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INTRODUCCIO

La reconeguda complexitat organitzati-

va i funcional del sistema nervios dels or-

ganismes adults es constitueix a partir d'ele-

ments primordials de simplicitat aparent,

dels quals el sistema emergeix per transfor-

macions progressives i espontanies en el

decurs del desenvolupament embrionari.

Per aixo, des de fa una colla d'anys i, prin-

cipalment, a partir de Wilhelm His (1831-

1904), Santiago Ramon y Cajal (1852-1934),

Hans Spemann (1869-1941) i Viktor Ham-

burger (1900- ), la recerca dels processos

biologics implicats en el desenvolupament

del sistema nervios, a part del seu valor

intrinsec, ha estat considerada essencial per

entendre l'organitzacio i el funcionament

del sistema en 1'adult. Com en altres ambits

de la biologia del desenvolupament, la his-

toria natural d'una neurona pot ser consi-

derada com una successio temporal de tran-

sitions que podem definir (sovint arbitrari-

ament, d'acord amb les nostres possibili-

tats d'exploracio) com a fases o etapes per

les quals la cel-lula ha de passar durant la

diferenciacio del sistema nervios. Es pot

distingir en aquestes etapes: a) la induccio

(adquisicio de les caracteristiques de llinat-

ge cel•lular); b) la proliferacib (generacio re-

dundant d'elements cel•lulars o peces neces-

saries per engalzar el sistema); c) la migracib

(desplacament espacial de les &I-lules per

tal d'ocupar territoris per a una morfogene-

si adequada); d) la diferenciacio (adquisicio

de caracteristiques fenotipiques i funcio-

nals singulars i propies dels distints tipus

neuronals); e) la seleccib positiva o negativa

(per la qual el nombre final de neurones es

sotmes a restriccions que condueixen a 1'eli-

minaci6 per mort cellular d'un gran nom-

bre de neurones -i tambe &I-lules glials-

previament diferenciades); f) la formacio

de connexions sinaptiques o sinaptogenesi
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ini-cial (establiment de la connectivitat pri-
mitiva, sovint transitbria, i 1'inici de 1'acti-
vitat funcional endbgena); g) la maduracib
(remo-delacio sinaptica que a vegades im-
plica la regressio de connexions primitives
i 1'establiment « definitiu>> dels circuits i
connexions d'acord amb 1'inici de 1'activitat
reflexa i dels inputs sensorials), i h) la inz'o-
lucib (perdua de capacitat funcional i mort
cellular vinculada a 1'envelliment). Cadas-
cun d'aquests processos es regulat per me-
canismes molt complexos, alguns dels quals
es comencen a coneixer ara. Malgrat que es
puguin considerar fenomens discrets s'han
de considerar interdependents (amb capa-
citat d'influir-se entre ells) tant a nivell
individual (cel•lular) com a nivell de siste-
ma, en la regulacio del qual les relacions
entre les neurones i entre aquestes i altres
&I-lules (per exemple, la glia, cel•lules dia-
na, etc.) juguen un paper molt important.

En aquest context considerarem d'una
manera mes especifica la mort neuronal.
Abans de tot cal dir que la mort neuronal
assoleix magnituds considerables durant el
desenvolupament. Avui dia esta plenament
assumida la significaci6 biologica de la mort
cellular. No obstant aixo, aquest es un con-
cepte recent, malgrat que el fenomen, quant
al del sistema nervi6s, ja fou intuit per Cajal
i demostrat per Hamburger i Levi-Montalcini
1'any 1949. Durant molts anys, els cientifics
s'han resistit a admetre la mort cellular com
un proces fisiologic implicat en el desenvo-
lupament normal dels organismes. El pen-
sament tradicional considerava que el des-
envolupament embrionari estava sustentat
unicament per fenomens « progressius» o
additius» com la proliferacio i diferencia-

cio cel-lulars, en els quals es fonamentaven
el creixement i la morfogenesi propis de
1'embri6. Semblava contrari a la intuIci6
admetre que la mort cellular, paradigma de
la lesio histopatologica, pogues tenir un pa-
per important en un proces de connotacions

tan diametralment oposades com es el des-
envolupament embrionari.

INTERACCIONS CEL•LULARS EN LA
REGULACIO DE LA MORT
NEURONAL

La mort neuronal que to lloc durant el
desenvolupament s'anomena mort neuro-
nal fisiolbgica, natural o programada i tambe
histogenetica. Generalment afecta les neuro-
nes en etapes relativament avancades de
diferenciacio cellular; per tant, les neuro-
nes disposen de prolongacions dendriti-
ques i axonals desenvolupades, en les quals
s'esta iniciant la sinaptogenesi. Malgrat que
la mort neuronal fisiolbgica afecta gairebe
totes les poblacions de neurones examina-
des, aquest proces s'ha pogut estudiar amb
detail en les neurones que envien projec-
tions cap al sistema nervi6s periferic, com,
per exemple, les neurones dels ganglis sen-
sorials i les motoneurones de la banya an-
terior. En el cas de les motoneurones espi-
nals de 1'embri6 de pollastre, el periode de
mort fisiolbgica esta molt ben delimitat en
el temps coincidint amb 1'etapa de formaci6
dels primers contactes amb les cel-lules
musculars i s'esten des del dia embrionari 6
(E6) al dia embrionari 10 (E10) (Hamburger,
1975). La primera observaci6 que cal res-
saltar es el fet que la quantitat d'aquestes
neurones que moren durant el desenvolu-
pament depen de la disponibilitat dels seus
territoris diana d'innervaci6 (Figura 1). Per
exemple, I'ablaci6 d'una extremitat en 1'em-
bri6 de pollastre determina una mort mas-
siva de les moto-neurones justament en el
periode de temps en que haurien d'inner-
var aquesta extremitat (Hamburger, 1958;
Oppenheim et al., 1978) i, contrariament, la
implantaci6 d'una extremitat supernume-
raria disminueix el nombre de motoneu-
rones que normalment moririen (Hollyday
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i Hamburger, 1976 ). Tambe la innervacio

aferent d ' alguna manera determina la

magnitud de la mort fisiolbgica de les mo-

toneurones ; aixi, la interrupcio de la forma-

cio de connexions aferents supraespinals,

per exemple per seccio de la medulla en

embrions molt joves, determina posterior-

ment la mort massiva de moto-neurones,

en aquest cas retardada respecte at perio-

de de mort fisiolbgica, ja que no es detecta

fins despres d'E10 (Okado i Oppenheim,

1984). Queda clar, doncs, que les interac-

Figura 1. Microfotografies de sections transversals d'embrions de pollastre de diferents edats de desenvoluparnent despres

de I'ablaci6 unilateral (costat dret) de 1'esb6s de I'extremitat a E2. Les sections han estat efectuades a nivell de la regi6 lumbar

de la medulla espinal i s'han tenyit amb tionina. A) i B) mostren dos seccions d'embrions E5.5 a diferents augments. Observeu

en A) el diferent grau de desenvolupament de 1'extremitat dreta (fletxa) i esquerra; com a consequencia de I'operacio les

visceres s'han desenvolupat ectopicament. A B) es pot apreciar la dimensi6 similar de la columna motora lateral lumbar

(delimitada per punts) del costat operat (*) i no operat. Contrariament, a E6.5 (C) la diferencia de grandaaria entre la columna

motora lateral lumbar (delimitada per punts) dels dos costats es molt evident a causa de la mort massiva de motoneurones

al costat operat (*). A E l O (D) gairebe la total itat de les motoneurones del costat operat (*) han mort per I'absencia de la diana

d'innervaci6: la columna motora lateral lumbar del costat no operat s'ha delimitat amb punts. Barres de calibratge = 100 µm.
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cions cel•lulars entre les moto-neurones i
les &I-lules amb les quals es connecten son
essencials per a la regulaci6 de la seva
supervivencia.
A mes del contacte amb altres cellules, es

coneix que altres factors tambe influencien
de manera decisiva el grau de mort neuronal
fisiolbgica com, per exemple, l'activitat de
les sinapsis en desenvolupament. La parali-
si muscular provocada experimentalment
per 1'administraci6 d'agents que bloquegen
la neurotransmissi6 colinergica en la sinapsi
neuromuscular en el moment del seu desen-
volupament inhibeix, gairebe totalment, el
proces de mort fisiologica de les motoneu-
rones. Aixi, es pot rescatar motoneurones de
la mort fisiologica per l'administraci6 croni-
ca de curare, c -bungarotoxina o, fins i tot,
toxina botulinica a l'embri6 de pollastre en-
tre E6 i E10 (Pittman i Oppenheim, 1978).
Cal dir, perb, que aquests tractaments alte-
ren de forma molt important la sinaptogenesi
neuromuscular tornant la cellula muscular
exageradament receptiva a l'establiment de
sinapsis, de manera que l'efecte primari
d'aquests agents podria ser afavorir la capa-
citat de les motoneurones per accedir a les
seves dianes, acces que de forma natural
estaria limitat per la mateixa activitat mus-
cular. Per tant, l'efecte d'aquests agents blo-
quejadors, no es pas directe sobre els meca-
nismes que desencadenen la mort, sin6 la
consegiiencia d'una sinaptogenesi augmen-
tada. En un context mes generic, tambe po-
dem considerar aquest fenomen una mostra
de la capacitat adaptativa del sistema ner-
vi6s en formacio, en la qual es pot compro-
var com la mort cellular es instrumen-
talitzada interactivament amb 1'activitat del
sistema per determinar el nombre d'elements
(neurones) adequats per al seu funciona-
ment, i aixi regula una part de la seva mor-
fogenesi. En el cas d'una manipulaciO expe-
rimental que anul-la 1'activitat funcional
evocada a les dianes durant el periode si-

naptogenetic, aquestes ono s'assabenten»
que han estat innervades i per tant no es
posen en marxa els mecanismes normals de
restriccio (dependents d'activitat) que evi-
ten la formacio supernumeraria de sinapsis;
aixo permet un acces incontrolat de les neu-
rones a les seves dianes que anul•la la selec-
ci6 negativa de la poblaci6 neuronal per
mort cellular. Podem entendre aixi la mort
cellular com un proces epigenetic que con-
tribueix, de forma determinant, a la morfo-
genesi del sistema tant en la seva vessant
natural com en alteracions, per tal adaptar-
se plasticament a nous requeriments, en
aquest cas, experimentalment imposats.

