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INTRODUCTION

This presentation, in commemoration of the 150 anniversary of the birth of the
spanish neuroscientist Santiago Ramén y Cajal (1852, Petilla de Aragén), and being
part of the conferences organized by Institut d’Estudis Catalans in Barcelona, on
november of 2002, discusses about some of the main contributions made by this
scientist.

Using this as a fertile substratum, we emphasize on the current knowledge
about the mechanisms of axonal pathfinding during development. Furthermore,
we discuss about the implication of axonal navigation molecules in regeneration
and finally we focus on how this molecules interact to configurate the specific con-
nection patterns found in the entorhino-hippocampal subsystem.

CONTRIBUCIONS FONAMENTALS DE SANTIAGO RAMON Y CAJAL

Els rigorosos i innovadors métodes d’observacié histologica del sistema ner-
vids utilitzats per aquest cientific espanyol, guardonat amb el Premi Nobel de Me-
dicina I'any 1906, junt amb la seva gran capacitat d’abstraccié i imaginacid, confi-
guraren un cos de coneixement que, després de dissipar la boira que envoltava les
discussions cientifiques sobre el sistema nervids fa cent anys, dona un nou i encertat
rumb a la neurociencia fins a arribar a lactualitat.

La potencia del sistema nervids radica en I'establiment de patrons de connexions
altament estereotipats que formen xarxes neuronals. Aquesta connectivitat cel-lular
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s'integra anatdmicament i configura grans vies de connexié entre les diferents arees ce-
rebrals. Aixd planteja la qiiestié de com aquesta arquitectura histoldgica es pot cons-
truir durant el desenvolupament, ja que cada neurona ha d’especificar la seva diana si-
naptica. Ramén y Cajal vaaconseguir un aveng significatiu en aquesta qiiestio: primer,
amb la identificacié, 'any 1890, de I'estructura terminal de I'axd, el conus de creixe-
ment (figura 1), i després amb la formulacié de la hipotesi neurotrofica, 'any 1892.

FIGURA 1. Dibuix que mostra I'estructura terminal de diversos axons neuronals. [Dibuix extret
de S. Ramén y Cajal, Etudes sur la neurogenése de quelgques vertébrés, Madrid, 1929]

Posteriorment, s’ha demostrat que és el conus de creixement el responsable
d’integrar el conjunt de senyals quimics que aquest es troba durant la seva elonga-
ci6 i 'establiment sinaptic en el transcurs del desenvolupament.

Durant el desenvolupament, i a través d’una serie de processos tals com la pro-
liferacid, la migracié, I'elongaci6 axonal i la sinaptogenest, s’evoluciona morfoldgi-
cament des d’un neuroepiteli fins al cervell adult (figura 2).

FIGURA 2. Lamines que mostren I'evolucié anatdmica i estructural des d’un neuroepiteli inci-
pient fins a obtenir una distribucié estereotipada de I'escorca cerebral en capes. Vegeu el canvi de
morfologia cel-lular, des de neuroblasts migratoris, amb unes prolongacions molt rudimentaries,
fins a neurones piramidals madures i funcionals, amb unes neurites profusament ramificades.

[Adaptat de S. Ramén y Cajal, Etudes sur la neurogenése de quelques vertébrés, Madrid, 1929]
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Cal destacar que Ramén y Cajal, armat tan sols amb tecniques histologiques
que li permetien una visié estatica del sistema nervids post mortem, fou capag d’a-
tansar-se al funcionament del sistema nerviés i de postular encertats principis fisio-
logics combinant imaginacié amb raonaments deductius. Teories com la «polarit-
zaci$ dinamica» o la idea de la constant remodelacié del sistema nervids i la hipotesi
connectivista del coneixement en sén exemples brillants:

— La polaritzacié dinamica implica que 'impuls electric es propaga en un
tnic sentit pre-postsinaptic (actualment se sap que existeixen certs tipus de
comunicacié no eléctrica en sentit post-presinaptic), i per tant, seguint la
seqiiencia basica dendrita-soma-ax6//dendrita-soma-ax4. Avui dia es co-
neix que tot i ser un principi general, també existeixen sinapsis axé//ax6 i
ax6//soma neuronal.

