG humana (1250-S3-025, R&D 

Systems, MN, USA) i que l’anticòs secundari adequat per unir-se als 

sèrums humans es també un anti-IgG humà, va ser impossible utilitzar-la 

en l’estudi. Per aquest motiu vàrem començar els experiments utilitzant 

dos pèptids sintètics que corresponien a diferents regions de la 

proteïna Sema3A humana. El pèptid Sema3A ab42768 corresponia a 

la regió central de la proteïna mentre que el pèptid Sema3A ab42770 

corresponia a la regió C-terminal. Els sèrums es van provar en els 

assaigs d’ELISA utilitzant-los com a anticossos primaris contra aquests 

pèptids. Es van utilitzar 4 sèrums control, 1 sèrum PBP, 4 sèrums LMND i 9 

sèrums ELA. Els resultats obtinguts amb el pèptid ab42768 es poden 

observar a les figures R-13 i R-14, mentre que els obtinguts amb el 

pèptid ab42770 es poden observar a les figures R-15 i R-16.
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Figura R-13. Assaig d’ELISA per determinar la presència d’anticossos contra 
Sema3A en sèrums patològics utilitzant el pèptid ab42768. Cada barra 
representa un valor individual per mostra de sèrum, mitjana de 3 assaigs 
d’ELISA independents (amb 3 rèpliques per mostra cadascun) de la DO a 450 
nm ± SEM. Cadascuna de les mostres patològiques es va comparar amb la 
mitjana de les 4 mostres control. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001

Figura R-14. Assaig d’ELISA per determinar la presència d’anticossos contra 
Sema3A en sèrums patològics utilitzant el pèptid ab42768. Cada barra 
representa el valor, agrupat per patologia o grup control, de la densitat òptica 
a 450 nm ± SEM. *p<0.05, ***p<0.001
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Vàrem observar que, utilitzant el pèptid 42768,  hi havien diferències 

significatives pel que fa a la DO (la qual indica el grau de 

reconeixement de l’antigen, en aquest cas el pèptid corresponent a la 

regió central de la sema3A, per l’anticòs present en els sèrums) en 2 

dels 4 sèrums LMND i en la majoria dels sèrums ELA respecte dels 

sèrums control (Figura R-13). No es van observar diferencies entre 

mostres LMND i ELA en aquest cas. Cal destacar també que, tot i que 

no es van observar diferències significatives entre sèrums control i PBP, 

els valors de DO obtinguts eren força elevats.

Figura R-15. Assaig d’ELISA per determinar la presència d’anticossos contra 
Sema3A en sèrums patològics utilitzant el pèptid ab42770. Cada barra 
representa un valor individual per mostra de sèrum, mitjana de 3 assaigs 
d’ELISA independents (amb 3 rèpliques per mostra cadascun) de la DO a 450 
nm ± SEM. Cadascuna de les mostres patològiques es va comparar amb la 
mitjana de les 4 mostres control. **p<0.01, ***p<0.001
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Figura R-16. Assaig d’ELISA per determinar la presència d’anticossos contra 
Sema3A en sèrums patològics utilitzant el pèptid ab42770. Cada barra 
representa el valor, agrupat per patologia o grup control, de la densitat òptica 
a 450 nm ± SEM. ***p<0.001

Utilitzant com a antigen en l’assaig d’ELISA el pèptid corresponent a 

l’extrem C-terminal de la Sema3A varem observar que totes les mostres 

de sèrum ELA, excepte una, mostraven valors de DO significativament 

superiors als de les mostres control (Figura R-15), es a dir, hi havia un 

reconeixement significatiu per part dels anticossos presents en els 

sèrums ELA del pèptid de Sema3A. En aquest cas, tan sols 1 dels sèrums 

LMND mostrava valors significativament superiors als dels controls, i de 

nou, no es mostraven diferencies entre sèrums control i PBP. Hem de 

tenir en compte però, que tan sols disposàvem d’una única mostra 

PBP, i que les 4 mostres control mostraven uns valors de DO elevats, 

indicant certa unió inespecífica en l’assaig.
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2.2    Producció de proteïna recombinant Sema3A en 
cèl·lules COS-7 

Per tal d’evitar els possibles problemes d’inespecificitat amb els 

pèptids i confirmar la presència d’autoanticossos contra Sema3A en 

els sèrums patològics vam produir la proteïna recombinant al 

laboratori. Es van transfectar cèl·lules COS-7 amb el plasmidi que 

contenia la Sema3A de ratolí (la qual té una homologia del 95% amb 

la proteïna humana) unida a fosfatasa alcalina (Sema3A-AP). Les 

cèl·lules es van fer créixer durant 48 hores i es van seleccionar clons de 

cèl·lules transfectades per dilució límit en presència de l’antibiòtic 

permissiu corresponent. Es van obtindre els medis de diferents clons i es 

van concentrar per centrifugació. La presència de Sema3A-AP en els 

medis de cultiu es va detectar per WB (Figura R-17). 

Figura R-17. Detecció per WB de Sema3A-AP en medis de cultiu de clons de 
cèl·lules COS-7 transfectades. Els 3 primers carrils corresponen a medi de cultiu 
de cèl·lules no transfectades (NT). C1, C2 i C3 corresponen a medis de cultiu 
de 3 clons diferents de cèl·lules COS-7 transfectades. Com a anticossos 
primaris s’han utilitzat dos anti-sema3A de dues cases comercials diferents 
(Abcam i St. Cruz).

Vàrem observar en el WB, utilitzant ambdós anticossos contra Sema3A 

dels que disponíem, que no apareixia cap banda corresponent a la 
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proteïna en els medis de cèl·lules no transfectades, utilitzats com a 

control negatiu. En canvi, en els 3 clons transfectats amb el plasmidi 

que vam provar apareixia una banda d’uns 150 KDa, pes 

corresponent a la proteïna de fusió Sema3A-AP. 

2.3 Unió d’anticossos circulants en sèrums patològics a 
proteïna Sema3A recombinant. Assaigs d’ELISA.

En els primers assajos realitzats van haver-hi problemes en la unió de la 

proteïna en els pous de la placa d’ELISA, per això vam decidir aplicar 

el model de Sandwich del test. 

