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SUMMARY

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is an adult-onset neurodegenerative disor-
der resulting from the selective dysfunction and loss of motoneurons (MN) in the
motor cortex, brain stem and spinal cord. The loss of MN leads to a progressive
atrophy of skeletal muscles, paralysis and, finally, death to respiratory failure. Ap-
proximately 10 % of ALS is familial, typically with an autosomal dominant pattern
of inheritance. The majority of ALS cases (90 %) are sporadic with no known gene-
tic component that accounts for the disease. Despite increasing research interest in
this disease its cause and mechanisms responsible for the selective loss of MN re-
main obscure. Glutamate is the major excitatory neurotransmitter that mediates af-
ferent inputs to MN. There is increasing evidence that excitotoxicity mediated by
glutamate is involved in neurodegeneration that occurs in sporadic ALS. For spinal
MN, the rapid clearing of glutamate from the synaptic and extracellular environ-
ment is accomplished by glutamate transporters present in neurons and surround-
ing glial cells. Inefficient glutamate transport due to a selective loss of glial trans-
porters can lead to a chronic elevation of extracellular glutamate. Glutamate in
excess leads to a persistent activation of glutamate receptors and loss of Ca?* home-
ostasis with activation of calcium-dependent enzymes that results in oxidative
stress and neuronal death. This review discusses new results obtained from a para-
digm of excitototoxicity developed in our laboratory by using the chick embryo.
Our studies demonstrate that chronic glutamate receptor overactivation results in
severe and specific changes in MN such as protein aggregation and organelle pa-
thology suggestive of disturbance in intracellular membrane trafficking. All these
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changes may represent an experimental model to reproduce some neuropathological
alterations seen in degerating human ALS MN including inclusion or Bunina
bodies. This model may be useful to gain new insights into the relationship between
excitotoxicity by glutamate and chronic degeneration of MN in sporadic ALS.

INTRODUCCIO

L’esclerosi lateral amiotrofica (ELA) és una malaltia humana devastadora en la
qual es manifesta una paralisi progressiva i generalitzada de la musculatura esquele-
tica que condueix, finalment, a la depressié respiratoria i a la mort en una mitjana
de cinc anys des de I'inici dels simptomes. Aquesta paralisi es deu a un procés dege-
neratiu que afecta selectivament les neurones motores (motoneurones, MN) de la
banya anterior de la medul-la espinal i de I'escor¢a cerebral. La malaltia fou descrita
per primera vegada per Charcot 'any 1869 i té una prevalenca d’entre 11 5 per
100.000 habitants. Aproximadament un 10 % dels casos tenen un caracter fami-
liar, mentre que en la resta (un 90 %), no s’hi troba cap component genétic i, per
tant, s6n casos esporadics.

Per a situar anatdbmicament aquesta afeccid, en la figura 1 es presenta un es-
quema de la via motora voluntaria realitzat per Cajal completament vigent actual-
ment pero distint del realitzat pels seus contemporanis; les neurones representades
en el dibuix sén aquelles que queden afectades en 'ELA. En la figura 14 es mostra
una fotografia realitzada recentment per nosaltres a partir d’una preparacié de cer-
vell de rata original de Ramén y Cajal impregnada segons el metode de Golgi, en la
qual es pot observar una neurona motora piramidal de 'escorca encara perfecta-
ment conservada després d’uns cent anys.

Malgrat la considerable activitat de recerca que es realitza sobre aquesta malal-
tia i els notables descobriments que aquesta recerca ha aportat en els dltims anys,
tant I'etiologia com la patogeénia de 'ELA romanen desconegudes i, per desgracia,
no existeix, encara avui dia, cap tractament eficag per a aturar el procés. Es per aixd
que el diagnostic de la malaltia provoca una tremenda frustracié a pacients i met-
ges. No obstant aixo, en les tltimes décades s’han aportat dades molt rellevants que
fan albirar un horitzé ja no tan llunya d’esperanca en la troballa d’un tractament va-
lid per a aquesta dramatica malaltia (vegeu, per exemple, Julien, 2001).

Pel que fa a la forma esporadica de 'ELA, entre les troballes més destacables fi-
gura la demostracié, cada vegada més fefaent, que en la degeneracié i mort selectiva
de les MN participen fenomens excitotoxics desencadenats, molt probablement,
per un excés de glutamat, el qual s’ha detectat en el liquid cefaloraquidi d’aquests
pacients. Aquesta idea pren com a punt de partida els estudis pioners del grup de
J. Rothstein en el Departament de Neurologia de la Universitat Johns Hopkins
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(Rothstein ez al., 1990). Aquest mateix grup va detectar també una deficiencia en el
transport de glutamat en preparacions de sinaptosomes de cervell i medul-la espinal
procedents de pacients que havien mort d’ELA (Rothstein e al., 1992). Aquestes
alteracions estaven restringides a les arees de teixit afectades per la malaltia i podrien
ser degudes a una perdua d’activitat de les proteines transportadores de glutamat,
com el transportador glial EAAT?2 (Ferrarese ez al., 2001), que podria ser degut a
un empalmament (splicing) aberrant de 'mRNA de 'EAAT2 (Lin ez al., 1998).
L’increment dels nivells de glutamat extracelul-lar per la fallida dels sistemes de
transport cap a 'interior de la cél-lula sembla que és el responsable de la sobreesti-
mulacié dels receptors de glutamat presents en les MN i d’induir la seva mort per
un mecanisme per mitja de calci. La vulnerabilitat selectiva de les MN als estimuls
excitotoxics podria dependre de diversos factors com per exemple, la partlcular es-
tructura d’aquestes neurones amb la seva grandarla somatica i un ax6 extremada-
ment llarg que, tot plegat, podria fer-les més criticament dependents del metabolis-
me oxidatiu i, per tant, més vulnerables a I'estres. Altres factors que s’han relacionat
amb aquesta vulnerabilitat selectiva sén la mancanga en les MN de proteines fixa-
dores de calci com la calbindina-28K o la parvalbiimina (Alexianu ez a/., 1994; Van
den Bosch ez al., 2002), o 'abséncia de la subunitat GluR2 en els seus receptors
AMPA/kainat, ja que aquesta subunitat condiciona la permeabilitat al calci d’a-
quests receptors (Van Damme ez a/., 2002). Una altra caracteristica molecular des-
crita recentment i que també podria explicar la pérdua selectiva de MN somatiques
en 'ELA ¢és l'existencia d’una nova subunitat del receptor NMDA anomenada
NR3B, que es troba especificament expressada en aquestes MN (Nishi ez al,
2001).