— La gran versatilitat del cervell, 'adaptacié als canvis i el rapid aprenentatge
han d’obeir a alguna especie de remodelacié anatdmica nerviosa. Ramén y
Cajal va intuir aquesta plasticitat en forma de canvis en la morfologia
cel-lular tant de dendrites com d’axons. La profunditat de la interaccié en-
tre els terminals sinaptics seria, doncs, dependent de 'ds-dests d’aquella
via nerviosa.

Aquestes idees, sumades a altres d’igualment esclaridores i basiques com la
doctrina neuronal, que descriu la naturalesa del cervell en termes d’individualitat i
contigiiitat cel-lular, no pas continuitat, permeten que a continuacié pugueu llegir
els coneixements que es tenen avui dia sobre les molecules implicades en la navega-
ci6 axonal.

INTRODUCCIO A LES MOLECULES DE GUIA AXONAL

Un dels reptes més estimulants als quals s’enfronta actualment la neurobiolo-
gia és poder explicar i identificar els mecanismes moleculars responsables de la for-
macié de connexions nervioses en els sistemes nerviosos central (SNC) i periferic
(SNP).

El cervell dels mamifers conté aproximadament 10'? neurones, les quals du-
rant el desenvolupament estenen axons a través de grans distancies seguint rutes es-
pecifiques cap a les seves dianes. La formacié de connexions nervioses esta integra-
da tant per processos d’elongacié axonal com també de retraccid, i ambdés sén
crucials per a la navegaci6 axonal a través del parénquima nerviés.

Mentre succeeix aquest procés de guia axonal, 'extrem terminal de I'axé, ano-
menat conus de creixement, explora 'entorn extracel-lular que I'envolta, tant la ma-
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triu extracel-lular com la superficie d’altres cél-lules, alhora que respon i és sensible
a una gran diversitat de senyals de guia (Giger i Kolodkin, 2001).

D’enca del sorgiment de la hipotesi quimiotrdfica, s’ha acumulat un cabal impor-
tant d’informacié referent a la identificacid i caracteritzacié dels senyals que influen-
cien la guia i el creixement axonal, de tal manera que s’ha identificat un nombre crei-
xent de families de lligands i receptors. Aquestes molecules poden classificar-se a grans
trets en funcié del seu rang espacial d’influéncia i de I'accié que exerceixen sobre el co-
nus de creixement. Aixi, trobem molécules d’ampli rang d’influencia, de carac-
ter difusible, i també d’un rang estret d’influéncia, no difusibles o associades a la mem-
brana plasmatica. A més, poden exercir un paper inhibidor/repulsiu o bé no inhibidor /
atractiu (Tessier-Lavigne i Goodman, 1996). Aquesta acci6é no és mituament exclo-
ent, de manera que una mateixa molecula pot desencadenar efectes repulsius o atractius
depenent de 'ambient molecular i de la dotaci6 en receptors del conus de creixement.

Per tant, existeix una regulacié combinatorial formada per gran diversitat de
lligands i receptors, i la integracié de tots aquests senyals condueix al fenomen de la
guia axonal (Yu i Bargmann, 2001). Estudis addicionals mostren que les moleécules
de guia axonal i els seus receptors estan sotmesos a regulacié transcripcional i post-
transcripcional, fet que genera un gran ventall de respostes axonals i neuronals.

Es d’esperar que les vies de transduccié activades per aquestes molécules de guia
axonal repercuteixin directament o indirecta en el citoesquelet cel-lular. Per tant, les
respostes d’atraccié/repulsié axonal, migracid cel-lular, arboritzacié i d’altres efectes
provocats per aquestes molecules obeeixen a una regulacié dinamica dels compo-
nents fibril-lars a través d’intrincades xarxes de transduccid i a la regulacié de les mo-
lecules d’adhesié intercel-lular i d’associacié amb la matriu extracel-lular.

Les molecules de guia han estat implicades no només en aquests fendmens de
guia siné també en la regulacié d’altres processos biologics com la migracié cel-lu-
lar, la morfogenesi d’organs o 'angiogenesi.

L’expressié de la majoria d’aquestes molécules esta regulada durant el desenvo-
lupament, i algunes sén presents en 'SNC adult, on es poden reexpressar per cel-lu-
les no neuronals en el cas que es produeixin lesions. Tot i que la seva funcié en I'a-
dult no és ben compresa, se’ls atribueix un paper en la plasticitat del sistema nerviés.