Cal preguntar-nos ara en que consisteix
el proces de mort cellular fisiolbgica des del
punt de vista cellular. En principi, es pot
afirmar que la gran majoria de cel•lules que
es moren de forma natural durant el desen-
volupament ho fan mitjancant un mecanis-
me d'apoptosi que cal diferenciar de la mort
cellular mes propia de les situacions patolo-
giques, com es la mort per necrosi. Cal re-
marcar, pero, que la mort (i tambe la manca
de mort) per apoptosi tambe es present en
certes patologies.

APOPTOSI VERSUS NECROSI

Per les seves caracteristiques citologiques
s'han distingit dos tipus diferents de mort
cellular, que s'han denominat apoptosi i ne-
crosi, respectivament (Kerr et al., 1972). Tant
a Fun com a 1'altre la cel-lula mostra canvis
morfologics propis que permeten la seva
catalogacio histologica. No obstant aixo, di-
ferenciar els dos processos no es sempre
facil per l'existencia d'aspectes comuns en
ambd6s.

La necrosi to lloc com a resposta a una
agressi6 patologica externa sobre la cel.lu-
la i, en principi, no es dona en situacions
fisiolbgiques. Generalment grups de cel-
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lules s'afecten de manera simultania. Ja en

estadis molt inicials hi ha una perdua de la

integritat de la membrana plasmatica amb

una incapacitat de regular els gradients

ionics o osmotics. Fruit d'aixo hi ha un

augment de la permeabilitat a molecules

extracel-lulars i edema cellular, i la cel.lu-

la s'infla. A nivell ultraestructural es pot

apreciar com la membrana cellular mos-

tra Glares discontinuitats. Els organuls ci-

toplasmatics degeneren, el reticle endo-

plasmatic rug6s s'infla, els ribosomes es

desprenen i es formen vacuols. El nucli

esdeve picnotic i la cromatina, que ini-

cialment es condensa, acaba trencant-se

(cariorrexi) en estadis mes avancats en

nombrosos fragments i el nucli desapareix

completament. En etapes ulteriors es pro-

dueix la lisi cellular i les restes de la neu-

rona son fagocitades pels faghcits presents

a 1'infiltrat inflamatori que normalment

acompanya la necrosi.

L'apoptosi s'observa a 1'embri6 i a IIadult,

tant en condicions fisiolbgiques com en

estats patologics. Es considera el tipus prin-

cipal de mort cellular fisiologica. El terme

apoptosi s'utilitza habitualment com a si-

nonim de mort cellular programada, i per

tant es, a diferencia de la necrosi, un proces

actiu en que la cellula posa en marxa un

programa de mort com si es tractes d'un

autentic sufcidi (Martin i Johnson, 1991).

En contraposici6 a la necrosi, en la qual

1'homeostasi cellular esta passivament en-

derrocada per la forca d'un element extern

destructor, en la mort per apoptosi la cel-lu-

la <<decideix>>, en funci6 dels senyals que

rep (o deixa de rebre) del seu entorn, acti-

var mecanismes propis que condueixen a

1'autoeliminaci6 controlada. L'apoptosi ha-

bitualment to floc en cel•lules aillades i no

en grups de cel-lules, com en el cas de la

necrosi. La cel-lula es retreu, els organuls es

mantenen intactes, almenys inicialment, i

no hi ha discontinuitat en la membrana

plasmatica. La cromatina nuclear es con-

densa i adquireix una distribuci6 mes peri-

ferica al nucli. La picnosi del nucli to lloc en

etapes mes inicials en l'apoptosi que en la

necrosi. Durant el proces de condensaci6

de la cromatina hi ha activaci6 d'endonu-

cleases dependents de calci que determi-

nen el trencament del DNA nuclear en re-

gions entre els nucleosomes, i produeixen

series de fragments d'una longitud multi-

ple de 180-200 parells de bases. Aquests

fragments es poden observar quan es fa

una electroforesi del DNA de cellules apop-

totiques en gels d'agarosa, on apareix un

patro classic anomenat Iadderirig. En etapes

mes avancades la membrana plasmatica

presenta protuberancies que a la Ilarga aca-

baran separant-se de la resta de la cel.lula i

constituiran formacions compactes envol-

tades de membrana, que reben el nom de

cossos apoptotics. Els cossos apoptotics se-

ran fagocitats per macrofags o altres cel.lu-

les adjacents amb capacitat fagocitica, fet

que evita, en part, ]a resposta inflamatbria.

Cada cop sembla mes clar que qualsevol

noxa que es trobi per sota de 1'umbral neces-

sari per induir necrosi pot conduir a una

mort de tipus apoptotic (Kerr i Harmon,

1991), i en algunes situacions els limits entre

la mort cellular per necrosi i la mort per

apoptosi no son gens nets. Malgrat aixo, que

la mort esdevingui apoptotica o be necrotica

depen tambe de la cel-lula sobre la qual actui

la noxa desencadenant del proces i de 1'esta-

di de desenvolupament en que es trobi (Bar-

ret i Barlett, 1994).

Com s'ha esmentat abans, contrariament

a la necrosi, on el DNA es trenca d'una

manera totalment aleatoria, a 1'apoptosi hi

ha una fragmentaci6 internucleosomal del

DNA. Encara que aquest fet no es doni en

tots el casos d'apoptosi, avui es considerat

el « segell,, que identifica aquest tipus de

mort (Compton, 1992). L'acci6 d'endonu-

cleases durant 1'apoptosi exposa nous ex-
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trems 3'-OH del DNA bicatenari fragmen-
tat; aprofitant aixo s'ha desenvolupat una
tecnica que utilitza in situ una transferasa
terminal per tat d'incorporar dUTP conju-
gat amb un marcador als extrems 3'-OH del
DNA fragmentat. (Gavrieli et al., 1992).
Aquest procediment es coneix amb el nom
de TUNEL i permet visualitzar directament
les cel•lules apoptotiques que tenen el DNA
fragmentat sobre seccions de teixit o en
cel•lules aillades.

MECANISMES MOLECULARS
REGULADORS DEL PROCES
APOPTOTIC

Malgrat 1'elevat nombre de publicacions
i la intensa activitat investigadora durant els
darrers anys entorn de 1'apoptosi, ha estat
forca dificil identificar entitats moleculars i
mecanismes executors de I'apoptosi per
metodes bioquimics ode biologia molecular.
Afortunadament I'apoptosi sembla ser un
proces de mort cellular que, apareixent
evolutivament amb els primers organismes
multicel•lulars, es conserva en 1'evoluci6
posterior fins avui. Aquest fet ha permes
que els estudis genetics sobre la mort cel-
lular programada durant el desenvolu-
pament embrionari d'un invertebrat, concre-
tament el nematode Caenorhabditis elegans,
siguin clau per arribar als coneixements
actuals sobre la regulacio molecular de
l'apoptosi. C. elegans presenta tres gens,
anomenats ced-3, ced-4 i ced-9, que resulten
ser els responsables de 1'execuci6 de la mort
cellular apoptotica. Aixi el deficit de ced-3,
o be el deficit de ced-4, impliquen la desa-
paricio del fenomen apoptotic del desen-
volupament embrionari de C. elegans i, per
tant, els seus productes genies han de ser
considerats efectors positius d'apoptosi (Ellis
i Horvitz, 1986). Contrariament, el deficit de
ced-9 ocasiona la mort apoptotica de moltes

cel•lules que sobreviurien en un desenvolu-
pament embrionari normal. Aquesta mort
add icional no s'observara en el doble mutant
de ced-3 i ced-9 o be en el de ced-4 i ced-9. Per
tant ced-3 i ced-4 s'estarien expressant consti-
tutivament en cel•lules no destinades a morir
durant el desenvolupament de C. clegans i el
producte genic de ced-9 seria un antagonista
funcional o inhibidor de l'apoptosi (Ellis et
al., 1991).