Primer de tot vam mesurar quina era la combinació antigen-anticossos 

que donava una major resposta en la DO, indicativa de la detecció 

de Sema3A. Hi havia diferents combinacions a tenir en compte degut 

a que podíem detectar la presència de Sema3A amb dos anticossos 

diferents anti-Sema3A o fer-ho per detecció de la fosfatasa alcalina a 

la que està unida. Per detectar la AP contàvem també amb un 

anticòs específic i un substrat que reacciona a l’enzim (Alkaline 

Phosphatase Yellow [pNPP] Liquid Substrate System for ELISA, P7998, 

Sigma, St. Louis, MO, USA). 

Així doncs, vam incubar en diferents pous de la placa d’ELISA els dos 

anticossos contra Sema3A i l’anticòs contra AP. Després vam afegir 

1μg/pou de Sema3A recombinant a cadascun d’ells. Per detectar 

l’antigen vam afegir de nou els anticossos contra Sema3A i fosfatasa 

alcalina, i el reactiu per AP (200 μl/pou). I finalment vam incubar els 

pous amb els anticossos secundaris corresponents a cadascun dels 

anticossos específics per l’antigen (les dilucions de cadascun dels 

anticossos utilitzats estan indicades a l’apartat 7 de la secció Materials

i mètodes). Els resultats d’aquest primer assaig es poden veure a la 

figura R-18.
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Figura R-18. Detecció de Sema3A per assaig d’ELISA Sandwich. (A) Esquema 
de les combinacions antigen-anticossos utilitzades (1-8), amb dues rèpliques 
per cadascuna d’elles. La direcció de la fletxa indica l’ordre d’aplicació dels 
productes en els pous de la placa d’ELISA. (B) Imatge de la placa d’ELISA 
corresponent a l’esquema vist en (A) amb la reacció colorimètrica obtinguda 
per a cadascuna de les combinacions antigen-anticossos utilitzades. La 
combinació corresponent a la filera de pous número 4 presentava els valors 
de DO més elevats.

Aquest assaig en va permetre determinar que la detecció de Sema3A, 

directament relacionada al valor de la DO, era major quan, 

prèviament a l’adició de la proteïna recombinant, havíem enganxat 

l’anticòs anti-Sema3A de St. Cruz  al fons dels pous de la placa d’ELISA. 

Vam decidir utilitzar aquesta combinació d’antigen-anticossos (pou nº 

4, figura R-18) com a control positiu  de detecció de l’antigen en els 

següents experiments, en els que els sèrums control i patològics 

actuaven com a anticossos primaris contra Sema3A. 
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Degut al factor limitant del volum de les mostres de sèrum, en el 

següent assaig no vam poder provar 3 de les mostres de LMND i 

tampoc 2 mostres de ELA utilitzades en els experiments amb els 

pèptids. Els resultats de l’assaig d’ELISA utilitzant Sema3A recombinant, 

unida a la placa per l’anti-Sema3A de St. Cruz, i els sèrums controls i 

patològics com a anticossos contra aquest antigen, poden veure’s a 

la figura R-19.

Figura R-19. Assaig d’ELISA per determinar la presència d’anticossos contra 
Sema3A en sèrums patològics utilitzant Sema3A recombinant. Cada barra 
representa un valor individual per mostra de sèrum, mitjana de 2 assaigs 
d’ELISA independents (amb 3 rèpliques per mostra cadascun) de la DO a 450 
nm ± SEM. El control negatiu (CNTR-) es una replica de la composició 
d’antigen-anticossos del control positiu (CNTR+) però en absència de Sema3A. 
. Cadascuna de les mostres patològiques es va comparar amb la mitjana de 
les 4 mostres control. **p<0.01, ***p<0.001

Com es pot observar a la figura R-19, utilitzant la Sema3A recombinant 

com a antigen , tots els sèrums, excepte PBP, mostraven valors de DO 

força elevats, sent les mostres control les que presentaven un 

reconeixement per l’antigen superior al de la resta. Aquest fet ens va 

fer pensar que els components del medi de cultiu de cèl·lules COS-7, 
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on havia estat secretada la Sema3A, podrien estar interferint en el 

reconeixement de l’antigen per part dels anticossos presents en els 

sèrums. Per aquesta raó, en el Departament de Neurobiologia Cel·lular 

de la Facultat de Medicina de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA, es va 

dur a terme la purificació de la proteïna i els següents assaigs d’ELISA.

2.4 Unió d’anticossos circulants en sèrums patològics a 
proteïna Sema3A recombinat purificada. Assaigs d’ELISA.

La Sema3A present en medi de cultiu de cèl·lules COS-7 va purificar-se 

en columna de cromatografia d’afinitat, amb boles de sefarosa 

conjugades a AP, i es va comprovar la seva presència en l’eluït de la 

columna per WB.

Aquesta Sema3A purificada es va utilitzar en els següents assajos 

d’ELISA, en els quals es van analitzar 9 sèrums control, 10 sèrums control 

de patologia, pertanyents a pacients amb algun tipus de malaltia 

neurodegenerativa  però no relacionats a malalties de la MN 

(Alzheimer, Parkinson i MG), 5 sèrums LMND i 15 sèrums ELA. Els resultats 

del test es poden veure a la figura R-20. 
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Figura R-20. Assaig d’ELISA per determinar la presència d’anticossos contra 
Sema3A en sèrums patològics utilitzant Sema3A recombinant purificada. Les 
mostres de sèrums control i control de patologia (PATOLÒGICS) es troben 
agrupades, mentre que cadascuna de les mostres LMND i ELA estan 
representades individualment. Cada barra representa el valor, mitjana de 3 
determinacions, de la DO a 450 nm ± SEM. *p0.05,**p<0.01, ***p<0.001

Tot i que els sèrums LMND i ELA presentaven valors de DO 

significativament superiors als dels sèrums control, en aquest cas, es va 

prendre com a referència estadística el valor de DO dels sèrums 

control de patologia, degut a que també presentaven una diferència 

significativa respecte dels sèrums d’individus sans. Encara que la 

mitjana dels valors de sèrums LMND i ELA  era superior a la dels sèrums 

control de patologia, no hi havia diferències significatives entre ells 

degut a la gran variabilitat entre les dades individuals. Fent una anàlisi 

individualitzada de les mostres es va comprovar que 2 dels 5 sèrums 

LMND i 6 dels 15 sèrums ELA presentaven un reconeixement significatiu 

de l’antigen, demostrant així la presència d’autoanticossos contra 

Sema3A en alguns sèrums de malalties de la MN. La presència 

d’aquest anticossos en sèrums de pacients amb aquest tipus de 

patologia, tot i no actuar com a marcadors específics, podria tenir un  

interès de tipus diagnòstic.
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 Discussió 