A continuacié ens centrarem en les funcions especifiques de quatre families
conservades de molecules de guia axonal: netrines, slit, semaforines i ephrines.

NETRINES, RECEPTORS DCC/UNC I GUIA AXONAL

Les netrines s6n una familia de proteines secretables (-600 aa) derivades de la
placa del terra que foren identificades com una familia quimioatractiva per als
axons comissurals, als quals guia cap a la linia mitjana de la medul-la espinal (Sera-
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fini ez al., 1994, 1996; Kennedy ez al., 1994). Estan relacionades amb les laminines,
i contenen un domini C-terminal petit de caracter basic, que els confereix la seva
propietat de difusid.

S’han descrit diversos membres d’aquesta familia, que s’uneixen principal-
ment a DCC (deleted in colorectal cancer), a Neogenina, i a UNC 5H-1, -2 i -3.
Aquests tltims sén els receptors que reconeixen les netrines en els mamifers.

Els efectes que sén capaces d’exercir les netrines poden ser antagdnics depenent
dels receptors amb els quals interaccionen. La interaccié de la Netrina-1 amb DCC/
Neogenina produeix una resposta quimioatractiva, mentre que la unié amb mem-
bres de receptors de la familia UNC5 provoca quimiorepulsié. Si en la cel-lula dia-
na existeix coexpressié d’aquests tipus de receptors, el resultat net sera de repulsié
(Cooper, 2002).

A més, aquesta coexpressié i la seva interaccié amb la Netrina-1 exerceix un
efecte trofic promotor de la supervivéncia sobre neurones de la zona ventricular del
tronc de I'encéfal (Llambi ez al., 2001).

Es coneix que la Netrina-1 és capa¢ d’atraure axons de projeccions corticals i
hipocampiques, i també neurones precerebel-lars, cél-lules ganglionars de la retina
i interneurones comissurals de la medul-la espinal. En canvi, produeix un efecte
contrari en actuar sobre axons troclears, neurones motores del nervi cranial o les fi-
bres paral-leles de les c¢l-lules granulars del cerebel.

Els ratolins genoanul-lats (knock-out) han permes esbrinar els efectes de la per-
dua de funcié de la Netrina-1 i també del receptor DCC. Ambdés mostren un fe-
notip molt semblant, fet que demostra el paper clau de la Netrina-1 a través de la
senyalitzacié via DCC. Presenten malformacions severes de 'anatomia del sistema
nervids, sobretot pel que fa als tractes comissurals (encarregats de connectar arees
homologues entre els dos hemisferis) de 'hipocamp i del gir dentat, el cos callés i el
quiasma Optic, tractes que sén absents en el ratoli genoanul-lat (knock-out) per la
Netrina-1 (Serafini ez al., 1996; Braisted ez al., 2000; Barallobre ez /., 2000) i que
comporten la mort de I'individu al cap de poques hores del naixement.

El fenotip que mostra aquest ratoli és forca interessant, ja que després del part
i durant les poques hores de vida que té, és ben pales el fet que els moviments de les
seves extremitats sén simultanis ja que no és capa¢ de moure independentment una
meitat del cos de I'altra. Aixo és un reflex de la perdua anatdmica de connexié entre
els dos hemisferis mitjangant les fibres comissurals, que hi sén absents.

D’altra banda, els ratolins genoanul-lats (knock-out) per TUNC5 presenten
una localitzacié ectopica de les neurones del cerebel deguda a una migracié rostral
erronia (Ackerman ez al., 1997).

A més d’aquests efectes a llarg termini, les netrines secretables posseeixen fun-
cions a curt termini pel que fa al creixement i arboritzacid dendritics, i estan involu-
crades en la comunicacié neurooligodendroglial (Spassky ez /., 2002).
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A causa de la naturalesa secretable de la Netrina, és important considerar la
seva distribucié en I'entorn extracel-lular. Estudis recents han demostrat que aques-
ta depen de les propietats d’unié de la Netrina amb altres molecules presents en la
matriu extracel-lular i altres molécules de guia axonal (com els Slit) o receptors. El
receptor Frazzled (Lortdleg de DCC en Drosophila) és necessari per a la senyal de
quimioatraccié axonal per mitja de la Netrina-1, perd no per a dur a terme la repul-
si6 axonal. Aixd condueix a la hipotesi que el segrest de la Netrina-1 per Frazzled és
crucial per a la presentacié d’aquest estimul quimioatractiu sobre les cel-lules diana
(Cooper, 2002).