Amb relacio a Ced-4 destaca el fet que
encara no s'ha trobat cap homologia a les
proteines de segiiencia coneguda, i la infor-
macio publicada sobre ell es escassa. Co-
neixem que ced-4 codifica una proteina d'un
pes molecular de 63 kD, la qual es capac de
Iligar calci (Yuan i Horvitz, 1992). Aquest
fet implica aquest catio en la regulacio de
I'apop-tosi, a mes d'altres evidencies ja es-
mentades,

Amb relacio a Ced-3 succeia quelcom
semblant a Ced-4. La informacio era escassa
fins que fa uns tres anys es va identificar la
seva homologia a ICE,1'enzim conversor de
la interleucina-1(3 (Yuan et al., 1993). Posteri-
orment ha aparegut molta bibliografia i s'han
anat identificant productes genies relacio-
nats, els quals recollim a la taula 1. ICE es una
proteasa que processa la proteina precurso-
ra de la interleucina-1(3, la qual esta implica-
da, per exemple, en la quimiotaxi de les
cel•lules inflamatories. Les proteases amb
homologia a Ced-3/ICE presenten les se-
guents caracteristiques comunes:

1) Cisteina en el seu centre actiu, la
qual cosa les classifica com a cisteinapro-
teases.

2) Unes dianes proteolitiques especi-
fiques i poc frequents, on destaca un residu
d'aspartic en el floc de tall.

3) Se sintetitzen en forma de proen-
zims, els quals o tenen capacitat d'auto-
activacio proteolitica o son activats per les
mateixes proteases que generen. Aixo sug-
gereix la possible existencia d'una cascada
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d'activacio semblant a la de la coagulacio

plasmatica.

4) Presenten una estructura oligo-

merica, que facilita una regulacio per subu-

nitats defectives, que actuen d'una forma

dominant negativa. Aquestes formes s'obte-

nen per fenbmens de splicing alternatiu i son

els homolegs estructurals / antagonistes fun-

cionals de la taula I.

5) Es localitzen d'entrada al citoplas-

ma (Lazebnik et al., 1994), presenten com a

substrat determinades proteines nuclears

(Taula II) i son inductores d'apoptosi quan

son sobreexpressades.

En estudiar el sistema immunitari s'ha

observat que les &I-lules atacades pels lim-

fbcits citotbxics o assassins moren apop-

toticament. El fet que el limfocit citotbxic

per induir apoptosi utilitzi una proteasa, la

granzima B o fragmentina-2, que malgrat

ser una serinaproteasa sense cap homologia

a ICE presenta una especificitat de substrat

semblant al d'aquesta proteasa, implica una

convergencia evolutiva. Es a dir, suggereix

que els substrats tallats per aquestes prote-

ases relacionades amb ICE (PRICE) poden

ser rellevants en el proces de 1'apoptosi. A

aquest enfocament qualitatiu de la proteoli-

si apoptotica, que esbasaria en la rellevancia

funcional que puguin tenir els substrats co-

neguts (Taula II) o els encara desconeguts,

s'hi oposa un enfocament quantitatiu, se-

gons el qual el desencadenament d'una pro-

teolisi mss enlla de la capacitat de reparacio

de la cel•lula conduiria a 1'apoptosi (Martin

i Green, 1995). L'activacio d'altres proteases

en el curs de 1'apoptosi, com per exemple la

calpaina (Squier et al., 1994) i 1'amplificaci6

funcional que es pot assolir amb cascades

proteolitiques, que com hem esmentat ca-

racteritzen les PRICE, donarien suport a

aquest segon enfocament.

El gen hombleg a ced-9 ha resultat ser

1'oncogen bcl-2, el qual ja era conegut i rebia

aquest nom per la seva implicacio en un

tipus de leucemia de &I-lules B (Hengartner

i Horvitz, 1994). Entorn de bcl-2, ha aparegut

una extensa familia de productes genies que

exposem a la taula III. S'ha demostrat que

aquestes proteines interaccionen i poden

TAULA I. Familia de prote ine^ relacionades amb Ced-3.

Amb homologia estructural ( cisteinaproteases ) i funcional:

IC Ea

ICE(3

ICEy

ICErel-II / Ich-2 / TX

ICErel-III

Nedd-2 / Ich- 1,

CPP32 / Yama

Mch-2

Miura et al. (1993)

Alnemri et al. (1995)

Alnemri et al. (1995)

Faucheu et al. (1995)

Munday et al. (1995)

Wang et al. (1994)

Fernandes-Alnemri et (il. (1994)

Fernades-Alnemri et al. (1995)

Amb homologia estructural pero amh antagonisms funcional:

ICES

ICES

Ich-IS

Alnemri et al. (1995)

Alnemri et al. (1995)

Wang et al. (1994)

Sense homologia estructural ( serinaproteasa) pero amb agonisme funcional:

Granzima B / fragmcntina -2 Heusel et (il. (1994)
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formar homodimers o heterodimers (Yin et
al., 1994; Sato et al., 1994). Sabem que Bcl-2 i
Bcl-x,son proteines intracellulars, unides a
membranes del mitocondri, del reticle
endoplasmatic i del nucli (Krajewski et al.,
1993; Lithgow et al., 1994; Gonzalez-Garcia
et al., 1994). Funcionalment, han aparegut
resultats involucrant Bcl-2 en fenbmens de
proteccio enfront de radicals oxidants
(Hockenbery et al., 1993) i de control del
trafic intracellular de proteines i ions
(Meikrantz et al., 1994; Ryan et al., 1994; Lam
et al., 1994). Bcl-2 sembla protegir les cel-
lules no solament de 1'apoptosi sing tambe
de la mort necrotica (Kane et al., 1993). La
bibliografia apareguda durant els darrers
anys amb relacio a aquesta familia de prote-
ines ha estat extensa, pero malgrat tot hem
de reconeixer que encara ignorem els meca-
nismes precisos a traves dels quals aquesta
familia de proteines exerceix els seus efectes
de proteccio cellular.

Addicionalment a ced-3, ced-4 i ced-9 o als
seus analegs en vertebrats superiors, altres
productes genies han demostrat ser regula-
dors de l'execucio de 1'apoptosi en determi-
nats sistemes o models. Per exemple, el gen
supressor de tumors p53, qualificat de guar-
dia del genoma perque detecta lesions al
DNA, bloqueja el cicle cellular per permetre

1'actuaci6 de la maquinaria reparadora de
DNA i, quan les lesions impliquen inestabi-
litat genbmica o van mes enlla de la capaci-
tat de reparacio, elimina apoptbticament la
cel-lula. L'apoptosi dependent de p53 ha
demostrat ser un procediment emprat a les
cel-lules per suprimir el creixement i la pro-
gressio tumoral in vivo (Symonds et al., 1994).
La proteina p53 es, de fet, un activador/
repressor transcripcional i 1'apoptosi que
genera podria ser explicada per la reduccio
de 1'expressi6 de Bcl-2 i 1'augment de l'ex-
pressio de Bax observada (Miyashita et al.,
1994). L'oncogen c-myc, que es tambe un
regulador transcripcional Iligat a fenomens
de proliferacio cellular, indueix apoptosi
per sobreexpressio (Evan et al., 1992). Curio-
sament l'apoptosi induida per c-myc es me-
diada per p53 (Wagner et al., 1994;
Hermeking i Eick, 1994), fet que amplia el
nombre de situacions que porten a I'apoptosi
i passen per p53.

El darrer conjunt de gens que han evi-
denciat ser reguladors d'apoptosi estan a la
vegada involucrats en el control del cicle
cellular, per exemple, la proteinacinasa
p34"',2, 1'activaci6 de la qual es necessaria
per trobar apoptosi a les cel•lules que son
atacades per limfocits citotoxics, o mes pre-
cisament per granzima B / fragmentina-2 (Shi

TAI LA II. Proteines nuclears subjectes a proteolisi en el curs de processes apoptotics

Proteina nuclear Substrat de les Refercncies

PRICE

Polimerasa de

poli-ADP-ribosa (PARP) +
UIsnRNP 70kD +
Lamina A

Lamina B,

Topoisomerasa I

Topoisomerasa 11

Histona H I

Kaufmann et al. (1993)
Casciola-Rosen et al. (1994)
Lazebnik et al. (1995)

Neamati et al. (1995)
Kaufmann (1989)

Kaufmann (1989)
Kaufmann ( 1989)
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TAUL.A 111. Familia de protemes relacionades amb Ced-9

Amb homologia estructural i funcional:

Bcl-2a

Bcl-2(3

BcI-xi

Bcl-x5

BcI-w

Mcl-I

Al

EBV-BHRFI

ASF-LMW5-HL

Tsujimoto i Croce (1986)

Tsujimoto i Croce (1986)

Boise et of. (1993)

Gonzalez-Garcia et al. (1994)

Pendent de publicacio

Kozopas et al. (1993)

Lin et of. (1993)

Henderson ei al. (1993)

Neilan et al. (1993)

Amb homologia estructural perii amb antagonisme funcional:

Bax

Bad

Bak

Bcl-x5

Nhk / Bik I

Oh ai et of. (1993)

Yang et of. (1995)

Chittenden et of. (1995)

Farrow et al. (1995)

Kiefer et al. (1995)

Boise et al. (1993)

Pendent de puhlicacio

Sense homologia estructural peri) amb agonisme funcional:

Bag-I

EIB19K

EBV-LMPI

Taka ama vial. (1995)

Boyd et al. (1994)

Henderson et al. ( 1991 )

et al., 1994). Hi ha tambe estudis que impli-
quen la ciclina A (Meikrantz et al., 1994), la

ciclina 131 (Shimizu et al., 1995) i el factor

transcriptional E2F (Shan i Lee, 1994; Haas-
Kogan et al., 1995) en la regulacio de I'apop-

tosi. En el cas d'E2F resulta interessant ob-
servar que ]'apoptosi generada forcant la
seva expressio a fibroblasts quiescents es
mediada novament per p53 (Qin et al., 1994).
Els resultats acabats d'esmentar suggerei-
xen que, paral-lelament als agents genotoxics
(radiations, intercalants quimics, etc.), els
conflictes en la regulacio del cicle cellular
tambe poden activar p53 i apoptosi. Si final-
ment es considera que el mecanisme pel
qual p53 indueix apoptosi es desequilibrant
la relacio Bcl-2 / Bax (Miyashita et al., 1994) o
]a dels seus analegs funcionals, podem con-
cloure que el paper funcional d'aquesta fa-

milia de gens (Taula III) es forca central en la
regulacio de I'apoptosi.