Descrita fa més de 140 anys, la ELA és considerada avui dia la forma 

més comuna de malaltia degenerativa de la MN en la població 

adulta. Amb una evolució ràpida, progressivament incapacitant i de 

pronòstic mortal al cap de 3-5 anys després del diagnòstic, la ELA 

esdevé una malaltia devastadora que afecta tots els aspectes de la 

vida personal, laboral, social i familiar dels pacients. Tot i desconèixer 

encara les causes exactes que inicien el procés degeneratiu, s’han 

identificat diversos mecanismes que podrien participar en la progressió 

de la malaltia. És més, cada cop amb més força, la ELA és 

considerada una malaltia de tipus multifactorial, on els diferents 

processos patogènics interactuarien entre ells provocant alteracions 

estructurals i funcionals en les MN, i possiblement també, en les cèl·lules 

de la glia adjacents, que durien, ineludiblement, a la seva 

degeneració i mort. 

D’entre tots els mecanismes proposats, l’excitotoxicitat per glutamat 

ha estat un dels més estudiats. Les primeres evidències que van posar 

de manifest la implicació de l’excitotoxicitat en la patogènia de la ELA 

van ser els nivells elevats dels aminoàcids excitatòris glutamat, glicina i 

aspartat en sèrum i LCR de pacients (Rothstein et al, 1991; Urushitani et 

al, 1998). L’increment de la concentració de glutamat es va associar a 

un dèficit en la recaptació del NT en l’espai intersinàptic, el que es 

traduiria en una sobre-activació dels receptors postsinàptics de 

glutamat. Posteriorment, es va determinar que aquesta alteració 

estava relacionada a la pèrdua selectiva del transportador astroglial 

de glutamat EAAT2, observada en pacients amb ELA esporàdica i 

familiar (Rothstein et al., 1995) i en diferents models de rates i ratolins 

transgènics mSOD1 (Bruijn et al., 1997a; Bendotti et al., 2001). En les MN 

espinals de pacients amb ELA s’ha observat també una síntesi 

deficient de la subunitat GluR2 dels AMPARs (Kawahara et al., 2004), la 

qual limita la permeabilitat del receptor a Ca2+, afavorint-se, així, la 

susceptibilitat de la cèl·lula al dany excitotòxic. Alhora, l’ús
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d’antagonistes del AMPAR retarda l’aparició de les alteracions 

motores i augmenta la supervivència en els ratolins mSOD1G93A

(Tortarolo et al., 2006). En el model d’embrió de pollastre, àmpliament

utilitzat en l’estudi del desenvolupament del sistema nerviós, la mort 

cel·lular programada i els fenòmens d’excitotoxicitat, s’ha observat 

que l’aplicació crònica de NMDA produeix unes alteracions 

estructurals en les MN similars a les observades en la ELA humana 

(Tarabal et al., 2005). Així mateix, el fet que el Riluzol, l’únic fàrmac 

utilitzat actualment en el tractament de la malaltia, actuï inhibint de 

forma no competitiva els AMPARs i els NMDARs (Debono et al., 1993), 

recolzaria la participació dels receptors ionotròpics de glutamat en els 

processos excitotòxics que duen a la degeneració de les MN en la 

ELA.

L’autoimmunitat és una altra de les hipòtesis involucrades en la 

patogènia de la ELA. Tot i que la seva rellevància no és del tot 

concloent, s’ha detectat la presència de certs fenòmens 

autoimmunitaris en els teixits afectats per la malaltia. En sèrum de 

pacients amb ELA de tipus esporàdica s’ha observat la presència 

d’anticossos circulants contra canals de Ca2+ dependents de voltatge

(VGCC). Aquests anticossos indueixen l’activació de corrents 

d’entrada de Ca2+ i la degeneració i mort de MN en cultiu, i, alhora, 

alteren l’homeòstasi intracel·lular del Ca2+ i produeixen canvis 

estructurals de les MN in vivo, quan són transfectats passivament a 

ratolins (Appel et al. 1995; Engelhardt et al. 1995). Així mateix, s’ha 

demostrat que les IgG purificades de pacients amb ELA i incubades 

amb preparacions musculars de ratolí, s’uneixen a les membranes 

presinàptiques de les MN a través de la interacció antigen-anticòs i 

modulen la transmissió sinàptica incrementant la secreció de NT 

(Pagani et al., 2006). Aquesta secreció de NT requeriria l’entrada de 

Ca2+ a les MN pels VGCC de tipus N i l’activació de la fosfolipasa C. En 

preparacions de diafragma i nervi frènic de ratolí, l’aplicació de la 
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fracció de IgG de pacients amb ELA indueix un increment del nombre 

de potencials miniatura (Uchitel et al., 1988), suggerint que els 

terminals presinàptics de les MN serien una diana d’acció dels factors 

immunològics implicats en la patologia de la ELA. La injecció 

intraperitoneal d’aquestes IgG en ratolins produeix la degeneració de 

les MN espinals (Pullen et al., 2004). Tanmateix, l’aplicació subcutània 

de les IgG en unió neuromuscular de ratolí indueix, inicialment, 

processos de plasticitat sinàptica a nivell dels terminals nerviosos, 

associats a una entrada de Ca2+ pels VGCC de tipus L (Fratantoni et 

al., 2000), els quals desemboquen, a la llarga, en una disfunció de la

transmissió neuromuscular. 

Aquestes troballes suggereixen que les IgG de pacients amb ELA 

estarien involucrades en la patogènia de la malaltia. Tot i això, tan la 

ineficàcia de la teràpia immunosupressora en pacients, com 

l’absència de citotoxicitat exercida per aquestes IgG en cultius 

organotípics de medul·la espinal (Li et al., 2008), fan que la presència i 

significació d’aquests autoanticossos encara estigui sota discussió. 