Els mecanismes intracel-lulars de senyalitzaci6 encara sén poc compresos. Perd
recentment s’ha trobat que I'activacié de la MAPK (proteina cinasa activada en la
mitosi) a través de les cinases ERK1 i ERK2 (cinases regulades per senyals
extracel-lulars) és crucial (Forcet ez al., 2002). A més, els efectes atractius i repulsius
exercits per la Netrina depenen de les concentracions citosdliques de cAMP i calci.
GTPases com Racl i Cdc42 també participen en la senyalitzacié (Li ez al., 2002).

La intuicié que for¢osament les vies d’atraccié-repulsié han de tenir repercus-
sions en el citoesquelet cel-lular queda confirmada pel fet que s’ha trobat una pro-
teina pont, la NcK-2, que relaciona els receptors de Netrina amb el component
d’actina del citoesquelet a través de dominis SH3 presents en la cua citoplasmatica

del receptor DCC.

SEMAFORINES I ELS SEUS RECEPTORS COM A GUIES
DE LA NAVEGACIO AXONAL

Les semaforines han estat identificades com a molécules de guia, amb efecte
quimiorepel-lent sobre els axons durant el desenvolupament del sistema nervids.
Constitueixen una gran familia de proteines que conté membres tant secretables
com associats a la membrana.

Totes les semaforines comparteixen un domini «Sema» d’uns 500 aminoacids
responsable de la seva especificitat d’'unié (Nakamura ez /., 2000; Raper, 2000).
Aquest domini és necessari i suficient per si sol per a desencadenar la seva activitat
biologica.

Les semaforines secretables s’han caracteritzat com a quimiorepel-lents sobre
axons de neurones de ’hipocamp i del bulb olfactiu, sobre axons pontocerebel-lars
del cervell anterior en 'SNC, i també en axons simpatics, sensorials i motors de
I’SNP.

Tot i aixd, estudis recents indiquen un efecte dual, ja que també tenen propie-
tats atractives sobre:
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— dendrites corticals de la superficie pial, com és el cas de la Sema-3A,
— axons corticals, a través de la Sema-3C,
— axons de les cel-lules mitrals del bulb olfactiu, a través de la Sema-3B

(Bagnard ez al., 1998; De Castro ez al., 1999).

Pel que fa als receptors, és la classe 111 de semaforines secretables en mamifers la
més estudiada. S’uneix a dos membres de la familia de les neuropilines, la Np-1
ila Np-2, (Neufeld er al., 2002). Aquests receptors sén proteines transmembrana
amb un domini intracel-lular d’uns quaranta residus, mancat d’activitat senyalitza-
dora, i sén capagos de formar homodimers i heterodimers. S’ha vist que sén unes
altres molecules, capaces de formar complexos funcionals en unir-se a les neuropili-
nes, les responsables de la senyalitzacid intracel-lular: les plexines (Raper, 2000).

Les quatre classes de plexines, proteines també transmembrana, poden interac-
cionar tant amb neuropilines com amb semaforines. Per exemple, en el complex re-
ceptor Np-1-Plexina A1, la Np-1 conté la zona d’unié a la Sema-3A, mentre que la
Plexina-Al actua com a transductora de senyal. Els receptors per al factor de creixe-
ment endotelial vascular (VEGF), molécules d’adhesi6 cel-lular com la L1, o recep-
tors de neurotrofines sén capagos d’unir-se a les neuropilines (i possiblement també
ales plexines), i formar complexos receptors multimerics (Neufeld ez /., 2002).

Els efectes descrits per a les semaforines secretables sobre la navegacié axonal
s6n quasi exclusivament de tipus repulsiu. En algunes ocasions, aquestes molecules
provoquen el col-lapse dels conus de creixement axonal, i fins i tot poden ser res-
ponsables de promoure 'apoptosi d’algunes poblacions neuronals (Shirvan ez al.,
2000). Al contrari, s’ha descrit un efecte trofic sobre progenitors oligodendroglials
(Spassky ez al., 2002).

La gran quantitat de molecules que pertanyen a aquesta familia de lligands-re-
ceptors fa esperar que existeixi cert solapament funcional entre els seus membres.
Aquesta idea es reforca en estudiar les anomalies presents en el ratoli genoanul-lat
(knock-out) per la Sema-3A, que s’uneix exclusivament a la Np-1, i que es limiten a
I'absencia d’alguns grups de neurones sensorials en 'SNP i a un patré desdibuixat
de I'estructura laminar de les connexions de I’hipocamp.

