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RESUM 

L’esclerosi lateral amiotròfica (ELA) engloba un conjunt de síndromes que cursen amb 

degeneració i pèrdua de motoneurones (MN), determinant una paràlisi muscular 

progressiva. En totes les seves formes, existeixen alteracions dels sistemes d’homeòstasi 

lipídica, remodelant la composició del lipidoma tissular que podria contribuir a una menor 

resistència a l’estrès. Els canvis en el lipidoma també poden afectar als sistemes 

d’homeòstasi proteica resultant en fenòmens d’agregació de proteïnes. Per altra banda, es 

coneix que la neuroinflamació generada pot coincidir amb alteracions de la microbiota, les 

quals també podrien contribuir a una major susceptibilitat motoneuronal. En el present 

treball s’hipotetitza que l’etiopatogenia de l’ELA inclou  un deteriorament del sistema 

d’homeòstasi dels lípids, generant alteracions lipídiques membranals, i s’associarien a canvis 

en la proteostasi i en el microbioma, contribuint tots ells a una major susceptibilitat a la 

neurodegeneració. Aquesta hipòtesi s’ha abordat en motoneurones humanes 

desenvolupades a partir de cèl·lules mare pluripotents induïdes (iPSC), en el model ratolí 

G93A i en una anàlisi del microbioma colònic. Els resultats demostren que existeix una 

relació entre determinants moleculars de l’homeòstasi lipídica cel·lular a MN  (SCP2, FADS2, 

AGPS) i l’agregació patològica de proteïnes (G3BP1 i TDP-43) en l’ELA. A més, s’ha demostrat 

que, en MN, les disrupcions en l’homeòstasi lipídica s’associen a una agregació de diferents 

proteïnes que podrien contribuir a la neurodegeneració, en el model preclínic G93A i validat 

en MN derivades de pacients portadors de mutacions en C9orf72 i FUS. Així doncs, s’ha 

demostrat una agregació de Rab5/Rab7, SCP2, AGPS, PKCβII, PLCβ1, FADS2, PMP70 i 

VAPA/VAPB com a nou participant en la fisiopatologia de l’ELA. Tots aquests canvis en 

l’homeòstasi lipídica, juntament amb situacions d’estrès cel·lular, s’associen a canvis en els 

contactes mitocondri-reticle endoplasmàtic i alteracions en els peroxisomes. A més, les MN 

davant d’estrès cel·lular (peròxid d’hidrogen, sorbitol i ARN forà) responen modificant la 

distribució d’aquestes proteïnes per tal de protegir-se davant de l’agregació proteica 

posterior. Per últim, s’ha demostrat que els pacients portadors d’ELA poden exhibir 

alteracions en l’abundància de diferents bacteris, que modularia la progressió de la malaltia. 

Les troballes d’aquesta tesi subratllen la importància de l'homeòstasi lipídica i la proteostasi 

en l'etiopatogènia de l'ELA.  
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RESUMEN 

La esclerosis lateral amiotrófica (ELA) engloba un conjunto de síndromes que cursan con 

degeneración y pérdida de motoneuronas (MN), determinando una parálisis muscular 

progresiva. En todas sus formas, existen alteraciones de los sistemas de homeostasis 

lipídica, remodelando la composición del lipidoma tisular que podría contribuir a una menor 

resistencia al estrés. Los cambios en el lipidoma también pueden afectar a los sistemas de 

homeostasis proteica resultante en fenómenos de agregación de proteínas. Por otra parte, 

se conoce que la neuroinflamación generada puede coincidir con alteraciones de la 

microbiota, que también podrían contribuir a una mayor susceptibilidad motoneuronal. En 

el presente trabajo se hipotetiza que la etiopatogenia de la ELA incluye un deterioro del 

sistema de homeostasis de los lípidos, generando alteraciones lipídicas membranales, y se 

asociarían a cambios en la proteostasis y en el microbioma, contribuyendo todos ellos 

mayor susceptibilidad a la neurodegeneración. Esta hipótesis se ha abordado en 

motoneuronas humanas desarrolladas a partir de células madre pluripotentes inducidas 

(iPSC), en el modelo de ratón G93A y en un análisis del microbioma colónico. Los resultados 

demuestran que existe una relación entre determinantes moleculares de la homeostasis 

lipídica celular en MN (SCP2, FADS2, AGPS) y la agregación patológica de proteínas (G3BP1 y 

TDP-43) en la ELA. Además, se ha demostrado que, en MN, las disrupciones en la 

homeostasis lipídica se asocian a una agregación de diferentes proteínas que podrían 

contribuir a la neurodegeneración, en el modelo preclínico G93A y validado en MN 

derivadas de pacientes portadores de mutaciones en C9orf72 y FUS. Así pues, se ha 

demostrado una agregación de Rab5/Rab7, SCP2, AGPS, PKCβII, PLCβ1, FADS2, PMP70 y 

VAPA/VAPB como nuevo participante en la fisiopatología de la ELA. Todos estos cambios en 

la homeostasis lipídica, junto con situaciones de estrés celular, se asocian a cambios en los 

contactos mitocondria-retículo endoplasmático y alteraciones en los peroxisomas. Además, 

las MN frente a estrés celular (peróxido de hidrógeno, sorbitol y ARN foráneo) responden 

modificando la distribución de estas proteínas para protegerse frente a la agregación 

proteica posterior. Por último, se ha demostrado que los pacientes portadores de ELA 

pueden exhibir alteraciones en la abundancia de diferentes bacterias, que modularía la 

progresión de la enfermedad. Los hallazgos de esta tesis subrayan la importancia de la 

homeostasis lipídica y la proteostasis en la etiopatogenia de la ELA. 
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ABSTRACT 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) includes a group of syndromes that commonly present 

with degeneration and selective loss of motor neurons (MN), determining progressive 

muscular paralysis. In all its forms, there are alterations of the lipid homeostasis systems, 

remodeling the composition of the tissue lipidome that could contribute to a lower 

resistance to stress. Changes in the lipidome can also affect protein homeostasis systems, 

resulting in protein aggregation phenomena. On the other hand, it is known that the 

neuroinflammation generated can coincide with alterations in the microbiota, which could 

also contribute to greater motor neuronal susceptibility. In this study, it is hypothesized that 

the etiopathogenesis of ALS includes a deterioration of the lipid homeostasis system, which 

would generate membrane lipid alterations, and would be associated with changes in 

proteostasis and changes in the microbiome, all of which contribute to greater susceptibility 

to neurodegeneration. This hypothesis has been studied in human motoneurons developed 

from induced pluripotent stem cells (iPSCs), in mice model G93A and in an analysis of the 

colonic microbiome. The results show that there is a relationship between molecular 

determinants of cellular lipid homeostasis in MN (SCP2, FADS2, AGPS) and the pathological 

aggregation of proteins (G3BP1 and TDP-43) in ALS. In addition, it has been demonstrated 

that, in MN, disruptions in cellular lipid homeostasis are associated with an aggregation of 

different proteins that could contribute to motor neuronal neurodegeneration, in the 

preclinical model G93A and validated in derived MN of patients carrying mutations in 

C9orf72 and FUS. Thus, an aggregation of Rab5/Rab7, SCP2, AGPS, PKCβII, PLCβ1, FADS2, 

PMP70 and VAPA/VAPB has been demonstrated as a new participant in the pathophysiology 

of ALS. All these changes in lipid homeostasis, together with situations of cellular stress, are 

associated with changes in the mitochondrial-endoplasmic reticulum contacts and 

alterations in peroxisomes. In addition, MNs respond to cellular stress (hydrogen peroxide, 

sorbitol, and foreign RNA) by modifying the distribution of these proteins to protect 

themselves against subsequent protein aggregation. Lastly, it has been demonstrated that 

patients with ALS can exhibit alterations in the microbiome in the abundance of different 

bacteria, which would modulate the progression of the disease. The findings of this thesis 

underline the critical importance of lipid homeostasis and proteostasis in the 

etiopathogenesis of ALS, opening new perspectives for future research. 
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1.1. Visió general a l’ELA 

L’esclerosi lateral amiotròfica (ELA), també coneguda com malaltia de Lou Gehrig, és una 

malaltia neurodegenerativa que afecta a les motoneurones (MN), tant a les motoneurones 

inferiors (MNI) localitzades al tronc cerebral i medul·la espinal com a les motoneurones 

superiors (MNS) situades a l’escorça motora (K. Yamanaka & Komine, 2018). Els patrons 

d’inici de la malaltia són variables, encara que la gran majoria comencen amb signes de 

degeneració de les MNI (Brotman et al., 2022). 

Al ser una malaltia progressiva, la pèrdua neuronal acaba provocant atròfia muscular, 

debilitat i espasticitat, amb tots els casos amb paràlisis de la musculatura encarregada de la 

respiració i per tant, causant la mort del pacient per insuficiència respiratòria (K. Yamanaka 

& Komine, 2018). 

L’edat mitja d’aparició dels símptomes és variable, normalment és de 58 a 63 anys en el cas 

d’ELA esporàdica (ELAe) i entre els 40 i 60 anys en els casos d’ELA familiar (ELAf) (Logroscino 

et al., 2010). 

A nivell mundial és la malaltia de la motoneurona més prevalent en l’adult (45-75 anys), 

amb una incidència de 1-3 persones de cada 100.000 habitants per any tot i que ascendeix 

fins a 4-8 persones per 100.000 persones i per any en el grup d’edat que tenen major risc de 

desenvolupar la malaltia (45-75 anys). La prevalença és de 10-12 per cada 100.000 a Europa 

tot i que existeixen diferències geogràfiques significatives (GBD 2016 Motor Neuron Disease 

Collaborators, 2018; Logroscino et al., 2010; Marin et al., 2017). 

L'ELA afecta a més homes que a dones en una proporció de 2:1 (Bozzoni et al., 2016). Es 

tracta d’una malaltia on l’esperança de vida mitja és de 2 a 5 anys després del diagnòstic, 

encara que el 30% dels pacients estan vius després dels 5 anys, i entre un 10% i 20% després 

 1.  L’Esclerosi Lateral    

  Amiotròfica 
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dels 10 anys. Els factors que estan associats a una major supervivència són l’augment de pes 

(obesitat lleu) i ser més jove, ambdós factors en el moment del diagnòstic (Limousin et al., 

2010; Westeneng et al., 2018). 

Els primers informes sobre aquesta malaltia van ser publicats en la literatura mèdica 

britànica a principis del 1830, tot i així, la descripció més detallada de l’ELA va ser a l’any 

1869 pel francès Dr. Jean Charcot. Aquest autor es considera un dels pioners de la 

neurologia i el pare de l’ELA, no per ser el primer en informar sobre aquesta malaltia, sinó 

per fer un estudi sobre la debilitat muscular present en l’ELA (Katz et al., 2015). 

1.2. Característiques clíniques 

En la majoria dels casos els símptomes apareixen entre els 50 i 65 anys, essent menys 

freqüent les formes juvenils. Hi ha diverses variants clíniques d’aquesta malaltia que 

corresponen a diferents punts d’inici dels símptomes, sent l’ELA clàssica la més coneguda. 

Dins de l’ELA clàssica, on hi ha afectació de la MNS i MNI, trobem el fenotip medul·lar i el 

bulbar. En el cas del fenotip medul·lar (75% dels casos), els primers símptomes en aparèixer 

són la debilitat muscular, acompanyada d’atròfia muscular i progressant a una paràlisi de 

tipus espàstica on els músculs es troben rígids i hipertònics. Aquesta paràlisi és progressiva i 

acostuma a començar a les extremitats inferiors i s'estén als llocs contigus. Ja en les fases 

més avançades de la malaltia, hi ha afectació de la musculatura encarregada de la 

respiració, donant insuficiència respiratòria, sent aquesta una des les causes de mort dels 

pacients amb ELA. Per altra banda, el fenotip bulbar (25% dels casos) es troben símptomes 

molt diferents, com la disfàgia (dificultat en la deglució) i disàrtria (alteracions de la parla). 

Aquest fenotip té una esperança de vida menor i la causa de mort és també, normalment, la 

insuficiència respiratòria (H.-F. Li & Wu, 2016; Zarei et al., 2015). 

1.3. Diagnòstic 

El diagnòstic d’aquesta malaltia es du a terme a partir de l’exploració física. Al 1990 es van 

publicar un conjunt de criteris clínics, anomenats El Escorial, que es divideixen en diversos 

nivells depenent de la presència i de la progressió dels signes d’afectació de la MNS i MNI. 

Aquests criteris, 8 anys després, es van actualitzar i per tal de poder diagnosticar la malaltia 
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cal que alguns criteris estiguin presents i d’altres no. En concret, El Escorial estableix que pel 

diagnòstic d’ELA es requereix la presència de: evidència clínica, electrofísica o 

neuropatològica de degeneració de la MNS, de la MNI i evidència de propagació progressiva 

de símptomes o signes dins d’una regió o altres regions. Tot això combinat amb una 

absència d’evidències electrofisiològiques o patològiques d’altres processos patològics que 

podrien explicar la degeneració de la motoneurona del pacient (Brooks et al., 2000; 

Brotman et al., 2022). 

L’electromiograma també és eficient ja que les fibril·lacions són indicadores d’un procés 

actiu de dennervació (Al-Chalabi & Leigh, 2000; Zarei et al., 2015). 

1.4. Tractament 

Durant les últimes dècades, més de 40 assaigs aleatoris en pacients amb la malaltia no han 

mostrat cap efecte beneficiós sobre la progressió de la malaltia o sobre la supervivència, 

mostrant doncs la complexitat de la malaltia (Mitsumoto et al., 2014). 

Desafortunadament, en la majoria dels països europeus l’únic tractament aprovat per 

l’administració d’aliments i medicaments (FDA) és el Riluzol. Amb una administració de 

50mg dues vegades al dia s’ha demostrat que millora la supervivència, allargant de 6 fins a 

21 mesos l’esperança de vida del pacient. Aquest fàrmac solament es recomana en pacients 

amb ELA definitiva o probable segons els criteris de El Escorial on s’hagin descartat altres 

causes d'atròfia muscular progressiva (Bensimon et al., 1994; Mitsumoto et al., 2014). 

Aquest fàrmac té més d’una diana molecular relacionada amb la neuroprotecció, com per 

exemple la inhibició de l’excitotoxicitat mitjançada pel glutamat i bloqueig de canals de 

calci, sodi i potassi. Els efectes secundaris més freqüents són les nàusees, l’astènia, els 

vòmits, la diarrea, l’anorèxia i altres més severs com pancreatitis, hepatitis i neutropènia 

(Pereira et al., 2017). 

Més recentment, s’ha estudiat un altre fàrmac, l’Edaravone, que és un eliminador de 

radicals lliures. Amb una administració intravenosa de 60mg/dia dues setmanes al mes 

durant 6 mesos s’ha observat que redueix l’estrès oxidatiu i que podria ser beneficiós en 

aquells pacients amb símptomes en una etapa primerenca. Malgrat això, fins ara aquest 
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fàrmac solament està aprovat en Estats Units, Canadà, Japó, Corea del Sud i Suïssa, però no 

en la Unió Europea (Abe et al., 2017). 

Una altra teràpia que està sota investigació és el Mastinib el qual és un inhibidor oral de la 

tirosina quinasa. En un assaig aleatoritzat on s’utilitza 4.5mg/kg/dia com a teràpia addicional 

al Riluzol va suggerir un efecte positiu en els pacients que tenien una progressió típica de la 

malaltia (Mora et al., 2020). 

Per altra banda, Tofersen és un altre tractament que actualment està sent avaluat en 

assaigs clínics i esperant la seva aprovació per la FDA en els pròxims mesos. Tal i com 

s’explicarà amb més detall, un 2% dels casos d’ELA estan associats amb mutacions al gen 

que codifica per la superòxid dismutasa 1 (SOD1) (Müller et al., 2018) causant un guany 

tòxic de funció de la proteïna resultant (H. Ilieva et al., 2009). Tofersen és un oligonucleòtid 

antisentit (ASO) administrat per via intratecal dissenyat per reduir la síntesi de la proteïna 

SOD1 mitjançant la inducció de l’ARNasa H1 per tal de degradar l’ARNm de SOD1 (T. Miller 

et al., 2020; Rinaldi & Wood, 2018). En aquest assaig clínic s’ha observat que després de 

l’administració durant 28 setmanes es reduïa la concentració total de SOD1 en el líquid 

cefalorraquidi (LCR). A més a més, també reduïa en plasma la cadena lleugera de 

neurofilament, marcador de dany axonal i neurodegeneració. Tofersen sembla una teràpia 

prometedora per l’ELA, tot i així, es va realitzar en un nombre reduït de pacients i per aquest 

motiu es necessita més estudis per tal de comprovar l’eficàcia del tractament (T. M. Miller 

et al., 2022). 

Tot i així, al ser una malaltia molt complexa amb diferent simptomatologia, els pacients 

necessiten una atenció multidisciplinar, com cuidadors de neurologia, fisioteràpia, teràpia 

respiratòria, dietètica i infermeria (Andersen et al., 2012; R. G. Miller et al., 2009). 

Els pacients amb ELA acostumen a tenir insuficiència respiratòria crònica degut a la debilitat 

dels músculs diafragmàtics i intercostals. Com aquesta debilitat és progressiva, 

possiblement en un futur es necessitarà d’una traqueotomia. També s’informa al pacient 

sobre opcions pal·liatives pel control dels símptomes com ansiolítics, opiacis o la sedació 

(Andersen et al., 2012). 

El debilitament progressiu dels músculs de la masticació i la deglució produeix disfàgia i per 

tant, s’haurà de tractar a partir de modificacions en la dieta. Hi ha una pèrdua de pes, 
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sobretot durant els primers anys després del diagnòstic i això s’associa amb un pitjor 

pronòstic i per tant, es recomana aliments rics en calories i begudes nutricionals. A mesura 

que empitjora la disfàgia, augmenta el risc d’aspiració i pèrdua de pes. Diversos estudis han 

demostrat l’eficàcia de la nutrició enteral per gastrostomia percutània (Kasarskis et al., 

2014). 

1.5. Etiologia 

L’ELA és una malaltia de causa desconeguda, tot i que de forma similar a altres malalties 

neurodegeneratives, es creu que està causada per una combinació de factors genètics, 

factors ambientals i una disfunció relacionada amb l’envelliment, tots ells, importants en la 

neurodegeneració. L’heretabilitat de la malaltia és alta, s’estima que és del 30-60% i el risc 

de desenvolupar-la es duplica en familiars de primer grau (Al-Chalabi et al., 2010; Bozzoni et 

al., 2016). 

D’entre els factors ambientals es troben: la regió geogràfica, el tabac, l’ocupació laboral, els 

metalls, l’exercici físic i químics en l’agricultura (Oskarsson et al., 2015). Es coneix que la 

prevalença de la malaltia difereix segons la regió geogràfica, sent menor en els països menys 

desenvolupats, probablement per diagnòstics menys complets i perquè l’exposició a toxines 

ambientals és més alta que en els països desenvolupats (K. R. Smith et al., 1999). Pel que fa 

al tabac, s’ha observat gràcies a diferents estudis que augmenta el risc d’ELA, tot i que 

encara es desconeix si és degut a la nicotina, per l’estrès oxidatiu o per alguna altra 

substància tòxica (de Jong et al., 2012). Per altra banda, moltes ocupacions consisteixen en 

activitats altament físiques amb alt risc de trauma i poden predisposar a desenvolupar ELA. 

Així doncs s’ha confirmat que el servei militar d’Estats Units és un factor de risc per l’ELA, on 

hi ha un gran esforç físic, falta de son, trauma, estrès psicològic i exposició a plom (Beard & 

Kamel, 2015). Tot i així, els exèrcits militars d’altres països no han suggerit una associació 

positiva amb l’ELA i els seus respectius exèrcits (Drouet et al., 2010). Molts metalls, entre 

ells el plom, són neurotòxics i poden causar neuropaties amb una forta afectació dels nervis 

motors. Diversos estudis han trobat una connexió entre el plom i l’ELA tot i que falta encara 

més evidència (M.-D. Wang et al., 2014), així com també amb d’altres metalls menys 

estudiats com el mercuri i el seleni (Oskarsson et al., 2015). Per altra banda, l’exercici físic 

s’han correlacionat positivament amb la incidència de l’ELA en molts estudis (Hamidou et 
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al., 2014). Es desconeix com l’exercici físic podria causar ELA però podria ser degut a un 

augment de l’estrès oxidatiu i la potenciació de les toxines ambientals (Longstreth et al., 

1991; P. Mattsson et al., 2012). 

Per últim, molts pesticides i herbicides són neurotòxics i tenen un efecte directe en la 

sinapsis de la MNI (G. Singh & Khurana, 2009). Així doncs, els agricultors poden tenir una 

major incidència d’ELA (Malek et al., 2012). 

En el 90% dels casos l’ELA és esporàdica i aparentment no heretable, per contra, la forma 

familiar solament representa un 10% dels casos i és una malaltia heretable amb un patró 

autosòmic dominant amb mutacions en més de 20 gens descrits que s’han associat amb la 

malaltia. Gràcies a l’estudi dels principals gens implicats en la forma familiar, s’ha pogut 

conèixer millor aquesta malaltia (Bozzoni et al., 2016). 

Les quatre causes genètiques més comunes són: l’expansió d’hexanucleòtids en el marc de 

lectura obert del cromosoma 9 (C9orf72), mutacions en la SOD1, mutacions en TAR DNA-

binding protein 43 (TDP-43) i mutacions en fused in sarcoma (FUS). El conjunt de totes elles 

comprenen fins al 15% de tots els pacients (Brown & Al-Chalabi, 2017; Hardiman et al., 

2017). La Figura 1 mostra les mutacions més freqüents en els gens vinculats amb l’ELA en la 

població europea i asiàtica.  

Una de les característiques patològiques de l’ELA és l’agregació de proteïnes 

ubiquitinitzades a les motoneurones (Stieber et al., 2000). La majoria de les proteïnes 

mutades conegudes que causen l’ELA s’han trobat com a part d’aquests agregats, entre elles 

SOD1, FUS i TDP-43. Les mutacions en aquestes proteïnes alteren la seva conformació 

normal generant inestabilitat tant en l’ELAe com en l’ELAf. Per tant, hi ha una relació entre 

la inestabilitat proteica, els agregats proteics i la malaltia (Richards, 2001).  

Diversos estudis han identificat també anormalitats en el metabolisme de l’àcid ribonucleic 

(ARN), disfuncions mitocondrials, estrès oxidatiu i neuroinflamació, suggerint doncs que 

l’ELA és una malaltia multifactorial (K. Yamanaka & Komine, 2018).  
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Figura 1. Mutacions més freqüents en els gens vinculats amb l’ELA en població europea i asiàtica. 

(Zou et al., 2017). 

1.5.1. ELA i mutacions en C9orf72 

En la forma familiar la principal mutació associada és la repetició d’hexanucleòtids GGGGCC 

en C9orf72, descobert al 2011 que correspon a un 30% dels casos d’ELAf (Rohrer et al., 

2015). 