En relacié amb les formes familiars ’ELA, un fet molt important ha estat
la identificacid, en un 20 % dels casos, de mutacions en el gen que codifica per a la
Cu/Zn superoxid dismutasa (SOD1). Es desconeix, perd, la raé per la qual aquestes
mutacions afecten la viabilitat de les MN. Com que aquest enzim forma part dels
sistemes antioxidants, hom suggereix que la seva deficiencia determinaria la dege-
neracié de MN per estres oxidatiu. Aquesta idea no es contraposa amb la hipotesi
excitotoxica, ja que I'estres oxidatiu induit per una sobrecarrega de calci intracel-lu-
lar és un element essencial en el desencadenament de la mort neuronal excitotoxica.
D’altra banda, les MN deficients en SOD1 podrien ser més vulnerables a 'accié del
glutamat pel fet de tenir disminuida la seva defensa antioxidant. També s’ha de-
mostrat que ratolins portadors de mutacions de la SOD1 sén més sensibles a la
mort induida pel sistema Fas-Fas lligand i per la sintasa de I'0xid nitric (Raoul ez 4L,
2002). El que és més dificil d’interpretar és I'existéncia de ratolins transgenics, por-
tadors de mutacions de SOD1 que no comporten disminucié de la seva activitat ca-
talitica i que, malgrat aixo, desenvolupen igualment processos de degeneracié de les
seves MN. De tota manera, es creu que aquestes mutacions determinen I'adquisicié
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d’una nova propietat de la molécula que fa que esdevingui toxica. També s’han
aportat resultats experimentals que indiquen que algunes formes mutants de la
SODI1 formen agregats que atrapen proteines de xoc termic (beat shock) que en
estar reclutades no podrien exercir el seu efecte natural antiapoptotic (Okado-Mat-
sumoto i Fridovich, 2002). D’altra banda, els ratolins mutants presenten un incre-
ment de 'activitat de la cinasa dependent de ciclina-5 (CDKS5), la qual cosa pro-
dueix una hiperfosforilacié de la proteina tau i d’altres substrats amb efectes
altament lesius per a les neurones (Nguyen ez 2/, 2001). Una altra dada important
és que estudis en ratolins transgenics han demostrat que per a produir la malaltia, la
mutacié no s’ha d’expressar en neurones siné que, sorprenentment, ha d’implicar
cel-lules no neuronals, com és el cas de la glia (Lino ez al., 2002). Aixd ha suggerit
en aquests autors un model en el qual es postula que 'acumulacié de SOD muta-
da en les cel-lules no neuronals donaria lloc a un desequilibri cronic i local en el sis-
tema que manté ’homeostasi del glutamat en 'espai extracel-lular, ja que aquestes
cel-lules hi participen de manera principal gracies a I'activitat dels seus transporta-
dors de glutamat. Aix{ doncs, les MN patirien també en aquest cas una agressié
excitotoxica per mitja de glutamat, de manera que els mecanismes patogenics de
PELA familiar convergirien amb els de 'ELA esporadica.

Més recentment s’han descrit noves mutacions que afecten una proteina de
nova identificacié que per la seva relacié amb ’ELA s’ha anomenat a/sin (Hadano
etal., 2001; Yang et al., 2001). Essent aquesta una proteina amb funcions descone-
gudes, tampoc no es coneix, de moment, la relacié entre la seva mutacié i el meca-
nisme patogenic que condueix a la degeneracié de MN.

A partir de les dades esmentades, la hipotesi excitotdxica es mostra especial-
ment atractiva com a punt de partida per a 'esclariment més definitiu de I'etiologia
i patogenia de TELA. A més, és una hipotesi operativa, ja que marca de manera
molt clara la direccié de les investigacions que s’han de dur a terme per a seguir
avangant en el coneixement d’aquesta malaltia i ofereix, també, bases racionals per
al disseny de noves estrategies terapeutiques.