L’abundancia de diferents membres junt amb lespecificitat d’algunes parelles
té altres conseqiiéncies. Es cert que la Sema-3A promou repulsié axonal només en
cel-lules que expressen el receptor Np-1, perd aquest és capag d’unir-se també a la
Sema-3B o la Sema-3C, panorama que fa pensar en una unié competitiva al recep-
tor entre diverses semaforines, i que axons que contenen Np-1 podrien travessar
arees no permissives «Sema-3A» si altres semaforines actuessin com a antagonistes
(Tamagnone i Comoglio, 2000).

Les vies de senyalitzacié a través de semaforines es coneixen de manera discon-
tinua. Algunes proteines implicades sén les CRMP (proteines mediadores de la
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resposta per col-lapsina), cinases com la GSK-3 (cinasa de la glicogen sintasa)
(Eickholt ez 2/, 2002) i la PAK (cinasa activada P21) (Aizawa ez 2/, 2001) o mem-
bres de la familia Rho de GTPases (Negishi i Katoh, 2002)

A més, un estudi recent ha descobert que la MICAL, una proteina citosdlica
localitzada en els axons, amb dominis flavoproteina monooxigenasa, és capag d’in-
teraccionar amb les plexines, i que els inhibidors de I'activitat monooxigenasa sén
capagos de revocar la repulsié axonal per mitja de la Sema-3A. Cal destacar que els
experiments de Terman i els seus col-laboradors, han estat els primers a vincular
processos oxidoreductasa amb guia axonal (Terman ez 4/., 2002).

EL SISTEMA DE GUIA SLIT/ROUNDABOUT

El grup de molécules Slit fou identificat a la medul-la espinal (vegeu la revisié
de Kaprielian ez /., 2000), i en mamifers, se’n coneixen tres membres, Slit-1, -2 i -3.
Contenen un domini N-terminal, ric en leucina, que se sap que és vital per a la seva
acci6 biologica, i que limita la seva accié difusible a llarg rang. El receptors dels Slit
s'anomenen Robo, i a diferencia dels receptors de les semaforines, contenen un gran
domini intracitoplasmatic que els permet desencadenar vies de transduccié. En ver-
tebrats es coneixen el Robo-1, el Robo-2 i el Rig-1. Els dos primers mostren una
afinitat quimica similar per a cada Slit, promiscuitat que produeix redundancia
molecular.

Els resultats publicats fins ara limiten I’accié de I'Slit/Robo a la repulsié del co-
nus de creixement (Nguyen-Ba-Charvet i Chedotal, 2002). Actuen sobre axons
motors i sobre neurones comissurals de la medul-la espinal un cop han travessat la
linia mitjana, sobre cél-lules retinals ganglionars, cél-lules mitrals del bulb olfactiu,
neurones talamiques que projecten al cortex, axons corticals que projecten dins del
cos callés i neurones que projecten des del gir dentat de 'hipocamp. En alguns d’a-
quests casos, sén capaces de col-lapsar els conus de creixement, de manera similar al
que s’ha descrit en les semaforines. També s’ha suggerit en un estudi de McAllister
de'any 2002 que I'Slit-2 pot induir elongacié axonal i arboritzacié en neurones del
gangli de I'arrel dorsal de mamifers.

En invertebrats, I'Slit-2 és capag d’interaccionar fortament amb la Netrina-1
(Guthrie, 2001), i també s’uneix a glypican-1 (un proteoglica d’heparan sulfat). Re-
centment s’ha demostrat que per a exercir una repulsié potent, el complex Slit-2/
Robo-1 ha d’interaccionar amb molécules d’heparan sulfat de la superficie cel-lular.

Els Robo també poden interaccionar amb DCC (receptor de Netrina-1) i
CXCR4 (un receptor de quimioquines) (Cooper, 2002), fent intrincada la xarxa de
transducci6 de les molecules de guia axonal, i demostrant que existeix una inter-
connexi6 forta entre aquestes vies.
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A més, els patrons d’expressié dels slit i dels robo, que sén complementaris o
solapats en moltes estructures de 'SNC, apunten que aquestes molecules poden ac-
tuar de manera autocrina, és a dir, que una cel-lula secreta una molécula vers la qual
és sensible.