El gen C9orf72 està ubicat al braç curt del cromosoma 9 i es transcriu en tres transcripts 

principals (V1, V2 i V3), que produeixen les dos isoformes de la proteïna (C9orf72-S i 

C9orf72-L). La mutació repetida de l’hexanucleòtid GGGGCC es troba al intró 1 entre els 

exons 1a i 1b. En una persona sana, l’expansió de GGGGCC pot oscil·lar entre 2 i 30 

repeticions, però en pacients amb ELA associada a C9orf72, oscil·la entre cent i milers de 

repeticions (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Donat que aquestes expansions es troben tant 

en persones sanes com en pacients d’ELA, encara no està clar el número mínim 

d’expansions de GGGCC per considerar-se patològic (Gami et al., 2015). 
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1.5.1.1. Patogènesi de C9orf72 

La fisiopatologia de l’ELA causada per C9orf72 s’associa a tres mecanismes diferents: 

- Mecanisme de pèrdua de funció: disminució de la transcripció de la regió codificant 

de C9orf72 que porta a una reducció de la producció de la proteïna total C9orf72, també 

conegut com haploinsuficiència C9orf72 (Belzil et al., 2013; DeJesus-Hernandez et al., 2011; 

Donnelly et al., 2013). En un estudi amb pacients portadors de l’expansió C9orf72, es va 

observar una disminució de V1 i V2 (especialment la V2) al còrtex frontal i el cerebel 

comparat amb el grup control (van Blitterswijk et al., 2015). A més a més, s’ha demostrat 

que la pèrdua de C9orf72 en Caenorhabditis elegans i en el peix zebra provoca la 

degeneració de les motoneurones (Sellier et al., 2016; Therrien et al., 2013). 

En conjunt, totes aquestes hipòtesis demostren que la haploinsuficiència de la proteïna 

C9orf72 pot ser la base de la malaltia causada per C9orf72. Tot i així, les conseqüències de la 

reducció dels nivells de la proteïna no es comprenen a la perfecció, de fet, es sap molt poc 

sobre la proteïna C9orf72 i la seva funció. A nivell molecular, la principal característica 

estructural que es coneix és un domini DENN que és un factor d’intercanvi GDP/GTP (GEF) 

que activa les Rab-GTPases (Levine et al., 2013). Investigacions posteriors han trobat que la 

isoforma C9orf72-L conté els dominis DENN-alpha, mentre que la isoforma C9orf72-S sol 

conté el domini longin (S. Xiao et al., 2016). Sol la isoforma C9orf72-L pot interactuar amb 

una altra proteïna que contingui el domini DENN, com SMCR8 o WD41 per tal de formar un 

complex proteic, que juga un paper molt important en la regulació de la via autofàgia-

lisosoma (Amick et al., 2016; Sullivan et al., 2016; S. Xiao et al., 2016). La ubiqüitina i els 

cossos d’inclusió positiu per p62 (proteïna d’autofàgia), es troben en alguns casos d’ELA, 

confirmant doncs que el sistema autofagosoma-lisosoma podria estar danyat. Per altra 

banda, la isoforma C9orf72-S es troba a la membrana nuclear de les neurones sanes i pot 

interactuar directament amb la importina-β1 o Ran-GTPases (S. Xiao et al., 2015). Per tant, 

es prediu que C9orf72-S pot actuar com a proteïna de transport nuclear. C9orf72-L doncs, 

està involucrada en la via autofagia-lisosoma mentre que C9orf72-S està involucrada en el 

transport nucleocitoplasmàtic (Q. Yang et al., 2020). 
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Els ratolins comparteixen un nivell de similitud del 91.89% de nucleòtids i un 98.75% 

d’aminoàcids amb les regions codificants de l’ortòleg C9orf72 humà (S. Xiao et al., 2016). En 

una sèrie de models de ratolins amb pèrdua de funció, la inactivació de C9orf72 va tenir 

poca associació amb la neurodegeneració, i en canvi, va tenir una forta relació amb la 

linfadenopatia i esplenomegàlia (Burberry et al., 2016; J. Jiang et al., 2016; O’Rourke et al., 

2016). Cap de les inactivacions de C9orf72 en el ratolí va mostrar un fenotip semblant a 

l’ELA, indicant doncs que l’eliminació de C9orf72 per si sola no és suficient per induir 

aquesta malaltia. En les cèl·lules mare pluripotents induïdes (iPSC) derivades de pacients 

amb ELA, la haploinsuficència de C9orf72 pot augmentar els receptors de glutamat a la 

superfície d’aquestes motoneurones, provocant excitoxicitat i una eliminació deficient de la 

repetició de dipèptids (DPR) el quals són tòxics i en última instància, la neurodegeneració (Y. 

Shi et al., 2018).  

- Mecanisme de guany de funció: sorgeix a través de l’acumulació en el còrtex frontal i 

en la medul·la espinal d’ARN sentit i antisentit (GGGGCC)n. Aquest es plega adoptant unes 

estructures secundàries (quàdruplexs G4) les quals són molt estables i poden segrestar o 

alterar la funció de les proteïnes d’unió a l’ARN (RBP) i altres proteïnes. Diferents estudis 

patològics en l’ELA han trobat que els focus d’ARN sentit i antisentit, estan àmpliament 

distribuïts per tot el sistema nerviós central (SNC), aportant evidències sobre la participació 

de mecanismes de guany de funció (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Gendron et al., 2013; 

Zu et al., 2013).  

- Traducció no iniciada per AUG (RAN): l’ARN sentit i antisentit (GGGGCC)n produeix 

cinc proteïnes repetides de DPR. Segons la combinació d’aquests mecanismes, pot tenir 

major o menor influència en la malaltia (DeJesus-Hernandez et al., 2011). Gràcies als estudis 

neuropatològics humans s’ha pogut observar inclusions positives per p62 i negatives per 

TDP-43 en famílies d’ELA associat a C9orf72 (Boxer et al., 2011). Després d’identificar 

aquestes característiques patogèniques, els investigadors van demostrar que les inclusions 

eren subproductes de la traducció RAN (Ash et al., 2013; Josephs et al., 2011). Els ARN sentit 

o antisentit (GGGGCC)n es tradueixen per traducció iniciada per RAN per produir els DPR 

tòxics: poli-GA, poli-GR (de la cadena sentit) i poli-PA, poli-GP i poli-PE (de la cadena 

antisentit) (DeJesus-Hernandez et al., 2011; K. Mori et al., 2013). Diferents estudis realitzats 

en ulls de mosca mostren que els DRP que contenen arginina (poli-GR i poli-PR) són tòxics ja 
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que causaven la degeneració cel·lular i la mort (Mizielinska et al., 2014). En un model ratolí, 

aquells que expressaven poli-PR i poli-GR presentaven neurodegeneració i dèficits de 

comportament que es van anar agreujant gradualment en el temps, suggerint que la 

neurodegeneració depèn de l’edat. Els ratolins que moren prematurament tenen nivells de 

poli-PR més alts que els ratolins supervivents. Per tant, els DPR que contenen arginina són 

tòxics i l’augment de l’expressió d’aquests agreujarà la toxicitat (Y.-J. Zhang et al., 2018, 

2019). 

Tot i així, les vies cel·lulars a través de les quals funcionen els DPR que contenen arginina 

són en gran part desconegudes. S’ha demostrat que el DPR rics en arginina interrompen el 

transport nucleocitoplasmàtic, causen estrès nucleolar i indueixen l’assemblatge de grànuls 

d’estrès (GS) (Boeynaems et al., 2017; Freibaum et al., 2015; Mizielinska et al., 2017). Sota 

situacions d’estrès, les cèl·lules inhibeixen la traducció de l’ARN missatger (ARNm), formant 

GS sense membrana al citoplasma. Investigacions posteriors han trobat que molts factors de 

transport nucleocitoplasmàtic es recluten als GS i poden interrompre el transport (K. Zhang 

et al., 2018). En conseqüència, el poli-PR indueix l’expressió d’elements repetitius i 

l’acumulació d’ARN de doble cadena, que contribueix a la neurodegeneració (Y.-J. Zhang et 

al., 2019). 

Aquesta diversitat en els diferents mecanismes que hi poden estar implicats ajudarien 

també a explicar l’heterogeneïtat clínica, patològica i pronòstica que es poden observar en 

els pacients d’ELA (Balendra & Isaacs, 2018). La Figura 2 mostra de forma esquemàtica els 

mecanismes associats a la malaltia per C9orf72. 



 
53 INTRODUCCIÓ 

 

Figura 2. Mecanismes associats a la malaltia per C9orf72.  L’expansió repetida de G4C2 pot causar ELA 

a través dels tres mecanismes proposats. (A) Reducció en els nivells de proteïna C9orf72. (B) Formació 

de focus d’ARN que donen lloc al reclutament d’altres RBP. (C) Acumulació de DPR tòxics generats a 

través de la traducció RAN (Schmitz et al., 2021). 

1.5.2. ELA i mutacions en TDP-43 

TDP-43, inicialment identificada al 1995 com un supressor de l’expressió del gen del VIH-1, 

és una proteïna d’unió a ARN/ADN altament conservada i expressada que pertany al grup 

nuclear de la família de ribonucleproteïnes. TDP-43 conté 414 aminoàcids i està codificat pel 

gen TARDBP, que es troba al cromosoma 1. L’estructura de la proteïna està composta per: 

una regió N-terminal, una senyal de localització nuclear (NLS), dos motius de reconeixement 

de l’ARN (RRM1 i RRM2), senyal d’exportació nuclear (NES), una regió C-terminal amb un 

domini ric en glutamina/asparagina (Q/N) i una regió rica en glicines. A la Figura 3 es mostra 

un esquema de la proteïna amb les seves funcions. 

En les cèl·lules sanes, TDP-43 es troba principalment al nucli, mentre que en els pacients 

amb ELA, quasi totes les neurones presenten inclusions en el citoplasma disminuint el TDP-

43 nuclear (Davidson et al., 2016; MacKenzie et al., 2013). TDP-43 es pot transportar entre 

el nucli i el citoplasma, però en condicions fisiològiques normals, la localització és 

predominantment nuclear (Pinarbasi et al., 2018). A més a més, TDP-43 es localitza als 
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mitocondris on s’associa amb el genoma mitocondrial i és important a les vies de la cadena 

respiratòria (W. Wang et al., 2016).  

És fonamental en múltiples funcions cel·lulars, incloent la regulació del metabolisme de 

l’ARN, el transport de l’ARNm, la maduració del microARN i la formació de GS (Prasad et al., 

2019). Posant en rellevància la funció cerebral, TDP-43 pot jugar un paper molt important 

pel desenvolupament normal de les cèl·lules neuronals durant les primeres etapes de 

l’embriogènesi. Donat l’ampli espectre de funcions que té TDP-43 en els processos cel·lulars, 

en particular en desenvolupament del SNC, no sorprèn que la disfunció de les vies 

relacionades amb aquest gen s’hagi reconegut cada vegada més en les malalties 

neurodegeneratives (Sephton et al., 2010). Ratolins knock-out (absència de funcionalitat) 

per aquesta proteïna són letals, evidenciant un paper rellevant en el desenvolupament 

(Ratti & Buratti, 2016). 

Al 2006, les inclusions citoplasmàtiques de TDP-43 hiperfosforilades i ubiquitinitzades es van 

identificar com una característica patològica de l’ELA (Arai et al., 2006; Neumann et al., 

2006). Mutacions amb canvi de sentit en el gen TARDBP, es van identificar com mutacions 

genètiques causals, tot i que un petit percentatge corresponen a casos familiars. 

Curiosament, la gran majoria dels pacients no presenten mutacions al gen però mostren 

anormalitats generalitzades que involucren a TDP-43. L’heterogeneïtat fisiopatològica dels 

fenotips de l’ELA pot suggerir que múltiples vies patogèniques contribueixen a la mala 

localització i agregació citoplasmàtica de TDP-43. Durant els últims anys, els agregats de 

TDP-43 s’han associat amb un nombre cada vegada major de malalties neurodegeneratives, 

donant lloc a que aquests trastorns es denominin també proteinopaties per TDP-43 (Gao et 

al., 2018). 
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Figura 3. Estructura de la proteïna TDP-43. (A) Conté 414 aminoàcids i està formada per una regió N-

terminal amb una senyal de localització nuclear. A més, consta d’una senyal NES i un domini C -terminal 

amb regions riques en glutamina i asparagina (Q/N) i en glicina. Les mutacions patogèniques es 

localitzen predominantment dins de les regions C-terminal. (B) La proteïna és fonamental en la 

regulació del metabolisme de l’ARN. En el nucli, TDP -43 és important per la transcripció i unió de 

l’ARNm, així com per mantenir l’estabilitat de l’ARN i el transport cap al nucli. Tot i que es troba dins el 

nucli, TDP-43 es desplaça entre el nucli i el citoplasma. En el citoplasma, TDP -43 participa en 

l’estabilitat de l’ARNm (E. M. J. de Boer et al., 2020). 

El domini N-terminal és important en la formació d’homodímers funcionals, que són crítics 

per la funció fisiològica adequada de TDP-43. Dins de la regió N-terminal es troba el domini 

NLS que regula la importació de TDP-43 al nucli per tal d’exercir les seves funcions 

fisiològiques (Prasad et al., 2019). Els motius RRM1 i RRM2 són essencials per la unió de la 

proteïna TDP-43 a les molècules d’ARN i ADN, regulant així la transcripció, traducció, unió i 

estabilitat de l’ARNm (Lunde et al., 2007). A més, TDP-43 forma grànuls de 

ribonucleoproteïna (RNP) que són importants pel transport de molècules d’ARNm i per 

promoure la biogènesis d’ARN no codificants, com microARN (Alami et al., 2014; Kawahara 

& Mieda-Sato, 2012).  
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Per una altra part, la regió rica en glicines de C-terminal s’ha implicat en la patogènesi de 

TDP-43 ja que aquesta regió regula la solubilitat de les proteïnes i la seva agregació 

patològica (Harrison & Shorter, 2017). TDP-43, tal i com s’ha comentat anteriorment, també 

és important per la formació de GS, protegint les cèl·lules neuronals d’agressions cel·lulars 

com l’estrès oxidatiu (Aulas & Vande Velde, 2015).  

Donat que, aquesta proteïna exerceix funcions molt importants en les cèl·lules neuronals, 

mutacions i disfuncions en TDP-43 condueixen a malalties neurològiques greus (de Boer et 

al., 2020). 

1.5.2.1. Patogènesi de TDP-43 

Els mecanismes fisiopatològics pels quals TDP-43 causa neurodegeneració encara no es 

coneixen amb exactitud. L’evidència que es té fins al moment suggereix que la disfunció 

biològica en múltiples processos cel·lulars pot contribuir a la mort neuronal (Prasad et al., 

2019). L’observació de les característiques histopatològiques de les proteinopaties TDP-43, 

ha portat a suggerir dos mecanismes patològics no mútuament excloents, la pèrdua de 

funció nuclear i el guany de funció citoplasmàtica. Estudis en models animals revelen que la 

sobreexpressió de TDP-43 està associada amb la neurotoxicitat, mentre que eliminar el gen 

TARDBP és letal en etapes embrionàries (Y.-F. Xu et al., 2010). 

- Mutacions al gen TARDBP: s’han reportat més de 50 mutacions en el gen de TDP-43 

tant en casos esporàdics com en casos familiars de l’ELA. La majoria d’aquestes mutacions 

es troben en les regions riques en glicina del C-terminal que augmenta la propensió a 

l’agregació i citotoxicitat de la proteïna i per tant, condueix a un guany de funció tòxic (Chiò 

et al., 2020). Les mutacions a la regió central del gen, fan que la proteïna TDP-43 sigui 

vulnerable a la formació de fibril·les de tipus amiloide, que són característiques de les 

inclusions presents en l’ELA, generant així també toxicitat neuronal (Neumann et al., 2006). 

A més a més, mutacions en el gen poden induir la mala localització citoplasmàtica de TDP-43 

conduint a una major toxicitat neuronal. La proteïna també està intrínsecament associada 

amb la formació de GS i per tant, mutacions en ella donen lloc a GS més grans amb una 

distribució i mobilitat reduïda alterant l’homeòstasi de l’ARN i generant encara més 

disfunció neuronal (Prasad et al., 2019). 
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- Depleció nuclear de TDP-43: una característica patològica destacada en totes les 

proteinopaties de TDP-43 és la depleció nuclear de la proteïna, que s’observa sobretot a les 

etapes finals del procés de la malaltia (Prasad et al., 2019). A mesura que TDP-43 es 

desplaça entre el nucli i el citoplasma, realitza diverses funcions dins d’ambdós 

compartiments. En el nucli, TDP-43 regula molts processos del metabolisme de l’ARN, 

incloent la unió de l’ARNm i per tant, una pèrdua nuclear de TDP-43 condueix a la 

degradació i reducció dels ARN així com també processos d’unió d’ARN alterats. Per tant, és 

probable que la desregulació transcripcional i els defectes en els processos d’unió 

contribueixin a la disfunció neuronal en les proteinopaties (Polymenidou et al., 2011; 

Tollervey et al., 2011). 

- Transport nuclear alterat: NLS i NES regulen el transport entre el nucli i el citoplasma 

de la proteïna, i per tant, l’eliminació d’aquests segments condueix a l’esgotament de la 

reserva nuclear de TDP-43, afectant a la regulació de l’assemblatge de la cromatina i el 

processament d’histones, procés que dona lloc a una agregació nuclear (Prasad et al., 2019). 

Curiosament, les mutacions a la regió NLS s’han reportat amb poca freqüència en els 

pacients d’ELA, tot i que les mutacions en la regió C-terminal també poden impulsar la 

localització citoplasmàtica (Neumann et al., 2006). 

- Disfunció mitocondrial: la disfunció mitocondrial també és un mecanisme important 

en la toxicitat de TDP-43 (L.-L. Jiang et al., 2016). Específicament, la sobreexpressió de TDP-

43 patogen a les motoneurones condueix a una reducció de la longitud mitocondrial, al 

deteriorament del moviment, de la distribució i la dinàmica mitocondrial, així com també en 

la fissió i la fragmentació (Neumann et al., 2006). A més, s’ha demostrat que la disfunció 

mitocondrial potencia la toxicitat de TDP-43, que a la seva vegada, amplifica el grau d’estrès 

oxidatiu. La interacció entre l’agregació de TDP-43 i l’estrès oxidatiu sembla ser que 

amplifica la toxicitat cel·lular de TDP-43 així com els efectes nocius de TDP-43 en la funció 

mitocondrial (Prasad et al., 2019).  

- Desregulació del metabolisme de l’ARN: TDP-43 s’uneix a les molècules de pre-ARN 

missatger tant aviat surten de l’ARN polimerasa II (Ratti & Buratti, 2016), regulant l’splicing 

alternatiu d’exons en regions riques en el dinucleòtid UG el qual TDP-43 hi té una alta 

afinitat. Recentment, s’ha descrit que la major part de TDP-43 que regula l’splicing de les 

regions riques en UG correspon a exons no conservats evolutivament (exons críptics). Els 
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exons críptics estan considerats variants d’splicing que introdueixen frameshifts o codons de 

stop a l’ARNm resultant, generant doncs un ARNm anormal (Torres et al., 2018). TDP-43 

actua com a repressor, evitant així la transcripció d’aquests exons críptics. A la Figura 4 es 

mostra la representació del mecanisme de repressió de la transcripció dels exons críptics 

per part de TDP-43. Per tant, la pèrdua de funció de TDP-43 comporta la transcripció dels 

exons (Onozato et al., 2016). Un dels exons críptics on està involucrat TDP-43 és el gen 

autophagy related 4B cysteine peptidase (ATG4B). Aquests ARNm anormals, s’han 

demostrat que es troben a l’escorça motora dels pacients amb ELA (Torres et al., 2018). 

 

Figura 4. Mecanisme de TDP-43 de repressió de la transcripció dels exons críptics en el seu estat 

normal. Quan hi ha pèrdua de funció no pot actuar com a repressor, induint la transcripció d’aquests 

(Ling et al., 2015). 

Tant la patologia causada per C9orf72 com la causada per TDP-43 no són necessàriament 

excloents ja que la pèrdua de C9orf72, la formació de focus d’ARN o l’acumulació de DPR 

podrien promoure la mala localització citoplasmàtica de TDP-43. L’acumulació 

citoplasmàtica de TDP-43 agreuja els defectes del transport nucleocitoplasmàtic en un cicle 

de retroalimentació positiva i al mateix temps, augmenta els nivells de DPR, el qual genera 

un cercle repetitiu. Per tant, la patologia de TDP-43 i el transport nucleocitoplasmàtic 

sembla ser un punt clau tant en el mecanisme tant de guany com de pèrdua de funció de 

C9orf72 (Q. Yang et al., 2020). 
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1.5.3. ELA i mutacions en SOD1 

Les mutacions en el gen de la superòxid dismutasa 1 van ser descobertes al 1993 i engloben 

un 20% dels casos d’ELA familiar.  

Els humans expressen tres formes diferents del gen SOD, anomenats SOD1-3. SOD1 es troba 

majoritàriament al citoplasma, SOD2 al mitocondri i SOD3 es troba extracel·lular (J. H. Park 

et al., 2019).  

La SOD1 humana és una metal·loproteïna homodimèrica de 32kDa que consta de 153 

aminoàcids i amb les dues subunitats unides de forma no covalent (Doucette et al., 2004). 

SOD1 es distribueix principalment en el citoplasma, tot i així, també s’ha trobat al nucli, 

lisosomes i mitocondris (Zelko et al., 2002). 

La seva funció principal és catalitzar els radicals lliures de superòxid (O2•−) a oxigen 

molecular (O2) junt amb el peròxid d’hidrogen (H2O2) menys reactiu, eliminant així els 

radicals lliures causants de l’estrès oxidatiu (McCord & Fridovich, 1969). A la Figura 5 es 

mostra la funció de SOD1.  

 

Figura 5. Esquema de la funció de la proteïna SOD1.  És responsable de convertir l’anió superòxid tòxic 

(O2•−) a oxigen i peròxid d’hidrogen (Franco et al., 2013). 

SOD1 doncs, té un paper antioxidant molt important protegint la cèl·lula d’espècies 

reactives d’oxigen (ROS), les quals són tòxiques per l’organisme. És un enzim que es troba 

altament conservat al llarg de l’evolució (J. Wang et al., 2006) i representa entre 1 i 2% de la 

proteïna soluble total en el SNC (Pardo et al., 1995). 
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L’augment de l’agregació, la desestabilització del dímer o l’oligomerització són tots 

mecanismes que s’han proposat per la toxicitat del SOD1 mutant, i cada un d’ells podria no 

ser mútuament excloent (Pansarasa, Bordoni, Diamanti, et al., 2018). Una de les marques 

més conegudes de la malaltia és la deposició d’agregats de SOD1 insolubles en les 

motoneurones, probablement degut a la desestabilització estructural i/o dany oxidatiu 

induït per mutacions genètiques que a la vegada contribueixen al mal plegament i a 

l’agregació de SOD1 (McAlary et al., 2016). 

Les mutacions en aquest gen van ser les primeres que es van descriure com a causants de 

l’ELA, fa més de 20 anys (Bunton-Stasyshyn et al., 2015). Fins a dia d’avui, s’han reportat 

mutacions fins a 154 aminoàcids de la SOD1 i més de 180 mutacions diferents, incloent 

mutacions puntuals, delecions, insercions i mutacions de truncament en els cinc exons del 

gen, indicant doncs, que els efectes tòxics de SOD1 són el resultat de diverses afectacions en 

la proteïna. Diferents evidències científiques conclouen que són les mutacions amb guany 

de funció les causants de la malaltia tot i que també mutacions amb pèrdua de funció 

tindrien un paper secundari, almenys en alguns casos d’ELA (Saccon et al., 2013). 