En el nostre laboratori hem investigat les particularitats cel-lulars i moleculars
dels processos excitotoxics per mitja de receptors de glutamat en la poblacié de MN
espinals, per tal d’establir la seva possible vinculacié amb els mecanismes patogenics
de 'ELA. L’embri6 de pollastre ofereix un sistema amb avantatges experimentals
unics per a estudi de la biologia de les MN 1, en particular, dels fenomens de mort
neuronal (vegeu, per exemple, Oppenheim, 1991 i Calder§ ez al., 1998). Es per aixd
que gran part del nostre treball d’investigacid, del qual exposarem aqui alguns dels
seus resultats, s’ha desenvolupat en aquest sistema experimental. Hem pogut esta-
blir un model de neurotoxicitat per I'acid N-metil-D-aspartic (NMDA) que repro-
dueix en I'embrié de pollastre una malaltia de la motoneurona que presenta tot un
conjunt de dades neuropatologiques que la fan similar a ’'ELA humana. Per tal d’in-
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terpretar millor aquestes troballes és necessari coneixer abans algunes dades essen-
cials pel que fa al desenvolupament les MN en I'embrid de pollastre.

MORT CELLULAR PROGRAMADA DE MN DURANT
EL DESENVOLUPAMENT

Les MN espinals es desenvolupen molt rapidament en el tub neural prime-
renc. En I'embrié de pollastre de cinc dies d’incubacié (dia embrionari —a partir
d’ara, E— 5), aquestes neurones ja han estat generades, han migrat cap a la banya
ventral i presenten un grau notable de diferenciacié morfologica, havent adquirit ja
unes prolongacions axonals i dendritiques prou complexes, tal com ja ho va des-
criure Cajal (figura 24).

En un embrié de pollastre E6, el nombre de MN diferenciades localitzades en
la banya anterior de la regié lumbosacra de la medul-la espinal és d’unes disset mil
(figures 26 i 2¢). Al voltant del 95 % d’aquestes neurones han estat generades du-
rant les primeres quaranta-vuit hores d’incubacié. Entre 'E6 i 'E12, el nombre de
MN es redueix a unes deu mil tres-centes i la poblacié queda aixi{ estabilitzada (fi-
gura 3). Aquesta important reduccié es du a terme per un fenomen de mort neuro-
nal fisioldgica que succeeix de manera estereotipada principalment entre 'E6 i
I'E10, i que coincideix amb la sinaptogenesi neuromuscular (Hamburger, 1977;
Oppenheim, 1991). Aquest procés de mort cel-lular programada natural adopta un
fenotip similar al descrit com a apoptosi (figures 24-2;), encara que amb algunes
matisacions (Clarke, 2002), i esta regulat per diversos factors entre els quals desta-
quen: els teixits diana d’innervacié (muscul), I'activitat funcional tant de les sinap-
sis neuromusculars en desenvolupament com de les projeccions aferents a les MN,
i la influéncia de factors derivats de cel-lules glials, de la matriu extracel-lular i de
factors humorals diversos (Esquerda ez al., 1989; Ciutat ez al., 1995; Calder§ ez al.,
1998; Oppenheim ez al., 2001, 2003).

De la importancia del teixit muscular a innervar, en parlen elogiientment els
experiments d’ablacié precog (a 'E2) de I'esbés de la pota, de manera que les MN
no puguin trobar cap teixit diana (muscul) adient per a establir contacte. En aques-
ta situacié les MN maduren normalment fins a 'E6, perd després, coincidint amb
el principal periode de mort natural fisiologica (de 'E6 a 'E10), moren massiva-
ment per apoptosi (figura 24) i deixen la columna motora lateral quasi comple-
tament deplecionada de MN (Hamburger, 1958; Oppenheim ez a/., 1978; Calderd
et al., 1998). Experiments 7z vivo i in vitro han posat de manifest que aquesta mort
massiva induida per la manca de diana es pot evitar administrant factors neurotro-
fics que presumptament podrien substituir aquells subministrats de manera natural

pels teixits (Comella ez al., 1994; Calder6 et al., 1998).
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Aquest sistema experimental ens ha aportat coneixements nous sobre els
mecanismes implicats en el control de la supervivéncia de les MN espinals i en la
induccié d’apoptosi a aquestes neurones. Un aspecte cabdal de tot aixo és, pero,
determinar la rellevancia d’aquestes dades en el context de la malaltia de la mo-
toneurona. Es obvi que conixer com les MN es moren fisioldgicament ens pot
ajudar també a contixer la seva mort patologica. Diversos factors neurotrofics
que promouen la supervivencia de MN en I'embrié de pollastre han estat provats
com a possibles agents terapeutics tant en ratolins portadors de mutacions de la
SOD com, fins i tot, en assaigs clinics en malalts ’ELA. Malauradament, encara
que s’hagin obtingut alguns resultats beneficiosos en els ratolins, el tractament
en humans encara no ha donat resultats satisfactoris (Rothstein, 1996; Jackson et
al., 2002).