En la primera part d’aquest treball, hem mesurat i caracteritzat l’acció 

de 14 sèrums de pacients amb ELA esporàdica sobre l’activitat del

receptor ionotròpic de glutamat de tipus NMDA GluN1/GluN2A humà, 

en un sistema d’expressió heteròloga com és l’oòcit de Xenopus laevis. 

Aquest model experimental ha estat àmpliament utilitzat en els estudis 

electrofisiològics de canals iònics i constitueix una població de cèl·lules 

molt homogènia que ens permet obtenir resultats comparables. La 

segona part del treball està focalitzada en la detecció de la presència 

d’autoanticossos circulants en els sèrums de pacients mitjançant 

tècniques d’ELISA. 

151



Discussió

1. Efecte dels sèrums patològics ELA sobre el receptor 

de glutamat de tipus NMDA GluN1/GluN2A expressat en 

oòcits de Xenopus laevis. 

Tal com s’havia descrit en treballs anteriors (Rothstein et al, 1991; 

Urushitani et al, 1998), els nivells sèrics dels aminoàcids excitatòris 

glutamat, glicina i aspartat també es trobaven incrementats en les 

nostres mostres de sèrum ELA respecte de les control. Per tal d’evitar 

interferències en els registres electrofisiològics al tractar-se de tres 

agonistes del NMDAR, vam procedir a dialitzar totes les mostres. 

Després de realitzar el protocol de diàlisi no existien diferències 

significatives entre controls i ELA degut a que la majoria de les mostres

no presentaven valors detectables de cap dels tres aminoàcids.

En els primers assaigs que vam realitzar vàrem comprovar que 

l’aplicació extracel·lular de sèrum en els oòcits de Xenopus activava 

grans corrents d’entrada de tipus oscil·latori. Aquest fet havia estat 

prèviament descrit en estudis anteriors i corresponia a l’acció de l’àcid 

lisofosfatídic o lisofosfatidat (LPA), un factor sèric que estimula  la via 

de senyalització de la PLC, a través de proteïnes G�q/11, provocant la 

producció de IP3, la secreció de Ca2+ dels compartiments 

intracel·lulars i l’activació de la PKC (Fukushima et al., 2002). 

L’increment de la concentració citosòlica de Ca2+ indueix la 

generació de grans corrents oscil·latoris com a resultat de l’activació 

dels canals de Cl- dependents de Ca2+ intracel·lular, presents de forma 

endògena en els oòcits de Xenopus (Tigyi i Miledi, 1992; Aleu et al., 

2002). 

Així doncs, en aquest model, la generació de corrents oscil·latoris de 

clorur és una mesura indirecta de la mobilització de Ca2+ intracel·lular.

L’LPA, degut a les seves propietats termoresistents, no es veu afectat 

pel xoc tèrmic al qual són sotmeses les mostres, per tal de neutralitzar 
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el sistema del complement, i tampoc és eliminat amb la diàlisi. Els 

oòcits de Xenopus expressen en la seva membrana receptors propis

per a l’LPA, XLPA1-1 i XLPA1-2, els quals presenten un 90% d’homologia 

amb el receptor de mamífers LPA1 (Kimura et al., 2001).  

Per tal de comparar les respostes generades per sèrums control, ELA i 

control de malaltia, vàrem mesurar la càrrega elèctrica dels corrents 

de membrana generats en els oòcits. Es va observar que, a baixes 

concentracions de sèrum (1:10000 o dilucions més grans), era possible 

repetir l’aplicació de la mostra sense una pèrdua significativa de la 

resposta. En canvi, amb mostres més concentrades (1:40), com les que 

finalment es van utilitzar en els nostres registres, l’oòcit es 

desensibilitzava i calia esperar molts minuts per una recuperació 

completa de la resposta. Per aquesta raó, cada rèplica es realitzava 

en oòcit diferent i es comparaven les respostes obtingudes amb 

diferents lots d’oòcits.

En provar el sèrum ELA vàrem observar que les respostes generades en 

els oòcits eren significativament superiors a les registrades en el cas 

del sèrum d’individus sans i el sèrum PBP, encara que no diferien de les 

respostes activades pels sèrums MG i LMND. La diferència més gran, 

però, apareixia en expressar en els oòcits el NMDAR. En aquest cas, 

l’aplicació de sèrum ELA generava uns corrents amb una càrrega 

elèctrica tres vegades més gran que la observada en el cas del sèrum

control, i, alhora, aquesta resposta era també significativament 

superior a la generada per tots els sèrums control de malalties. 

L’activació directa del NMDAR per part del sèrum, amb el conseqüent 

influx de Ca2+ pel receptor i l’activació secundària dels canals de Cl- 

dependents de Ca2+, pot ser exclosa dels nostres experiments donada 

la diàlisi a la que van ser sotmeses les mostres per tal d’eliminar el 

contingut d’aminoàcids excitatòris. Tot i que en algunes de les nostres 

mostres de sèrum quedaven certs remanents de glutamat, glicina i 

aspartat després de la diàlisi, les concentracions d’aquests aminoàcids 
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un cop diluït el sèrum en la solució de registre (0.0135 μM Glutamat, 

0.108 μM Glicina, 0.0122 μM Aspartat) són insuficients per una correcta 

activació del receptor GluN1/GluN2A (Chen et al., 2005, 2008; Erreger 

et al., 2007). Els corrents activats per sèrum control i ELA en presència

del NMDAR van ser caracteritzats mesurant el seu potencial de 

reversió, el qual, en ambdós casos, era proper al potencial d’equilibri 

de l’ió clorur descrit en oòcits de Xenopus (Barish, 1983), descartant-se 

així la participació d’altres components.

Donat que els corrents oscil·latoris generats en els oòcits de Xenopus

són deguts a l’activació dels canals de Cl- dependents de Ca2+

(Miledi, 1982), sembla ser doncs que el sèrum ELA estaria activant la 

mobilització de Ca2+ intracel·lular. És més, en base als nostres resultats, 

proposem que el NMDAR estaria participant en un mecanisme de 

mobilització intracel·lular de Ca2+ no relacionat a l’activació del flux 

d’ions a través del receptor de glutamat; un mecanisme directament 

associat amb components presents en el sèrum de pacients amb ELA 

però no en els sèrums d’individus sans o d’altres malalties 

neuromusculars.