Les mutacions més comunes són: D90A, A4V i la G93A. La D90A (àcid aspàrtic al codó 90 

canviat per alanina) és la mutació més comuna i es pot heretar tant de forma dominant com 

de forma recessiva, sent aquesta última la més prevalent (PM, 2006). La A4V (alanina al 

codó 4 canviada a valina) és la mutació causant d’ELA més comuna (aproximadament el 50% 

dels casos) en la població dels Estats Units. La G93A (glicina canviada a alanina) és de fet una 

de les mutacions més estranyes, tot i així, ha estat molt investigada ja que va ser la primera 

mutació estudiada en un model ratolí transgènic capaç de simular la malaltia (Valentine & 

Hart, 2003).  

Gràcies a l’evidencia d’una espècie de WT-SOD1 la qual ha estat modificada de forma 

endògena en extractes de medul·la espinal de pacients amb ELAe, un grup d’investigadors 

van suggerir per primera vegada la hipòtesi de la participació d’aquesta proteïna en la 

patogènia de la malaltia. Altres autors també van demostrar que WT-SOD1 a partir de 

l’oxidació pot adquirir moltes de les propietats tòxiques lligades a l’ELA (Ezzi et al., 2007). 

També es va demostrar la presència de SOD1 mal plegada, en forma de petits agregats als 
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nuclis de les cèl·lules glials (principalment astròcits) de la medul·la espinal de pacients amb 

ELA (Forsberg et al., 2011). 

1.5.3.1. Tractament dirigit a SOD1 

Degut a la falta de tractament per aquesta malaltia, la possibilitat de la teràpia gènica ha 

estat de gran interès. Per aquest motiu, SOD1 és un bon objectiu per la teràpia ja que a més 

és una de les principals característiques patològiques de la pròpia malaltia. La teràpia gènica 

fa referència a la transferència d’un gen terapèutic a un teixit objectiu per tal de preservar la 

funció del gen durant un temps adequat (Pansarasa, Bordoni, Diamanti, et al., 2018). 

L’ús d’ASO tenen un gran potencial per aquesta malaltia. Els ASO són àcids nucleics curts 

sintètics que s’uneixen a l’ARN i funcionen ja sigui dirigint a l’ARN per la seva degradació o 

prevenint la traducció d’algun ARN específic (Rossor et al., 2018). Aquesta idea, aplicada als 

trastorns neurodegeneratius, va ser proposada per primera vegada al 2006, però el primer 

assaig basat en SOD1-ASO no va ser fins al 2013 (R. A. Smith et al., 2006).  

Tal i com s’ha explicat anteriorment, en l’ELA es produeixen agregats de SOD1 mutada i per 

aquest motiu, una de les estratègies terapèutiques és l’eliminació d’aquesta. Els estudis més 

pioners amb SOD1-ASO en rates i primats no humans van demostrar una àmplia distribució 

de l’ASO en el SNC, una eliminació efectiva de SOD1 i l’extensió de la supervivència (R. A. 

Smith et al., 2006). Al gener de 2012 es va completar el primer assaig clínic de fase I en 

humans. L’estudi va utilitzar dosis baixes d’ASO, no es van modificar els nivells de SOD1 però 

van poder establir que l’enfocament del tractament era segur (T. M. Miller et al., 2013). Així 

doncs, després de demostrar la bona distribució de l’ASO per tot el SNC i el LCR i de 

comprovar que el tractament era segur en humans, s’han anat desenvolupant diferents ASO 

més potents per tal de perllongar la supervivència en models de rata. Tots aquests estudis 

estableixen una nova teràpia pel tractament de l’ELA causada per SOD1 (McCampbell et al., 

2018), tot i que actualment, es troba encara sota investigació clínica, concretament l’ASO 

Tofersen, tal i com s’ha comentat anteriorment. 
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1.5.4. ELA i mutacions en FUS 

Recentment s’han descobert mutacions en el gen FUS, representant fins al 5% dels casos 

d’ELAf i solament entre 0.7-1.8% dels casos esporàdics de la malaltia (Andersen & Al-

Chalabi, 2011). En la majoria de les famílies, els pacients són heterozigots per les mutacions 

de FUS amb un patró d’herència autosòmic dominant. S’han relacionat més de 50 

mutacions, la majoria d’elles tenen lloc als exons 6, 14 i 15 (C. Chen et al., 2019). 

Les mutacions en FUS representen el 35% de ELAf en pacients menors de 40 anys, mentre 

que per exemple les mutacions en C9orf72 són més comuns en pacients majors de 50 anys 

(Millecamps et al., 2012). Un metanàlisis de 154 casos d’ELA amb mutacions de FUS mostren 

un inici mitjà de la malaltia als 43.8 anys (Deng et al., 2014; Lattante et al., 2013). Més del 

60% dels casos amb mutacions de FUS mostren un inici de la malaltia abans dels 45 anys, 

amb molts casos d’ELA juvenil que es presenten amb l’inici de la malaltia a finals de 

l’adolescència o principis dels 20 anys (Bäumer et al., 2010; E. J. Huang et al., 2010). Aquesta 

característica distintiva de FUS planteja la hipòtesis de que les mutacions en FUS poden 

afectar al desenvolupament, manteniment i homeòstasi del SNC durant les primeres etapes 

de la vida postnatal i en el procés d’envelliment (Shang & Huang, 2016). 

FUS s’expressa en axons, dendrites i espines de les neurones on, mitjançant el transport de 

l’ARNm, regula la morfologia de l’hipocamp, de les espines dendrítiques, estabilitza 

l’estructura de les sinapsis (Fujii et al., 2005) i participa en el manteniment i plasticitat 

d’aquestes neurones (Lagier-Tourenne & Cleveland, 2009). 

FUS codifica per una proteïna d’unió a ARN formada per 526 aminoàcids. Es localitza 

principalment al nucli i consta de 7 dominis: un ric en QGSY, un ric en glicines, motiu de 

reconeixement d’ARN (RRM), Arg-Gly-Gly1 (RGG1), dit de zinc, RRG2 i un senyal NLS (Da 

Cruz & Cleveland, 2011). A la Figura 6 es mostra el gen FUS amb les mutacions identificades.
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Figura 6. Diagrama de l’organització genòmica del gen FUS amb les mutacions identificades en l’ELA.  

El gen FUS humà consta de 15 exons, ubicat al cromosoma 16. La proteïna FUS humana conté 526 

aminoàcids i 7 dominis diferents (Shang & Huang, 2016). 

La majoria de les mutacions que causen la malaltia es localitzen a la regió C-terminal, 

interrompent el senyal NLS i donen com a resultat una localització citoplasmàtica anormal 

de FUS. S’ha plantejat la hipòtesi de que la mala localització de FUS afecta a la seva funció 

nuclear i promou el guany de funció en el citoplasma de les neurones afectades (Hoell et al., 

2011; Orozco et al., 2012; H. Qiu et al., 2014). R495X, una mutació de FUS, provoca la 

pèrdua completa del NLS i mostra un fenotip de malaltia greu. Diferents estudis han 

observat que R495X té un perfil d’unió de gens alterats que condueix a la neurotoxicitat i 

per tant a la mort neuronal (Bosco et al., 2010; Waibel et al., 2010) i a més a més, provoca la 

reducció de la mida dels mitocondris (Nakaya & Maragkakis, 2018). 

Prèviament es va descobrir el perfil d’unió de l’ARN de FUS en tot el genoma i es va observar 

que s’unia preferentment als introns conservats evolutivament d’altres molècules d’unió a 

l’ARN alterant la seva expressió (Nakaya et al., 2013). De manera similar, altres 

investigacions han demostrat que FUS controla el procés d’unió de l’ARNm dels seus gens 

diana (Hoell et al., 2011; Ishigaki et al., 2012; Rogelj et al., 2012). Tot i així, aquests estudis 

solament han identificat efectes fenotípics menors, tot i després d’eliminar FUS, plantejant 

doncs la possibilitat de que el fenotip de la malaltia sigui el resultat d’un guany de funció en 

lloc d’una pèrdua de funció. La sobreexpressió de FUS salvatge en ratolins, rates i també en 

mosca dóna lloc a neurotoxicitat (Y. Chen et al., 2011; Mitchell et al., 2013), mentre que el 
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FUS mutant provoca la degeneració de les motoneurones a través del guany tòxic de funció 

(Sharma et al., 2016). 

Donat que FUS juga un paper important en múltiples aspectes del metabolisme de l’ARN, el 

deteriorament del transcriptoma podria ser l’explicació més acurada per la toxicitat 

neuronal per pèrdua de funció de FUS. Per aquest motiu, s’han identificat diverses 

molècules regulades per FUS (Ishigaki et al., 2012; Lagier-Tourenne et al., 2012; Nakaya et 

al., 2013). L’alteració de l’expressió gènica i/o splicing alternatiu d’aquests gens pot tenir un 

gran impacte en la funció neuronal i per tant, en la neurodegeneració observada en l’ELA. Es 

creu que defectes en la funció de FUS podria alterar els nivells d’expressió d’aquests gens. 

Per tant, és possible que la neurodegeneració sol es produeixi després de la interrupció 

transcripcional provocada per la pèrdua de funció de FUS. S’ha demostrat que la unió de 

l’exó 10 de la proteïna tau associada a microtúbuls (MAPT) és rellevant per la patogènesi de 

la malaltia (Ishigaki et al., 2017; Orozco et al., 2012). MAPT codifica per la proteïna Tau, una 

proteïna d’unió a microtúbuls, una acumulació aberrant de la forma fosforilada d’aquesta 

afecta a les neurones, donant lloc a les taupaties, com és el cas de la malaltia d’Alzheimer 

(Umeda et al., 2013; Yoshida, 2006). FUS juntament amb un altre factor de splicing, factor 

de splicing ric en prolina i glutamina (SFPQ) regula el splicing alternatiu de l’exó 10 de MAPT, 

generant dos isoformes de Tau, 3RTau i 4RTau (Ishigaki et al., 2017). Ratolins amb FUS o 

SFPQ silenciat presenten un augment dels nivells de 4RTau donant lloc a una pèrdua 

neuronal (Ishigaki et al., 2017). Per tant, un rati alterat de Tau degut a una desregulació del 

complex FUS-SFPQ pot ser un factor patogènic en l’ELA.  

1.6. Mecanismes patogènics en la fisiopatologia de l’ELA 

Darrera la fisiopatologia d’aquesta malaltia es veuen involucrats diversos mecanismes 

patogènics ja que es tracta d’una malaltia multifactorial (Hollinger et al., 2016). Entre ells 

trobem:  

1.6.1. Estrès de reticle endoplasmàtic 

El reticle endoplasmàtic (RE) és l’orgànul que s’encarrega del control de la qualitat de les 

proteïnes i s’assegura del seu correcte plegament (Sozen et al., 2015). Durant el procés 

normal, sense estrès, en el plegament de les proteïnes hi participa un sistema de xaperones 
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(família de proteïnes encarregades del correcte plegament d’altres proteïnes) que inclou la 

proteïna relacionada amb la glucosa (GRP78 i GRP84), lectina, calnexina i calreticulina. 

L’augment de la hidrofobicitat és una senyal important per tal de reconèixer proteïnes mal 

plegades o desplegades per les xaperones moleculars i així induir que es pleguin 

correctament (Fra et al., 1993). GRP78 és una de les xaperones del RE que interactua amb 

les regions hidrofòbiques de les proteïnes i així pot prevenir el mal plegament durant la 

translocació al RE (Naidoo, 2009). A més a més, també està involucrada en la inducció de la 

quinasa del reticle endoplasmàtic (PERK), de l’enzim 1 requeridor d’inositol (IRE1) i del 

factor de transcripció activador 6 (ATF6), importants en la selecció de proteïnes per la seva 

degradació. Totes tres, PERK, IRE1 i ATF6, són les principals activadores de la resposta a 

proteïnes desplegades (UPR) després de l’alliberació de GRP78 (Ron & Walter, 2007). 

S’encarreguen d’augmentar la transcripció de més xaperones per tal d’inhibir la traducció de 

l’ARNm i per promoure la translocació de proteïnes del RE cap al citosol per la seva 

eliminació (I. Kim et al., 2008). 

L’estrès de reticle té lloc quan hi ha una acumulació de proteïnes mal plegades, fet que 

passa en algunes malalties (Lindholm et al., 2006). En moltes condicions patològiques 

relacionades amb l’estrès oxidatiu el sistema proteasomal s’activa per tal de poder eliminar-

les i prevenir així més dany a les proteïnes (Jung et al., 2009). Però és en el cas d’un estrès 

molt elevat o crònic quan es produeix una inhibició de l’activitat del proteasoma, donant 

com a resultat l’agregació de proteïnes mal plegades que pot ser irreversible i induir la mort 

cel·lular (Höhn et al., 2014). La UPR persistent provoca una up-regulació de la proteïna 

homòloga del factor de transcripció C/EBP proapoptòtic. S’inicia llavors la via de 

senyalització de la quinasa c-JUN proapoptòtica i activa la caspasa-12 i tot això desencadena 

el procés apoptòtic (Nakagawa et al., 2000; Nishitoh et al., 2002). 

L’homeòstasi de proteïnes, incloent el plegament, el mal plegament, la degradació i 

l’agregació són marques de moltes malalties neurodegeneratives associades amb l’edat. 

L’ELA, tant esporàdica com familiar, és una de les malalties on hi ha agregació proteica com 

a conseqüència de defectes en el sistema proteasomal. En el casos d’ELA causades per 

mutacions en SOD1, diferents estudis han detectat agregats de diferents proteïnes en les 

motoneurones (Kato et al., 2000), i a més a més, també s’ha trobat una disminució en 

l’activitat de les xaperones i de la degradació proteasòmica en aquestes cèl·lules (Kabashi & 
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Durham, 2006). Es creu doncs, que aquesta disminució es degut a l’agregació de SOD1 i 

també per la disminució de la seva activitat, donant lloc a l’acumulació de l’anió superòxid i 

per tant, modificant altres proteïnes cel·lulars (Karademir et al., 2015). 

1.6.2. Disfunció mitocondrial 

Els mitocondris tenen un paper central en la supervivència i el metabolisme de les cèl·lules. 

A més a més del seva funció en la producció d’adenosina trifosfat (ATP) via fosforilació 

oxidativa, també són importants en la biogènesis de fosfolípids, l’homeòstasi del calci i 

l’apoptosi. Els mitocondris són particularment importants en les neurones ja que aquestes 

tenen uns alts requeriments metabòlics: el cervell humà consumeix aproximadament el 20% 

de la producció d’ATP en repòs (Engl & Attwell, 2015; Nicholls & Budd, 2000). Per altra 

banda, els mitocondris són essencials per regular les concentracions de calci en les 

neurones, important per l’alliberació de certs neurotransmissors (Rizzuto et al., 2012). Les 

neurones són cèl·lules amb una llarga vida que persisteixen en el individu i per tant, són més 

susceptibles a acumular danys (Payne & Chinnery, 2015). 

Per aquest motiu, no és d’estranyar que la disfunció mitocondrial s’hagi relacionat amb un 

gran nombre de malalties degeneratives, com és l’ELA. Aquesta disfunció mitocondrial en 

l’ELA pot venir donada de diferents formes, incloent defectes en la fosforilació oxidativa, en 

la producció de ROS o problemes en regular els nivells de calci. Per altra banda, un transport 

mitocondrial defectuós pot ser responsable de l’acumulació de mitocondris anormals en els 

axons de les MN i com a conseqüència, provocar la mort d’aquestes (E. F. Smith et al., 

2019). Els primers estudis amb teixits postmòrtem de pacients amb ELA van identificar, a 

nivell microscòpic, anomalies estructurals i morfològiques als mitocondris del múscul 

esquelètic, fetge, neurones de la medul·la espinal i al còrtex motor (Menzies et al., 2002; 

Sasaki & Iwata, 1999). 

Per altra banda, estudis realitzats en medul·les espinals de ratolins SOD1-G93A van trobar 

defectes en la capacitat de regular el calci i en l’activitat del complex de proteïnes 

transportadores d’electrons (Kirkinezos et al., 2005; Mattiazzi et al., 2002). A més a més, es 

van detectar uns mitocondris amb crestes dilatades i desorganitzades, tant en els axons com 

en les dendrites de les motoneurones al inici de la malaltia. En aquests
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ratolins, l’inici de la malaltia va precedida immediatament per un ràpid augment de la 

degeneració dels mitocondris (Kong & Xu, 1998). SOD1 mutant, tal i com s’ha explicat 

anteriorment, forma agregats insolubles als mitocondris en la superfície de la membrana 

externa, per tant, es planteja la possibilitat d’un mecanisme directe causa-efecte pel qual 

SOD1 mutada impacta directament en la funció mitocondrial i en última instància, condueix 

a la mort cel·lular (Liu et al., 2004; Pasinelli et al., 2004; Pickles et al., 2013). De fet, els 

mitocondris aïllats exposats in vitro a SOD1 mutant van mostrar més susceptibilitat a l’estrès 

oxidatiu i al dany estructural (Pedrini et al., 2010; Pickles et al., 2013). Donat que aquestes 

anomalies morfològiques apareixen en ratolins abans de l’inici dels símptomes i de la 

degeneració de les motoneurones, es va concloure que el deteriorament mitocondrial juga 

un paper clau a l’inici de la degeneració de les MN en l’ELA (Sasaki & Iwata, 2007). Per altra 

banda, la sobreexpressió de SOD1 en els ratolins G93A genera mitocondris menys allargats i 

més esfèrics en les motoneurones (De Vos et al., 2007; C. M. J. Higgins et al., 2003).  

També s’ha identificat una petita fragmentació de la xarxa mitocondrial en pacients d’ELA 

que presenten expansió de C9orf72 (Onesto et al., 2016) i mitocondris inflamats en un 

model de cèl·lules mare associades a aquesta mateixa mutació (Dafinca et al., 2016). A més 

a més, diferents estudis han pogut comprovar que la sobreexpressió de FUS en cultius de 

motoneurones també genera uns mitocondris més curts (Tradewell et al., 2012). 

Per altra banda, estudis amb cultius cel·lulars i en animals transgènics han demostrat 

anormalitats en el metabolisme oxidatiu que estan associats a canvis en l’activitat de la 

cadena de transport d’electrons (ETC) i en una producció deficient d’ATP (Keep et al., 2001; 

Mattiazzi et al., 2002). Els mitocondris dels pacients d'ELA tenen una homeòstasi del calci 

alterada i una major producció de ROS, fet associat als danys relacionats amb l’oxidació. Per 

tant, els estudis demostren que els canvis en la funció mitocondrial és una característica 

central i comú de la fisiopatologia de l’ELA. Tot i així, no es sap si la disfunció mitocondrial és 

un esdeveniment primari o secundari (Carriedo et al., 2000). 

Es pot concloure doncs que els mitocondris juguen un paper molt important en la malaltia ja 

que disfuncions en ells seria una de les causes de la mort de les motoneurones (E. F. Smith 

et al., 2019). 
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1.6.3. Excitotoxicitat per glutamat 

El glutamat és el principal neurotransmissor excitador del sistema nerviós central. És un 

aminoàcid no essencial que es converteix en α-cetoglutarat a través de la desaminació per la 

glutamat deshidrogenasa o per transaminació per una de les transaminases. Es metabolitza 

a través del cicle de l’àcid tricarboxílic a succinat, fumarat i malat successivament (Foran & 

Trotti, 2009).  

Pel que fa al SNC, el glutamat també és el producte de la desaminació de la glutamina per la 

glutaminasa que és activada per un enzim mitocondrial i possiblement específica de les 

neurones (Kvamme et al., 1991). El glutamat alliberat sinàpticament activa una família de 

canals iònics activats per lligands (receptors ionotròpics) i receptors acoblats a proteïnes G 

(receptors metabotròpics). La seva acció finalitza mitjançant sistemes de recaptació 

específics que es troben principalment als astròcits que estan rodejant la sinapsis. En els 

astròcits, el glutamat es converteix després en glutamina, que aquesta no té propietats 

neurotransmissores i pot alliberar-se i posar-se a disposició de les neurones per convertir-lo 

novament a glutamat a través d’un sistema de recaptació de glutamina. Per acabar, els 

transportadors vesiculars de glutamat emmagatzemen el glutamat en vesícules sinàptiques 

per tal de tornar-lo a alliberar (Danbolt, 2001; Takamori, 2006). 

Es coneixen tres classes principals de receptors metabotròpics i tres de ionotròpics pel 

glutamat. Ambdues famílies de receptors es localitzen en diferents estructures de la sinapsis 

excitadora, incloent el terminal presinàptic i el postsinàptic i també els astròcits que 

envolten la sinapsis (Newpher & Ehlers, 2008). Els receptors ionotròpics es classifiquen 

segons la seva capacitat de resposta i afinitat als agonistes exògens: àcids N-metil-d-aspàrtic 

(NMDA), àcid α-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiònic (AMPA) y kainat. Els AMPA 

sense la subunitat GluR2 són permeables al calci i aquests s’expressen en les neurones 

motores i estan implicats en la degeneració excitotòxica (Juan Carlos Corona & Tapia, 2007; 

Isaac et al., 2007; Kawahara et al., 2003). 

Els nivells de glutamat al SNC dels mamífers són molt alts en comparació als altres 

neurotransmissors. L’excitotoxicitat és causada per l’activació excessiva i desregulada dels 

receptors del glutamat. L’exposició perllongada d’aquests receptors a concentracions altes 

de glutamat pot portar a la mort de la cèl·lula la qual expressa aquests receptors. En
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condicions fisiològiques, els nivells extracel·lulars de glutamat es mantenen més baixos i per 

aquest motiu no es provoca l’activació dels receptors (Choi, 1994). 

L’excitotoxicitat es propaga principalment a través dels receptors permeables al calci. 

L’entrada de calci és controlada pel RE i els mitocondris, però en presència d’una entrada 

excessiva d’aquest, ja sigui per disfuncions al RE o disfuncions mitocondrials presents també 

en l’ELA, poden activar els mecanismes que provoquen la mort cel·lular. Per tant, un 

desequilibri entre l’entrada i la sortida de calci de les cèl·lules és la senyal inicial que 

condueix a la sobrecàrrega de glutamat i en conseqüència a la mort neuronal (Clapham, 

2007). 

S’han descrit canvis en l’expressió de l’activitat dels transportadors del glutamat en diverses 

malalties neurodegeneratives com és el cas de l’ELA. Per tant, s’ha establert que hi ha una 

relació entre la desregulació de l’homeòstasi del glutamat i la neurodegeneració. Gràcies a 

diferents estudis in vitro es va poder observar que les MN mostraven una elevada 

vulnerabilitat a nivells elevats de glutamat (Rothstein et al., 1993). De manera similar, la 

inducció de la mort d’aquestes MN també es va aconseguir mitjançant l’activació dels 

receptors AMPA permeables al calci tant in vitro (Van Den Bosch & Robberecht, 2000) com 

també amb estudis in vivo en la medul·la espinal de ratolins (Tovar-Y-Romo et al., 2007). 

En pacients amb la malaltia s’han documentat nivells augmentats de glutamat en plasma 

(Andreadou et al., 2008a), disminució de la captació de glutamat, disminució dels nivells 

d’expressió del transportador glutamat de la glia (EAAT2) (Ferrarese et al., 2001) i la 

glutamina sintetasa alterada (Bos et al., 2006). A més a més, també s’ha demostrat que el 

LCR de pacients amb ELA, però no controls, genera excitotoxicitat en cultius neuronals que 

pot ser bloquejada afegint de nou antagonistes del receptor de glutamat (Cid et al., 2003). 