Centrant-nos en ]'apoptosi en cel•lules

neuronals, que es 1'objecte d'aquesta revi-

sio, podem afirmar que ja hi ha bastants

resultats que hi impliquen tots els produc-

tes genies esmentats anteriorment. Els mo-

dels d'apoptosi neuronal es basen essen-

cialment en els requeriments trbfics espe-

cifics que presenten les neurones durant

determinades etapes del desenvolupament;

la manta d'aquest trofisme procedent, per

exemple, de la diana d'innervacio indueix

apoptosi. En aquest context s'ha demostrat

que 1'expressio de c-Jun (Estus et al., 1994) i

la ciclina D1 (Freeman et al., 1994) son es-

sencials per a I'apoptosi de neurones sim-

patiques privades de NGF. Aquestes neu-

rones son eel-lules postmitbtiques, per tant
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podriem formular la hipotesi que l'incre-

ment d'E2F, que es consegiiencia de ]'in-

crement de la ciclina D1, empenyeria de

nou aquestes neurones cap al cicle cellular.

El conflicte resultant conduiria a 1'apoptosi,

a traves de 1'activaci6 possiblement de p53,

la qual cosa comportaria simultaniament o

alternativament:

1) la reduccio dels nivells i 1'expressi6

de Bcl-2 o analegs funcionals,

2) 1'augment dels nivells i 1'expressi6 de

Bax o analegs funcionals.

Una reduccio de Bcl-2 en aquest proces ja

es un fet demostrat (Greenlund et at., 1995),

la implicacio de p53, encara no. Donant su-

port a aquesta hipotesi, tenim que en rato-

lins deficients en el gen del retinoblastoma

(mutacions nulles de Rb), fet que suposa un

increment d'E2F actiu, apareix mort massiva

en el desenvolupament del sistema nervios

(Lee of al., 1992). Addicionalment tenim que

la sobreexpressio de Bcl-2 ha demostrat re-

petidament protegir cellules neuronals, no

solament de l'apoptosi (Garcia et at., 1992;

Allsop et al., 1993; Dubois-Dauphin M., 1994)

sing tambe de la necrosi (Kane et at., 1993).

Una certa sorpresa es presenta, per tant,

quan analitzem els ratolins deficients en Bcl-

2 (mutacions nulles de bcl-2) i veiem que la

neuro-genesi no esta afectada (Veis of at.,

1993). La posterior troballa en els mutacions

nulles per knock-out de bcl-x d'un fenotip

semblant al dels mutacions nulles per knock-

out de Rb, amb mort cellular massiva al

sistema nervios (Motoyama et at., 1995), ens

ofereix una explicacio dels resultats dels

mutacions nulles per knock-outs de bcl-2.

Breument, que Bcl-2 i Bcl-x1 siguin redun-

dants funcionalment no implica bbviament

que ho siguin en la localitzacio i cronologia

de la seva expressio genetica. Per construir

un esquema mes coherent, faltaria demos-

trar que bcl-x es regulat transcripcionalment

per p53 i Bcl-xi, per exemple, diminueix en

models d'apoptosi neuronal per privacio

neurotrofica. Finalment i en contra d'aques-

ta hipotesi, tenim que no s'ha descrit dismi-

nucio de la mort cellular programada al

sistema nervios dels ratolins mutacio nulla

en p53 (Donehower et al., 1992), pero tampoc

no coneixem si aquest aspecte ha estat estu-

diat acuradament.

La darrera giiestio a abordar seria el pa-

per dels homolegs de Ced-3, les PRICE, en

aquest paradigma apoptotic de deprivacio

neurotrofica. Doncs be, hi ha resultats publi-

cats que impliquen les PRICE en la regulacio

de 1'apoptosi neuronal. En el primer article

1'expressi6 d'un inhibidor viral d'ICE, el pro-

ducte del gen crmA, protegeix neurones sen-

sorials de la deprivacio de NGF (Gagliardini

et al., 1994). En el segon article son peptoides,

emprats com inhibidors farmacologics de

les PRICE, els qui protegeixen de morir

apoptoticament a motoneurones in vivo i in

vitro (Milligan et at., 1995). Ens podem plan-

tejar tambe les interactions entre les PRICE

i els analegs de Bcl-2. Deixant a part les

interaccions funcionals, fets ja constatats en

la genetica de C. elegans, hi comencen a

haver evid'encies que probablement partici-

parien en Ilocs o rutes metaboliques forca

independents (Strasser et at., 1995).

FACTORS NEUROTROFICS I ELS

SEUS RECEPTORS

Si les neurones, en una determinada eta-

pa del desenvolupament, necessiten el con-

tacte amb les seves dianes per sobreviure i

fins tot competeixen per accedir-hi, de tal

manera que aquelles que no tinguin exit en

dita competicio desapareixen per un proces

fisiologic de mort, cal determinar mes exac-

tament la naturalesa del substracte pel qual

competeixen. Avui coneixem, a nivell mole-

cular, alguns d'aquests substractes, que son

els factors neurotrofics, especialment entre

ells, les neurotrofines.
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Les neurotrofines

La familia de les neurotrofines es com-

posta actualment per cinc membres anome-

nats, perordre de descobriment, nerve growth

factor (NGF), brain-derived neurotrophicfactor

(BDNF), neurotrophin-3 (NT3) o neurotrofina-

3, neurotrophin-4/5 (NT4/5) o neurotrofina

4/5 i neurotrophin-6 (NT6) o neurotrofina-6.

Totes elles tenen entre si analogies de se-

quencia que defineixen la familia.

Nerve growth factor (NGF) o factor de

creixement nervios

El primer factor de la familia caracterit-

zat va ser 1'NGF. Aquest fetes va produir als

anys cinquanta o seixanta i, actualment, es

considera el prototip dels factors trofics del

sistema nervios . D'aquesta molecula es co-

neix la segiiencia proteica, 1 ' estructura

cristal-lina tridimensional , l'organitzacio

genomica del gen, les poblacions neuronals

que responen a aquesta proteina i els deficits

que provoca la seva manca funcional (mit-

jancant anticossos o be amb ratolins amb

mutacions nul•les del gen ). La proteina con-

sisteix en un complex amb un coeficient de

sedimentacio de 7S que esta format per tres

subunitats ( (x, (3, y) en una proporcio 2a:1:27

i d'un pes molecular total de 140 kD (Varon

et al., 1967a i 1967b). La subunitat amb activi-

tat neurotrofina e s la R i es formada per un

dimer unit de forma no covalent i compost

per dues cadenes polipeptidiques identi-

ques ; cadascuna conte 118 aminoacids i un

pes molecular total de 21 kD (Greene et al.,

1971; Harper i Thoenen, 1980 ). El coeficient

de sedimentacio del dimer es de 2,5S, i so-

vint aquest es el nom pel qual tambe es

coneix . La funcio de la subunitat a no es

coneix . En canvi la subunitat y es una

estereopeptidasa especifica d'arginines que

catalitza el pas de la molecula precursora

anomenada pro-(3 monomer a la forma mo-

nomerica de la subunitat (3 (Greene i Shooter,

1980).

Les poblacions neuronals amb supervi-

vencia regulada per 1'NGF inclouen neuro-

nes sensorials derivades de la cresta neural

que formen part dels ganglis simpatics i

espinals (Greene, 1977; Chun i Patterson,

1977; Johnson i Gorin, 1980 ; Otten et al.,

1980 ; Oppenheim et al., 1982 ) i algunes po-

blacions de neurones colinergiques i no

colinergiques del sistema nervios central

que inclouen principalment neurones dels

nuclis de la base i del septe ( Holtzman et al.,

1995). Tambe es creu que pot regular la

supervivencia de neurones adrenergiques

del locus ceruli (Menesini -Chen et al., 1978).