DEGENERACIO DE MN A L’ELA I APOPTOSI

Un altre aspecte que cal definir amb més detall és la forma que adopta la mort
neuronal en 'ELA, ja que les dades que es tenen fins ara sén controvertides (Gué-
gan i Przedborski, 2003). Mentre que hi ha estudis que semblen indicar 'existen-
cia d’'un procés d’apoptosi asincronic en les MN humanes afectades I’ELA (Mar-
tin, 1999), en altres aix6 no es confirma. Pel que fa als ratolins transgenics de SOD
que desenvolupen la malaltia de la motoneurona, en la major part d’estudis no
s’han trobat signes d’apoptosi (per exemple, Migheli ez al., 1999), i sén més aviat
patents les morfologies de caire citoplasmatic o vacuolar en les neurones en procés
de mort (Clarke, 1990, 2002). No obstant aixd, en ratolins transgenics en fases
terminals de la malaltia s’han trobat, ocasionalment, signes d’apoptosi tant en neu-
rones com en cel-lules glials (Guégan i Przedborski, 2003). Cal dir, pero, que la
mort neuronal pot desencadenar secundariament mort per apoptosi en altres
cel-lules, com passa per exemple en les cel-lules de Schwann immadures (Ciutat
et al., 1996; Winseck ez al., 2002). De tota manera, la degeneracié de les MN no
sevita per la sobreexpressié de la proteina antiapoptotica bcl-2 (Kostic et al.,
1997). Es molt probable que la dificultat de trobar apoprosi en I'ELA respongui a
la seva previsible escassetat en les mostres a examinar ja que la velocitat de perdua
neuronal en aquesta malaltia és lenta i, contrariament, la vida mitjana del fenotip
apoptotic, molt curta. D’altra banda, I'apoptosi podria representar només I'etapa
final d’'un procés degeneratiu de llarga duracié que donaria lloc a una disfuncié
neuronal cronica no necessariament associada a mort neuronal, almenys durant un
llarg periode de temps.
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RESPOSTA EXCITOTOXICA AGUDA DE LES MN
PER MITJA DE L’ ACTIVACIO DE RECEPTORS DE GLUTAMAT

Atesa la importancia de la neurotoxicitat per mitja dels receptors de glutamat
en la patogenia de ’ELA, hem iniciat estudis per tal d’analitzar amb cert detall els
processos excitotoxics en les MN espinals d’embrié de pollastre. Hem vist que
aquestes neurones s6n especialment vulnerables a I'accié de diverses excitotoxines
glutamatergiques. Les excitotoxines glutamatergiques sén substancies naturals o de
sintesi que tenen una potent activitat agonista per als distints subtipus de receptors
de glutamat i que sén capaces de desencadenar neurotoxicitat a causa de 'activacié
incontrolada d’aquests receptors. Entre les més conegudes tenim 'NMDA, 'ct-ami-
no-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropionat (AMPA), Iacid quisqualic, I'acid kainic i
I'acid domoic. Tots aquests productes, administrats i ovo, produeixen una agressié
excitotoxica aguda a les MN que comporta la seva degeneraci6 i mort de manera
molt rapida, en qiiestié d’hores (Calderd ez al., 1997). Durant aquest procés excito-
toxic agut les MN presenten alteracions molt importants en I'estructura i organit-
zacié dels organuls citoplasmatics caracteritzades per la vacuolitzacié massiva dels
sistemes membranaris intracel-lulars que condueix a una gran desorganitzacié que
esborra el confinament estructural de les seves parts (figures 4c-4f"). Aquesta vacuo-
litzaci6 afecta preco¢gment 'aparell de Golgi i les estructures tubulovesiculars adja-
cents i s’estén després al reticle endoplasmatic i, fins i tot, a 'embolcall nuclear;
aquest dltim es mostra molt inflat, i forma un rosari de butllofes sorgides per I'ei-
xamplament de 'espai intermembranari i solament interromput periddicament en
els porus nuclears. L’embolcall nuclear també presenta discontinuitats que perme-
ten I'ejecci6 cap al citoplasma de material nuclear. Tanmateix, hi ha alteracions mi-
tocondrials severes, amb densificacié de la matriu i/o desorganitzaci de les crestes.
Pel que fa al nucli, hi ha condensacié de la cromatina en forma de grumolls disper-
sos, morfologicament distinta de les grans masses compactes observades en les MN
durant la mort natural programada. Els nuclis, no obstant aixd, mostren positivitat
a la reaccié del TUNEL sense que les cel-lules presentin activacié de caspases (Ayala
et al., 1999; Ribera ez al., 2002) (figures 4c-4f'). En ocasions, la positivitat al TU-
NEL s’estén també cap al citoplasma, i indica la sortida de material nuclear degra-
dat a través de les discontinuitats de 'embolcall nuclear (figures 44 i 4g). Per tant,
no podem definir aquesta forma de mort neuronal com a apoptotica ja que, mal-
grat la seva positivitat al TUNEL, a diferéncia de I'apoptosi, els canvis citoplasma-
tics sén molt precogos i prominents sense anar acompanyats d’activacié de caspases
(Ayala ez al., 1999; Ribera et al., 2002). Per aix0, aquest tipus de mort la definim
com a necrosi excitotoxica aguda. També es podria incloure dins la recentment ti-
pificada apoptosi caspasa independent, que és inhibible per la ciclosporina-A
(Chang ez al., 2002). Nosaltres tenim dades preliminars que la necrosi excitotoxica
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aguda en les MN es pot inhibir també amb ciclosporina-A. També tenim dades re-
cents que demostren I'activacié de la poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) aix{
com de la deplecié I’ATP i NAD~. També, d’acord amb un procés de mort inde-
pendent de caspases, tenim dades preliminars que demostren la translocacié del
factor inductor de 'apoptosi (AIF) cap al nucli de les MN (figures 441 47 ).