Com s’ha explicat anteriorment, el Riluzole i l’Edaravone són els únics tractaments eficaços 

que existeixen avui dia per aquesta malaltia i precisament el Riluzole actua en aquesta via 

regulant l’alliberació de glutamat, i per tant, l’activació del receptor postsinàptic (Andreadou 

et al., 2008b). També es va descobrir que augmenta significativament la captació del 

glutamat en ratolins de manera que facilita el control de l'excés del glutamat extracel·lular 

suggerint doncs que l’acció neuroprotectora del Riluzole podria ser deguda al seu efecte 

sobre la captació de glutamat (Fumagalli et al., 2008). 
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1.6.4. Estrès oxidatiu 

Les espècies reactives d’oxigen, com l’anió superòxid, el peròxid d’hidrogen i el radical 

hidroxil (HO) es formen per la reducció parcial de l’oxigen. Així doncs, les ROS es generen de 

forma endògena com a conseqüència del procés de fosforilació oxidativa mitocondrial, per 

tant, són productes de l’activitat aeròbica del metabolisme (Cunha-Oliveira et al., 2020). 

Els mitocondris és un dels llocs més importants de producció intracel·lular de les ROS degut 

al seu paper fonamental en la producció d’ATP on l’oxigen molecular es redueix a aigua en la 

cadena de transport d’electrons (Brand, 2010; Kausar et al., 2018) i la fuga d’electrons 

afavoreix la formació de les ROS. Fora dels mitocondris també s’han identificat diferents 

enzims que poden produir ROS (Barber & Shaw, 2010). 

Ni el superòxid ni el H2O2 són altament reactius, però cada un d’ells pateix una reacció 

addicional per produir altres oxidants més potents. El superòxid reacciona ràpidament amb 

l’òxid nítric, un oxidant dèbil produït per l’òxid nítric sintasa (NOS), per produir peroxinitrit 

(ONOO-). Per altra banda, el peròxid d’hidrogen es descompon lentament en radical hidroxil 

en un procés que pot ser catalitzat per ions metàl·lics com el ferro en la reacció de Fenton 

(Koppenol & Koppenol, 2018; Pryor & Squadrito, 1995).  

Tant el radical peroxinitrit com el hidroxil són altament reactius capaços de danyar: 

proteïnes (canviant la seva conformació), lípids (alterant la membrana cel·lular oxidant els 

àcids grassos insaturats), l’ADN i l’ARN (Barber & Shaw, 2010). L’estrès oxidatiu apareix quan 

hi ha un desequilibri entre la producció de les ROS i la capacitat del sistema per eliminar-les 

o reparar el dany que han causat, és a dir, per una defensa antioxidant defectuosa. Es pot 

manifestar modificant l’estat redox de proteïnes essencials i per tant, de la seva activitat i 

funció que duen a terme (Barber & Shaw, 2010; Bodega et al., 2019). La defensa antioxidant 

cel·lular es composa d’antioxidants, tant enzimàtics com no enzimàtics (Phaniendra et al., 

2015). Els principals antioxidants enzimàtics són: la superòxid dismutasa, la catalasa, la 

glutatió peroxidasa, la glutatió reductasa i la tiorredoxina, totes amb un paper essencial en 

l’eliminació catalítica de les ROS. Per altra banda, els antioxidants no enzimàtics inclouen 

compostos de baix pes molecular com el glutatió, vitamines A, C i E, flavonoides i algunes 

proteïnes com l’albúmina, ceruloplasmina i metalotioneïna (Niedzielska et al., 2016). Una
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producció excessiva de ROS associada amb una defensa antioxidant ineficient representa 

una característica patològica de l’ELA (Tam et al., 2019). 

Diversos estudis han demostrat un augment de l'estrès oxidatiu en teixits postmòrtem de 

pacients amb ELA en comparació amb les mostres de controls sans. S’han trobat nivells 

elevats de carbonils a la medul·la espinal i al còrtex motor (Ferrante et al., 1997; Shaw et al., 

1995) així com també s’han detectat marcadors d’oxidació lipídica a la medul·la espinal, tots 

ells no es van trobar en mostres de pacients control sense la malaltia (Shibata et al., 2001). 

També s’ha detectat un augment d’un marcador de dany al DNA, 8-hidroxi-2'-

deoxiguanosina (8-OHdG), al LCR dels pacients amb ELA (Bogdanov et al., 2000; Ihara et al., 

2005) i de 4-hidroxinonenal, marcador de peroxidació lipídica (Simpson et al., 2004; R. G. 

Smith et al., 1998). 

Per tant, gràcies a la identificació de les mutacions en SOD1 com a causants de la malaltia, 

es va poder associar l’estrès oxidatiu amb l’ELA, ja que sota una absència funcional de SOD1 

no es pot fer front a l’augment de les ROS que estan provocant aquest estrès cel·lular 

(Barber & Shaw, 2010). A la Figura 7 es mostra l’associació entre l’estrès oxidatiu i l’ELA. 

 

Figura 7. Esquema representatiu de la relació entre la disfunció mitocondrial i l’estrès oxidatiu.  La 

disfunció mitocondrial i l’estrès oxidatiu són dos mecanismes dependents l’un de l’altre i són la base de 

la desregulació del balanç redox en l’ELA. L’augment de la producció de ROS, l’estrès de reticle i la 

desregulació transcripcional anormal de l’ARN són tot conseqüències de la disfunció mitocondrial i del 

sistema operatiu que contribueix a la mort de les motoneurones. A la vegada, aquests esdeveniments 

patològics provoquen altres efectes perjudicials correlacionats amb la formació de proteïnes mal 
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plegades que condueixen a la formació d’agregats citosòlics i mitocondrials insolubles i transport 

axonal alterat (Carrì et al., 2015). 

1.6.4.1. Compostos inductors d’estrès 

Els grànuls d’estrès es formen en resposta a diversos tipus de factors estressants, per aquest 

motiu, en aquest treball s’ha volgut analitzar aquesta resposta a l’estrès a les motoneurones 

en cultiu sota tres tipus d’estressos: peròxid d’hidrogen (estrès oxidatiu), sorbitol (estrès 

osmòtic) i polyinosinic:polycytidylic acid potassium salt (poly-IC) (estrès per ARN forà).  

El peròxid d’hidrogen és un líquid covalent miscible amb l’aigua i capaç de travessar 

fàcilment les membranes cel·lulars tot i que les vies que utilitza per fer-ho no s’han acabat 

de determinar (Halliwell et al., 2000). Múltiples articles han descrit nivells alts (generalment 

majors a 50µM) de H2O2 com citotòxics per una amplia gamma de cèl·lules animals, vegetals 

i bacterianes en cultiu, tot i que la mort cel·lular induïda ja sigui per apoptosi o necrosis 

depèn del tipus de cèl·lula, del seu estat fisiològic, la concentració de l’estressor o de la 

duració del tractament (Hampton & Orrenius, 1997; Imlay & Linn, 1987). Per tant, es pensa 

que el H2O2 és altament tòxic in vivo i s’ha d’eliminar ràpidament utilitzant enzims com 

catalases o peroxidases per tal d’evitar l’estrès oxidatiu (Bai et al., 1999; Halliwell et al., 

2000; A. Matsumoto et al., 1999). Com s’ha comentat anteriorment, en termes químics el 

peròxid és poc reactiu, no oxida fàcilment la majoria de molècules biològiques, ja sigui lípids, 

ADN o proteïnes (Halliwell et al., 2000; Hampton & Orrenius, 1997). El perill del peròxid rau 

en gran mesura de la seva ràpida conversió a radical hidroxil sent aquest molt reactiu amb 

qualsevol tipus de molècula (Ueda et al., 1996). 

El sorbitol és un dels sucres intermediaris en la via dels poliols. L’aldosa reductasa (AR) és el 

primer enzim de la via que converteix la glucosa en sorbitol. Aquest sorbitol generat 

seguidament es converteix en fructosa mitjançant la sorbitol deshidrogenasa (SDH). Així 

doncs, aquests enzims, tant la AR com la SDH formen part de la via dels poliols, la qual és 

una ruta alternativa del metabolisme de la glucosa que funciona en paral·lel amb la 

glucòlisis (Mahavir Singh et al., 2021). Diversos estudis han demostrat el paper de la 

hiperglucèmia en la patogènia de les complicacions microvasculars com la diabetis, la
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retinopatia, la nefropatia, la neuropatia i trastorns cognitius (Umegaki et al., 2013). Encara 

que no s’acaba de conèixer amb exactitud la base molecular de com la hiperglucèmia 

genera dany tissular, el mecanisme s’ha relacionat amb l’estrès oxidatiu i osmòtic degut al 

gran impacte de l’acumulació de sorbitol i productes finals de glicació avançada (AGEs) 

(Akileshwari et al., 2012). La glucosa que entra a les cèl·lules es metabolitza com s’ha 

comentat anteriorment per l’AR tot i que aquest enzim té una afinitat molt baixa per la 

glucosa, menys del 3% de la glucosa que entra es metabolitza per aquesta via en condicions 

fisiològiques normals. Tot i així,  la conversió de glucosa a sorbitol és més pronunciada en 

condicions de hiperglucèmia crònica i això comporta una acumulació de sorbitol dins de les 

cèl·lules fet que condueix a un augment de l’osmolalitat cel·lular i un esgotament del 

mioinositol (derivat del inositol necessari per regular l’acció de la insulina). Tot aquests 

canvis, podrien disminuir l’activitat de la bomba de sodi i potassi (Na-K-ATPasa) i 

possiblement canviar el potencial redox dins de la cèl·lula.  Per tant, si es manté en el temps 

aquesta cadena de successos, podria induir a un estrès osmòtic (Flier et al., 1987).  

Pel que fa a poly-IC, és un anàleg sintètic d’ARN de doble cadena (ARNbc) i un agonista del 

receptor tipo toll 3 (TLR-3). Activa el sistema immunitari innat humà amb la conseqüent 

regulació de la immunitat adaptativa (Chin et al., 2010; M. Matsumoto & Seya, 2008). 

L’evidència acumulada suggereix que poly-IC podria utilitzar-se com adjuvant de vacunes 

per tal de millorar la resposta immunitària innata i adaptativa. Estudis recents també han 

demostrat que l’activació de la senyalització de TLR-3 per poly-IC pot desencadenar 

directament l’apoptosi en algunes cèl·lules tumorals (Cheng & Xu, 2010). Degut a que la 

majoria dels virus produeixen ARN de doble cadena en algun moment durant la seva 

replicació i per tant activen el TLR-3 (Jacobs & Langland, 1996), s’ha utilitzat el poly-IC per tal 

d’imitar les infeccions causades per virus ja que també estimularà les activitats antivirals, 

com és l’activació del sistema immunitari innat. Les avantatges d’utilitzar poly-IC sobre els 

virus vius inclouen la seguretat, reproductibilitat de l’experiment i sobretot el control de les 

dosis i els temps (Cooper et al., 1988; Homan et al., 1972; Kimura et al., 1994). Com s’ha 

explicat anteriorment, un dels factors de risc per l’ELA descoberts recentment són les 

infeccions virals, i per aquest motiu, en aquest treball s’ha utilitzat poly-IC per tal d’imitar 

aquestes infeccions i veure’n els seus efectes sobre l’agregació de certes proteïnes.  
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1.6.5. Alteració en el transport axonal 

El tràfic intracel·lular és un procés essencial per mantenir l’estructura i la funció de tots els 

tipus cel·lulars, però especialment el de les neurones degut a la seva extrema polarització 

axó/dendrita. El transport axonal s’encarrega del moviment de proteïnes, ARNm, lípids, 

vesícules i orgànuls que es sintetitzen especialment al cos cel·lular o soma, i per tant, el 

transport és necessari per la seva correcta distribució cap a l’axó. A més a més, el transport 

axonal manté la comunicació essencial entre el cos cel·lular i les terminals sinàptiques que 

permet a les neurones que reaccionin al seu entorn a través per exemple, d’endosomes de 

senyalització (De Vos & Hafezparast, 2017). 

Es distingeixen dos tipus de transport axonal en funció de la velocitat del moviment: el 

transport axonal ràpid (50-400mm/dia o 0.6-5μm/s) i el transport axonal lent (0,2–

10mm/dia o 0,0002 –0,1μm/s). Tant el ràpid com el lent estan regulats pels mateixos 

mecanismes moleculars que van movent les cargues pel llarg dels microtúbuls amb l’única 

diferència en la velocitat que ve pautada segons les pauses que fan entre les diferents fases 

del transport (Black, 2016). Per altra banda, existeixen dos tipus de transport segons la 

direcció en la que es transporta els diferents components: el transport axonal anterògrad i 

el retrògrad. El transport anterògrad és el que s’encarrega del transport des del soma cap a 

la sinapsis i per contra, el retrògrad va en direcció contrària, és a dir, des del terminal de 

l’axó cap al cos cel·lular (Vallee et al., 1989). 

Les dues proteïnes motores associades als microtúbuls més importants són la dineïna i la 

quinesina. La dineïna citoplasmàtica consta de dos cadenes homodimeritzades i múltiples 

proteïnes accessòries i és un motor important que impulsa el transport retrògrad a les 

cèl·lules. Participa en una gran varietat de processos mòbils intracel·lulars, inclosa la mitosis, 

el manteniment de l’aparell de Golgi i el tràfic de vesícules membranoses (Holzbaur & 

Vallee, 1994; King, 2000). Gràcies a ratolins mutants per la dineïna es va poder observar que 

aquestes mutacions generaven neurodegeneració degut a un defecte en el transport axonal 

(Hafezparast et al., 2003; Kieran et al., 2005).  

Per altra banda, les proteïnes de la família de les quinesines són principalment les 

responsables del transport anterògrad a les terminacions nervioses (Hirokawa et al., 2010; 

Hirokawa & Takemura, 2005; Miki et al., 2001). 
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Particularment, KIF5A codifica per un membre de la quinesina-1, específica per les neurones 

i que per tant, es troba implicada en malalties neurodegeneratives (Reid et al., 2002). El 

mecanisme patològic pel qual actua es basa en la interrupció de la capacitat de KIF5A per 

unir-se als microtúbuls i per tant, genera problemes en el transport anterògrad (H. Song & 

Endow, 1998). A més a més, degut a que transporten moltes cargues importants per les 

neurones, com neurofilaments i mitocondris, la interrupció de la motilitat de la quinesina-1 

dóna lloc a una desregulació de l’homeòstasi axonal (Morfini et al., 2006). 

Les mutacions en components encarregats del transport axonal i per tant, els defectes en 

ell, és un esdeveniment comú que s’observa en diferents malalties neurodegeneratives com 

és el cas de l’ELA (Millecamps & Julien, 2013). Gràcies a diferents estudis in vivo en un model 

ratolí es van demostrar els defectes en el transport axonal. Es van aïllar motoneurones de 

ratolins G93A i es va registrar el temps que tarda en ser transportat fins al cos cel·lular un 

fragment de la toxina tetànica (transportat pel mateix compartiment que les neurotrofines). 

Els resultats van revelar un transport retrògrad mediat per la dineïna defectuós (Kieran et 

al., 2005). 

Per altra banda, en la malaltia humana, les primeres evidències que es van tenir sobre els 

defectes en el transport axonal van ser a partir de mostres postmòrtem que van revelar 

nombroses acumulacions anormals de neurofilaments fosforilats i mitocondris i lisosomes 

en l’axó proximal de les motoneurones més grans (Okada et al., 1995; Rouleau et al., 1996). 

Aquest neurofilament és una proteïna axoesquelètica que participa en el manteniment de la 

forma i estructura de les neurones (S. J. Andrews et al., 2018). S’expressa en gran mesura en 

els axons mielinitzats i s’allibera en el líquid intersticial del cervell després d’una lesió axonal 

(Hampel et al., 2018). Recentment, s’ha identificat com un biomarcador de 

neurodegeneració que es pot obtenir de forma mínimament invasiva a partir de mostres de 

plasma (Benedet et al., 2019; N. Mattsson et al., 2019). Diferents estudis van observar 

nivells elevats del neurofilament en pacients amb deteriorament cognitiu lleu i amb 

demència (N. Mattsson et al., 2019). 

Com ja s’ha explicat anteriorment, el dany mitocondrial està involucrat en la degeneració de 

les motoneurones en l’ELA. La síntesi d’energia que es produeix per part dels mitocondris és 

essencial per la correcta homeòstasi axonal i per tant, la disfunció en aquest orgànul juga un 

paper crític en la degeneració axonal. A la Figura 8 es mostra els dos tipus de transport i la 
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funció de diferents gens en aquest. Degut a que els mitocondris són transportats per la 

quinesina i el complex dineïna/dinactina (Hirokawa et al., 2010), els defectes en aquest 

transport donen lloc a una acumulació anormal de mitocondris. S’ha demostrat que aquests 

s’acumulen en els axons de les motoneurones espinals en models ratolins mutants per SOD1 

(Bilsland et al., 2010; Magrané & Manfredi, 2009) i en pacients amb ELAe (Sasaki & Iwata, 

1996), suggerint doncs, un deteriorament en el transport axonal en aquesta malaltia. De fet, 

en models SOD1 mutants es va observar directament un defecte en el transport axonal dels 

mitocondris en el nervi ciàtic ja durant l’etapa presimptomàtica de la malaltia (Bilsland et 

al., 2010). Per altra banda, diferents estudis han pogut demostrar que hi ha una disminució 

de la dinactina-1 en les MN dels pacients amb ELAe (Y. M. Jiang et al., 2005). A més a més, 

van poder observar que aquest fet passava abans de l’acumulació de neurofilaments 

fosforilats (Y. M. Jiang et al., 2007). La disminució de la dinactina-1 en els pacients amb ELAe 

sembla ser que és específic per les neurones motores ja que la seva expressió es manté en la 

resta de neurones. Per tant, es pot concloure que els baixos nivells d’aquesta proteïna en les 

MN està fortament associat amb la degeneració present en els pacients amb ELAe (Ikenaka 

et al., 2012). 

Així doncs, la presència de mitocondris amb una morfologia anormal, observada tant en 

models d’ELA com en pacients amb ELAe, indica que hi ha una degradació deficient 

d’aquests orgànuls degut a un transport retrògrad alterat (P. C. Wong et al., 1995). 
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Figura 8. Representació del transport axonal i els gens implicats. Les neurones depenen del transport 

axonal dels mitocondris pel seu requeriment d’ATP i per regular els nivells de calci. El transport axonal 

dels mitocondris es veu afectat en l’ELA associada a mutacions a SOD1 i TDP -43. La SOD1 mutant 

s’uneix al complex dineïna/dinactina necessari pel transport retrògrad retenint -lo al citosol. L’augment 

del calci citosòlic degut a la disminució del contacte entre el reticle i el mitocondri en mutants per 

SOD1, TDP-43 i FUS també pot contribuir a que els mitocondris deixin d’estar units a la quinesina. La 

pèrdua dels mitocondris condueix a la mort axonal (Als et al., 2021).  

1.7. Models experimentals 

Per tal d’avançar amb el coneixement de la malaltia existeixen diferents models 

experimentals per tal d’entendre els mecanismes de mort de les motoneurones i la 

fisiopatologia de l’ELA. Aquests inclouen models in vivo a partir d’animals que presenten 

degeneració de les MN i per altra banda models in vitro ja sigui a partir de diferents 

preparacions de medul·la espinal, amb models cel·lulars o amb cultius organotípics (Tovar-Y-

Romo et al., 2009). D’entre els models animals el més utilitzat és el SOD1-G93A tot i que 

posteriorment s’han creat molts d’altres amb diferents mutacions en SOD1 així com també 

en C9orf72 i FUS. També hi ha models en rates, en peixos i en mosques, tot i que són menys 

utilitzats (Gois et al., 2020). Pel que fa als models in vitro per l’estudi de l’ELA d’entre els 

més utilitzats es troba la línia cel·lular NSC-34 (Tovar-Y-Romo et al., 2009), la línia cel·lular 

limfoblastoide (Pansarasa, Bordoni, Drufuca, et al., 2018) i les cèl·lules mare pluripotents 

induïdes (Gois et al., 2020). En aquesta tesi s’ha utilitzat el model SOD1-G93A com a model 

in vivo i les cèl·lules mare pluripotents induïdes com a model in vitro. 

1.7.1. Ratolins transgènics mutants per SOD1 

Un gran avenç en la investigació de l’ELA va estar el descobriment de que aproximadament 

el 20% dels casos de la malaltia eren deguts a la mutació en SOD1 (Rosen et al., 1993). Quasi 

immediatament després es van desenvolupar ratolins transgènics que expressen la SOD1 

humana mutada. La mutació més coneguda consisteix en la substitució de la glicina per 

l’alanina en la posició 93 (G93A), tot i que s’han produït d’altres com la substitució de 

l’alanina per valina en la posició 4 (A4V) (Mark E. Gurney et al., 1994) i també el glutamat 

per arginina en la posició 37 (G37R) (P. C. Wong et al., 1995) i 85 (G85R) (Bruijn et al., 1997). 

El fenotip expressat per aquests ratolins, respecte l’edat d’inici dels símptomes i gravetat, és 
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directament proporcional a la quantitat de proteïna mutant expressada en el teixit, fet que 

assenta encara més la hipòtesi de la funció tòxica adquirida de SOD1 mutant (M E Gurney, 

2000). 

La malaltia en aquests ratolins transgènics comença amb debilitat a les potes del darrera i 

seguidament continua fins la paràlisis completa de les extremitats (Mark E. Gurney et al., 

1994). Les alteracions cel·lulars es caracteritzen principalment per la degeneració de les 

motoneurones i dels seus processos en les primeres etapes, seguit de la pèrdua neuronal i 

atròfia de la medul·la espinal en les últimes etapes (Dal Canto & Gurney, 1995). 

Al voltant dels 90 dies, apareixen els primers signes caracteritzats per tremolors d’una o més 

extremitats. Aproximadament una setmana més tard, els ratolins estenen les potes del 

darrera menys del normal quan són aixecats per la base de la cua. A mesura que avança la 

malaltia, aproximadament als 120 dies d’edat, apareix la debilitat muscular amb una 

marcada atròfia i els ratolins comencen a caminar de puntes. Dies més tard, els ratolins es 

troben rígids, arrastrant les potes del darrera. L’esperança de vida d’aquests ratolins és 

aproximadament de 150 dies, quan la paràlisis ja és total. Pel que fa al pes dels ratolins, 

arriben al seu màxim als 77 dies d’edat i a partir d’aquí comencen a perdre pes fins 

aproximadament un 20% quan arriben a l’etapa final. En l’avaluació histològica de la 

medul·la espinal lumbar s’observa que el nombre de motoneurones disminueix gradualment 

a mesura que avança la malaltia. Aproximadament als 60 dies d’edat el nombre de MN és 

similar als ratolins sans. En canvi, als 90 dies d’edat, la pèrdua de MN és significativa, 

aproximadament un 20% menys, coincidint en el moment en que els ratolins comencen amb 

els primers símptomes. Als 120 dies d’edat, la pèrdua de MN és d’un 40% aproximadament 

respecte a l’inici i ja en les etapes finals, als 150 dies, la pèrdua de motoneurones és de fins 

al 50% respecte a l’inici (Zhou et al., 2007). 