El Riluzol es utilitzat actualment en el tractament de la ELA. Aquest 

fàrmac té propietats neuroprotectores ja que influeix en la transmissió 

glutamatèrgica a través dels seus efectes moduladors sobre la 

secreció de glutamat (Hebert et al., 1994), les vies de senyalització 

mitjançades per proteïnes G (Doble et al., 1992) i la interacció amb els 

NMDARs (Debono et al., 1993; Hubert et al., 1994). Donat que les 

mostres de sèrum ELA utilitzades en aquest estudi van ser obtingudes 

de pacients tractats amb Riluzol, i que les mostres van ser dialitzades, 

vàrem analitzar l’efecte del fàrmac per descartar completament les 

interferències del tractament en els nostres experiments (no presentat 

a la secció de resultats). El Riluzol, a concentracions similars a les 

descrites en sèrum de pacients amb ELA (0.05-0.300 mg/L) 

(Groeneveld et al., 2003), no inhibia els corrents activats per glutamat 
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en els oòcits injectats amb el receptor GluN1/GluN2A, ni tampoc 

generava cap tipus de resposta per ell mateix.

L’especificitat de les respostes ocasionades per la interacció del sèrum 

ELA i el NMDAR està lligada a l’exigència de la presència de les dues 

subunitats del receptor de glutamat i a l’efecte inhibidor de l’MK-801.

Els nostres resultats indiquen que el sèrum ELA tan sols exerceix un 

efecte significatiu sobre la generació de corrents oscil·latoris de Cl-, 

directament relacionats a la mobilització de Ca2+ intracel·lular, quan el 

NMDAR no es troba bloquejat.

L’acció del sèrum en els oòcits de Xenopus que expressen el NMDAR 

té també un efecte addicional sobre la transmissió glutamatèrgica. Els 

corrents activats per glutamat es veuen significativament incrementats 

després de l’exposició a sèrum. Aquest efecte, però, no presenta 

diferències significatives entre mostres control, ELA i control de 

malaltia. L’efecte de potenciació glutamatèrgica, que involucra 

l’acció de la PKC i de la CaMKII (Ca2+/calmodulin-dependent kinase II)

per acció de l’LPA, ha estat prèviament descrit en oòcits de Xenopus

que expressaven el receptor d’ACh i el AMPAR (Nishizaki et al. 1997).

En un intent per dilucidar mecanismes patogènics comuns entre la ELA 

de tipus esporàdica i la ELA de tipus familiar es varen reproduir els 

experiments amb el sèrum del model de rata transgènica mSOD1 

G93A. Aquest model ha estat àmpliament utilitzat en l’estudi de la 

patogènia de la malaltia durant els últims vint anys (Pasinelli i Brown, 

2006; Gurney et al., 1994; Nagai et al., 2001). La sobreexpressió de 

mSOD1 provoca el desenvolupament d’una malaltia neuromuscular 

fatal, totalment comparable a la ELA humana. Alhora, en el model 

transgènic de ELA familiar, el curs temporal de la progressió de la 

malaltia està clarament definit, classificant-se en diferents estadis 

segons l’edat de l’animal. Així doncs, es van obtenir mostres de sèrum 

WT i mSOD1 G93A a 4 edats post natals diferents: P30, P60, P90 i P120 i 

es va analitzar el seu efecte sobre oòcits control i NMDAR. Tal com 
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havíem observat en el cas de les mostres humanes, el sèrum de rata 

també induïa respostes de tipus oscil·latori en el oòcits. Els nostres 

resultats van revelar que tan sols el sèrum de rata mSOD1 G93A, en 

estadis inicials de la malaltia (p30), presentava respostes 

significativament superiors a les observades en els cas de sèrum de 

rata WT en presència del NMDAR. En relació a aquest fet, diversos 

estudis han determinat que la transferència passiva de la fracció d’IgG 

del sèrum de pacients amb ELA en ratolins, provoca una potenciació 

sinàptica a nivell dels terminals nerviosos motors, que cursa a través de 

l’increment de la concentració de Ca2+ intracel·lular (Engelhardth et

al., 1997). En conseqüència, la desregulació del Ca2+ provocaria 

disfuncions mitocondrials, generació de radicals lliures i mort cel·lular 

(Guegan et al., 2001; Strong, 2003). Aquestes troballes, conjuntament 

amb l’ineficàcia de la teràpia immunosupressora en pacients en 

estadis avançats de la malaltia (Smith et al., 1994) recolzarien la idea 

de que les alteracions degudes a les IgG associades a la malaltia es 

donarien en etapes inicials del procés degeneratiu de les MN en la 

ELA. 

Cal destacar, però, que el fet que les mostres de rata WT en presència 

del NMDAR també generin respostes incrementades respecte de les 

observades en oòcits control, ens fa pensar que hi podria haver un 

problema en el processament de les mostres. Exactament, en el 

procés de diàlisi, que podria haver deixat rastres d’aminoàcids 

excitatòris del NMDAR en les mostres de sèrum, emmascarant-se així 

possibles diferències entre sèrums WT i mSOD1 G93A en les altres edats 

post natals provades. També hem de tenir en compte que, per 

dificultats en l’obtenció del volum necessari per realitzar els assaigs, la 

n de la mostra de sèrum per cada estadi i condició era només de n=2. 

Degut a això, és impossible discernir en aquest cas si existirien o no 

coincidències en quant a la presència de factors sèrics associats a la 
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malaltia entre les mostres de ELA esporàdica humana i les mostres del 

model animal transgènic de ELA familiar. 