La vulnerabilitat de les MN de 'embrié de pollastre a les excitotoxines s’ad-
quireix durant el desenvolupament de manera abrupta després de 'E7; abans d’a-
questa edat, les MN espinals sén refractaries a 'excitotoxicitat per glutamat. Pro-
bablement aixd reflecteix 'adquisicié de receptors de glutamat funcionals durant
la maduracié de les MN. Totes les excitotoxines analitzades (NMDA, AMPA, acid
kainic i acid quisqualic) mostren una capacitat similar per a desencadenar lesions
en la medul-la espinal de 'embrié de pollastre, sempre que siguin administrades
després de 'E7. No obstant aixd, quan s’analitza I'efecte en corbes de dosi-respos-
ta, hom veu que, pel que fa a 'NMDA, el perfil d’induccié de mort a les MN és
molt abrupte. En canvi, 'acid kainic a dosis molt baixes indueix lesié a les MN,
perd no de manera suficient com per a provocar la seva mort. Quan s’observen les
alteracions cel-lulars produides per dosis subletals d’acid kainic, es pot observar
també una vacuolitzacié extensa del citoplasma que ultraestructuralment implica
Iaparell de Golgi i un ampli conjunt d’estructures membranaries, tubs i vesicules,
adjacents. A diferencia de la lesié irreversible, perd, la vacuolitzacié no afecta el re-
ticle endoplasmatic granular en les regions més periferiques del soma neuronal ni
tampoc I'embolcall nuclear. En congruencia amb la manca de letalitat de la lesi,
aquesta vacuolitzacié restringida no va acompanyada de fragmentacié de la croma-
tina encara que aquesta pot mostrar cert grau de condensacié. En aquest cas, els
canvis vacuolars s6n reversibles i els sistemes d’endomembranes es reconstrueixen
adquirint una estructura gairebé normal al cap d’un o dos dies posteriors a 'esti-
mul excitotoxic subletal. Cal analitzar, perd, si les MN recuperades d’un estimul
excitotoxic subletal presenten canvis més subtils que determinin la seva disfuncié a
llarg termini.

DEGENERACIO CRONICA DE MN SECUNDARIA A UNA AGRESSIO
EXCITOTOXICA SUBLETAL I LA SEVA RELACIO
AMB LA NEUROPATOLOGIA DE L’ELA

Es obvi que la necrosi per excitotoxicitat aguda que es presenta poques hores
després de I'agressi6 sobre les MN no representa el procés patologic que es desenvo-
lupa en I'ELA, ja que aquesta és una malaltia cronica que comporta un procés de
degeneracié i pérdua neuronal relativament lent. Aquest model d’excitotoxicitat
aguda seria més aviat homoleg del mecanisme patogenic desenvolupat en les lesions
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de la medul-la espinal en processos isquémics o traumatics (Wrathall ez al., 1994;
Agrawal i Fehlings, 1996).

La mateixa neuropatologia de 'ELA indica un procés degeneratiu de llarga
evoluci6, amb canvis pseudocromatolitics en les MN, inclusions citoplasmatiques
diverses, axonopatia proximal i distal amb presencia d’esferoides axonals probable-
ment indicatius d’una alteracié en el transport axoplasmatic o axostasis (Chou,
1995). Pel que fa a les inclusions citoplasmatiques, se’n troben de distints tipus: eo-
sinofiles o cossos de Bunina, basofiles, hialines o bé conglomerades. Entre aquestes,
els cossos de Bunina s’han considerat com a patognomonics de la neurodegeneracié
associada a 'ELA. Aquests cossos estan constituits per material amorf electrodens
juntament amb estructures tubulars i vesiculars, i s’ha suggerit que podrien repre-
sentar cimuls anormals d’un material proteic desconegut associat a I'aparell de
Golgi (Okamoto, 1996). Els cossos de Bunina addicionalment presenten una im-
munoreactivitat positiva per la cistatina-C, la qual cosa reforca la seva relacié amb
Iaparell de Golgi (Okamoto et al., 1993).

Fins ara no hi havia cap model experimental que hagués reproduit aquest tipus
de patologia. Nosaltres, utilitzant excitotoxines aplicades cronicament a I'embrié de
pollastre, hem pogut induir una degeneracié de les MN que presenta caracteristi-
ques citopatolodgiques que creiem homologues de les de TELA humana (Tarabal ez
al.,2001). A més, en aquest model s’observen alteracions estructurals que afecten el
sistema cel-lular d’endomembranes que podrien reflectir els estadis més primerencs
de formacié dels cossos de Bunina. Si aixd és aixi es demostraria la relacié directa
entre un mecanisme excitotoxic i la formacié d’aquest cossos.

Per tal d’obtenir aquest efecte cal realitzar una aplicacié cronica d’excitotoxi-
na, com 'NMDA, a embrions de pollastre més joves que els utilitzats per a induir
necrosi excitotoxica aguda; és a dir, iniciant el tractament en etapes del desenvolu-
pament embrionari prévies a 'adquisicié de la vulnerabilitat de les MN per 'exci-
totoxicitat (abans de 'E7). Aix{, 'administracié diaria de NMDA entre 'E5 1 'E9
de dosis que aplicades ailladament després de 'E7 serien suficients per a desencade-
nar una necrosi excitotdxica massiva en la medul-la espinal, no provoca perdua
neuronal. I no tan sols aixd, siné que, a més, aquest tractament cronic (de 'E5 a
’E9) amb NMDA inhibeix el procés natural de mort neuronal programada per
apoptosi que en les MN espinals d’embrié de pollastre succeeix, com hem esmentat
abans, entre 'EG i 'E10. Per tant, 'administracié cronica i precog de NMDA pro-
voca una tolerancia per part de les MN a una ulterior agressié excitotoxica i també
una incompetencia per a desenvolupar apoptosi. Aixo fa que, paradoxalment, un
embrié de pollastre E10 que ha rebut un tractament diari de NMDA entre I'E5 i
’E9 contingui un nombre superior de MN respecte a un embrié control, efecte de-
rivat de la supressié del procés natural d’eliminacié apoptotica de les MN (figura
5). Fins i tot, la mort apoptotica de les MN secundaria a I'ablacié de la diana mus-
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cular queda inhibida per aquest tractament cronic amb NMDA. La tolerancia a la
mort neuronal excitotdxica es correlaciona amb una regulacié a la baixa de la subu-
nitat NR1 del receptor NMDA. A més, el tractament cronic amb NMDA indueix
tolerancia a la mort neuronal excitotoxica per mitja tant de receptors NMDA com
no NMDA, i aix0 es correlaciona, també, amb una disminucié de activitat funcio-
nal dels receptors de glutamat AMPA/kainat permeables al calci. Aquestes troballes
estan descrites amb més detall en un article previ (Llad$ ez al., 1999).