Degut a que no existeixen diferències evidents simptomàtiques o patològiques entre l’ELAf i 

l’ELAe, s’ha assumit que els mecanismes subjacents a ambdós tipus de malaltia són 

compartits. Per tant, els animals SOD1 transgènics s’han utilitzat àmpliament en nombrosos 

estudis relacionats amb l’ELA per tal d’entendre la fisiopatologia però també per tal de 

provar diferents fàrmacs i teràpies experimentals (Tovar-Y-Romo et al., 2009).
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Tot i així, aquest model no estaria englobant tots els casos de la malaltia, ja que existeixen 

d’altres que no tenen mutacions en SOD1, per tant, no és del tot exacte extrapolar els 

descobriments realitzats en aquests models als processos que succeeixen en pacients que 

no tenen la mutació (Juan C Corona et al., 2007). 

1.7.2. Cèl·lules mare pluripotents induïdes 

Els models animals ens proporcionen models econòmics per estudis de dany neuronals però 

existeixen diverses limitacions a l’hora de traduir el valor dels resultats al que realment 

passa en condicions humanes (Xiong et al., 2013). Per exemple, alguns fàrmacs candidats 

per la neuroprotecció han fallat durant els assajos clínics en humans després de donar 

resultats positius en els models animals (Marklund et al., 2006). 

Per aquest motiu, l’ús de les cèl·lules mare pluripotents induïdes són de gran interès. Les 

iPSC són cèl·lules derivades de la sang o de la pell que han estat reprogramades a un estat 

pluripotent semblant a l’embrionari, fet que permet el desenvolupament d’una font 

il·limitada de qualsevol tipus de cèl·lula humana amb una finalitat de recerca.  Les iPSC ens 

proporcionen informació fisiològicament rellevant sobre la mecànica de la lesió neuronal 

humana i la pèrdua de funció motora. Són una tecnologia innovadora que ens permet 

generar, per exemple, cèl·lules neuronals a partir de cèl·lules de pacients, eliminant així el 

problema de l’especificitat d’espècie inherent a l’ús de models animals  (C. Y. Chang et al., 

2018b). 

Les iPSC humanes es van establir per primera vegada al 2007 al laboratori de Shinya 

Yamanaka (Takahashi et al., 2007; Takahashi & Yamanaka, 2006). En general, les iPSC són 

semblants a les cèl·lules mare embrionàries (ESC) (Thomson et al., 1998) ja que són 

pluripotents i són capaces d’autorenovar-se in vitro. Per aquest motiu, la tecnologia de les 

iPSC pot evitar els problemes socials i ètics relacionats amb l’ús de les ESC (sol es poden 

obtenir d’embrions) (Takahashi et al., 2007). 

A partir de l’estudi de les ESC es van identificar quatre factors indispensables per la inducció 

de la pluripotència i també pel manteniment d’aquesta. Els quatre factors de transcripció 

són: Oct-3/4, Sox2, c-Myc i KLF4. Un cop obtingudes aquestes cèl·lules pluripotents, es 
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podran diferenciar al tipus cel·lular d’interès mitjançant diferents factors segons el tipus de 

cèl·lula (S. Yamanaka, 2007). 

La generació de iPSC és un procés lent, en el cas de cèl·lules de ratolins es tarda entre 1 i 2 

setmanes i per les cèl·lules humanes es tarda entre 3 i 4 setmanes (Ghaedi & Niklason, 

2020). Tot i així, recentment s’han fet diversos avenços per tal de millorar el temps que es 

tarda en generar les iPSC. Els protocols tradicionals pel cultius d’aquestes cèl·lules 

utilitzaven capes alimentadores de fibroblasts humans o de ratolins (Takahashi et al., 2007; 

J. Yu et al., 2009), són cultius que necessiten molt temps de preparació. Per aquest motiu, 

per tal d’avançar cap a sistemes de cultiu sense necessitat de capes alimentadores, s’han 

desenvolupat mètodes que inclouen Matrigel o altres proteïnes de la matriu extracel·lular 

(Ludwig et al., 2006) i també medis com el MTeSR que és el medi de cultiu més àmpliament 

publicat per les iPSC que ajuda a mantenir la pluripotencialitat (M. Shi et al., 2011). 

Entre les condicions més complexes i variades de la tecnologia de les iPSC s’han utilitzat per 

a transplantaments, per tractar la degeneració muscular, per transplantaments de còrnia, 

per insuficiència cardíaca, per la diabetis i la immunoteràpia (C.-Y. Chang et al., 2018a). Com 

a model de malalties in vitro, les iPSC derivades de pacients s’han utilitzat àmpliament per 

l’estudi de tots els aspectes de la biologia cel·lular de la malaltia, per estudis de fenotips i 

per la detecció continua de fàrmacs. Mitjançant l’ús de les iPSC derivades de cèl·lules 

somàtiques dels pacients, els investigadors poden obtenir diferents tipus de cèl·lules 

patogèniques directament dels pacients que potencialment poden compartir els mateixos 

mecanismes de malaltia per al descobriment de fàrmacs. Per a l’estudi de malalties 

neurodegeneratives, les iPSC es diferencien a diferents tipus de neurones i glia per tal 

d’imitar el procés de desenvolupament del SNC. Les neurones diferenciades derivades de les 

iPSC i la glia tenen una gran capacitat per modelar diferents malalties neurodegeneratives 

entre elles l’Alzheimer, l’ELA i l’atròfia muscular (C. Y. Chang et al., 2018b). 
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1.8. Processos cel·lulars afectats en l’ELA 

1.8.1. Tràfic endosomal 

La família de les proteïnes Rab és una classe de GTPases on s’han identificat 

aproximadament 70 membres en els mamífers, entre elles Rab5 i Rab7. 

Rab5 és una petita GTPasa que alterna entre una forma inactiva unida a GDP i una forma 

activa unida a GTP per tal de fer les seves funcions biològiques (Barbieri et al., 1994; Bucci et 

al., 1992). L’activació de Rab5 necessita GEF, per contra, la inactivació està regulada per les 

proteïnes activadores de la hidròlisis de GTP (GAP) (Haas et al., 2005). Per tant, Rab5 està 

sota el control dual tant de les GEFs com de les GAP (W. Xu et al., 2018). 

Rab5 és el regulador principal de la biogènesis i tràfic de l’endosoma (Gorvel et al., 1991; 

Zerial & McBride, 2001) i juga un paper clau en la maduració de l’endosoma primerenc a 

l’endosoma tardà (Rink et al., 2005; Russell et al., 2012). Aquest procés està regulat per un 

canvi seqüencial d’activitat des de l’endosoma primerenc Rab5+ a l’endosoma tardà Rab7+, 

procés anomenat conversió de Rab (Poteryaev et al., 2010). L’activació sostinguda de Rab5 

resultarà amb la interacció amb un complex on es troba una altra proteïna, Rab7, present 

als endosomes tardans i com a conseqüència, es converteix d’endosomes primerencs Rab5+ 

a endosomes tardans Rab7+ (W. Xu et al., 2018). Així doncs, Rab5 regula els primers passos 

de l’endocitosi. Diversos efectors com les fosfatidilinositol 3 quinases (Horiuchi et al., 1997; 

Simonsen et al., 1998), s’uneixen específicament a la forma activa de Rab5, és a dir, a la 

forma unida a GTP, regulant l’ancoratge i la fusió dels endosomes primerencs (Mu et al., 

1995; Stenmark et al., 1994).  

Per altra banda, Rab7 ocupa un nexe crític en la via endocítica ja que s’encarrega del canvi 

d’endosomes primerencs a tardans i després en el seu tràfic i fusió a lisosomes (Agola et al., 

2012). Tot i així, diverses opinions contradictòries s’han posat de manifest sobre el paper 

exacte de Rab7 ja que alguns investigadors informen que Rab7 solament participa en el pas 

de conversió d’endosomes primerencs a tardans (Schwartz et al., 2008) i d’altres informen 

d’un únic paper en el tràfic entre els endosomes tardans i els lisosomes (Ceresa & Bahr, 

2006). Amb els anys, diferents investigadors (Vanlandingham & Ceresa, 2009), van realitzar 

estudis amb ARN d’interferència (ARNi) i van observar que en absència de Rab7 el tràfic 
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entre endosomes primerencs i tardans no va canviar però si es va bloquejar la sortida dels 

endosomes tardans. A més, va provocar una acumulació d’endosomes tardans i una 

disminució del nombre i mida dels lisosomes.  

Així doncs, com s’ha comentat anteriorment, algunes de les proteïnes Rab es localitzen en 

els compartiments endocítics dels endosomes primerencs com Rab5 (Bucci et al., 1992; Van 

Der Sluijs et al., 1991) i altres, com Rab7, en els endosomes tardans (Lombardi et al., 1993; 

Soldati et al., 1995). Per tant, tant Rab5 com Rab7, són dues proteïnes molt importants en la 

via endocítica. A la Figura 9 es mostra un esquema de la funció tant de Rab5 com de Rab7 

en la via endocítica. Aquesta via és la responsable de mantenir l’homeòstasi cel·lular al 

internalitzar, classificar, reciclar i/o degradar diferents tipus de molècules (Huotari & 

Helenius, 2011). Les Rab serveixen com signatures moleculars als endosomes, regulant la 

seva biogènesis i les seves funcions (Pfeffer, 2017; Zerial & McBride, 2001; Zhen & 

Stenmark, 2015). 

 

Figura 9. Representació de l’associació de les proteïnes Rab en la formació dels endosomes.  La 

maduració endosomal depèn de l’activació de la GTPasa Rab5 a la membrana dels endosomes 

primerencs. En última instància s’uneix Rab7, desplaçant Rab5, per tal d’acabar formant l’endosoma 

tardà (Law & Rocheleau, 2017).  
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Hsu i els seus companys (Hsu et al., 2018) en els seus estudis van poder observar que Rab5 

es trasloca des de la membrana dels endosomes primerencs als mitocondris sota una 

situació d’estrès oxidatiu. Aquest procés és reversible i va acompanyat d’un augment 

d’endosomes Rab5+ en contacte amb els mitocondris. Curiosament, l’activació de Rab5 als 

mitocondris depèn d’Alsina, proteïna codificada pel gen ALS2, gen mutat en l’ELA. Van 

demostrar en cultius de motoneurones derivades de cèl·lules mare pluripotents induïdes i 

deficients en Alsina que eren defectuoses en la re-localització de Rab5 als mitocondris i 

mostren una major susceptibilitat a l’estrès oxidatiu. Per tant, gràcies a aquests 

descobriments, es defineix una via mitjançant la qual Alsina catalitza l’assemblatge de la 

maquinària endocítica de Rab5 als mitocondris. Els defectes en la detecció d’estrès per part 

dels endosomes podrien ser crucials pel control de la qualitat mitocondrial durant les 

primeres etapes de l’ELA. Si els endosomes no són capaços de detectar l’estrès, no inicien la 

via endocítica i en conseqüència, no es podran eliminar les diverses partícules que estan 

generant aquest estrès, posant en risc als mitocondris.   

1.8.2. Comunicació entre orgànuls 

Les proteïnes associades a VAMP (VAP) tenen la capacitat d’associar-se amb les proteïnes de 

membrana associades a vesícules (VAMP) (Skehel et al., 1995). Són proteïnes localitzades al 

reticle endoplasmàtic i funcionen com adaptadores, reclutant una gran varietat de proteïnes 

a la superfície del RE (Dudás et al., 2021; Lev et al., 2008; S. E. Murphy & Levine, 2016). Els 

vertebrats expressen dos isoformes d’aquesta proteïna, VAPA i VAPB, que comparteixen 

gran part de la seva seqüència. Les proteïnes VAP poden formar homodímers o també 

dímers VAPA-VAPB (Kanekura et al., 2006; Y. Nishimura et al., 1999). 

Un conjunt important de proteïnes que interactuen amb VAP serveixen de pont que 

connecten el RE amb pràcticament tots els demés orgànuls de la cèl·lula. Alguns dels 

orgànuls amb els quals interactuen són els mitocondris, l’aparell de Golgi, peroxisomes i 

també endosomes (James & Kehlenbach, 2021). D’aquesta forma es localitzen molt a prop 

regions del RE amb altres membranes dels orgànuls, formant estructures conegudes com 

llocs de contacte de membrana (MCS). Aquestes estructures són importants ja que 

permeten la comunicació entre els orgànuls en absència de fusió entre les dues membranes. 
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Són llocs on es produeixen molts canvis de lípids i de calci (Cockcroft & Raghu, 2018; Marchi 

et al., 2014; Phillips & Voeltz, 2016; Prinz et al., 2020). 

No es diferencia les funcions entre la isoforma VAPA i VAPB ja que el grau de superposició 

entre les funcions de ambdues encara no està del tot clar. De fet, investigacions 

sistemàtiques del interactoma VAP no han aconseguit revelar cap diferència important 

entre les dues (Cabukusta et al., 2020). Poder comprendre amb claredat la funció de cada 

una d’elles ajudaria a entendre el mecanisme patogènic de les mutacions en aquesta 

proteïna (Borgese et al., 2021). 

Degut a que VAPA i VAPB són proteïnes integrals del RE, i que tenen un paper destacat en la 

unió del RE a la superfície citosòlica de la resta dels orgànuls, són importants en la 

comunicació interorgànica i per aquest motiu, mutacions en elles són causants de diferents 

malalties neurodegeneratives com per exemple la demència frontotemporal, l’Alzheimer, el 

Parkinson, l’atròfia muscular espinal i l’ELA. (Dudás et al., 2021; Phillips & Voeltz, 2016; Prinz 

et al., 2020). 

S’ha observat que en la majoria del teixits analitzats, incloent la medul·la espinal, VAPA 

s’expressa en nivells més alts que VAPB, tant a nivell d’ARNm com de proteïna (Cabukusta et 

al., 2020). Per altra banda, en ratolins es va observar que la desactivació de VAPA era letal 

per l’embrió (McCune et al., 2017), mentre que l’eliminació de VAPB era compatible amb la 

supervivència fins l’edat adulta (Kabashi et al., 2013). Aquesta diferència podria ser degut a 

la major abundància de VAPA i per tant, la seva absència dóna lloc a una major reducció del 

conjunt total de VAP que no pas la depleció de VAPB. Alternativament, també podria ser 

degut a l’existència d’una funció essencial que desenvolupa VAPA i no VAPB (Borgese et al., 

2021). 

Al 2004 es va descobrir una mutació missense al gen VAPB que era la causa d’una forma de 

ELAf, coneguda com ELA8 (Y. min Sun et al., 2017; van Blitterswijk et al., 2012). Com s’ha 

explicat anteriorment, l’agregació de proteïnes és una característica de molts trastorns 

neurodegeneratius, entre ells, l’ELA. En models cel·lulars d’ELA8 s’ha trobat una inclusió 

peculiar caracteritzada estructuralment per la presència de perfils membranosos derivats 

del RE (Papiani et al., 2012; Teuling et al., 2007). S’han identificat diverses mutacions en 

VAPB que causen ELA8 però fins al moment solament s’ha estudiat la mutació P56S (Kabashi
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et al., 2013; A. L. Nishimura et al., 2004). Aquesta mutació provoca una ràpida 

oligomerització i agregació de VAPB mutant, i s’acumula en múltiples inclusions (L. Qiu et al., 

2013; Tudor et al., 2010). S’han proposat diferents mecanismes pels quals VAPB mutant 

causa ELA, incloent pèrdua de funció, guany de funció tòxica o inclús que la VAPB mutada 

recluta VAPA i VAPB de tipus salvatge, reduint doncs la funció d’ambdues proteïnes (Han et 

al., 2012; Kanekura et al., 2006; Papiani et al., 2012). Degut a les múltiples funcions en les 

que es troben implicades les VAP, és impossible assignar el gen VAPB a cap de les categories 

funcionals en les que s’han classificat els gens lligats a l’ELA, ja que de fet, encaixaria en molt 

d’ells (Borgese et al., 2021). 

1.8.3. Síntesi lipídica 

Són molts els estudis publicats que demostren que una desregulació del metabolisme dels 

lípids constitueix una part important en la patogènesi de l’ELA i que els lípids podrien ser 

útils com a biomarcadors i dianes terapèutiques (Agrawal et al., 2022). 

A partir de diferents estudis s’ha pogut demostrar que els lípids poden jugar un paper clau 

en la toxicitat, ja que la desregulació dels lípids al SNC i la seva circulació en pacients amb 

ELA s’ha associat clínicament amb la gravetat de la malaltia, al deteriorament funcional i a la 

supervivència d’aquests (Desport et al., 2006; Steyn et al., 2018; Van den Bergh et al., 1978). 

En un estudi van poder observar que la medul·la espinal dels pacients amb ELA presentaven 

una disminució significativa en el contingut d’àcids grassos poliinsaturats (PUFA) de la 

família n-3, mentre que en el còrtex frontal es trobaven augmentats. Els canvis en el perfil 

lipídic comporten canvis significatius en l’índex de doble cadena i en el rati n6/n3. Així 

doncs, aquests índexs podrien indicar la potencial vulnerabilitat de les membranes al dany 

peroxidatiu (E. V. Ilieva et al., 2007). Anys més tard, en un altre estudi, es va observar que 

nivells elevats d’àcid araquidònic contribueixen a la disfunció i a la mort de les 

motoneurones en l’ELA (H. Lee et al., 2021).  

A més a més, recentment, s’han associat mutacions causals al gen serina 

palmitoiltransferasa subunitat bàsica 1 de cadena llarga (SPTLC1) als mecanismes patogènics 

de l’ELA. El gen SPTLC1 codifica per una proteïna important per la biosíntesi d’esfingolípids. 

Així doncs, s’han trobat casos d’ELA amb mutacions en aquest gen donant lloc a una síntesi 

sense restriccions d’esfingolípids. Aquests resultats suggereixen que alteracions en el 
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metabolisme dels lípids podrien impulsar la patogènesi de l’ELA (Johnson et al., 2021; 

Mohassel et al., 2021).  

Diferents estudis també han pogut comprovar els beneficis d’una dieta rica en lípids per tal 

d’augmentar la supervivència en un model de ratolí amb ELA (Dupuis et al., 2004) i alentir la 

progressió de la malaltia (Ahmed et al., 2017; Johannes Dorst et al., 2013). Per altra banda, 

també s’ha pogut observar que els pacients amb nivells sèrics elevats de triglicèrids (J. Dorst 

et al., 2011) i una correcta proporció de lipoproteïnes de baixa densitat (LDL)/lipoproteïnes 

d’alta densitat (HDL) tenen una supervivència perllongada de quasi un any (Meininger et al., 

2009). 

Per tant, totes aquestes observacions indiquen la importància d’un correcte metabolisme 

dels lípids per tal de prevenir certes malalties, entre elles, l’ELA. Per aquest motiu en 

aquesta tesi, s’han volgut analitzar quatre proteïnes implicades: la proteïna transportadora 

d’esterols (SCP2), l’àcid gras desaturasa 2 (FADS2), la proteïna quinasa C βII (PKCβII) i la 

fosfolipasa C β1 (PLCβ1). 

1.8.3.1. SCP2 

SCP2 codifica per una proteïna pro-SCP2 de 15kDa que després d’un processament acaba 

donant lloc a la proteïna SCP2 madura de 13kDa (Ohba et al., 1995). Es pot trobar tant en els 

peroxisomes, degut a una seqüencia que va dirigida a ells, però també en el citosol (Keller et 

al., 1989; T. Mori et al., 1991). 

És una proteïna que s’expressa en gran mesura a les glàndules suprarenals, testicles, ovaris, 

fetge i intestí, és a dir, en tots els teixits que necessiten una alta taxa del metabolisme del 

colesterol (Scallen et al., 1985). S’ha demostrat que SCP2 juga un paper important en la 

transferència i metabolisme de lípids (Galano et al., 2022), particularment del colesterol 

(Colles et al., 1995; Stolowich et al., 1999) i els hidroperòxids de colesterol (Kriska et al., 

2010). Es suggereix que SCP2 és efectiu per millorar el tràfic d’esterols, tant des de les 

membranes plasmàtiques a les membranes microsomals com des de les membranes 

plasmàtiques als mitocondris (Frolov et al., 1996). També participa en la distribució del 

colesterol fora de la membrana plasmàtica a altres localitzacions cel·lulars com en les gotes 

lipídiques (B P Atshaves et al., 2000; Clark, 2012).  
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La regulació del tràfic del colesterol és una de les seves funcions més importants, tot i que, 

tal i com s’ha comentat anteriorment, també es troba involucrada en el transport i 

metabolisme d’altres lípids, incloent els àcids grassos, els acetil-CoA i alguns fosfolípids (N. 

C. Li et al., 2016). SCP2 és important també pel transport d’àcids grassos als peroxisomes 

per la seva oxidació i cap al RE per la incorporació de fosfolípids (Barbara P Atshaves et al., 

2003; E. J. Murphy et al., 2000). A la Figura 10 es mostra la funció de SCP2 i la seva 

importància en el metabolisme del colesterol i altres lípids. 

 

Figura 10. Funció de SCP2 en el transport i metabolisme del colesterol i altres lípids.  SCP2 pot 

transportar el colesterol entre diverses membranes cel·lulars i orgànuls, com la membrana plasmàtica, 

els mitocondris, les gotes lipídiques, el RE, els lisosomes i els peroxisomes. Els intermediaris del 

colesterol també s’oxiden als peroxisomes per la síntesis d’àcids biliars. A més a més del transport del 

colesterol, SCP2 juga un paper important en el transport d’àcids grassos, fosfolípids i esfingolípids. És 

clau també per la β-oxidació peroxisomal (Galano et al., 2022). 

Estudis recents han demostrat un augment de fins a sis vegades els nivells d’èsters de 

colesterol en ratolins G93A (Chaves-Filho et al., 2019), fet que podria estar relacionat amb 

un augment de la funció de SCP2 en aquest model.  
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1.8.3.2. FADS2 

L’àcid gras desaturasa 2 és un membre de la família de gens d’àcids grassos desaturasa. Els 

enzims desaturasa regulen la insaturació dels àcids grassos de cadena llarga mitjançant la 

introducció de dobles enllaços entre carbonis de la cadena d’acil-gras. Degut al splicing 

alternatiu que pateix aquest gen, existeixen diferents isoformes. En concret, FADS2, es troba 

unida a la membrana del reticle endoplasmàtic (Bláhová et al., 2020). 

FADS2 actua com un acil-coenzim A (CoA) desaturasa que introdueix un doble enllaç cis en 

la cadena d’acil (L. Ge et al., 2003). L’àcid α-linolènic (ALA, 18:3n-3) i l’àcid linoleic (LA, 

18:2n-6) i serveixen com substrats per altres àcids grassos importants. A la Figura 11 es 

mostra la via en la que es troba implicat el gen FADS2. Per inserció de dobles enllaços en la 

cadena d’acil i per elongació els PUFA es sintetitzen a partir de l’ALA i del LA. Aquests es 

poden convertir per la FADS2 en àcid estearidònic (18:4n-3) i àcid γ-linolènic (GLA, 18:3n-6) 

respectivament. El cicle consisteix en successives elongacions i dessaturacions, per acabar 

sintetitzant àcid docosahexaenoic (DHA, 22:6n-3) i àcid docosapentaenoic (DPA, 22:5n-6) 

(Glaser et al., 2010).  