Una de les caracteristiques principals que

fan de 1'NGF un prototip de factor neurotrofic

es essencialment que es un factor derivat de

diana que actua sobre les neurones que in-

nerven aquesta diana . Aixi, per exemple,

s'ha demostrat la presencia de 1'NGF-prote-

ina i 1 'mRNA que el codifica en els territoris

d'innervacio de les neurones que hi respo-

nen troficament ( Korsching i Thoenen,1983;

Heumann et al., 1984; Shelton i Reichardt,

1984; Heumann, 1987 ). A la vegada s'ha

demostrat que els nivells de NGF a territoris

d'innervacio de les neurones simpatiques

son d ' aproximadament I ng/g de teixit, la

qual cosa comporta que aquest sigui un

element que limita el nombre de neurones

innervants que pot soportar . A mes, els ter-

minals axonals de les neurones contenen

receptors d'alta afinitat que son capacos de

captar l ' NGF, endocitar - lo i transportar-lo

retrogradament fins al soma neuronal, on

es creu que desencadena els mecanismes

adients que permetran la supervivencia

neuronal (Hendry et al ., 1974; Brunso-

Bechtold i Hamburger, 1979). Altres eviden-

cies a favor de la regulacio de la superviven-

cia neuronal per part d ' aquest factor inclo-

uen que l'administracio exogena de NGF

redueix significativament el nombre de les
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neurones que hi responen i que moren du-
rant el periode de mort neuronal fisiologica
(Levi-Montalcini i Angeletti, 1963; Oppen-
heim et al ., 1982 ). De forma, analoga perb en
sentit contrari , l'administracio d'anticossos
bloquejadors funcionals de 1'NGF o en ani-
mals transgenics que porten una mutacio
nul-la del gen de 1'NGF, el fenomen de mort
fisiologica en aquestes poblacions s'incre-
menta enormement (Hendry, 1975; John-
son, 1978; Crowley et al., 1994). Aquest ma-
teix tipus d'aproximacio tambe s'ha ex-
trapolat a estudis in vitro, en els quals es
demostra que les mateixes poblacions que
responen al factor in vivo necessiten de for-
ma indispensable que els medis de cultiu
siguin suplementats amb NGF per tal que
les neurones puguin viure ( Levi-Montalcini
i Angeletti, 1963; Chun i Patterson, 1977;
Greene, 1977).

A part del control del proces de supervi-
vencia o mort neuronal, 1'NGF tambe ha
estat implicat en la regulacio de la diferenci-
acio de les neurones que en depenen. Aixi,
per exemple, s'ha descrit que es capac de
regular els nivells de protefnes com la tirosi-
na hidroxilasa , enzim implicat en la sintesi
de neurotransmissor de les neurones simpa-
tiques (Thoenen i Barde, 1980). L'NGF regu-
]a el grau de ramificacio dels axons i de
1'arboritzaci6 dendritica mitjancant el crei-
xement o la retraccio de neurites en funcio
de les seves concentracions locals (Purves et
al., 1988). Aixo no s'ha d'entendre, perb, com
si 1'NGF fos un factor quimiotactic almenys
durant el desenvolupament in vivo ates que
la produccio de NGF en els territores d'in-
nervacio no s'inicia fins que els axons hi
arriben ( Davies et al., 1987 ). La implicaci6 de
1'NGF en una funcio quimiotactica durant la
regeneracio axonal o en els processos de
remodelatge sinaptic , continua sent contro-
vertida ( Snider i Johnson, 1989).

Finalment, hem de fer mencio dels efec-
tes de 1'NGF sobre cel•lules no neuronals.

Un primer efecte es la capacitat que to de
transformar el fenotip de cel-lula producto-
ra d'hormones de la cel-lula cromafinica en
un fenotip de neurona simpatica (Aloe i
Levi-Montalcini, 1979).

Aquesta descripcio exhaustiva de 1'es-
tructura i les funcions de 1'NGF s'ha fet
perque es consideri el prototip de factor
trofic. A continuacio, es donara una visio
resumida de les caracteristiques dell al-
tres membres de la familia i de factors
neurotrofics no emparentats amb les neu-
rotrofines.

Brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
o factor neurotrofic derivat de cervell

Tal com indica el seu nom, el BDNF va
ser inicialment afllat a partir de cervells de
pore (Barde et al., 1982 ). Posteriorment es va
clonar i segiienciar el gen que el codifica i es
va establir la segiiencia primaria (Leib rock
et al., 1989; Hofer et al., 1990; Rosenthal et al.,
1991). Te una homologia i una identitat del
55 `%, i del 51 respectivament, amb 1'NGF
(Leibrock et al., 1989). A mes els aminoacids
id'entics estan concentrats en dominis con-
servats que inclouen sis residus cistefna que
fan ponts disulfur i que son importants en
1'estructura tridimensional i la funcionalitat
de la molecula (Barde, 1989 ; Leibrock et al.,
1989 ). Son precisament aquestes zones amb
una alta homologia estructural les que han
permes 1'afllament d ' altres membres de la
familia , i son les que defineixen les neu-
rotrofines.

Essencialment les neurones que respo-
nen funcionalment (amb supervivencia o
diferenciacio ) al BDNF estan localitzades
al sistema nervios central , o hi envien pro-
jeccions . En aquesta zona es troben els ni-
vells de maxima expressio dIaquesta mole-
cula. Les neurones que responen al BDNF
inclouen les neurones mesencefaliques de
la substancia negra (Hyman et al., 1991;
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Kniisel et al., 1991), les neurones corticals

(Ghosh et al., 1994), les &I-lules ganglio-

nars de la retina (Rodriguez-Tebar et al.,

1989), les neurones GABAergiques de 1'es-

triat (Ventimiglia et al., 1995), les neurones

granuloses del cerebel (Kubo et al., 1995),

les neurones colinergiques del septe (Al-

derson et al., 1990; Knusel et al., 1991) i les

motoneurones espinals i cranials (Oppen-

heim et al., 1992; Sendtner et al., 1992,; Yan

et a!., 1992,1993,1994; Henderson et al.,1993;

Hughes et al., 1993; Koliatsos et al., 1993; Li

et al., 1994; Mitsumoto et al., 1994; Friedman

et al., 1995; Becker et al., 1996). Al sistema

nervios periferic, el BDNF promou la su-

pervivencia o la diferenciacio de neurones

del gangli nodos (Barde et al., 1982; Lindsay

et al., 1985), de neurones dels ganglis espi-

nals (Lindsay et al., 1985) i de neurones

sensorials derivades del placode neural

(Davies et al., 1986).

Neurotrophin-3 (NT3) o neurotrofina-3

El fet de coneixer 1'estructura primaria

del BDNF i de comprovar que aquesta pre-
sentava un alt grau d'homologia amb I'NGF,
va fer que pocs mesos despres d'haver estat
clonat el BDNF cinc laboratoris afllessin de
forma independent un nou membre d'aques-

ta familia, que es va anomenar NT3 (Ernfors

et al., 1990; Hohn et al., 1990; Jones i Reichardt,

1990; Maisonpierre et al., 1990; Rosenthal et
al., 1990). La novetat del proces va consistir

en el fet que 1'afllament es va fer per dife-
rents tecniques de biologia molecular i no
va requerir l'afllament previ de la protefna
nadiua.

L'estructura de 1'NT3 es similar a la de
I'NGF i el BDNF, el grau d'homologia amb
elles es del 50-60 i el d'identitat, del 40-50'/(,
(Thoenen, 1991). En aquesta homologia es
continuen conservant les sis cistefnes impli-
cades en la formacio dels ponts disulfur i en
1'estructura tridimensional de la protefna.

L'especificitat neurotrofica de la NT3

esta determinada pels hoc on s'expressa i, a

diferencia del BDNF, les zones de maxima

expressio es troben situades fora del siste-

ma nervios central, i inclouen el muscul

esqueletic, el fetge, la melsa, el miocardi i

l'intesti, entre d'altres (Thoenen et al., 1991).

Les neurones que presenten resposta neu-

rotrofica enfront de NT3 son algunes neuro-

nes sensorials dels ganglis espinals (Ernfors

et al., 1990; Hohn et al., 1990; Maisonpierre

et al., 1990; Gaese et al., 1994), neurones del

gangli nodos i dels ganglis simpatics (Hohn

et al., 1990; Maisonpierre et al., 1990; Rosen-

thal et al., 1990), cel-lules ganglionars de la

retina (de la Rosa et al., 1994), neurones de

1'estriat (Ventamiglia et al., 1995), neurones

dels ganglis de la base (Friedman et al.,

1993), neurones noradrenergiques del locus

ceruli i neurones glutamatergiques de 1'hi-

pocamp (Collazo et al., 1992; Friedman et

al., 1993; Arenas i Persson, 1994) i, finalment,

moto-neurones espinals (Henderson et al.,

1993; Hughes et al., 1993; Yan et al., 1993;

Averbuch-Heller et al., 1994, Li et al., 1994;

Becker et al., 1996).

Neurotrophin 4/5 (NT4/5) o nleurotrofina 4/5

Amb estrategies similars utilitzades per

aillar NT3, dos laboratoris independents van

aillar poc temps despres un nou mebre de la
familia. L'un la va aillar en Xenopus i la va
anomenar NT4 (Hal lbook et a!.,1991) i l'altre
va aillar l'homoleg en mamifers, que va ano-

menar NT5 (Berkermeier et al., 1991). Actu-

alment es coneix amb el nom de NT4/5, fet
que reflexa 1'origen d'especie diferent, tot i

ser la mateixa molecula. Presenta un 50-60%
d'identitat d'aminoacids amb les tres anteri-
ors, que es concentra en els sis residus ciste-
fna implicats en la formacio dels ponts di-
sulfur. L'activitat biologica de NT4/5 re-
combinant es identica a la de BDNF, la qua]
cosa es deguda al fet que ambdues neuro-
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trofines estimulen el mateix tipus de recep-
tor (vegeu mes endavant).