EL SISTEMA DE GUIA EPHRINA / RECEPTORS EPH

Les ephrines sén un grup de molecules ancorades ala membrana que s'uneixen a
membres de receptors Eph tirosina-cinasa. L’activacié dels receptors Eph per interac-
cié amb els lligands Ephrina causa la seva homodimeritzacié i autofosforil-lacié.

Hi ha dos tipus de lligands Ephrina, en funcié del tipus d’associacié que mante-
nen amb la membrana plasmatica. El tipus A conté un grup GPI (glucosilfosfatidil-
inositol), mentre que el tipus B esta format per proteines transmembrana amb un pe-
tit domini citoplasmatic (Gale ez 2., 1996). Fins a actualitat, s’han descrit en els
vertebrats cinc lligands Ephrina-A, tres de tipus Ephrina-B i fins a catorze receptors
Eph, categoritzats en EphA i EphB, obeint al fet que, tot i existir certa promiscuitat, les
ephrines A i B s'uneixen principalment als receptors EphA i EphB respectivament, amb
Pexcepcié de 'EphB4, que reté els lligands Ephrina-A i Ephrina-B equivalentment.

Les ephrines estan involucrades en diferents processos que transcorren en el
desenvolupament de 'SNC (Wilkinson, 2001): determinacié de la identitat regio-
nal durant la regionalitzacié del tub neural, guia de cel-lules migratories, formacié
de tractes axonals i mapes topografics, arboritzacié axonal, etc.

Ephrines i receptors Eph han estat catalogats com a molecules repulsives per als
axons en creixement, accié dependent del contacte entre membranes, a causa del seu
caracter no difusible. Tot i aix0, es coneix I'efecte dual d’aquestes molécules; per
exemple, impedeixen als tractes corticoespinals creuar la linia mitjana de la medul-la
espinal (Imondi ez 2/., 2000), mentre que canalitzen els axons comissurals per tal de
travessar-la en el cervell mitja i anterior (Orioli ez al., 1996; Park ez al., 1997).

De manera analoga, promouen I'arboritzacié d’axons hipocampics a través de
I'Ephrina-A5 i ’Ephrina-A2 (Gao et al., 1999; Man et al., 2002), mentre que d’al-
tres sén supressores sobre les cél-lules ganglionars de la retina (Roskies ez al., 1994).

Aquestes molécules s6n vitals a 'hora de generar mapes topografics de projec-
cié. L'exemple classic és el desenvolupament de la projeccié des de la retina fins al
tectum; axons emesos per les cel-lules ganglionars de la retina temporal projecten a
la part anterior del tectum, mentre que els axons que provenen de la retina nasal ho
fan a la part posterior (Cheng ez al., 1995; Drescher ez al., 1995). Aquesta segrega-
ci6 té una correspondencia amb els patrons d’expressié dels lligands i els receptors:
les molecules Ephrina-A2 i Ephrina-A5 s’expressen en el téctum en un gradient
creixent en sentit anteroposterior, mentre que 'EphA3 (en pollastre) o 'EphAS5 (en
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ratoli) sén presents en nivells més alts en els axons de les neurones de la retina tem-
poral que en els de les neurones de la retina nasal. D’aquesta manera, els axons més
sensibles a les ephrines (axons temporals) saturen en la meitat anterior del téctum, i
els menys sensibles (axons nasals) sén capagos de viatjar fins a la meitat posterior. Di-
versos estudis, utilitzant mutants genoanullats (knock-out) per 'Ephrina-A2 i/o
IEphrina-A5 o bé provocant I'expressi6 ectdpica de 'EphA3 en algunes cél-lules de la
retina, corroboren aquesta important funcié de 'Ephrina/Eph en I'establiment d’a-
quest mapa topografic (Frisén ez al., 1998; Brown et al., 2000; Feldheim ez a/., 2000).

Altres mapes topografics que interconnecten diverses arees també s6n especifi-
cats per aquestes molécules: retina - nucli geniculat lateral, drgan vomeronasal -
bulb olfactiu, hipocamp-septe del cervell anterior o neurones motores de la
medul-la espinal - musculs (Knoll i Drescher, 2000).