 

Figura 11. Via convencional dels PUFA n-3 i n-6. La via convencional consisteix en l’alternança 

d’elongació i dessaturació. FADS2 actua tant en l’àcid α -linolènic (18:3n-3) com en l’àcid linoleic 

(18:2n-6). Primer es produeix una elongació d’ambdós amb una posterior dessaturació, donant lloc a 

l’àcid estearidònic (18:4n-3) i àcid γ-linolènic (18:3n-6) respectivament. A partir de successives 

elongacions i dessaturacions s’acaba formant DHA (22:6n -3) i DPA (22:5n-6) (W. J. Park et al., 2009).
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El DHA és un àcid gras poliinsaturat que generalment es localitza a les membranes cel·lulars 

com un component de fosfolípids. El SNC és especialment ric en DHA (Meharban Singh, 

2005) i en aquest sistema regula processos inflamatoris (Serhan et al., 2008), la formació de 

components de membrana pre i postsinàptics (Chytrova et al., 2010; Jackson et al., 2012) i 

també promou processos de desenvolupament i memòria (Guesnet & Alessandri, 2011; L. K. 

Lee et al., 2013). En un estudi es va poder observar una disminució dels nivells de DHA en 

mostres postmòrtem de medul·la espinal de pacients amb ELA, suggerint una contribució 

dels canvis en el metabolisme dels àcids grassos en la patogènia de la malalta (E. V. Ilieva et 

al., 2007). En un altre estudi realitzat amb el model de ratolí G93A, van poder comprovar 

com la suplementació dietètica amb DHA allargava la supervivència d’aquest ratolí, prevenia 

la pèrdua de pes i millorava la funció motora, suggerint un efecte neuroprotector d’aquest 

àcid gras (Torres et al., 2020).  

Els PUFA, és a dir, els precursors del DHA, molt sovint es denominen nutrients 

condicionalment essencials, això significa que, independentment de com l’organisme sigui 

capaç de produir-los, aquesta producció endògena no és suficient per satisfer la demanda i 

per tant les biomolècules de PUFA s’han d’obtenir de través de la dieta. Es suposa que la 

producció endògena serveix com un mecanisme de compensació que ajuda als organismes a 

mantenir l’homeòstasi en condicions ambientals de poca disponibilitat de PUFA (Bláhová et 

al., 2020).  

Així doncs, alteracions en el gen FADS2 contribuiran de manera directa en la síntesi de DHA. 

Degut al coneixement que es té sobre la disminució dels nivells d’aquest àcid gras, podria 

ser que la funció d’aquest gen estigui sent alterada en la malaltia, contribuint doncs en la 

patogènesi.  

1.8.3.3. PKCβII 

La proteïna quinasa C (PKC) és una família de proteïnes quinases que inclou 8 isoformes: 

PKCα, PKCβΙ, PKCβΙΙ, PKCγ, PKCδ, PKCɛ, PKCθ y PKCη i controlen l’activitat de proteïnes 

mitjançant la fosforilació dels seus residus serina/treonina (Lei et al., 2022). 

Tradicionalment, les PKC s’han descrit com enzims sensibles a lípids que s’activen per 

receptors de factors de creixement. A la Figura 12 es mostra les diferents vies en la que està 
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implicat PKC. Aquests receptors, un cop actius, estimulen la fosfolipasa, enzim que hidrolitza 

la fosfatidilinositol 4,5-bifosfat (PIP2) per generar diacilglicerol (DAG) que activa la PKC i 

inositol trifosfat (IP3). Concretament la isoforma PKCβΙΙ està involucrada en el metabolisme 

del DAG. (Steinberg, 2008).  

 

Figura 12. Vies d’activació de la PKC. El fosfatidilinositol és hidrolitzat per la fosfolipasa C per produir 

DAG i IP3. IP3 s’uneix als receptors de IP3 al RE, produint -se una alliberació de calci. La fosfolipasa A2 

produeix àcid araquidònic, mentre que la fosfolipasa D hidrolitza la fosfatidilcolina per produir colina i 

àcid fosfatídic que s’hidrolitza ràpidament a 1,2 -DAG. Així doncs, el 1,2-DAG, l’àcid araquidònic i el calci 

activen la PKC. La quinasa dependent de fosfatidilinositol (PIDK) és la responsable de fosforilar la PKC, 

necessari per l’activació completa (Nelson et al., 2008). 

A més a més, les PKC en general també juguen altres papers importants en una àmplia 

varietat de processos cel·lulars, com en la proliferació cel·lular, la supervivència/mort 

cel·lular i les respostes a estrès oxidatiu (Mochly-Rosen et al., 2012). En particular, s’ha 

demostrat que les PKC promouen la generació de ROS (Inoguchi et al., 2003; Mochly-Rosen 

et al., 2012). Els nivells augmentats de ROS poden amplificar encara més la senyalització per 

PKC, formant així un circuit de retroalimentació positiva (H. B. Lee et al., 2004). A més a 

més, un estudi recent va demostrar que la peroxidació de lípids activa també PKCβII, 

posteriorment, la PKCβII activa és capaç d’amplificar encara més la peroxidació lipídica, 

generant un cop més un circuit de retroalimentació positiva (H.-L. Zhang et al., 2022).  
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1.8.3.4. PLCβ1 

PLCβ1 és un membre de la família de proteïnes de les fosfolipases. Les fosfolipases són un 

grup d’enzims que hidrolitzen els fosfolípids en àcids grassos i altres molècules lipofíliques. 

Hi ha quatre classes principals: fosfolipasa A, fosfolipasa B, fosfolipasa C i fosfolipasa D 

(Liang et al., 2021). 

La seva funció principal és catalitzar la síntesi de IP3 i DAG a partir de PIP2 (Ngoh et al., 

2014; Spyridakis et al., 2010). A la Figura 13 es mostra la via en la que està implicat PLCβ1. 

IP3 és un missatger intracel·lular soluble important en la regulació de la proliferació cel·lular 

(TAYLOR & RICHARDSON, 1993). Per altra banda, DAG és un component bàsic de les 

membranes cel·lulars, un intermediari en el metabolisme dels lípids i un element clau en la 

senyalització mitjançada per lípids. La generació i/o el consum deficients d’aquests, tenen 

efectes greus en el desenvolupament d’òrgans i en el creixement cel·lular (Carrasco & 

Mérida, 2007) i per això mutacions en aquest gen s’han associat a diferents tipus de càncer 

(Human et al., 1995; Sengelaub et al., 2016). 

 

Figura 13. Diagrama de la via en la que participa PLCβ1.  PLCβ1 és una fosfolipasa encarregada de 

catalitzar la formació de inositol trifosfat i diacilglicerol a partir de fosfatidilinositol bifosfat (Poli et al., 

2013). 

Gràcies a la informació que es té sobre aquesta proteïna es sap que està associada amb 

diverses malalties, com l’esquizofrènia (Poduri et al., 2012), l’encefalopatia epilèptica 

(McTague et al., 2013) i la distròfia miotònica (Faenza et al., 2012). A més a més, degut a la 
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seva importància com a intermediari en el metabolisme dels lípids també es troba 

involucrada en diferents malalties on aquest procés es troba alterat.  

1.8.4. Alteració en proteïnes peroxisomals 

Els peroxisomes són uns compartiments en forma de sac dins de les cèl·lules amb múltiples 

funcions, entre elles la β-oxidació d’àcids grassos, la biosíntesi de fosfolípids d’èter i el 

metabolisme de les ROS (Delille et al., 2006). Degut a les importants funcions que 

desenvolupen i que totes elles poden estar alterades en l’ELA, s’han volgut analitzar 

diferents proteïnes presents en aquests orgànuls.  

1.8.4.1. AGPS 

El gen alquilglicerona fosfat sintasa (AGPS) codifica per un enzim que es troba als 

peroxisomes i és el responsable d’un pas crític en la producció d’unes molècules lipídiques 

anomenades plasmalògens (Stazi et al., 2019). Aquestes molècules es troben en les 

membranes cel·lulars de tot el cos. També són abundants en la mielina. Els plasmalògens 

són importants ja que ajuden a protegir les cèl·lules de l’estrès oxidatiu quan s’acumulen 

radicals lliures, o també perquè ajuden a les interaccions entre lípids i proteïnes, amb la 

transmissió de senyals químiques entre les cèl·lules i amb la fusió de membranes cel·lulars 

(Braverman & Moser, 2012).  

Mutacions en el gen AGPS s’han associat a una malaltia hereditària, la condroplàsia 

punctata rizomèlica (RCDP). És un trastorn peroxisomal autosòmic recessiu que intervé en el 

desenvolupament normal de moltes parts del cos. Els pacients amb aquesta malaltia tenen 

moltes anomalies esquelètiques i també discapacitat intel·lectual (Phadke et al., 2010; Stoll 

et al., 1989). A més a més, degut a la funció que desenvolupa AGPS, tenen deficiències en 

els nivells de plasmalògens (Duker et al., 2017). 

Pel que fa a l’ELA, s’han identificat alteracions en els nivells de plasmalògens en fibroblasts 

de pacients amb la malaltia (Veyrat-Durebex et al., 2019). Per aquest motiu, AGPS podria 

estar jugant un paper important en la malaltia i mutacions en aquest gen podrien estar 

contribuint en les alteracions dels nivells de plasmalògens. 
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1.8.4.2. PMP70 

La proteïna de membrana peroxisomal (PMP70) de 70kDa de massa molecular, és la 

proteïna codificada pel gen ABCD3 que va ser el primer transportador ABC peroxisomal que 

es va identificar i a més és la proteïna peroxisomal més abundant (Imanaka et al., 1999; 

Kamijo et al., 1990). Els transportadors ABC són una superfamília de proteïnes unides a la 

membrana on la seva estructura i funció han estat molt conservades al llarg de l’evolució.  

PMP70 participa en el transport de diversos lípids a través de la membrana peroxisomal 

(Braiterman et al., 1998). ABCD3, a diferència de la resta de gens de la família ABC, mostra 

especificitat de substrat més àmplia ja que està involucrat en el transport d’àcids grassos de 

cadena llarga, però també en el transport d’àcids dicarboxílics, àcids grassos de cadena 

ramificada i alguns intermediaris d’àcids biliars (Van Roermund et al., 2014). En alguns 

estudis s’ha pogut demostrar que ratolins knock-out per ACBD3 presentaven una 

acumulació de intermediaris d’aquests àcids biliars (Ferdinandusse et al., 2015). A més, 

estudis més recents també han demostrat que es necessita ABCD3 pel transport d’àcids 

grassos de cadena mitja a través de la membrana peroxisomal (Violante et al., 2019).  

En un estudi van observar una disminució de PMP70 en les neurones motores de ratolins 

G93A i a més, aquesta disminució era depenent de l’edat, suggerint que els peroxisomes es 

troben sota una situació d’estrès crònic (H. S. Ilieva et al., 2003).  

1.8.5. Formació de grànuls d’estrès 

La condensació biomolecular és una estratègia vital de l’organització cel·lular que regula una 

gran varietat de funcions biològiques (Banani et al., 2017). Una d’aquestes funcions és la 

regulació del metabolisme de l’ARN, que es produeix en grànul de RNP (Buchan, 2014; 

Gomes & Shorter, 2019). Els grànuls de RNP són assemblatges dinàmics d’ARN i proteïnes 

que es troben tant en el nucli (per exemple: nuclèols, cossos de Cajal) com en el citoplasma 

(per exemple: grànuls d’estrès). Cada tipus de grànul RNP té una identitat diferent definida 

per la seva estructura i les seves propietats com la viscositat o l’elasticitat, i també segons la 

seva localització subcel·lular i les seves funcions (P. Yang et al., 2020). 
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Els grànuls de RNP es formen per separació de fases líquid-líquid, que succeeix quan els ARN 

carregats de proteïnes dispersos pel citoplasma o nucleoplasma s’uneixen a un estat 

concentrat (fase condensada). En aquesta fase, els ARN altament conservats i les proteïnes 

d’unió a l’ARN es comporten com un sol orgànul amb propietats similars a les d’un líquid 

(Buchan et al., 2013).  

La dinàmica deteriorada dels grànuls de RNP est troba implicada en certes condicions 

patològiques i en certes situacions d’estrès, on es troben per tant, incloses les malalties 

neurodegeneratives (Mathieu et al., 2020). Un tipus important de grànul RNP, com s’ha 

comentat anteriorment, són els grànuls d’estrès, compartiments cel·lulars sense membrana 

que es formen en resposta a una gran varietat de factors estressants (Ivanov et al., 2019). 

L’assemblatge dels GS és crucial per la supervivència cel·lular ja que aquests grànuls estan 

implicats en la regulació de la traducció, l’emmagatzematge i l’estabilització d’ARNm i en la 

senyalització cel·lular durant l’estrès (Marcelo et al., 2021). L’assemblatge d’aquests GS es 

correlaciona amb la detenció del inici de la traducció, que s’acompanya amb un augment de 

la concentració citoplasmàtica d’ARNm sense recobriment (Panas et al., 2016). El 

mecanisme implicat en la formació d’aquests GS no està ben definit, tot i que es tenen 

coneixements de l’anàlisi proteòmic dels nuclis dels GS (Jain et al., 2016) que han permès 

saber part del contingut proteic d’aquests grànuls (Jain et al., 2016; Khong et al., 2017). 

Aquests estudis impliquen a cents de proteïnes diferents i milers d’ARN diferents com a 

constituents dels grànuls d’estrès, però no rebel·len el mecanisme d’assemblatge (P. Yang et 

al., 2020). 

1.8.5.1. G3BP1 

Diversos estudis han implicat a diverses RBP com a essencials per a la formació dels GS, 

incloent entre d’altres a G3BP1 (Kedersha et al., 2016). G3BP1 és fonamental per la 

formació de grànuls d’estrès, ja que funciona com un interruptor que regula la separació de 

fases líquid-líquid necessària per la formació d’aquests grànuls (Taylor & Cleveland, 2017). A 

la Figura 14 es mostra la funció de G3BP1 en la formació dels GS. Tot i així, falta informació 

per saber la importància relativa d’aquestes proteïnes i com es relacionen entre si per 

controlar l’assemblatge (P. Yang et al., 2020). 
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Figura 14. G3BP1 forma part del nucli dels grànuls d’estrès.  G3BP1 durant els estímuls d’estrès 

participa en l’assemblatge dels grànuls d’estrès. Degut als diferents estímuls d’estrès , s’acumulen al 

citoplasma ARNm lliures no traduïts i proteïnes d’unió a ARNm. Aquests ARNm no traduïts s’uneixen a 

ribonucleoproteïnes que a la vegada s’agruparan amb la G3BP1 per formar els grànuls d’estrès 

(Jayabalan et al., 2023).  

G3BP1 tot i contenir dominis d’unió a ARN no està clar si s’uneix directament a ARNm 

específics (Solomon et al., 2007). És important destacar que la fosforilació de G3BP1 en la 

S149 afecta tant a la seva capacitat per nuclear GS com per autoagregar-se (Tourrière et al., 

2003), suggerint doncs que l’assemblatge dels grànuls mitjançat per G3BP1 és regulada per 

fosforilació, sent la forma fosforilada a la S149 quan s’inhibeix la formació dels GS (Kedersha 

et al., 2016). G3BP1 es coexpressa amb G3BP2 en la majoria de les cèl·lules com 

homodímers i heterodímers (Matsuki et al., 2013) interactuant amb moltes altres proteïnes, 

algunes de les quals presents en els GS (Solomon et al., 2007). 
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1.8.5.2. TDP-43 

Tal i com s’ha explicat anteriorment, els agregats de TDP-43 representen una característica 

patològica de l’ELA (Arai et al., 2006; Neumann et al., 2006). Les proteinopaties per TDP-43 

es refereixen a un grup de desordres neurològics caracteritzats per l’acumulació patològica 

de TDP-43 al citoplasma de les neurones afectades i en conseqüència es produeix una 

depleció nuclear de la proteïna (Neumann et al., 2006; Prasad et al., 2019).  

Diferents estudis han pogut demostrar que TDP-43 regula les proteïnes encarregades de la 

formació dels grànuls d’estrès, entre elles, G3BP1 (Kedersha & Anderson, 2007). Aquesta 

regulació la pot dur a terme ja sigui a nivell de proteïna o a nivell d’ARNm. A partir de 

diferents anàlisis van poder observar que en models cel·lulars on estava silenciat l’ARNm de 

TDP-43, els nivells de la proteïna G3BP1 havien disminuït. Amb aquesta informació, van 

voler investigar la capacitat de les cèl·lules de formar GS marcades amb G3BP1 després d’un 

tractament per tal d’induir estrès oxidatiu. Van observar que aquelles cèl·lules amb TDP-43 

reduït, el marcatge de G3BP1 era més difús i es reduïa el nombre de cèl·lules amb GS. A 

més, aquelles cèl·lules que si tenien GS, aquests eren més petits i amb menor marcatge per 

G3BP1 comparats amb les control. Així doncs, TDP-43 endogen es recluta als grànuls 

d’estrès que es consideren claus en la resposta protectora a l’estrès cel·lular. Per tant, la 

disminució dels nivells de TDP-43 alenteix la formació dels GS i redueix el nombre i mida 

d’aquests (McDonald et al., 2011).  

1.8.6. Infeccions virals en l’ELA 

Les infeccions virals han estat implicades com factors de risc en l’ELA en diferents estudis (B. 

Yu & Pamphlett, 2017). Els enterovirus (EV) són un grup de virus de cadena simple que 

generalment causen infeccions asimptomàtiques, però a vegades s’associen amb malalties 

greus, incloent complicacions neurològiques ja que tenen un alt tropisme pel SNC. Són 

causants de diferents malalties com la poliomielitis, meningitis asèptica i encefalitis (H. I. 

Huang & Shih, 2015; Rhoades et al., 2011).  

Les evidències disponibles fins al moment suggereixen que els EV poden envair el SNC per 

tres mecanismes principals. El primer d’ells, per transport axonal retrògrad, infecten el nervi 

perifèric i així obtenen accés al SNC a través d’aquest tipus de transport (C.-S. Chen et al., 
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2007; Gromeier & Wimmer, 1998). El segon d’ells, travessant la barrera hematoencefàlica 

(W. X. Yang et al., 1997). I el tercer, utilitzant cèl·lules immunitàries infectades pel virus, com 

macròfags, cèl·lules dendrítiques o limfòcits, que actuen com a portadores per transportar 

el virus fins al SNC (Freistadt & Eberle, 1996). Un cop dins del SNC, els EV poden tenir com a 

objectiu la invasió de molts tipus de cèl·lules, entre elles, les motoneurones de la medul·la 

espinal i tronc encefàlic. Per aquest motiu, s’han estat estudiant les infeccions virals com a 

factor de risc en l’ELA (Ong & Wong, 2015; Too et al., 2016).  

Els àcids nucleics d’aquests EV han estat identificats en la medul·la espinal d’alguns casos 

d’ELAe (Giraud et al., 2001; Woodall et al., 1994). Estudis in vitro suggereixen que la infecció 

per EV a les neurones motores humanes pot tornar-se persistent (Beaulieux et al., 2005; 

Destombes et al., 1997). Això podria tenir un impacte significatiu per les MN donant lloc a 

un transport del glutamat alterat, a una disminució de l’activitat mitocondrial i a un 

deteriorament de la resposta davant l’estrès oxidatiu (Berger et al., 2004; Legay et al., 

2003). Altres estudis van poder corroborar la presència d’aquests EV demostrant un 

increment de l’activitat de la transcriptasa inversa, proteïna present a aquests virus (W. D. 

Andrews et al., 2000; Steele et al., 2005; Viola et al., 1975). 

Posteriorment, es va observar que els casos de poliomielitis crònica tenien certes 

semblances fenotípicament amb l’ELA, suggerint que la infecció pel poliovirus podria estar 

relacionada amb la patologia de l’ELA (Ravits, 2005). El receptor del poliovirus és el primer 

pas per la replicació del virus i una activació persistent d’aquest receptor possiblement dóna 

lloc a una infecció crònica i que en última instància donaria lloc a l’ELA (Frisk, 2001; Pavio et 

al., 2000). Per altra banda, s’han reportat també diversos casos de VIH amb un fenotip 

semblant a l’ELA i on el tractament amb medicaments antivirals milloraven els símptomes 

motors (Alfahad & Nath, 2013). Un altre grup d’investigadors van poder observar que el 

virus d’herpes humà augmentava el risc de desenvolupar ELA (Cermelli et al., 2003).   

Per tant, es pot concloure que les infeccions virals probablement representen un factor de 

risc ambiental en la patogènesi de l’ELA. Una de les hipòtesis podria ser que les infeccions 

virals agreugen la patogènia dels factors de risc genètics que s’han heretat ja que diferents 

vies cel·lulars són compartides entre l’ELA i la patogènesi viral, incloent per exemple, la 

disfunció mitocondrial (Bellmann et al., 2019). 
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1.8.7. Disbiosi intestinal en l’ELA 

1.8.7.1. Microbiota intestinal 

El tracte gastrointestinal d’un humà adult és la superfície de l’organisme més densament 

poblada per diferents microorganismes, especialment al còlon, on poden viure d’entre 

1.000 i 100.000 milions de microorganismes per cm2 (Tremlett et al., 2017). Conté fins a 1014 

microorganismes, havent més de 1.000 espècies diferents, trobant-se dins d’aquest grup 

virus, bacteris, protozous, arquees i fongs, tot i així els bacteris són els que formen la gran 

majoria de la microbiota intestinal (Gill et al., 2006). Per tant, la microbiota intestinal és la 

comunitat de microorganismes vius residents al llarg del tub digestiu que viuen de forma 

simbiòtica amb l’organisme humà (Arumugam et al., 2011). 

Les espècies de bacteris que formen part del tracte gastrointestinal es classifiquen 

taxonòmicament en fílums, famílies, gèneres i espècies. D’entre els fílums més 

predominants es troben Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, Actinobaceteria i 

Fusobacteria (Rinninella et al., 2019). Firmicutes compren microorganismes gram positius 

amb parets cel·lulars que contenen peptidoglicans (Gibbons & Murray, 1978). És un fílum 

que inclou molts bacteris productors d’àcids grassos de cadena curta (Magne et al., 2020; 

Murugesan et al., 2018) encara que hi ha d’altres espècies que no tenen aquesta capacitat 

(Houtman et al., 2022). Bacteroidetes és un fílum bacterià amb molta diversitat 

d’organismes. Comprèn milers d’espècies diferents, totes elles gram negatives, algunes 

anaeròbiques i d’altres aeròbiques estrictes (Woese, 1987). El fílum Firmicutes i 

Bacteroidetes representa més del 98% del total dels fílums presents en la microbiota del 

tracte gastrointestinal humà, per aquest motiu, en diferents estudis d’anàlisi metagenòmic, 

es valora el rati Firmicutes/Bacteroidetes (Ley et al., 2006). El rati entre aquests dos fílums 

de bacteris s’ha associat amb un manteniment de l’homeòstasi i canvis en aquest poden 

estar relacionats amb diverses patologies. Per exemple, l’augment d’aquest rati per un 

augment de certes espècies de Firmicutes i disminució de Bacteroidetes s’ha vist en 

obesitat, mentre que una disminució del rati per una disminució de Firmicutes i un augment 
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de Bacteroidetes s’ha associat a inflamació (Abenavoli et al., 2019; Shen et al., 2018). A la 

Figura 15 es mostra les malalties associades als canvis en el rati Firmicutes/Bacteroidetes. 

 

Figura 15. Associació de les alteracions en el rati Firmicutes/Bacteroidetes amb diferents malalties.  

Els canvis en el rati Firmicutes/Bacteroidetes poden estar associats amb l’obesitat o la inflamació. 

Específics probiòtics (microorganismes vius que al ser administrats proporcionen beneficis per la salut)  

poden restaurar el balanç influenciant en aquest rati (Stojanov et al., 2020).   