Neurotrophin 6 (NT6) o neurotrofina 6

L'any 1994, Gotz et al. varen descriure un

nou membre de la familia anomenat NT6, a

partir d ' un peix teleosti . L'espectre d'accio

de NT6 coincideix en bona part amb el de

l'NGF, encara que es menys potent que

aquest . S'expressa fonamentalment en el

cerebel durant el desenvolupament embrio-

nari del peix i la seva expressio persisteix en

alguns teixits adults.

Altres factors neurotrofics

Els darrers anys s'han identificat tot un

seguit de protei'nes que presentee accions

trofiques a nivell de determinades poblaci-

ons neuronals, tot i que no presenten analo-

gies estructurals amb les neurotrofines.

Moltes d ' elles son alliberades en territoris

d'innervacio i les neurones que hi projecten

presenten resposta trbfica enfront d'elles en

forma de supervivencia o diferenciacio.

Ciliary neurotrophic factor (CNTF) o factor

neurotr'ofic ciliar

El CNTF va ser identificat , purificat i

clonat a partir d'extractes oculars de pollas-

tre (Adler et al., 1979; Barbin et al., 1984) i

posteriorment a partir de nervi ciatic de rata

adulta (Manthorpe et al., 1986; Lin et al.,

1989). Es una molecula acidica de 20 kD que

no presenta homologies estructurals amb la

familia de les neurotrofines . Recentment se

n'ha pogut aillar i caracteritzar el receptor

(Davis et al., 1991; Ip i Yancopoulus, 1992;

Stahl i Yancopoulus, 1993; Stahl et al., 1994)

i s'ha vist que aquest pertany a la familia dels

receptors de les citocines , fet que suggereix,

per tant , que CNTF podria tambe ser un

membre de la familia de les citocines.

Les propietats neurotrofiques del CNTF

inclouen la supervivencia de neurones pa-

rasimpatiques del gangli ciliar ( Adler et al.,

1979; Barbin et al., 1984; Lin et al., 1989;

Stockli et al., 1989 ), neurones sensorials

(Skaper i Varon, 1986 ), motoneurones

(Arakawa et al., 1990; Sendtner et al., 1990;

Oppenheim et al., 1991; Hughes et al., 1993;

Li et al ., 1994; Mitsumoto et al., 1994 ), neuro-

nes preganglionars de la medulla espinal

(Blottner et al., 1989 ) i neurones de I'hipo-

camp (Ip et al., 1991 ). Altres efectes descrits

del CNTF son que potencia la diferenciacio

colinergica dels precursors neuronals dels

ganglis simpatics (Ernsberger et al., 1989),

indueix la diferenciacio colinergica de les

neurones simpatiques adultes (Saadat et al.,

1989 ), indueix la diferenciacio astrocitica de

cellules glials progenitores (Lillien et al.,

1988 ) i induir el creixement axonal reactiu

en els terminals motors (Gurney et al., 1992).

No obstant aixo, tots aquests efectes s'han

d'interpretar amb cura perque el CNTF es

una protefna citosolica que no to sequencies

que en permetin la secrecio (Lin et al ., 1989;

Stockli et al., 1989 ), i, per tant, suposem que

en circumstancies normals no hi ha CNTF

en el medi extracel • lular i, si n'hi ha , es fa per

mecanismes de secrecio diferents al tradici-

onals. Si afegim que els nivells de CNTF en

els territoris d'innervacio noes correlacionen

amb la densitat d'innervacio i que el hoc de

produccio i la seva aparicio durant el desen-

volupament no es correlacionen amb les

arees d ' innervacio de les neurones que hi

responen (Barbin et al., 1984; Manthorpe et

al., 1986; Arakawa et al., 1990) es fa dificil

pensar que aquest sigui un factor neurotrbfic

en el sentit classic del terme . Ws aviat es

creuque el CNTF pugui ser un 4actor de

lesio» en 1'animal adult , es a dir, que el

CNTF seria capac de promoure la supervi-

vencia neuronal quan les cellules que el

sintetitzen son lesionades permeteni:-li la

seva sortida a 1'espai extracel-lular i la capta-
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cio per part de les neurones. Aquest sembla

ser el cas, almenys, del sistema nervios mo-

tor periferic (Sendtner et al., 1994).

Leukemia inhibitory factor (LIF) o factor

inhibidor de la leucemia

El LIF es una citocina que ha estat impli-

cada tradicionalment en la regulacio de la

maduracio de les cel•lules hematopoetiques

i en el metabolisme ossi. No obstant aixb, es

va veure que un factor anomenat «factor de

diferenciacio colinergica» (CDF o colinergic

differentiation factor), que va ser caracterit-

zat per la seva capacitat d'induir un fenotip

colinergic en determinades poblacions

neuronals (Patterson i Chun, 1977; Fukada,

1985; Martinou et al., 1992), era la mateixa

molecula que el LIF. El LIF estimula la

supervivencia i la diferenciacio de neu-

rones motores (Sendtner et al., 1990; Mar-

tinou et al., 1992; Oppenheim et al., 1993;

Cheema et al., 1994), de neurones simpati-

ques (Kotzbauer et al., 1994) i de neurones

sensorials (Murphy et al., 1991,1993; Hendry

et al., 1992; Thaler et al., 1994). El receptor

del LIF es molt similar al del CNTF (Bazan,

1991; Rose i Bruce, 1991).

Glial cell line derived neurotrophic factor

(GDNF) o factor neurotrbfic derivat de linia

cellular glial

El GDNF es una molecula que es va aillar,

corn indica el seu nom, a partir d'una linia

cellular glial (Engele et al., 1991; Lin et al.,

1993). Te similituds remotes amb els mem-

bres de la familia del factor de creixement

transformant (3 (TGF-(3) i presenta activitat

neurotrbfica sobre les neurones dopami-

nergiques de la subtancia negra (Engele et al.,

1991; Lin et al., 1993; Stromberg et al., 1993;

Arenas et al., 1995; Beck et al., 1995), sobre una

subpoblacio de neurones del gangli nodos

(Henderson et al., 1994) i sobre motoneurones

espinals (Henderson et al., 1994; Oppenheim

et al., 1995; Yan et al., 1995).

Receptors per als factors trofics. L'exemple

dels receptors de les neurotrofines o Trks

La primera descripcio de receptors per a

les neurotrofines i mes concretament per a

l'NGF va posar de manifest dos tipus d'unio

especifica a la membrana de les cel-lules que

hi responien. Un dels llocs era de baixa

afinitat (kd=10-9M) i 1'altre, d'alta afinitat

(kd=10-"M) (Sutter et al., 1979; Meakin i

Shooter, 1992). L'activitat d'alta afinitat es la

considerada indispensable per explicar la

major part dels efectes biologics de les

neurotrofines (Greene, 1977; Sonnenfeld i

Ishii, 1985; Green et al., 1986).

El primer dels receptors identificats va

ser una glicoprotelna transmembranosa de

75 kD molt rica en residus cisteina (Johnson

et al., 1986; Redeke et al., 1987). Aquest recep-

tor uneix totes les neurotrofines (Ernfors et

al., 1990) i s'ha caracteritzat com el receptor

que dona la unio de baixa afinitat (Johnson

et al., 1986; Redeke et al., 1987). Es coneix com

a receptor de baixa afinitat per 1'NGF, p75LNGFR

o, simplement, p75.

Posteriorment, es va identificar la prote-

ina que conferia la unio d'alta afinitat i que

per contra era especifica per a cadascuna de

les neurotrofines. Al conjunt de receptors

capacos d'unir les neurotrofines amb alta

afinitat es va anomenar familia genica de

receptors trk (Lindsay et al., 1994), (trk cor-

respon a les inicials angleses de tropomyosin

receptor kinase). Els membres d'aquesta fami-

lia genica presenten activitat fosforilativa en

cinases quan son activats.

La familia esta constitulda per tres mem-

bres que s'anomenen trkA (Hempstead et

al., 1991; Kaplan et al., 1991a; 1991b; Klein

et al., 1991a), trkB (Klein et al., 1989; 1990a;

Mid-dlemas et al., 1991) i trkC (Lamballe et

al., 1991).
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El primer receptor, trkA, va ser afllat com
una protelna oncogena formada per la fusio
de tropomiosina no muscular amb el domi-
ni tirosina cinasa propi de trk protooncogen

(Martin-Zanca et al., 1986, 1989). Pertany a
una superfamilia de receptors transmem-
branosos amb activitat tirosina cinasa, a la
qual pertanyen mes de 50 membres.
Estructuralment es caracteritzen perque te-
nien un pes molecular de 140-150 kD apro-
ximadament i al voltant de 800 aminoacids
(Barbacid, 1995). Presenten dos dominis IgG-
C2 i dos dominis amb agregats de cisteInes,
a mes d'una regio rica en leucines a la part
extracel•lular i a la part intracellular una
cua carboxil terminal amb activitat tirosina
cinasa (Barbacid, 1994, 1995). La unio a la
neurotrofina corresponent desencadena una
resposta d'autofosforilacio en aminoacid ti-
rosina que a ]a vegada inicia un seguit d'es-
deveniments caracteritzats fonamentalment
per fosforilacio que son els que tradueixen
el senyal trofic (vegeu mes endevant)
(Maher, 1988; Kaplan et al., 1991a, 1991b;
Klein et al., 1991a; Meakin i Shooter, 1991;
Nebreda et al., 1991).