Com s’ha dit anteriorment, malgrat que les MN esdevinguin transitdriament
tolerants a la mort excitotoxica aguda i incompetents per a desenvolupar apoptosi,
experimenten canvis patologics cel-lulars importants. Aquests canvis estan descrits
també detalladament en una publicacié previa del nostre grup (Tarabal er al.,
2001) i consisteixen en 'aparicié d’un sistema complex de tibuls i vesicules que
contenen material electrodens i que sembla que ocupen la regié del zrans-Golgi net-
work, la qual estaria exageradament eixamplada (figures 6¢1 654). L’aparell de Golgi
queda redistribuit al voltant d’aquesta estructura (figures 64 i 66). També es pro-
dueix una concentracié de particules amb immunoreactivitat positiva per la cistati-
na-C a l'interior de la regié, la qual cosa suggereix una possible relacié amb els cos-
sos de Bunina (figures 6¢ i 64 ). Aquestes formacions evolucionen en el decurs de
dies cap a estructures encara més denses acompanyades de fagolisomes amb figures
d’autofagia. Es tracta, doncs, d’un procés de degeneracié cronica de MN no acom-
panyat, almenys inicialment, de mort cel-lular, que simula alguns dels trets caracte-
ristics de la malaltia de la motoneurona humana. Cal tenir en compte que les altera-
cions en l'aparell de Golgi, i especialment la seva fragmentacid, han estat també
descrites com a elements primordials en etapes inicials de la degeneracié de MN
tant en 'ELA humana com en ratolins portadors de mutacions de la SOD (Gona-
tas et al., 1992; Mourelatos et al., 1994, 1996). Tot aixd indica la importancia de
Palteracié dels processos de trafic de membrana i de proteines en la patogenia d’a-
questa neurodegeneracié. També hem pogut detectar en les MN sotmeses al nostre
paradigma l'existencia d’axonopatia amb acumulacié d’esferoides i d’un increment
en el soma d’algunes MN del contingut de neurofilaments fosforilats, caracteristi-
ques també propies de la malaltia de la motoneurona humana. Tanmateix, hi ha
dades que indiquen una activacié exagerada d’algunes cinases i particularment de
CDKS5 durant la degeneracié de MN (Patzke i Tsai, 2002). En aquest sentit, és in-
teressant la idea proposada que la fosforilacié d’algunes proteines com els neurofila-
ments pot tenir un efecte amortidor sobre la fosforilacié d’altres substrats poten-
cialment més importants de cara a la viabilitat neuronal i per tant, pot ser
beneficiosa per a la cel-lula (figura 6f).

Pel que fa a la naturalesa del material proteic electrodens acumulat en les MN,
en observacions preliminars hem vist que aquest material presenta una forta immu-
noreactivitat enfront d’un anticos dirigit contra la proteina HERC1 (figures 6e i
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67). Aquesta és una proteina de pes molecular molt alt amb activitat estimuladora de
lintercanvi de nucedtids de guanina (GEF), que s’ha localitzat tant en 'aparell
de Golgi com en el citosol, sense que se li hagi assignat, de moment, cap funcié de
manera clara (Rosa ez al., 1996, 1997). Pel que fa a la troballa de la possible acumu-
lacié d’aquesta proteina en les MN degenerades segons el nostre model, s’ha de des-
tacar la recent identificacié de mutacions de I'alsin en formes familiars I’ ELA (Ha-
dano ez al., 2001; Yang et al., 2001, i comentat per Shaw, 2001) abans esmentada.
De la seqiiencia d’aminoacids de Ialsin es dedueix que es tracta d’una proteina amb
dominis d’activitat GEF, homologa de THERCI. Si la disfuncié d’aquesta proteina
associada a la seva mutacié és suficient com per a determinar una malaltia de la mo-
toneurona, és factible formular la hipotesi que en un paradigma d’excitotoxicitat
com el nostre es puguin produir canvis posttraduccionals que afectin proteines
GEF com 'HERCI, que determinarien la seva agregacié i conseqiient disfuncid.
D’aquesta manera podrien convergir, en 'ambit cel-lular, mecanismes patogenétics
de formes esporadiques i hereditaries d’ELA. D’altra banda, 'agregacié de proteina
és un element important a indagar que podria explicar la manera de progressar de la
malaltia d’acord amb els segments miotdmics (Lindberg ez al., 2002).

Finalment, també volem ressaltar que tant en humans com en ratolins porta-
dors de mutacions de la SOD s’observa un creixement axonal reactiu o sprouting en
els nervis intramusculars i les sinapsis neuromusculars (Coérs, 1982; Millecamps e#
al., 2001). Aquesta resposta és prou coneguda en 'ambit de I'electrofisiologia cli-
nica, que detecta la denervacié-reinnervacié muscular i altres alteracions en la des-
carrega neuronal, fins i tot abans de 'atrofia muscular (Schwartz i Swash, 1995).
Nosaltres també hem vist alteracions en el patré d’innervacié intramuscular i en
Iorganitzacié de la sinapsi neuromuscular en desenvolupament després del tracta-
ment cronic amb NMDA.