Proteobacteria és un dels altres fílums més prevalent en el tracte gastrointestinal. Els 

bacteris que en formen part són molt diversos i una característica comuna que tenen tots és 

la presència de lipopolisacàrids a la membrana externa (Stackebrandt et al., 1988). Molts 

patògens humans ben coneguts formen part d’aquest fílum, com Helicobacter o Escherichia 

(Rizzatti et al., 2017). A més de trobar-se a l’intestí també es troben a la pell, cavitat oral i 

llengua (Human Microbiome Project Consortium, 2012). Actinobacteria és una de les unitats 

taxonòmiques en quan a fílum més grans (Barka et al., 2016). Els bacteris que en formen 

part són gram positius, la majoria aeròbiques, tot i que hi ha excepcions, i poden utilitzar 

una àmplia varietat de fonts nutricionals, incloent diversos polisacàrids complexes 

(Lechevalier & Lechevalier, 1965). Per últim, el fílum Fusobacteria està format per una gran 

varietat de bacteris gram negatius, anaeròbics i oportunistes, els quals se’ls ha implicat amb 

diferents malalties, com el càncer colorectal (Umaña et al., 2019).  

A nivell de família d’entre les més predominants es troba Bacteroidaceae i Ruminococcaceae 

entre d’altres (Rinninella et al., 2019). Bacteroidaceae són els patògens anaeròbics més 
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comunament aïllats en humans, la gran majoria productors d’àcid acètic i alguns d’ells 

patògens (Chaudhry et al., 1999). Ruminococcaceae és una família de bacteris estrictament 

anaeròbiques que estan presents en la mucosa del còlon d’individus sans (De Weirdt & Van 

De Wiele, 2015). Alteracions en la seva abundància s’han relacionat amb diverses malalties 

(Xiaoqiong Gu et al., 2022) ja que Ruminococcaceae juga un paper important en el 

manteniment de la salut intestinal a partir de la seva capacitat de produir àcid butíric i altres 

àcids grassos de cadena curta (J. M. W. Wong et al., 2006). 

A nivell de gènere d’entre els més predominants es troben Bacteroides, Prevotella, 

Clostridium, Veillonella i Butyrivibrio (Rinninella et al., 2019). Bacteroides és un dels gèneres 

que es troba dins del fílum Bacteroidetes, són gram negatives anaeròbiques i amb forma de 

bacil. Constitueixen un dels principals components de la microbiota intestinal, vaginal i bucal 

dels mamífers. Processen molècules complexes en d’altres de més simples (Karlsson et al., 

2011). Prevotella inclou més de 50 espècies i en el microbioma humà tenen un paper molt 

important per mantenir una bona salut. Factors com la dieta, l’estil de vida o geografia 

poden afectar a la prevalença d’aquests (Tett et al., 2021). Clostridium representa un gènere 

de bacteris anaeròbics que formen part del fílum Firmicutes. La majoria són gram positius i 

s’inclouen importants patògens humans, causants de malalties potencialment mortals com 

el tètanus i el botulisme (Cruz-Morales et al., 2019). Veillonella consisteix en un grup de 

bacteris anaeròbics i gram negatius (Delwiche et al., 1985). Són abundants en la microbiota 

intestinal humana però també en l’oral, en la respiratòria i la genitourinària. La seva 

importància en les infeccions humanes és incerta però es creu que són de baixa virulència 

(Vesth et al., 2013). Butyrivibrio està format per bacteris anaeròbics i gram negatius que 

codifiquen per una gran varietat d’enzims que utilitzen la glucosa per produir grans 

quantitats d’àcid butíric (Bryant & Small, 1956; Seshadri et al., 2018). 

Per últim, a nivell d’espècie se’n poden trobar milers de diferents al llarg del tracte 

gastrointestinal humà, algunes d’elles són: Pseudobutyrivibrio xylanivorans i Blautia 

wexlerae. Pseudobutyrivibrio xylanivorans és similar a d’altres espècies de Butyrivibrio, 

anaeròbics i gram negatius, amb la capacitat de metabolitzar una gran quantitat de 

carbohidrats per produir butirat (Kopečný et al., 2003; Pidcock et al., 2021). Blautia 

Wexlerae és una espècie de bacteri anaeròbica i gram positiva que es correlaciona
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inversament amb l’obesitat i la diabetis mellitus tipus 2. S’ha demostrat que la seva 

administració té efectes antiinflamatoris que disminueixen l’obesitat gràcies al metabolisme  

dels carbohidrats i una modificació simultània de la composició bacteriana intestinal 

(Hosomi et al., 2022).  

Tot i així, la composició de la microbiota varia entre els diferents individus de la població (S. 

Gu et al., 2013). S’ha demostrat que els canvis també ocorren amb l’edat, amb un alt grau 

de variabilitat en els extrems de la infància i vellesa i més estable en l’edat adulta. 

L’envelliment s’ha associat amb una disminució de la diversitat dels microorganismes 

presents en la microbiota (Saraswati & Sitaraman, 2015). Els factors ambientals com ara el 

clima o els diferents tipus de dieta poden influir també en la composició bacteriana 

(Maurice et al., 2015).  

La microbiota, que s’ha de mantenir sota control, millora les capacitats metabòliques de 

l’hoste hidrolitzant polisacàrids complexes mal digerits pel sistema digestiu humà produint 

àcids grassos de cadena curta. També és la responsable de la producció d’alguns aminoàcids 

i vitamines essencials (Hooper et al., 2002). Altres beneficis proporcionats per la microbiota 

intestinal estan involucrats en el desenvolupament i manteniment de l’homeòstasi del SNC 

a partir de vies circulatòries, immunitàries i neuronals (Tremlett et al., 2017). Per altra 

banda, evita també que altres microorganismes patògens envaeixin l’intestí ja que la 

microbiota forma una barrera que protegeix la paret intestinal fent-la més impermeable 

(Round & Mazmanian, 2009). 

A causa de la important funció reguladora en moltes funcions fisiològiques que exerceix la 

microbiota, s’ha demostrat que alteracions en ella estan associades al desenvolupament de 

malalties cròniques i també de malalties neurodegeneratives (Saraswati & Sitaraman, 2015). 

Algunes de les malalties neurodegeneratives, malgrat poden estar associades a diferents 

factors com poden ser els traumatismes, toxines, malformacions del cervell o l’edat, estudis 

més recents demostren que l’homeòstasi intestinal i la microbiota tenen un paper essencial 

en el desenvolupament i progressió d’algunes d’aquestes malalties com pot ser l’ELA, el 

Parkinson i la malaltia d’Alzheimer (Hsiao et al., 2013). 

Així doncs, amb tot això, la microbiota té un paper molt important en moltes funcions 

metabòliques, incloent la modulació de la glucosa i l’homeòstasi lipídica (Pascale et al., 
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2018). Per aquest motiu, en aquest treball s’ha pogut analitzar en l’ELA l’homeòstasi lipídica 

in vivo en models de ratolí, in vitro en les motoneurones derivades de pacients i per últim en 

mostres de femta de pacients. 

1.8.7.2. L’eix intestí-cervell 

El intestí es considera el “segon cervell” ja que conté aproximadament el mateix nombre de 

neurones que la medul·la espinal (Wu et al., 2015a). Estudis recents suggereixen que la 

microbiota entèrica té un impacte en la funció del cervell i per tant, podria estar relacionada 

amb la fisiopatologia d’algunes malalties neurodegeneratives (Gill et al., 2006).  

Els microorganismes intestinals tenen la capacitat de comunicar-se amb el cervell. S’ha 

descrit que la microbiota interactua amb l’hoste per formar relacions essencials que regulen 

l’homeòstasi. Per aquest motiu, una disminució dels microorganismes gastrointestinals 

condueixen a un deteriorament de les relacions entre els diferents sistemes (J F Cryan & 

O’Mahony, 2011). 

Degut a les evidències descrites de la capacitat de la microbiota intestinal per comunicar-se 

amb el cervell, recentment ha emergit el terme d’eix intestí-cervell, de l’anglès gut-brain 

axis. Aquest concepte involucra la comunicació neuronal bidireccional entre el SNC (cervell) 

i el sistema nerviós entèric (tracte gastrointestinal) a través del nervi vague. A la Figura 16 es 

mostra una representació de la comunicació entre el cervell i el tracte gastrointestinal. 

Aquesta senyalització és essencial per mantenir l’homeòstasi. Aquest eix és regulat a 

diferents nivells: la microbiota intestinal, SNC i entèric, sistema neuroendocrí, sistema 

neuroimmunològic i parts del sistema nerviós simpàtic i parasimpàtic del sistema nerviós 

autònom. L’alteració de qualsevol d’aquests sistemes resultaran en alteracions en la 

comunicació entre el SNC i el sistema nerviós entèric, jugant un paper en el 

desenvolupament de diferents malalties (J F Cryan & O’Mahony, 2011).  
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Figura 16. Interacció entre el cervell i el intestí.  Comunicació neuronal bidireccional entre el cervell i el 

tracte gastrointestinal a través del nervi vague. La microbiota intestinal modula l’homeòstasi del SNC a 

partir del sistema immunitari, circulatori i per vies neuronals (Tremlett et al., 2017).  

1.8.7.3. Microbiota i ELA 

Com s’ha comentat anteriorment, l’ELA és una malaltia multifactorial i diferents factors de 

risc, com els factors ambientals, poden jugar un paper important en el desenvolupament de 

la malaltia. Curiosament, tots aquests factors ambientals podrien afectar potencialment a la 

microbiota intestinal i a les seves funcions. Per tant, el microbioma intestinal podria 

representar una important contribució en la neurodegeneració (Boddy et al., 2021). 

Pel que fa als estudis en ratolins, el primer estudi al 2015 va identificar danys específics de la 

malaltia a les unions estretes intestinals, un augment de la permeabilitat intestinal i nivells 

reduïts del bacteri productor de butirat, Butyrivibrio fibrisolvens. El butirat està implicat en 

la modulació de la resposta immunitària, per tant, aquests ratolins tindran afectacions en 

ella (Wu et al., 2015b). Al 2017, el mateix grup va realitzar un estudi amb una intervenció 

amb butirat per tal de tractar els símptomes que produeix la disminució d’aquest àcid gras. 

Els ratolins que van rebre butirat van mostrar una millora a nivell de barrera intestinal i tant 

la pèrdua de pes, com en última instància, la mort, es produïa més tard en el
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temps comparat amb aquells ratolins que no van ser suplementats amb butirat (Y.-G. Zhang 

et al., 2017). Al 2021 es va realitzar un altre estudi en el que van tractar 10 ratolins G93A 

amb butirat al 2% en aigua als 63 dies d’edat. Els ratolins tractats presentaven un pes 

corporal més elevat en comparació als no tractats. A més, presentaven una latència més 

llarga en caure del rotarod (test de coordinació motora) i una reducció dels agregats de 

SOD1. També van analitzar el paper del microbioma, a partir de la seva manipulació, 

administrant dos antibiòtics, Metronidazol i Clindamycin. De la mateixa forma, van observar 

també que la pèrdua de pes era menor en els ratolins tractats amb antibiòtics i tardaven 

més temps en caure del rotarod (Y. Zhang et al., 2021). 

Al 2019 es va realitzar el primer estudi (Blacher et al., 2019) tant en ratolins com en 

pacients, que va investigar el paper del microbioma intestinal en l’ELA utilitzant 

seqüenciació de escopeta (shotgun sequencing) que consisteix en determinar la seqüencia 

d’ADN del genoma d’un organisme dividint aleatòriament el genoma en petits fragments 

d’ADN que es seqüencien individualment (Green, 2023). Aquest estudi va identificar canvis 

en el microbioma intestinal que es correlacionen amb l’activitat biològica d’un metabòlit 

microbià, la nicotinamida. Aquest, possiblement modula l’expressió de gens mitocondrials 

en la medul·la espinal. En particular, els canvis detectats es van correlacionar amb la 

gravetat de la malaltia tant en ratolins transgènics com en pacients humans (Blacher et al., 

2019). 

Els estudis més recents en models ratolins de SOD1 i C9orf72 han demostrat un paper 

modificador de la microbiota intestinal en l’ELA, on la gravetat de la malaltia es correlaciona 

amb comunitats particulars de bacteris intestinals (Blacher et al., 2019; Burberry et al., 

2020). A més a més de modificar el risc de desenvolupar ELA, també és possible que la 

microbiota d’un pacient pugui jugar un paper dual, oferint efectes protectors o per contra, 

efectes nocius, ja sigui alentint o accelerant la progressió de la malaltia (Boddy et al., 2021). 

Pel que fa als estudis en humans encara no està del tot clar el paper de la microbiota 

intestinal ja que dos estudis van identificar una proporció reduïda de 

Firmicutes/Bacteroidetes (X. Fang et al., 2016; Rowin et al., 2017) mentre que un tercer 

estudi va informar de totalment el contrari (Zhai et al., 2019). Tot i les contradiccions 

d’aquests tres estudis en quant al rati Firmicutes/Bacteroidetes, tots ells van detectar una 
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disbiosi en la malaltia, tot i que van utilitzar una cohort petita de pacients i un d’ells (Rowin 

et al., 2017) es va limitar a l’estudi en pacients que tenien símptomes grastrointestinals.  

En l’estudi més gran fins al moment, es van comparar 50 pacients d’ELA i 50 controls 

coincidents per edat i per sexe. Van observar que l’abundància de diversos gèneres 

microbians estava alterada significativament en l’ELA en comparació amb els controls i que 

la progressió de la malaltia coincidia amb una reducció de la diversitat microbiana, 

possiblement secundària a canvis en la dieta per la disfàgia. Això també posa de manifest la 

importància d’un seguiment de la dieta en el disseny de l’estudi, sent una de les limitacions 

d’aquests treballs (Di Gioia et al., 2020).  

Per altra banda, els antibiòtics modifiquen significativament l'equilibri de les espècies 

microbianes intestinals, sent interessants les correlacions entre l'ús d'antibiòtics i malalties 

aparentment no relacionades (Willing et al., 2011). Un estudi al 2019 va demostrar que l'ús 

d'antibiòtics, especialment de forma reiterada, s’associava a un major risc de desenvolupar 

ELA (J. Sun et al., 2019). De la mateixa manera, els experiments amb el model de ratolí G93A 

van demostrar que l'exposició repetida als antibiòtics s’associava amb el desenvolupament 

d'un fenotip motor més sever i l'augment de la pèrdua neuronal. Aquest efecte era específic 

dels ratolins malalts i no es va observar cap efecte motor en els ratolins no transgènics 

(Blacher et al., 2019). 

1.8.7.4. Àcids grassos de cadena curta 

Els àcids grassos de cadena curta (AGCC) són àcids grassos de 2 a 6 àtoms de carboni amb 

una cadena alifàtica. Representen el grup més gran de nutrients metabòlics, obtinguts 

principalment al còlon, a partir de la fermentació de carbohidrats difícils de degradar durant 

la digestió humana. Són produïts a partir d’una gran varietat de microorganismes residents 

al llarg de l’intestí humà, és a dir, a partir de la microbiota intestinal (Torii et al., 2010). 

La fermentació és la principal font de producció dels AGCC tot i que també es poden produir 

per la descomposició de proteïnes i aminoàcids (Primec et al., 2017). Un cop produïts 

aquests AGCC, són absorbits per les cèl·lules de la mucosa intestinal, es metabolitzen i 

s’utilitzen com a font d’energia sobretot pel fetge i pel múscul (Torii et al., 2010).  
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Tot i així, aquest tipus d’àcids grassos no solament serveixen com a font d’energia, sinó que 

hi ha evidències sobre la seva importància en mantenir l’homeòstasi. Es poden trobar 

involucrats en promoure l’absorció d’aigua i minerals incloent el calci, magnesi i ferro, i 

també inhibint la síntesi de colesterol (Torii et al., 2010). 

El 95% dels AGCC estan representats per l’àcid acètic, àcid propiònic i àcid butíric, amb un 

rati molecular de 60:20:20 respectivament, el qual es manté relativament constant al còlon i 

també en la femta. A la Figura 17 es mostra la via de fermentació de l’àcid acètic, l’àcid 

propiònic i l’àcid butíric. Tot i així, el tipus i els nivells dels AGCC depèn de la quantitat de 

substrat disponible per la microbiota. Per tant, la gran diversitat de microorganismes entre 

els diferents individus i la diferent alimentació, influeix en les proporcions d’aquests AGCC 

(Primec et al., 2017). Recentment, s’ha destacat que els AGCC, en concret aquests tres, 

afecten no solament als processos que es duen a terme a la llum del tracte gastrointestinal, 

sinó que també a altres sistemes i òrgans com el circulatori o el nerviós, a través de 

mecanismes associats com la barrera intestinal i el metabolisme dels carbohidrats 

(Chambers et al., 2018). 

L’àcid acètic, format per la fermentació bacteriana, entra al corrent sanguini i arriba al fetge 

per la vena porta, on es converteix en acetil coenzim A que s’utilitza com a font d’energia i 

com a substrat per a la síntesi d’àcids grassos de cadena llarga i colesterol (Bloemen et al., 

2009). Entre el 50-70% de l’àcid acètic derivat del còlon arriba al fetge mentre que entre el 

30-40% restant s’allibera a la circulació i està disponible per al seu ús pels teixits no hepàtics 

(Stipanuk, 2018). En models de ratolins s’ha demostrat el seu potencial terapèutic per a la 

prevenció i/o gestió dels trastorns del metabolisme de la glucosa i lípids. Una ingesta 

sostinguda d’àcid acètic (trobat sobretot al vinagre) pot tenir diversos efectes positius pel 

metabolisme ja que disminueix la producció de glucosa hepàtica mentre augmenta 

l’oxidació lipídica hepàtica (Yamashita et al., 2014). A més a més, millora la funció de les 

cèl·lules β donant com a resultat un augment de la secreció de la insulina (Xuemei Gu et al., 

2012), un augment de l’ús de glucosa hepàtica i muscular esquelètica (Fushimi et al., 2001), 

una reducció de pes i una millora del perfil lipídic (Beh et al., 2017; X. Li et al., 2013).  

L’àcid propiònic es produeix al còlon per la fermentació de polisacàrids, oligosacàrids, 

proteïnes i àcids grassos de cadena llarga per la via anaeròbica tot i que en termes 

quantitatius, la principal font de producció ve dels carbohidrats no digerits com la fibra 
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dietètica i el midó resistent (Macfarlane & Macfarlane, 2003). Aquests substrats són 

fermentats per la microbiota a través de diferents vies sent el piruvat el principal metabòlit 

d’aquestes reaccions. Tot i així, es troba molt poc piruvat al còlon ja que aquest és convertit 

a diferents productes finals, un d’ells l’àcid propiònic (Al-Lahham et al., 2010). El 90% de la 

quantitat de l’àcid propiònic és metabolitzat pel fetge i la resta transportat a la sang 

perifèrica (J. M. W. Wong et al., 2006). Diferents estudis van demostrar en models animals 

que les dietes suplementades amb àcid propiònic tenen efectes hipocolesterolèmics (W. ju 

L. Chen et al., 1984; THACKER et al., 1981), mentre que en humans els resultats sobre els 

nivells de colesterol no van ser del tot concloents (J. M. W. Wong et al., 2006). Recentment, 

s’ha anat acumulant evidència que l’àcid propiònic té efectes reductors sobre els àcids 

grassos. En models animals, es va observar que disminuïa la producció d’àcids grassos en el 

fetge (Demigné et al., 1995) igual que en els estudis en humans (H. Ge et al., 2008; Hong et 

al., 2005). 

Per últim, l’àcid butíric, present a la llum del tracte gastrointestinal, és indispensable pel 

manteniment de l’homeòstasi normal de les cèl·lules de la mucosa. Regula el seu 

metabolisme i la proliferació i és responsable dels processos de regeneració i reparació. Per 

altra banda, estimula la resposta cel·lular, manté la integritat de la barrera intestinal i 

inhibeix la proliferació de les cèl·lules tumorals (Hague et al., 1996; Kuczyńska et al., 2011). 

També té un efecte favorable sobre el microbioma intestinal (Tan et al., 2014) ja que 

estimula el creixement de la flora sapròfita per un efecte inhibitori del creixement d’altres 

patògens, com Escherichia coli, Campylobacter o Salmonella (Roediger, 1980). S’utilitza cada 

vegada més pel tractament i prevenció d’algunes malalties i trastorns del tracte digestiu, 

com la diarrea, afeccions inflamatòries, trastorns funcionals (síndrome intestí irritable) i la 

disbiosi (Chambers et al., 2018). Estudis en ratolins mostren efectes antiinflamatoris 

beneficiosos amb el seu tractament (Goverse et al., 2017) i estudis en aus mostren una 

disminució dels nivells de interleuquina 6 (IL-6) i del factor de necrosis tumoral α (TNF-α) i 

un augment de l’activitat de la peròxid dismutasa i de la catalasa (W. H. Zhang et al., 2011). 

Pel que fa als estudis en humans, es va observar que l’administració també tenia un afecte 

antiinflamatori i disminuïa la producció d’àcid úric (Hamer et al., 2009). També van observar 

que podia tenir un efecte metabòlic favorable en pacients amb la malaltia de Crohn els quals 

presentaven una reemissió de les lesions i una disminució de l’activitat del factor nuclear κB
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(NF-κB) i la interleuquina 1β (IL-1β) (Di Sabatino et al., 2005). Tots aquests resultats 

demostren el paper antiinflamatori que aporta el tractament amb l’àcid butíric (Banasiewicz 

et al., 2020). 

 

Figura 17. Descripció general de les vies de fermentació bacteriana per la producció d’àcids grassos 

de cadena curta. A partir de la fermentació de carbohidrats difícils de digerir es produeix àcid acètic, 

àcid butíric i àcid propiònic a una proporció de 60:20:20 respectivament (Deleu et al., 2021). 
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El manteniment de l’homeòstasi lipídica intracel·lular és fonamental per la salut i la 

supervivència de les cèl·lules, en particular en una cèl·lula amb les característiques 

morfològiques úniques com la motoneurona. Les alteracions dels sistemes d’homeòstasi 

dels lípids remodelen la composició del lipidoma i poden contribuir a una menor resistència 

a l’estrès a través d’alteracions a les membranes cel·lulars, contribuint a la mort. Per altra 

banda, canvis en el lipidoma també poden afectar als sistemes d’homeòstasi de proteïnes a 

través de fenòmens d’agregació de proteïnes. Així doncs, la hipòtesi global d’aquesta tesi és 

que a l’etiopatogenia de l’ELA es produeix un deteriorament del sistema d’homeòstasi dels 

lípids generant alteracions lipídiques membranals, associades a canvis en els sistemes 

d’homeòstasi de les proteïnes, finalment promovent la proteotoxicitat, contribuint ambdós 

mecanismes a una major susceptibilitat a la neurodegeneració. Entre els factors que poden 

modular aquesta susceptibilitat a la neurodegeneració hi comptarien factors ambientals 

com ara les infeccions víriques o paràmetres com la microbiota intestinal, que recentment 

s’ha determinat com un possible nou participant rellevant en el desenvolupament de la 

malaltia. 

Aquesta hipòtesi es desglossa en un seguit de postulats: 

1. Hipotetitzem que existeix una relació directa entre alteracions en l’homeòstasi lipídica 

membranal amb una agregació de proteïnes patològica. 

2. Proposem que les pertorbacions en l’homeòstasi lipídica juntament amb situacions 

d’estrès cel·lular contribuirien a la neurodegeneració de les motoneurones típiques de 

l’ELA. 