Corn s'ha dit, cadascun dels subtipus
interacciona amb una neurotrofina diferent
i aixi, trkA es el receptor d'alta afinitat per
NGF (Kaplan et al.,1991a; Klein et al.,1991a),
trkB uneix BDNF i NT4/4v(Glassetal.,1991;
Klein et al.,1991b; Soppet et al., 1991; Squinto
et al., 1991), i trkC fa el mateix amb NT3.
NT3, a la vegada es capac d'unir-se amb mes
baixa afinitat a trkA i trkB. Aixi mateix, trkA
es capac d'unir-se tambe a NT4/5, encara
que amb mes baixa afinitat.

El gen que codifica per trkB produeix un
segon missatger, al qual manca el domini
intracellular catalitic (Klein et al., 1990b;
Vinh et al., 1994) i que s'anomena gp95""B.
No se'n coneix la seva funcio precisa (Bar-
bacid, 1994). trkC tambe presenta isoformes,
que poden ser de dos tipus: unes similars a
la isoforma descrita de trkB, es a dir, recep-

tors als quals manca la part tirosina cinasa

intracitoplasmatica i de les quals s'ha iden-
tificat quatre formes fins ara (trkCTK-108,
trkCTK-113, trkCTK-143, trkCTK-158) (Tsoulfas
et al., 1993; Valenzuela et al., 1993), o isofor-
mes amb activitat tirosina cinasa, que pre-
senten insercions d'aminoacids de longitud
variable en el domini tirosina cinasa de la
regio intracitoplasmatica del receptor, de
les quals es coneix tres subtipus anomenats,
segons el nombre d'aminoacid inserits trkC
K14 (14 aminoacids), trkC K25 (25 aminoa-
cids) i trkC K39 que conte les insercions K14
i K25 a la vegada (Lamballe et al., 1993;
Tsoulfas et al., 1993; Valenzuela et al., 1993).
Tampoc no es coneix la funcionalitat de les
diferents isoformes de trkC, encara que s'ha
suggerit que la presencia d'insercions po-
dria estar implicada en la traduccio de res-
postes biologiques de diferenciacio o super-
vivencia neuronal (Garner i Large, 1994).

La funcio concreta del receptor de baixa
afinitat p75 no ha estat establerta (Meakin i
Shooter, 1992; Barbacid, 1993; Chao, 1994).
A diferencia de trk, p75 no presenta activitat
tirosina cinasa i la interaccio de les neuro-
trofines amb p75 no es necessaria per desen-
cadenar la major part de les accions biolbgi-
ques de les neurotrofines (Hempstead et al.,
1989; Rodriguez-Tebar et al., 1992; Hartman
et al., 1994; Verdi et al., 1994a; Zhou et al.,
1994). Hi ha evidencies que impliquen p75
en el desenvolupament neuronal (Wright et
al., 1992; Lee et al., 1992; Ryden et al., 1995)
perb la forma exacta de fer-ho es desconeix.
Hi ha diferents hipotesis per explicar la fun-
cio de p75. Alguns autors pensen que podria
ser un captador-presentador de les neuro-
trofines per als receptors de tipus trk
(Seilheimer i Schachner, 1987; Taniuchi et
al., 1988). Altres creuen que podria modular
1'activitat de trk (Kahle et al., 1994; Verdi et
al., 1994b). Altres pensen que podria estar
implicat en el transport retrbgrad de les
neurotrofines des dels terminals axonics fins
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al soma cellular (Johnson et al., 1987;

DiStefano et al., 1992) o en la discriminacio

del transport dels diferents factors trbfics

(Rodriguez-Tebar et al., 1990, 1992). Encara

un altres han suggerit que el domini intracel-

lular de p75 podria assenyalar (Hempstead

et al., 1990; Represa et al., 1991; Yan et al.,

1991; Barker et al., 1994), en especial mitjan-

cant el cicle de 1'esfingomielina (Dobrowsky

et al., 1994) i de la via del glicosil-fosfatidil-

inositol / inositol proteoglica (Represa et al.,

1991). Finalment s'ha suggerit que p75, en

absencia de lligand, podria assenyalar

apoptosi (Rabizadeh et al., 1993; Barrett i

Bartlett, 1994). En aquest sentit s'ha descrit

que el domini intracellular de p75 conte

sequencies similars a la caixa peptidica ano-

menada death-domain especifica del receptor

Fas i del receptor de tipus 1 pel factor de

necrosi tumoral. Aquest domini es impres-

cindible perque aquests receptors transme-

tin el senyal de mort quan son activats pel

seu lligand especific.

Funeions de les neurotrofines i els seus

receptors in vivo

L'obtencio de ratolins que porten muta-

cions nul•les en els Bens que codifiquen

1'NGF(Crowley et al., 1994), el BDNF (Jones

et al., 1994; Ernsfors et al., 1994a) i 1'NT3

(Farinas et al., 1994; Ernfors et al., 1994h) ha

permes estudiar la funcionalitat d'aquests

factors neurotrbfics durant el desenvolu-

pament i manteniment del sistema nervios.

Hi ha, a mes, animals que porter mutacions

nul-les a les parts que codifiquen els domi-

nis tirosina cinasa especifics dels gens dels

diferents receptors Trk (Klein et al., 1993;

Smeyne et al., 1994; Klein et al., 1994). Hi ha

moltes similituds entre els fenotips pro-

duits per les mutacions en un determinat

receptor Trk i en la seva neurotrofina. Aixb

indica que els receptors Trk son els mitjan-

cer de la major part, probablement totes,

de les activitats biolbgiques de les neu-

rotrofines.

Els ratolins defectius en NGF (Crowley et

al., 1994) o trkA (Klein et al., 1993) presenten

alteracions greus de les vies sensorials que es

caracteritzen fonamentalment per Ia perdua

completa de la nociceptivitat i per 1'alteraci6

de la percepcio de la temperatura. L'analisi

morfol'ogica revela que hi ha perdues mas-

sives de neurones als ganglis trigeminals, als

ganglis espinals i als simpatics. Als ganglis

espinals es perden especi-ficament les neuro-

nes de dimensio petita que son precisament

les que responen a NGF.

Aquestes mateixes correlacions tambe es

poden establir en els animals que presenten

mutacions nul-les per NT3 (Farinas et al.,

1994; Ernfors et al., 1994h) o trkC (Klein et al.,

1994). Aquests animals tambe presenten al-

teracions de la sensibilitat. No obstant aixo,

no tenen afectada la nocicepcio i si que te-

nen, en canvi, alterada Ia propiocepcio com

a consequencia d'una manca completa d'afe-

rents de tipus Ia. La consequencia funcional

d'aquesta perdua es que presenten alteraci-

ons del moviment i posicions anormals de

les extremitats.

Finalment els mutants nuls per BDNF

(Jones et al., 1994; Ernsfors et al., 1994a) no

son comparables als mutants de trkB

(Smeyne et al., 1994). Les mutacions de trkB

son molt mes agressives que les que afecten

el BDNF. Els mutants de trkB solen morir

just en naixer per la seva incapacitat per

succionar llet de la mare. Els mutants de

BDNF tenen periodes de vida mes Ilargs que

arriben sovint mes enlla de les dues setma-

nes. Aquests animals tenen defectes en la

coordinacio dels moviments i llargs perio-

des d'inactivitat. Aixb es degut probable-

ment a una atrbfia i perdua de neurones del

gangli vestibular que provoquen defectes

en la innervacio de 1'oida interna. Els mu-

tants nuts de trkB mostren perduesneuronals

massives en el nucli motor facial i en els
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nuclis petrbs i nod 'os. Aquests nuclis contro-
len funcions essencials dels sistemes cardio-

vascular, respiratori i gastrointestinal, i po-

drien explicar la mort prematura dels ani-
mals. Cal recordar que TrkB, es tambe re-

ceptor de NT4 / 5 i aixo podria explicar per

que el fenotip dels mutants BDNF es menys

lesiu que la mutacio de trkB.

Traduccib de senyal pels receptors tirosina
cinasa tipus trk

Com s'ha dit , la unio de la neurotrofina

al receptor tipus Trk corresponent desen-

cadena I ' autofosforilacio de residus tirosi-
na del domini intracitoplasmatic ( Kaplan et

at., 1991a, 1991b; Klein et al., 1991a; Saltiel i
Decker, 1994). Aquest fenomen es produeix

perque hi ha una dimeritzacio de receptors

produida en existir de forma natural homo-

dimers de neurotrofina . L'homodi-merit-

zacio del receptor desencadena la transfos-

forilacio d'una de les molecules sobre I'al-

tra (Jing et al., 1992 ). Diferents estudis han
demostrat que la fosforilacio es indispen-

sable per a la funcio biologica de les
neurotrofines ( Mitra , 1991 ; Berg et at., 1992;

Muroya et at., 1992; Nye et at., 1992; Tapley

et at., 1992; Ohmichi et at., 1992a; 1993;

Middlemas et at., 1994). La presencia de

residus tirosina fosforilat a partir de fosfat

gamma de I ' ATP crea canvis en la conforma-

cio dela molecula que modulen la seva ac-

tivitat ( Keating et at., 1988 ) i proporcionen

hoc d'unio a proteines diana especifiques

que presenten dominis SH2 (src-homology

domains type 2) (Margolis, 1992).