Les primeres referències d’alteracions autoimmunes en la ELA van 

aparèixer amb la detecció de grans acumulacions de IgG en MN de 

medul·la espinal i en cèl·lules piramidals del còrtex motor de pacients 

(Appel et al. 1995). Tal com hem comentat amb anterioritat, els ratolins 

tractats amb IgG de pacients amb ELA presenten un increment en la 

concentració de Ca2+ intracel·lular associat a canvis estructurals 

degenerants en les MN i a processos de plasticitat sinàptica a nivell de 

la transmissió neuromuscular (Engelhardt et al., 1995; Fratantoni et al., 

2000; Pullen et al., 2004; Pullen i Humphreys, 2000). Al provar l’efecte de 

les fraccions de IgG purificades de les mostres de sèrum control i ELA 

sobre els oòcits de Xenopus varem observar que es generaven

corrents transitoris d’entrada de tipus no oscil·latori, els quals diferien 

dels observats en el cas de les mostres de sèrum complet. En absència 

del NMDAR, no hi havia diferències significatives entre les respostes 

generades per mostres control i ELA. En canvi, quan el receptor de 

glutamat era expressat en els oòcits, les IgG de pacients amb ELA 

activaven uns corrents amb una càrrega elèctrica dues vegades 

superior a la dels corrents generats per les IgG control. Fins avui, no 

s’ha descrit encara cap acció directa de les IgG associades a ELA 

sobre els receptors postsinàptics de glutamat. S’ha observat però, que 

aquestes IgG son capaces d’incrementar la freqüència dels corrents 

espontanis postsinàptics excitatòris, en neurones hipocampals de rata, 

a través de l’estimulació de la secreció de glutamat dels terminals 

presinàptics d’aquestes cèl·lules (Andjus et al., 1997). Així mateix,

també s’ha descrit que l’acció de les IgG de pacients amb ELA sobre 

els VGCC, incrementa el corrent de Ca2+ d’aquests canals en cèl·lules 

de Purkinje (Llinas et al., 1993) i en una línia cel·lular híbrida de MN 

(Mosier et al., 1995).
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Segons els nostres resultats, sembla ser que les IgG de pacients amb 

ELA esporàdica, a més d’activar un mecanisme cel·lular endògen en 

els oòcits de Xenopus, podrien estar participant en l’increment de la 

resposta associada al NMDAR, mitjançant l’activació de vies de 

senyalització no canòniques mitjançant el receptor.

Les vies de senyalització no canòniques de receptors típicament 

ionotròpics han estat descrites amb anterioritat en el cas dels

receptors de Kainat (Rodriguez-Moreno i Lerma, 1998), receptors 

GABA-A (Liu et al., 2000) i NMDARs (Lee et al., 2002). Encara que els 

receptors de Kainat desenvolupen accions ionotròpiques, en moltes 

regions del SNC es troben implicats en la senyalització metabotròpica, 

la qual involucra l’activació de proteïnes G i l’estimulació de vies de

senyalització de segons missatgers associades a PKA i PKC (Rozas et 

al., 2003). L’aplicació de Kainat en poblacions de cèl·lules ganglionars 

de l’arrel dorsal indueix la secreció de Ca2+ dependent de proteïnes 

G, dels compartiments intracel·lulars (Rodriguez-Moreno i Sihra, 2004). 

Diversos estudis han demostrat que les funcions associades als NMDARs

poden ser regulades per receptors acoblats a proteïnes G, com seria 

el cas del receptor de dopamina D1, mitjançant l’activació de vies de 

senyalització de segons missatgers dependents de PKA i PKC (revisat 

en Greengard, 2001). Més recentment, s’ha descrit un altre tipus de  

modulació que requeriria la interacció directa, proteïna a proteïna, 

entre el NMDAR i el receptor D1 (Lee et al., 2002). En aquest estudi,

realitzat en neurones d’hipocamp en cultiu, s’ha observat que l’extrem 

C-terminal del receptor D1 pot unir-se de forma directa i selectiva a la 

subunitat GluN1 del NMDAR. L’activació del receptor D1 per part del 

seu agonista dona lloc a la dissociació del lligam amb GluN1, 

permetent llavors l’acoblament de calmodulina i IP3 quinasa a l’extrem 

C-terminal d’aquesta subunitat i la subseqüent activació de vies de 

senyalització que promouen la supervivència cel·lular. Aquesta 

senyalització del receptor de glutamat, modulada pel receptor D1, 
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seria independent de l’activació del flux d’ions  en el NMDAR. Així 

mateix, s’ha observat que el receptor metabotròpic de glutamat del 

grup I mGluR5 s’agrupa al NMDAR en neurones hipocampals (Perroy et 

al., 2008). mGluR5 és capaç de disminuir els corrents que flueixen pel

NMDAR, i de forma recíproca, NMDAR inhibeix fortament la capacitat 

de mGluR5 de segregar Ca2+ intracel·lular. Aquest resultats 

suggereixen un mecanisme mutu de regulació constitutiva 

independent d’agonista per a mGluR5 i NMDAR. La interferència 

reciproca entre tots dos receptors indicaria que es tracta d’un 

mecanisme d’acció no canònic.

Amb la informació provinent dels nostres resultats i la descrita en la 

literatura, proposem un model en el qual el NMDAR seria modulat per 

factors presents en el sèrum de malalts amb ELA. De la mateixa 

manera que l’LPA actua, els factors sèrics associats a ELA podrien 

induir l’acoblament entre el NMDAR i els complexes de proteïnes G

unides a membrana (Go, Gs), promovent l’activació de la PLC, la 

formació de IP3 i la secreció de Ca2+ dels compartiments intracel·lulars 

(Figura D-I). Aquesta hipòtesi implicaria que, juntament amb la 

senyalització canònica ionotròpica, el NMDAR estaria involucrat en la 

patogènia de la ELA exercint nous modes d’acció de tipus 

metabotròpic, els quals durien a alteracions excitotòxiques.
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Figura D-1. Representació esquemàtica del model hipotètic d’acció del sèrum 
ELA en els oòcits de Xenopus que expressen el NMDAR. El NMDAR, un receptor 
típicament ionotròpic, pot ser modulat per factors solubles presents en el sèrum 
ELA, adquirint activitat metabotròpica. La interacció directa entre el receptor i 
les proteïnes G activa la via de senyalització de segons missatgers de la PLC i 
l’IP3, promovent la secreció de Ca2+ intracel·lular i l’activació dels canals de Cl-
dependents de Ca2+. Les nostres dades recolzen la idea de la presència d’un 
o més factors endògens en el sèrum ELA que activarien la mobilització 
intracel·lular de Ca2+ a través d’una via de senyalització no canònica del 
NMDAR. 

2. Detecció d’autoanticossos circulants en sèrums 

patològics ELA. 