En conjunt, creiem que el model descrit ofereix possibilitats dniques per a I'es-
tudi cel-lular i molecular dels mecanismes especifics de neurodegeneracié en les
MN somatiques induits per excitotoxicitat per mitja de receptors de glutamat i, per
tant, representa una aproximacié addicional per a la investigacié de la patogenia de
IELA, aix{ com per al disseny i assaig de noves estrategies terapéutiques per a aques-
ta malaltia tan devastadora.
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FIGURA 1. @) Esquema segons Ramén y Cajal de la «<marcha de las incitaciones motrices volunta-
rias y de las sensitivas conscientes» en el qual s’assenyala clarament la primera neurona a 'escorca
cerebral (A) que empalma amb la segona neurona a la banya anterior de la medul-la espinal (B), la
qual acaba sobre les fibres musculars (C). Aquestes son les estructures cel-lulars que sofreixen de-
generacié a 'ELA. Cal tenir en compte que aquest esquema fou publicat 'any 1899 en la seva
obra Textura del sistema nervioso del hombre y de los vertebrados, en una época en la qual el concep-
te de sinapsi encara no era vigent. b) Fotografia recent d’una preparacié histologica original de
Santiago Ramén y Cajal corresponent al cervell de rata impregnat amb el metode de Golgiien la
qual es veu una neurona piramidal de 'escorga cerebral que es correspondria amb la neurona A de
I'esquema.
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FIGURA 2. ) Dibuix realitzat per Santiago Ramén y Cajal que representa el desenvolupament d’u-
na neurona motora en la medul-la espinal de 'embrié de pollastre de tres, quatre i cinc dies d’in-
cubacid. Aquestes neurones es formen en etapes molt primerenques i ben aviat adquireixen una
bona diferenciacié de les seves prolongacions dendritiques i axonals ben patents en embrions de
cinc dies. El procés de mort cel-lular programada comengara a partir d’aquest moment i coincidi-
ra amb la sinaptogénesi neuromuscular. 4) Seccié d’'una medul-la espinal d’embrié de pollastre E6
en la qual s’observen les agrupacions de MN que constitueixen la columna motora ventral late-
ral (LMC); es veu també I'arrel nerviosa ventral (vr) i dorsal (dr), i el gangli raquidi (DRG).
¢) Seccié de medul-la espinal d’embrié de pollastre E6 tractada segons el metode de Golgi en la
qual es mostra una MN de la banya anterior amb les seves dendrites i el seu ax6 (fletxa) sortint de
la medul-la. £)-4#) MN en apoptosi natural ala LMC d’embrions de pollastre E7 que mostren la ca-

racteristica de la picnosi (encerclada en &), la reactivitat a TUNEL (ctl-lules marrons en ) i la ul-
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traestructura, en la qual s’aprecia la gran condensacié de la cromatina i la relativa integricat dels
organuls citoplasmatics i de la membrana cel-lular (/7). També es mostra en g) I'associacié entre
Iactivaci6 de caspasa-3 (verd) i la picnosi mostrada per la tincié conjunta del DNA amb el iodur
de propidi (vermell). En /) es veu conjuntament l'activacié de caspasa-3 (verd) amb la reaccid de
TUNEL. En 7) i) es mostra laimmunoreactivitat pel citocrom ¢ en una MN normal (7) que pre-
senta un patré clarament granular a conseqii¢ncia de la seva localitzacié mitocondrial, que es tor-
na difds en la MN apoptotica () a causa de la sortida cap al citoplasma. L’asterisc assenyala la part
fosca de la cél-lula corresponent al nucli. En 4) es mostra una seccié de medul-la espinal d’'un em-
brié de pollastre E7 al qual es va eliminar 'esbds de la pota d’un costat a 'E2. La tincié immuno-
histoquimica posa de manifest 'activitat de la caspasa-3 (verd), la qual és present en nombroses
MN del costat operat a causa de la mort massiva de MN induida per I'abséncia de diana muscular
ainnervar.
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FIGURA 3. Perfil del nombre total de MN en la columna motora lateral lumbar durant el desen-
volupament de 'embrié de pollastre. Hom pot observar el descens gradual del nombre de MN
entre 'E5 i’E10 degut a I'eliminacid natural d’una part d’aquestes MN per mort cel-lular progra-
mada. També s’ha quantificat la densitat de neurones picnotiques que indica la quantitat de mort
cel-lular, la qual és maxima al bell mig del periode (entre 'E7 i ’E8).
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FIGURA 4. ) i b) Grup de MN d’un embrié de pollastre E10 sis hores després de 'administracié
in ovo de 0,1 mg de kainat (2) o bé de 0,1 mg de NMDA (). S’ha fet un marcatge maltiple fluores-
cent per a posar en evidencia el DNA total (blau), el DNA fragmentat (TUNEL, verd) i el neuropep-
tid propi d’algunes MN CGRP (vermell). El kainat a aquesta dosi no provoca mort excitoxica aguda
i, per tant, les MN no contenen DNA fragmentat. Per contra, després de 'administracié de NMDA
algunes neurones mostren una cromatina condensada en petits grumolls i una reaccié TUNEL posi-
tiva (verd), que s’estén també al citoplasma per la ruptura de 'embolcall nuclear. ¢)-f) Imatges de
microscopia electronica de MN d’embrié de pollastre E10 control (cid) i hores després de rebre un
insult excitotoxic letal per TNMDA (eif"). Hom potapreciar la gran alteracié en el citoplasma indui-
da per 'NMDA amb la desorganitzacié dels compartiments membranaris del citoplasma que sofrei-
xen una extensa fragmentacié i microvacuolitzacié que s’estén fins a 'embolcall nuclear, el qual es