En un estudi recent (Thompson, 2003) s’ha demostrat que I'activacié dels re-
ceptors EphB causa la transformacié de filopodis en espines dendritiques, i a més, el
reclutament de receptors NMDA, necessaris per a 'establiment de sinapsis excitatd-
ries funcionals. A més, Murai i els seus col-laboradors, realitzant experiments de
modificacié d’activacié dels receptors EphA, han demostrat que aquests sén impor-
tants en la morforlogia de les espines dendritiques de les cél-lules piramidals de 'hipo-
camp en I'adult, i més concretament, en la senyalitzacié entre astrocits i neurones, ja
que els astrocits que envolten les sinapsis expressen 'Ephrina-A3 (Murai ez al., 2003).

Pel que fa a la senyalitzacié intracel-lular, se sap que 'activacié dels receptors
EphA transforma I'estat de les integrines, inactivant-les a través de la FAK (una ci-
nasa d’adhesié focal involucrada en la via de senyalitzacid via integrina), i produint
un estat de desadhesié com a preludi de la repulsié (Miao ez a/., 2001). Tanmateix,
una ruta alternativa pot promoure I'adhesié cel-lular i 'atraccié axonal a través de la
B1-integrina i la cinasa Src (Davy i Robbins, 2000; Huai i Drescher, 2001).

També es coneixen efectes oposats sobre la cascada de les MAP (proteina asso-
ciada a microttibuls) a través de 'EphA o Ephrina-A. L’activacié del receptor inac-
tiva PERK1 i PERK2 (cinases regulades per senyals extracel-lulars), fet que deriva
en la inactivacié de les cadenes lleugeres de la miosina, i promou desadhesié, men-
tre que els lligands Ephrina-A activen la miosina i produeixen adhesié i creixement
(Davy i Robbins, 2000).

EL PAPER DE LES MOLECULES DE GUIA EN LA REGENERACIO
NEURAL

Al contrari dels axons de 'SNP, els de 'SNC sén incapagos de regenerar-se es-

e 7 > .z . > . 5 < -
pontaniament després d’una lesié. Les lesions en 'SNC van seguides d’una serie
d’alteracions histologiques persistents tals com la mort cel-lular, la degeneracié de
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les fibres nervioses seccionades, la infiltracié i la proliferacié de cel-lules no neu-
ronals (cel-lules meningies i fibroblasts) i la deposicié de components de la matriu
extracel-lular a la zona de lesié (Fawcett i Asher, 1999). Tot i les respostes d’arborit-
zaci6 local dels axons lesionats, aquests sén incapagos de recréixer i per tant és im-
possible la reconnexié amb la seva diana sinaptica. Les poblacions reactives glials i
meningies proliferen i formen una barrera no permissiva en la zona de lesi6 que in-
hibeix fortament el recreixement axonal. Aquest medi no permissiu es coneix com a
cicatriu glial, i conté un combinat de molécules inhibidores com Nogo i MAG (gli-
coproteina associada a la mielina), i altres proteines de matriu, com els proteogli-
cans sulfatats i el col-lagen (Horner i Gage, 2000).

Estudis actuals demostren que en lesions d’axotomia de tipus tallant en el cer-
vell anterior i en la medul-la espinal, es reexpressen diverses semaforines per part de
cel-lules de les meninges que s’infiltren en el parenquima nerviés (Pasterkamp i Ver-
haagen, 2001). En canvi, en lesions contusives, I'expressié de semaforines esta limi-
tada a la fulla meningia. En contrast amb el que succeeix quan es produeix una lesié
en 'SNC, lalesié en 'SNP no indueix I'expressié de la SEMA3A, ans el contrari: les
motoneurones disminueixen 'expressié de la Sema-3A, fet que coincideix amb l'e-
pisodi del recreixement axonal (Pasterkamp ez al., 1998).

Miranda i els seus col-laboradors han demostrat la sobreexpressié d’altres mo-
leécules de guia axonal en la cicatriu glial (Miranda ez al., 1999). UEphB3 és expres-
sada pels astrocits reactius en lesions de medul-la de tipus contusiu, perd no en can-
vi en altres models de lesié, com la seccid del nervi dptic. Cadascuna de les diferents
lesions en P'SNC és tinica en I'aspecte de la resposta cel-lular i molecular, i aquestes
molecules inhibidores del creixement hi tenen rols diferents.