La identificació d’autoanticossos associats a ELA pot esdevenir una 

eina clau en el diagnòstic i tractament de la malaltia. La manca d’un 

marcador o prova diagnòstica específica per la ELA, així com, la 

similitud dels símptomes en etapes inicials de la malaltia amb els que 

es presenten en moltes altres síndromes motores i malalties de la MN, 

fa que, la majoria de les vegades, l’obtenció d’un diagnòstic definitiu

pugui endarrerir-se varis mesos. En malalties amb una evolució tan 
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ràpida i progressivament incapacitant com la de la ELA és essencial 

trobar noves eines per tal d’agilitzar la seva diagnosi. 

Fins avui, s’han descrit diferents tipus d’anticossos contra antígens 

neuronals en pacients de ELA de tipus esporàdica i familiar. Malgrat 

tot, es desconeix encara el significat de la seva presència, ja que no

es troben en tots els sèrums de pacients amb ELA i, alguns d’ells, en 

canvi, s’han identificat també en sèrums pertanyents a pacients amb 

altres malalties neurològiques (Lamb i Patten, 1991; Gallardo et al., 

2001). 

A part de les tècniques bioquímiques clàssiques per determinar la 

presència d’anticossos, com seria la tècnica de ELISA, en la detecció 

d’anticossos presents en el sèrum de pacients amb ELA s’han utilitzat 

diferents sistemes d’assaig. La presència i funcionalitat dels anticossos 

contra canals de Ca2+ en aquests sèrums es va avaluar en la línia 

cel·lular de feocromocitoma PC12 (Offen et al., 1998). Aquestes 

cèl·lules poden secretar dopamina tritiada exclusivament a través de 

VGCCs de tipus L. En aquest treball es va descriure la inhibició de la 

secreció de dopamina per aquests canals per anticossos presents en 

el sèrum de malalts. Els cultius organotípics de medul·la espinal també 

han estat utilitzats en l’estudi del sèrum ELA (Li et al., 2008). En aquest 

cas, però, l’administració de la fracció de IgG purificada del sèrum de 

malalts amb ELA no produïa cap tipus d’efecte neurotòxic. La

presència de IgG citotòxiques en la saliva de pacients amb ELA s’ha 

analitzat mitjançant un assaig que mesurava la hemòlisi produïda 

quan es posaven en contacte eritròcits amb la saliva a analitzar 

(Conradi et al., 1990). Els models in vivo són també un bon sistema per 

investigar els fenòmens d’autoimmunitat en la ELA. Com hem 

comentat amb anterioritat, la injecció de IgG de pacients amb ELA en 

rates o ratolins permetia determinar, al cap de 24h, la localització 

d’aquests anticossos. Es va observar que les IgG de ELA es 

mobilitzaven a teixits del SNC, més concretament als axons terminals 
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de MN espinals, on provocaven una degeneració similar a la 

observada en els casos de pacients amb la malaltia (Engelhardt et al., 

1997). En el model d’embrió de pollastre l’administració de sèrums de 

malalts amb ELA durant el període de la mort cel·lular programada o

PCD (de E6 a E10) produïa, paradoxalment, un rescat significatiu del 

nombre de MN (Oppenheim, 1987).

En aquesta segona part del treball hem continuat amb un estudi 

iniciat al Departament de Neurobiologia Cel·lular de la Facultat de 

Medicina de la Universitat de Lleida-IRBLLEIDA, amb el qual 

col·laborem. En aquest estudi es va observar que l’aplicació de sèrums 

ELA durant la PCD en el model d’embrió de pollastre, no només 

evitava la degeneració i mort de les MN, sinó que un nombre 

moderat, però significativament més alt, d’aquestes cèl·lules 

sobrevivien al període de la PCD. Posteriorment es va comprovar que 

aquest rescat era degut a l’acció d’un tipus de IgG que es trobava en 

els sèrums de malalts però no en el sèrum d’individus sans. Mitjançant 

tècniques proteòmiques es va constatar que algunes IgG de pacients 

amb malalties de la MN (purificades a partir de 3 mostres de sèrum ELA 

i 1 mostra de sèrum LMND) eren capaces d’unir-se a proteïnes del 

sistema nerviós de l’embrió de pollastre. Per espectrometria de masses 

es van identificar aquestes proteïnes reconegudes per les IgG com 

diferents proteïnes pertanyents a la classe 3 de la família de les 

Semaforines.

Les Semaforines són una família de proteïnes secretades o associades 

a membrana, que actuen com a molècules quimioatraients o 

quimiorepel·lents, en diferents processos com són la guia axonal 

(Kolodkin et al., 1993), la migració cel·lular, la sinaptogènesi o la 

metàstasi en el cas del càncer (Tran et al., 2007). Les Semaforines de la 

classe 3 han estat relacionades, majoritàriament, a l’emissió de senyals  

repulsives i al col·lapse del conus de creixement de l’axó (Luo et al., 

1993), tot i que també poden exercir senyals d’atracció. 
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En el model d’embrió de pollastre es va comprovar que l’adició de 

l’anticòs comercial anti-Sema3A rescatava MN durant el període de la 

PCD tal com ho feien els sèrums. Així doncs, sembla ser que els 

anticossos presents en els sèrums patològics són capaços d’inhibir les 

proteïnes Semaforines que actuen a nivell del sistema nerviós de 

l’embrió de pollastre durant el desenvolupament. Al inhibir les 

proteïnes relacionades a la senyalització quimiorepel·lent de la guia 

axonal, augmenta el nombre de cèl·lules que poden arribar a la seva 

diana, el múscul, fent que s’estableixin més contactes neuromusculars i 

augmentant així el nombre de MN al final de la PCD.

En el present estudi hem analitzat la presència d’anticossos contra 

Sema3A en varies mostres de sèrum control i patològic per determinar 

si es tracta d’un autoanticòs associat a ELA.