48 MOSTRA DE LA BIOLOGIA I LA PATOLOGIA CELLULARS DEL SISTEMA NERVIOS

troba moltvacuolitzat. La cromatina esta condensada formant grumolls dispersos distints de les mas-
ses compactes de cromatina condensada propies de 'apoptosi. g) El doble marcatge del DNA total
amb DAPIT (blau) i el DNA fragmentat amb TUNEL (verd) observat amb microscopia de fluores-
ceéncia amb més resolucié ens demostra la colocalitzacié de la cromatina condensada, que forma pe-
tits granuls amb el DNA fragmentat en una necrosi excitotoxica aguda induida per NMDA. Aques-
tes imatges correlacionen molt bé amb l'organitzacié ultraestructural de la cromatina en situacions
equivalents (quadresinseritsen 4if"). g) i /) Mostren un immunomarcatge per AIF (verd) combinat
amb la tincié del DNA mitjangant DAPI en seccions de la columna motora lateral d’embrions E10
controls i estimulats amb NMDA observades en un microscopi confocal. En /) es veu la localitzacié
citoplasmatica de ’AIF en neurones normals amb un patré granular propi de la seva localitzacié als
mitocondris, i en 7), la seva translocacid cap al nucli, sis hores després de 'aplicacié de INMDA.
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FIGURA 5. Nombre de MN a la banya anterior de la medul-la espinal en seccions seriades al llarg
de l'engruiximent lumbosacre d’embrions de pollastre E10 en embrions controls i després d’un
tractament amb una tnica dosi de NMDA a'E7, o bé amb repetides dosis entre 'E5 i 'E9. Com
és previsible, després de la necrosi excitotoxica induida per I'tinica dosi de NMDA a I'E7, els em-
brions mostren una pérdua massiva de MN. Paradoxalment, un tractament cronic amb NMDA
iniciat a 'E5 i perllongat fins a 'E9, no solament no provoca cap deplecié de MN siné que el
nombre de MN a’E10 és fins i tot superior als controls. Aixd és degut al fet que el tractament cro-
nic ha provocat una lesié a les MN que comporta incompetencia per a desenvolupar I'apoptosi
natural durant el periode normal de mort programada de MN entre 'E5 i 'E10.
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FIGURA 6. 4) i b)) MN d’embrions de pollastre E16 controls (#) i després del tractament cronic
amb NMDA entre 'E5 i 'E9 (4) que mostren un doble marcatge fluorescent pel CGRP (verd) i
pel DNA amb iodur de propidi. La N assenyala els nuclis. El CGRP delimita I'aparell de Golgi,
que té una disposicié dispersa per tot el soma neuronal en @), perd que esta redistribuit delimitant
una regié paranuclear nova en 4), marcada amb un asterisc. Observeu la distribucié normal de la
cromatina en ambdds casos amb I'abseéncia de picnosi o de condensacié anormal. ¢) i 4) Doble
immunomarcatge pel CGRP (verd) i per la cistatina-C en MN normals (¢) i després del tracta-
ment cronic amb NMDA que mostra la concentracié de granuls de cistatina-C en I'estructura de-
limitada per Golgi i marcada amb un asterisc (). ¢) Doble immunomarcatge pel CGRP (verd) i
per la proteina HERG1 (vermell) que mostra la concentracié d’aquesta proteina a l'interior de
lestructura delimitada amb lasterisc. /) Immunomarcatge pel neurofilament fosforilat que mos-
tra una forta positivitat en una MN després del tractament cronic amb NMDA. g)-7) La regié de
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nova formacié induida pel tractament cronic amb NMDA i encerclada per I'aparell de Golgi es
mostra ultraestructuralment en forma d’estructures tubulovesiculars acumulades a la regié del
trans-Golgi, com es pot observar en g) després del marcatge del Golgi amb una reaccié enzimoci-
toquimica per la TPPassa. Les linies discontinues mostren la separacié entre el Golgi i aquestes es-
tructures i faciliten la correlacié amb les imatges fluorescents anteriors. Les estructures tubulovesi-
culars evolucionen cap a formes més electrodenses i envoltades per membranes, tal com es pot
veure en /), que correspon a una MN d’un embrié E18 després del tractament cronic amb
NMDA (entre 'E5 i 'E9). En 7) es pot veure un immunomarcatge ultraestructural amb particu-
les d’or col-loidal de 10 nm (fletxes) que demostren la presencia d'immunoreactivitat per la pro-
teina HERG1 en linterior de les estructures tubulovesiculars. ;) i #) MN procedents de la me-
dulla espinal d’un pacient amb ELA que mostren les tipiques inclusions eosinofiliques de Bunina
(fletxes) en7), i la seva inmunopositivitat per la cistatina-C en £).



	EL PROCÉS DEGENERATIUDE LES MOTONEURONES ESPINALSEN L’ESCLEROSI LATERAL AMIOTRÒFICA (ELA)ESTUDIAT EN UN MODEL EXPERIMENTALD’EXCITOTOXICITAT PER GLUTAMAT