Les netrines i els seus receptors també es regulen en cas de lesid; existeix un
augment de fins a un factor 40 en 'expressié de la Netrina-1 en les cel-lules de
Schwann després d’una lesié de TSNP (Madison ez al., 2000). Els receptors DCC i
UNC5 mostren un decrement de I'expressié en cel-lules ganglionars de la retina
després de la seccié del nervi optic, i també en axons regenerants olfactius després
d’una bulbactomia unilateral (Astic et al., 2002).

Aquestes dades posen de manifest la necessitat i I'encert d’estudiar aquestes
molécules de guia axonal en el panorama de la regeneracié de 'SNC.

LA SINERGIA DE LES MOLECULES DE GUIA AXONAL
PER AL DESENVOLUPAMENT DE CONNEXIONS HIPOCAMPIQUES

L’hipocamp i la fascia dentata son arees corticals discretes amb un patré dnic
d’organitzacié laminar de capes cel-lulars i aferéncies nervioses. Els cossos cel-lulars
de les neurones principals (cel-lules piramidals i granulars) s’agrupen en dues fulles
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cel-lulars, que reben les principals connexions nervioses (aferéncia de I'escorga en-
torinica i projeccions del septe i comissurals) a diferents nivells de la longitud de les
seves dendrites, en una forma estratificada (Amaral i Witter, 1995). Aquesta estruc-
tura planteja la qiiestié de com aquestes connexions tan acurades s’estableixen i es-
pecifiquen durant el desenvolupament.

Els estudis de desenvolupament 77 vitro han posat en evidencia que els axons
entorinics i els comissurals sén repel-lits per les semaforines secretables (Sema-3A i
Sema-3F) (Chedotal ez al., 1998; Steup ez al., 1999; Pozas et al., 2001). A més, la
Netrina-1 atrau els axons comissurals de ’hipocamp en cultius de col-lagen (Bara-
llobre ez al., 20005 Steup ez al., 2000; Skutella i Nitsch, 2001).

Pel que fa als estudis d’expressié els assajos d’hibridacié in situ mostren que les
semaforines i els seus receptors s’expressen en I'escorga entorinica i en ’hipocamp.
El receptor de la Netrina-1 (DCC) també s’expressa en neurones hipocampiques, i
I’'mRNA de la Netrina-1 es pot trobar en el ventricle proxim a la fimbria. Aquestes
dades suggereixen que els axons entorinics sén repel-lits per les semaforines presents
en l'escorga, i dirigits cap a ’hipocamp. La combinacié dels dos senyals seria, doncs,
capag de dirigir els axons comissurals de I’hipocamp cap a la fimbria, repel-lits per les
semaforines i atrets per la Netrina-1.

Un altre membre de la familia de les semaforines, la Sema-3C, és capag de pro-
moure repulsié sobre neurites septals, perd no sobre les que tenen un origen entori-
nic o hipocampic. D’aquesta manera es regula 'entrada d’aferents septohipocam-
pics (Steup et al., 2000). A més, 'Ephrina-A3 i el seu receptor, 'EphA5, també
modelen les fibres entoriniques en un mode d’especificacié sinaptica laminar (Stein
etal., 1999). Un estudi recent ha posat de relleu que el sistema Ephrina/Eph també
regula la connexié septohipocampica (Yue e# al., 2002); lligands i receptors s’ex-
pressen en territoris oposats en ’hipocamp i en el septe lateral, i I'expressié ectdpica
de receptors truncats Eph altera el mapa topografic d’aquesta connexié.

El desenvolupament també requereix I'accié de la via de I'Slit/Robo per a con-
figurar 'hipocamp; I'Slit-1 i I'Slit-2 s’expressen en I'escorga entorinica, mentre que
els seus receptors s’expressen en el gir dentat (Nguyen Ba-Charvet ez a/., 1999). La
funcié putativa de I'Slit/Robo seria, doncs, preservar 'organitzacié intrinseca lami-
nar de les connexions hipocampiques.

El conjunt d’aquestes dades demostra que un gran nombre de molecules
junt amb els seus receptors tenen un paper actiu a ’hora de promoure el creixe-
ment i la guia de les connexions hipocampiques. Les accions coordinades i la si-
nergia existent entre aquestes molecules i altres com les neurotrofines o molecules
d’adhesié cel-lular modulen les propietats atractives/quimiorepulsives d’aquests
axons.
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