En els primers assaigs de ELISA vàrem utilitzar com a antigen dos 

pèptids comercials de la Sema3A. La majoria dels sèrums ELA, així com 

algun dels sèrums de LMND, una forma comuna de malaltia de la MN 

que pot evolucionar a ELA, presentaven anticossos que reconeixien les 

seqüències dels pèptids homologues a la proteïna Sema3A. Tot i això, 

el fet que hi hagués també cert reconeixement per part de les mostres 

de sèrum control, i que aquest fos superior al presentat per la mostra 

de sèrum PBP, ens feia dubtar de l’eficàcia dels pèptids en aquest 

assaig i insinuava també una possible unió inespecífica antigen-

anticòs. Utilitzant com a antigen la Sema3A recombinant que havíem 

produït en cèl·lules COS-7, vàrem observar que, en aquest cas, no hi 

havia cap tipus de reconeixement inespecífic per part de les  mostres 

de sèrum d’individus sans. Tot hi això, hi havia diferències significatives 

entre aquests i els sèrums control de patologia, que provenien de 

pacients amb malalties neurodegeneratives però no relacionades a 

malalties de la MN. Per això es va agafar com a referència per les 

mostres ELA i LMND els sèrums control de patologia. Es va observar que 

sis de les mostres de sèrum ELA i dues de les mostres de sèrum LMND 
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analitzades presentaven autoanticossos contra la proteïna Sema3A.

Segons aquests resultats no podríem considerar els autoanticossos 

contra Sema3A un marcador específic per la ELA, encara que podrien 

ser utilitzats com un indicatiu de malaltia. Tot i això es requeririen més 

estudis per determinar si aquests autoanticossos podrien actuar com 

una eina diagnòstica entre els diferents tipus de malalties de la MN i 

síndromes motores.

En aquests últims anys, diversos treballs han proposat la relació entre

l’expressió i funció aberrant de proteïnes encarregades de la formació 

i manteniment dels circuits motoneuronals, com són les Semaforines, i 

algunes de les alteracions patològiques que duen a la pèrdua 

d’aquestes connexions observades en la ELA (revisat en Schmidt et al., 

2009). Més concretament, en un treball publicat per De Winter i 

col·laboradors, l’any 2006, es va descriure una expressió diferencial de 

Sema3A en les cèl·lules de Schwann terminals de ratolins mSOD1 

G93A. Aquests animals presentaven un augment en l’expressió del  

mRNA de Sema3A en les cèl·lules de Schwann associades a 

subpoblacions específiques de fibres musculars, anomenades “fast-

fatigable” o fibres de tipus IIb i IIx, que no s’observava en animals WT.

Aquests subtipus de fibres, que es caracteritzen per la seva poca 

capacitat d’estimulació de la formació de brots als terminals nerviosos, 

serien les primeres en perdre’s en la ELA (Frey et al., 2000). La 

sobreexpressió de Sema3A en les cèl·lules de Schwann del ratolí 

transgènic causa una repulsió dels axons a nivell de la unió 

neuromuscular, i com a conseqüència, una denervació axonal, i, la 

degeneració de les MN. Un treball més recent ha descrit la capacitat 

de regeneració que presenta el corn anterior de la medul·la espinal, 

en el model de ratolí mSOD1 (Miyazaki et al., 2009). Tot hi que la 

pèrdua de MN espinals és un fet ben establert en els models animals 

de ELA, aquest estudi ha determinat que durant etapes inicials de la 

progressió de la malaltia, entre les setmanes 15 i 18 de vida de 
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l’animal, es produeix un fenomen de recuperació del nombre de MN. 

Aquest fenomen està relacionat a un increment progressiu de gamma 

1 laminina, un promotor de la regeneració, i a una disminució 

progressiva de Sema3A, considerada un inhibidor de la regeneració.

Tenint en compte aquest treballs, podríem pensar que, l’aparició 

d’anticossos contra Sema3A en alguns sèrums de ELA i LMND, tindria 

significat com a mecanisme de defensa de l’organisme enfront les 

senyals inhibitòries que exerceixen aquestes molècules sobre les MN

durant estadis terminals de la progressió de la malaltia. 

3. Consideracions finals 

Les diferents línies d’investigació en la patogènia de la ELA posen de 

manifest la participació de múltiples factors en el procés degeneratiu

de la malaltia. Els nostres resultats mostren l’activació de la 

mobilització de Ca2+ intracel·lular, dependent de la presència del 

NMDAR, per part del sèrum ELA, la qual, relacionaria la presència de

factors immunològics associats a ELA amb els processos 

d’excitotoxicitat descrits en la seva patogènia. Així mateix, els 

anticossos contra la proteïna Sema3A estan presents en alguns sèrums 

ELA i LMND però no en sèrums d’individus sans o pacients amb altres 

tipus de malalties neurodegeneratives. Donada l’absència de cap 

tipus de marcador específic per la ELA i altres malalties de la MN, seria 

interessant la utilització d’aquests i altres autoanticossos per tal 

d’agilitzar el diagnòstic diferencial d’aquestes patologies.
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Conclusions

1. Els sèrums control i patològics activen corrents oscil·latoris de 

clorur en els oòcits de Xenopus laevis, els quals són una mesura 

indirecta de la mobilització de Ca2+ intracel·lular.

 

2. En presència del NMDAR GluN1/GluN2A, els corrents generats 

en resposta a sèrum ELA són significativament superiors als generats 

per sèrum provinent d’individus sans i pacients amb altres tipus de 

malalties de la MN.

3. La resposta generada pel sèrum ELA presenta dependència de 

la presència d’ambdues subunitats del NMDAR i és sensible al bloqueig 

amb MK-801, un antagonista no competitiu del receptor.

4. L’acció del sèrum sobre els oòcits de Xenopus laevis té un 

efecte potenciador dels corrents glutamatèrgics que flueixen a través 

del NMDAR.

5.  El sèrum de rata mSOD1 G93A, model animal transgènic de la 

forma familiar de ELA, en presència del NMDAR i en etapes inicials de 

la progressió de la malaltia (P30), genera respostes similars a les 

obtingudes amb el sèrum de pacients amb ELA.

6. La fracció de IgG purificada de sèrums control i ELA activa 

corrents transitoris d’entrada  no oscil·latoris en els oòcits de Xenopus, 

els quals difereixen dels generats en el cas del sèrum complet. La 

resposta activada per IgG de pacients amb ELA en presència del 

NMDAR és significativament superior a la generada per les IgG 

d’individus sans. 

7. Algunes de les mostres de sèrum ELA i LMND contenen 

anticossos que reconeixen específicament la proteïna Semaforina 3A.
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