Hi ha diferents enzims que s'uneixen a

residus tirosina de Trk i que a la vegada son

substractes de fosforilacio dels receptors

activats. Entre ells destaquen la fosfolipasa

C-gl (Ohmichi et al., 1993; Vetter et at., 1991;

Widmer et at., 1993; Middlemas et at., 1994),

la subunitat reguladora de 85 kD (p85) de la
fosfatidilinositol -3-cinasa (Soltoff etal ., 1992;

Ohmichi et al., 1992b; Obermeier et al., 1993),
la GAP (Ras GTPase activating protein)
(Obermeimer et al., 1993) o la proteina cinasa
activada per mitogen ( mitogen-acti)ated
protein kinase o MAPK), que tambe es coneix
amb el nom de quinasa regulada extra-
cel-lularment (extracellular regulated kinase o
ERK) (Gotoh et at., 1990; Tsao et al., 1990;
Bouiton et at ., 1991 ; Schanen-King eta! ., "1991;
Loeb et at., 1992). Tambe s'han identificat
proteines fosforilables per Trk sense activi-
tat enzimatica corn Shc ( Pelicci et at., 1992;
Obermeier et at., 1993; Suen et al., 1993;
Stephens et al., 1994 ) o altres que son capaces
d'unir- se als residus tirosina fosforilats de
Trk i els que no son fosforilats, com Grb2,
pero que actuen d'adaptadors unint-se a la
vegada a altres proteines ( Clark et at., 1992;
Lowenstein et al., 1992). La senyalitzacio de
Trk requereix que s ' activi a la vegada mes
d'una de les vies que inicien aquests enzims

o adaptadors (Barbacid, 1995)

Una altra de les vies activades per Trk
fosforilat es la via de Ras / Raf / MAPK (Egan
i Weinberg, 1993), encara que aquesta es una
via molt comuna de la senyalitzacio per
receptors amb activitat tirosina cinasa i, en
qualsevol cas, no es una via especifica de la
senyalitzacio de Trk . Recentment s'ha des-
crit una proteina de 90 kD anomenada SNT
que es fosforila especificament en residus
tirosina per Trk activat i que es propia de les
ceI•lules nervioses . Una vegada activada es
capac d ' unir-se a p13, una proteina regula-

dora del cicle cellular que s'uneix a la vega-

da a cdc2 i a ciclina (Rabin et al., 1993). La
importancia funcional de SNT es descone-
guda fins ara.

La interaccio de les neurotrofines amb el
seu receptor comporta , com a resposta final,

la transcripcio de gens de resposta precoc
com c-fos (Greenberg et at., 1985; Milbrandt,

1986; Cordon-Cardo et al., 1991; Klein et al.,
1991b), c-jun (Wu et at., 1989), NGF.IA i
NGF-IB (Kujubu eta!., 1987; Milbrandt,1987;
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Kendall et at., 1994). Tambe s'indueix de

forma mes tardana 1'expressi6 d'altres gens

corn la proteasa transina (Machida et at.,

1989), la proteina integrant del filaments

intermediaris periferina (Leonard et al., 1988;

Thompson i Ziff, 1989), la proteina associa-

da a microtubuls MAP1.2 / lb / 5 (Lewis et

at., 1986), la glicoproteina de la superficie

cellular NILE / LI (Salton et al., 1983; Sajovic

et at., 1986), la proteina dels granuls secre-

tors VGF (Possena et at., 1989; Salton et at.,

1991), la timosina (34 (Leonard et al., 1987) i el

receptor p75 (Miller et at., 1991).

PERSPECTIVES EN LA

FARMACOLOGIA DE LA

NEUROPROTECCIO

El fenomen de la mort cellular s'observa

en poblacions neuronals com a conse-

quencia de lesions i de malalties neuro-

degeneratives . El millor coneixement dels

mecanismes cel-lulars i moleculars impli-

cats en la mort neuronal , ha permes el dis-

seny de farmacs i estrategies terapeutiques

dirigides a evitar o retardar els fenbmens

que condueixen a la mort neuronal. La ma-

jor part de les estrategies estan orientades a:

1) aplicar factors trbfics, 2) evitar 1'efecte

dels aminoacids excitadors, i 3) evitar o

amortir els processor d'estres oxidatiu.

1) Aplicar factors trbfics. Diversos estudis

in vivo i in vitro posen de manifest que els

factors neurotrofics tenen un efecte neuro-

protector, que es especialment efectiu sobre

neurones que no reben el suport trbfic ade-

quat. La utilitzacio de tractaments amb fac-

tors neutrbfics ha estat especialment estudi-

at en el sistema nervios periferic, on dife-

rents estudis posen de manifest que el BDNF,

el CNTF o el GDNF in vivo eviten la mort de

motoneurones despres d ' una lesio o durant

el desenvolupament normal (Houenou et

at., 1994 ). En canvi , 1'NGF fa un efecte simi-

lar sobre les neurones del gangli dorsal. En

aquest sentit , cal tenir en compte que cada

ti pus de neurona to una dependencia trofica

propia. D'altra banda , les tecniques de bio-

logia molecular han permes aillar i clonar

alguns dels gens que codifiquen factors

neurotrofics . Aixb permet la produccio i

manufacturacio de factors neurotrofics re-

combinats en quantitat suficient per ser apli-

cats terapeuticament.

Un dels problemes que planteja la seva

utilitzacio es que no travessen facilment la

barrera hematoencefalica . Es per aixb que

terapeuticament s'han d'administrar local-

ment o als extrems dels axons, des d'on son

transportats retrogradament, mitjancant el

transport axonal , fins al soma de la neurona.

La possibilitat d'utilitzar cel • lules transfec-

tades productores i alliberadores d'aquests

factors i encapsulades adequadament per

ser implantades correctament s'esta investi-

gant amb molt d'interes.

2) Evitar 1 'efecte dots aminoacids excitadors.

Un dels aspectes mes estudiats del fenomen

de mort neuronal han estat la participacio

dels aminoacids excitadors . Hi ha un gran

nombre de treballs que posen de manifest

que la hiperactivacio dels receptors de glu-

tamat podrien estar implicats en la patoge-

nesi de moltes de malalties neuronals com

1'esclerosi lateral amiotrbfica, la malaltia

d'Huntington i 1'Alzheimer , entre d ' altres.

Els receptors de glutamat tambe han estat

involucrats en els processos de mort neuronal

deguts a isquemia, hipoglicemia o a trauma-

tismes cranials (Lipton i Rosenberg , 1994).

Fonamentalment, 1'activaci6 dels receptors

de glutamat pot ser deguda a un allibera-

ment en grans quantitate d'aminoacids exci-

tadors o a l'accio de substancies exogenes

citotbxiques corn el BOAA ((3-N-oxilamino-

L-alanina ), potent neurotoxina procedent

de les llavors de la planta Lathyrus sativus.

Farmacolbgicament aquest problema es pot

abordar mitjancant dues estrategies: una
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consisteix a aplicar farmacs que eviten l'alli-
berament d'aminoacids excitadors, mentre
que 1'altra to per objectiu la utilitzacio d'an-
tagonistes dels receptors de glutamat. En
models experimentals d'esclerosi lateral
amiotrbfica, Rothstein i Kuncl (1995) han
posat de manifest que els farmacs neuro-
protectors mes potents son el antagonistes
de receptors NMDA o els agents que blo-
quegen 1'alliberament de glutamat.

3) Evitar o amortir els fenbmens d'estr'es
oxidatiu. L'increment de radicals lliures i/o
1'alteraci6 dels mecanismes de proteccio con-
tra agents antioxidants condueixen a un
estres oxidatiu. Aquesta situacio oxidant to
efectes citotbxics sobre les neurones i es un
dels factors implicats en les malalties
neurodegeneratives, com, per exemple, el
Parkinson. En aquesta malaltia, els radicals
Mures participen en la mort de les cel-lules
de la substancia negra.

Els radicals lliures amb efectes mes de-
vastadors son superoxids (O,-), hidroxils
(OH-) i els peroxinitrits (ONOO ). En ge-
neral, aquests radicals lliures son generats,
directament o indirectament, per enzims
oxidatius (Lipton et al., 1993). Un d'aquests
enzims es la sintetasa de 1'6xid nitric (NOS),
que produeix oxid nitric (NO), el qual es pot
transformar en peroxinitrit (ONOO-.). Les
estrategies neuroprotectores dirigides a
minvar 1'efecte dels radicals lliures es fona-
menten en la utilitzacio de molecules que
capten radicals Mures (quelants), com la
vitamina E, o inhibidors especifics dels en-
zims implicats en la seva produccio, com el
metil ester de la L-nitroarginina (L-NAME),
que impedeix la produccio de NO (Brosnan
et al., 1994).

A causa de la complexitat dels processor
que tenen hoc en la mort neuronal i en les
malalties neurodegeneratives, les diferentes
estrategies neuroprotectores no han donat
encara una resposta eficient i definitiva per
al tractament de les malalties neurol'ogiques

amb perdua neuronal, per la qual coca cal
aprofundir en l'estudi i buscar nous agents i
estrategies que permetin mitigar els efectes
devastadors de les malalties neurodegene-
ratives.
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