3. Plantegem que les motoneurones davant d’una situació d’estrès respondrien de forma 

adaptativa modificant l’expressió de diversos gens per tal d’intentar mantenir 

l’homeòstasi lipídica. 
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4. Formulem que les alteracions en la diversitat de la microbiota intestinal, a través 

d’alteracions en els àcids grassos de cadena curta que produeixen, podrien contribuir a 

una major susceptibilitat motoneuronal en el context de l’ELA.  
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Per tal de contrastar la hipòtesi i els seus postulats, l’objectiu general de la tesi és avaluar els 

diferents mecanismes d’estrès cel·lular que contribueixen a la neurodegeneració en l’ELA, 

en particular a través de l’estudi de determinants moleculars del lipidoma neuronal i la 

resposta a estímuls relacionats amb la neurodegeneració típica de l’ELA i avaluar el 

microbioma dels pacients com a possible factor modificador del fenotip de la malaltia. 

Aquest objectiu es subdivideix en: 

1. Caracteritzar la distribució subcel·lular de factors implicats en el metabolisme lipídic i 

estrès cel·lular en models de malaltia de neurona motora.  

2. Obtenir motoneurones humanes a partir de la diferenciació de iPSC mitjançant la 

utilització d'un conjunt d'inhibidors i agonistes farmacològics de les vies de senyalització 

del factor de creixement transformador β (TGF-β), Wnt, sonic hedgehog (SHH) i àcid 

retinoic, amb posterior maduració i manteniment d’aquestes motoneurones utilitzant 

l’activació del factor de creixement de fibroblasts (FGF) i altres factors neurotròfics com 

el factor neurotròfic derivat del cervell (BDNF) i el factor neurotròfic ciliar (CNTF), 

molècules implicades en el desenvolupament del sistema nerviós central.  

3. Desenvolupar models in vitro de neurodegeneració per estrès cel·lular (estrès oxidatiu, 

estrès osmòtic i estrès per ARN forà) en les motoneurones obtingudes en l’objectiu 2 

mitjançant la incubació amb peròxid d'hidrogen, sorbitol i poly-IC respectivament. 

4. Determinar el perfil taxonòmic de la microbiota intestinal a partir de l’anàlisi de la 

seqüència 16S de l’ARNr de femta d’individus amb ELA, en relació a individus sans 

convivents.  
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5. Analitzar el perfil d’àcids grassos de cadena curta en mostres de femta d’individus amb 

ELA, i correlacionar-lo amb la microbiota mitjançant l’anàlisi bioinformàtic i estadístic 

dels resultats obtinguts en l’objectiu anterior.  
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4.1. Mostres de ratolí 

Es va adquirir una colònia de la soca B6.Cg-Tg (SOD1*G93A)1Gur/J (JAX stock #004435; 

denominada hSOD1-G93A o G93A d’ara endavant) de The Jackson Laboratory (Bar Harbor, 

MN, EE.UU). El genotipat es va realitzar seguint les instruccions de The Jackson Laboratory. 

Després del genotipat i del deslletament, els animals es van col·locar en un cicle de 

llum/foscor de 12:12h, a 22±2°C de temperatura, 50±10% de humitat relativa, en gàbies 

individuals (als 21 dies). Els animals van ser anestesiats pentobarbital i ketamina, 20mg/kg i 

60mg/kg respectivament en PBS pel seu sacrifici. Aquest estudi va ser aprovat pel Comitè 

d’Ètica i Investigació Animal de la Universitat de Lleida, d’acord amb les lleis locals i amb la 

directiva 2010/63/UE del Parlament Europeu. El nombre d’animals va ajustar-se al mínim 

per tal de complir amb les premisses de l’esmentada normativa. 

Es van valorar tres edats diferents: 90 dies, 120 dies i 150 dies (aquesta última definida com 

etapa final, caracteritzada per paràlisis bilateral de les extremitats posteriors). A la Taula 1 

es mostra la llista de ratolins utilitzats amb les edats corresponents.  

Taula 1. Ratolins G93A i ratolins no transgènics amb les seves edats corresponents. 

Ratolí Gènere hSOD1 Edat (dies) 

F7.8 Femella - 90 

F6.3 Femella + 90 

F6.2 Femella - 120 

M29.0 Mascle + 120 

F3.5 Femella + 120 

F16.4 Femella - 150 

86 Femella - 150 

97 Mascle - 150 

M2.2 Mascle - 150 

M24.1 Mascle - 150 

M25.0 Mascle + 150 

96 Femella + 150 

F1.2 Femella + 150 

M2.1 Mascle + 150 
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4.1.1. Extracció de la medul·la espinal dels ratolins 

Tal i com s’ha explicat anteriorment, els animals van ser anestesiats mitjançant una injecció 

intraperitoneal de pentobarbital i ketamina, 20mg/kg i 60mg/kg respectivament en PBS. 

Prèviament a la perfusió dels ratolins amb paraformaldehid (PFA) (Sigma Cat.#252549) al 4% 

i pH 7.4 es va passar sèrum fisiològic. Es van extreure les medul·les espinals i es van fixar 

mitjançant la incubació amb PFA al 4% preparat amb tampó fosfat 0.1M i pH 7.4 a durant 

tota la nit a 4ºC. Al dia següent, es van agafar mostres crioconservades en sacarosa al 30% 

durant 48h. Després d’aquest temps, el teixit es va posar en un recipient cúbic (Peel-A-Way 

desechable Embeding Molds- S-22, Polysciences Inc., Warrington, PA) i incrustat en medi de 

congelació de teixit (Triangle Biomedical Sciences Inc., Newcastle, United Kingdom) i 

posteriorment congelat a -80ºC. Després es va tallar la medul·la espinal lumbar a una 

profunditat de secció de 16µm i la secció obtinguda es va posar en un portaobjectes 

recobert de gelatina per tal que les seccions quedin ben adherides i no es desprenguin 

durant el procés d’immunotinció. 

4.1.2. Immunofluorescència en seccions de medul·la espinal lumbar 

Les mostres de seccions de medul·la es trobaven en els portaobjectes congelats a -80ºC. Es 

van descongelar i amb el retolador Advanced Pap Pen  (Sigma Cat.#Z672548) es va dibuixar 

un cercle hidrofòbic pel costat de la mostra. Es va fer un rentat en 200-300μL de PBS (Sigma 

Cat.#D8537), es va deixar durant 10 minuts i es va retirar. Seguidament es van 

permeabilitzar les cèl·lules amb 200µL de tritó X-100 (ThermoFisher Cat.#85111) (0.1% v/v 

en PBS) durant 30 minuts. Passat el temps, es va procedir a fer el bloqueig amb 250μL de 

Blocking Buffer (BF) al 5% amb normal goat serum (NGS) (ThermoFisher Cat.#50197Z), diluït 

en PBS tritó 0.1%. Es va deixar 1 hora a temperatura ambient. 

Es van preparar els anticossos que es necessitaven utilitzar per cada experiment. Els 

anticossos van ser diluïts en BF preparat anteriorment. A la Taula 2 es mostren els 

anticossos primaris utilitzats amb la seva dilució corresponent. Passada l’hora del bloqueig, 

es va retirar i es va posar 200μL de l’anticòs i es va deixar overnight a 4ºC.  
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Taula 2. Anticossos primaris utilitzats per immunofluorescència en les seccions de medul·la espinal.  

Anticòs Dilució Casa comercial Referència 

SCP-2 1:100 Atlas Antibodies HPA027135 

VAPA 1:100 Abcam ab96584 

VAPB 1:100 Atlas Antibodies HPA013144 

Rab5 1:150 Abcam ab18211 

Rab7 1:150 Atlas Antibodies HPA006964 

FADS2 1:100 Abcam ab72189 

PMP70 1:100 Abcam ab211533 

AGPS 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-374201 

PKCβII 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-13149 

PLCβ1 1:100 Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-5291 

 

A l’endemà, es va procedir fent 3 rentats en PBS de 5 minuts cada un. En acabar l’últim 

rentat es va posar 200μL de l’anticòs secundari diluït en PBS durant 1 hora, en aquest pas es 

treballa amb la menor llum possible per evitar la pèrdua de fluorescència de l’anticòs 

secundari. A la Taula 3 es mostren els anticossos secundaris utilitzats amb la seva dilució 

corresponent. 

Taula 3. Anticossos secundaris utilitzats per immunofluorescència en les seccions de medul·la espinal.  

Anticòs Dilució Casa comercial Referència 

Alexa Fluor-488 goat 

anti-rabbit IgG 
1:800 ThermoFisher A11008 

Alexa Fluor-488 goat 

anti-mouse IgG 
1:800 ThermoFisher A11001 

Alexa Fluor-546 goat 

anti-rabbit IgG 
1:800 ThermoFisher A11035 
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Passada l’hora, es va aspirar i es va posar 200μL de DAPI (Sigma Cat.#D9542) a una dilució 

1:50 en PBS durant 10 minuts. Passat el temps, el DAPI va ser retirat i es van tornar a fer 3 

rentats en PBS de 5 minuts cada un. Per finalitzar, es van preparar les mostres per tal de 

poder ser analitzades en el microscopi. Es van posar en medi de muntatge “anti-fading” 

(Southern Biotech Cat.#0100-0) cobertes amb el cobreobjectes (LabBox Cat.#COVN-018-

200). Es van deixar a temperatura ambient durant una estona pel correcte assecat i 

seguidament es van guardar a 4ºC coberts de la llum fins el moment de la seva observació i 

anàlisi.  

4.1.3. Western Blot en mostres de medul·la espinal 

Les mostres de medul·la espinal de ratolí es trobaven congelades en nitrogen líquid. 

Primerament, per tal d’evitar la degradació, es van homogeneïtzar amb el tampó 

d’homogeneïtzació. A la Taula 4 es mostren els diferents components del tampó i les seves 

concentracions. Es va posar 200μL del tampó a cada mostra dins de l’eppendorf. 

Taula 4. Medi i concentracions utilitzades pel tampó d’homogeneïtzació.    

Component Casa comercial Concentració 

Tampó 
- HEPES 

- KCl 

- Sucrosa 

- Glicerol 

- EDTA 

 

Sigma Cat.#H3375 

Sigma Cat.#P9541 

Sigma Cat.#S0389 

Sigma Cat.#G5516 

Sigma Cat.#E5134 

800μL 
10mM 

25mM 

2M 

10% v/v 

1mM 

Clorur sòdic Sigma Cat.#16818 1mM 

Ortovanadat sòdic Sigma Cat.#S6508 1mM 

BHT ThermoFisher Cat.#S25212A 0.8µL 

Còctel inhibidor de 

proteases 
ThermoFisher Cat.#78429 8 µL 

La mostra va ser triturada amb l’ajuda de l’homogeneïtzador Ultra Turrax (Sigma 

Cat.#Z404586-1EA), netejant la punta entre mostres amb aigua, després en etanol i per 

últim en aigua altre cop. Es va mantenir l’eppendorf en gel mentrestant es tritura la mostra 

per evitar la degradació. Un cop triturades totes les mostres, van ser sonicades tres vegades 

cada mostra durant 30 segons cada vegada. 
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Seguidament, es va diluir la mostra en aigua. Diferents dilucions van ser provades per tal de 

saber quina és l’adequada. Amb plaques de 96 pous (ThermoFisher Cat.#269620) es van fer 

duplicats per cada mostra i es va posar 155μL d’aigua, 5μL de la mostra diluïda i 40μL de 

Quick StartTM Bradford (BIO-RAD Cat.#500-0006). Per últim, la placa va ser llegida en el 

lector de plaques per tal d’obtenir els valors de la concentració de proteïna de cada mostra. 

Es van voler carregar al gel 20μg de proteïna i fent els càlculs pertinents es va obtenir el 

volum a utilitzar de cada mostra. Es van preparar les mostres en nous eppendorfs amb el 

volum obtingut anteriorment i els volums pertinents de Loading Buffer 4x i 2-β-

mercaptoetanol (ThermoFisher Cat.#21985023) segons la quantitat de mostres. El Loading 

Buffer 4x es va preparar amb anterioritat. A la Taula 5 es mostren els diferents components 

del Loading Buffer i les seves concentracions. 

Taula 5. Components i concentracions utilitzades pel Loading Buffer.   

Component Casa comercial Concentració 

Tris-HCl Sigma Cat.#1185-53-1 62.5mM, pH 6.8 

DTT ThermoFisher Cat.#0861 0.4M 

SDS ThermoFisher Cat.#15875308 2% (p/v) 

Blau de bromofenol Sigma Cat.#B0126 0.02% (p/v) 

Glicerol Sigma Cat.#G5516 10% (v/v) 

Es van preparar els gels, el separador al 12% i l’empilador al 5%. A la Taula 6 es mostren els 

diferents components del gel separador i a la Taula 7 els components del gel empilador. 

Taula 6. Components i concentracions utilitzades pel gel separador.  

Component gel separador Casa comercial Concentració 

Acrilamida 30% Sigma Cat.#A3699 2mL 

Tris 1.5M Sigma Cat.#T1503 1.25mL, pH 8.9 

SDS 10% ThermoFisher Cat.#15875308 60µL 

Persulfat d’amoni 10% ThermoFisher Cat.#17874 40µL 

Aigua  1.65mL 

TEMED ThermoFisher Cat.#17919 7.5µL 
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Taula 7. Components i concentracions utilitzades pel gel empilador.   

Component gel empilador Casa comercial Concentració 

Acrilamida 30% Sigma Cat.#A3699 1mL 

Tris 0.5M Sigma Cat.#T1503 1.5mL, pH 6.5 

SDS 10% ThermoFisher Cat.#15875308 60µL 

Persulfat d’amoni 10% ThermoFisher Cat.#17874 40µL 

Aigua  3.4mL 

TEMED ThermoFisher Cat.#17919 7.5µL 

Primerament es va posar el gel separador entre els vidres afegint després 300µL 

d’isopropanol i es va deixar 15 minuts. Passat el temps, l’isopropanol va ser retirat i es va 

posar el gel empilador amb la pinta. Tant en el gel separador com en el gel empilador es va 

posar el TEMED a últim moment. Es van guardar els gels a 4ºC i en un ambient humit fins el 

seu ús.  

Per l’anàlisi de les mostres primerament es van escalfar a 95ºC durant 3 minuts. Es van 

muntar gels i es van col·locar a la cubeta amb Running Buffer 10x (800mL aigua destil·lada, 

30.3g Tris, 144.4g glicina (Sigma Cat.#67419), 10g SDS i es va afegir aigua destil·lada fins el 

volum d’1L). Es va carregar el volum adequat de la mostra en els pous. En el primer pou i en 

l’últim es va posar el marcador de pes molecular (ThermoFisher Cat.#26620). Es va posar a 

córrer el gel a 15mA constant per gel. 

Seguidament es van activar les membranes. Per aquest pas, es van posar en metanol (Sigma 

Cat.#322415) durant 5 minuts a l’agitador. Passat els 5 minuts, el metanol va ser retirat i es 

va posar durant 3 minuts Transfer Buffer (200mL Transfer, 400mL etanol 100% i 1.4L aigua 

MiliQ).  

A continuació es va procedir a la transferència de les proteïnes presents en el gel a la 

membrana prèviament activada. Per fer-ho, es va col·locar el gel prèviament retirat dels 

vidres junt amb la membrana en una cubeta amb el Transfer Buffer. Es va posar la font a 

100V constants durant 1h i 30 minuts damunt l’agitador.  

En noves caixetes es va posar 20mL del Blocking Buffer (100mL PBS, 0.3g I-Block 

(ThermoFisher Cat.#T2015), 100µL Tween 20 (Sigma Cat.#P9416)) i es va posar la membrana 

durant 1 hora a l’agitador, de forma suau. Passada aquesta hora, es va fer un rentat de 5 
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minuts a l’agitador amb 1x TBST amb Tween 20 0.1% (100mL 10x TBS Stock Solution, 900mL 

aigua MiliQ i 1mL Tween 20). 

Es va dissenyar l’experiment amb els anticossos primaris que es necessitaven. Els anticossos 

primaris es preparen en un Falcon a la dilució (en TBST) adequada per cada anticòs. Es va 

deixar la membrana dins del Falcon amb l’anticòs overnight a 4ºC girant en el rotor. A la 

Taula 8 es mostren els anticossos primaris utilitzats amb la seva dilució corresponent.  

Taula 8. Anticossos primaris utilitzats per Western Blot en les mostres de medul·la espinal.  

 

Per acabar, es van rebel·lar les membranes, per això es va utilitzar Immobilon ECL Ultra 

Western HRP Substrate (Merck Millipore Cat.#WBULS0500), barrejant 1:1 les dues solucions. 

Es van posar 3mL de la dilució preparada a sobre de la membrana durant 5 minuts. 

Finalment, es va tapar amb el plàstic per rebel·lar-ho al Chemidoc MP Imaging System 

(Biorad, Hercules, California, USA). 

Després de rebel·lar, es va procedir a fer la tinció amb Coomassie (BioRad Cat.#1610786). Es 

va fer un rentat amb TBST durant 5 minuts a l’agitador, es va retirar i es va posar el 

Coomassie durant 5 minuts, es va tornar a retirar i es va posar el decolorant durant 5 minuts 

més. Es va tornar a analitzar al Chemidoc (Software Bio-Rad ImageLab). 

 

 

Anticòs Dilució Casa comercial Referència 

SCP-2 1:800 Atlas Antibodies HPA027135 

Rab5 1:700 Abcam ab18211 

Rab7 1:700 Atlas Antibodies HPA006964 

FADS2 1:700 Abcam ab72189 

PMP70 1:750 Abcam ab211533 

AGPS 1:800 Santa Cruz Biotechnology sc-374201 

PKCβII 1:800 Santa Cruz Biotechnology sc-13149 

PLCβ1 1:800 Santa Cruz Biotechnology sc-5291 
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4.2. Mostres humanes 

4.2.1. iPSC 

4.2.1.1. Cultiu cel·lular 

Les cèl·lules mare pluripotents induïdes es van obtenir de NINDS Human Genetics DNA and 

Cell line Repository at Coriell Institute. A la Taula 9 es mostren les diferents línies utilitzades 

amb la seva mutació corresponent.  

Taula 9. Línies de iPSC utilitzades amb la seva mutació corresponent.  

 

Abans de procedir amb la descongelació de les iPSC, es van preparar les plaques 

(ThermoFisher Cat.#140675) on creixeran les cèl·lules en una capa de Geltrex (ThermoFisher 

Cat.#A1413201), diluint 250µL en 12mL DMEM high glucose (ThermoFisher Cat.#11965092). 

Es van repartir 2mL de Geltrex per cada pou de la placa i es va deixar un mínim de 30 minuts 

a l’incubador a 37ºC. A la Figura 18 es mostra la representació del protocol d’obtenció de 

motoneurones a partir de les cèl·lules mare pluripotents induïdes.  

Un cop preparada la capa, es van agafar els vials de les iPSC i van ser descongelades al bany 

de 37ºC durant 1 minut, es van passar en un Falcon on es van afegir 3mL de medi de iPSC. A 

la Taula 10 es mostren els diferents components del medi i les seves concentracions. A 

continuació, es van centrifugar 4 minuts a 1300rpm, es va aspirar el sobrenedant i el pellet 

va ser resuspès amb el medi de les iPSC afegint rock inhibitor (Y27632 dihidrocloride) 

(Abcam Cat.#ab120129) a una concentració de 10µM. Es van aspirar els pous on es trobava 

el Geltrex i es van sembrar les cèl·lules posant 2mL per cada pou. 

 

Línies 
NINDS Human Genetics DNA and Cell line Repository 

at Coriell Institute 

Línia control Cat.#ND41866 

Expansió C9orf72 Cat.#ND43208 

Mutació FUS Cat.#ND35663 
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Taula 10. Medi i concentracions utilitzades pel creixement i manteniment de les iPSC.   

Component/Medi Casa comercial Concentració 

Knock out DMEM ThermoFisher Cat.#10829018 40mL 

Knock Out Serum Replacement ThermoFisher Cat.#10828028 10mL 

2-β-Mercaptoetanol ThermoFisher Cat.#21985023 0.35µL 

NEAA FisherScientific Cat.#11350912 500µL 

bFGF ThermoFisher Cat.#PHG0264 4ng/mL 

L-Glutamina ThermoFisher Cat.#25030081 1:200 

Pen/Strep ThermoFisher Cat.#15140163 100µL 
 

El protocol de diferenciació cap a motoneurones es va dur a terme amb una modificació del 

protocol de (Du et al., 2015). Els components que s’utilitzen per tal de realitzar la 

diferenciació són: SB431542 (inhibidor de la via de senyalització activina-nodal), DMH1 

(inhibidor de la via de senyalització bone morphogenetic protein (BMP)), CHIR (agonista de 

la via de senyalització Wnt), àcid retinoic i purmorphamine (agonista de la via de 

senyalització SHH). Les modificacions que es van dur a terme, per fi d’optimitzar al màxim el 

mètode, afecten a les concentracions de CHIR, en el protocol original s’utilitza 1μM en tots 

els medis, en canvi en el nou protocol establert aquesta concentració solament es va 

utilitzar en un dels medis i en la resta es va emprar 3μM. Els canvis també afecten a la 

concentració de l’àcid retinoic, en el protocol original utilitzen 0.1μM en tots els medis 

mentre que en el que es presenta en aquest treball, en els dos primers medis també 

s’utilitza aquesta concentració, però en els dos darrers medis s’augmenta la concentració a 

0.5μM. L’última modificació afecta a la concentració de purmorphamine, en el protocol 

original utilitza 0.5μM en tots els medis i en aquest treball es redueix la concentració a 

0.1μM en els dos últims medis. A la Taula 11 es mostren els diferents components del medi i 

les seves concentracions utilitzades en aquest treball. Tots aquestes modificacions es van 

dur a terme al comprovar que el creixement dels progenitors i la diferenciació cap a 

motoneurones augmentava en el nostre laboratori.   
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Taula 11. Medis i concentracions utilitzades per la diferenciació de les motoneurones a partir de les 

iPSC. 

Component/Medi NEPM 
Medi 1r 

Progenitor  

Medi 2n 

Progenitor  

Medi inducció 

MN 

Medi 

maduració 

DMEM/F12 
(ThermoFisher 

Cat.#11320033) 

20mL 20mL    

Neurobasal 

(ThermoFisher 

Cat.#21103049) 

20mL 20mL    

Neurobasal + 

(ThermoFisher 

Cat.#A3582901) 

  40mL 40mL 40mL 

B27+ 

(ThermoFisher 

Cat.#A3582801) 

800µL 800µL 800µL 800µL 800µL 

Àcid ascòrbic 
(FisherScientific 

Cat.#352685000) 

0.1mM 0.1mM 0.1mM 0.1mM 0.1mM 

L-Glutamina 
(ThermoFisher 

Cat.#25030081) 

1:200 1:200 1:200 1:200 1:200 

NEAA 

(FisherScientific 

Cat.#11350912) 

1:100 1:100 1:100 1:100 1:100 

CHIR 
(Merck Cat.#SML1046) 

3µM 1µM 3µM 3µM  

SB431542 

(Merck Cat.#S4317) 
2µM 2µM 2µM 2µM  

DMH1 
(Merck Cat.#D8946) 

2µM 2µM 2µM 2µM  

Àcid retinoic 

(Merck Cat.#R2625) 
 0.1µM 0.1µM 0.5µM 0.5µM 

Purmorphamine 

(Merck Cat.#SML0868) 
 0.5µM 0.5µM 0.1µM 0.1µM 

Àcid valproic 

(FisherScientific 

Cat.#2815100) 

  0.5mM   

Compound E 
(StemCell Technologies 

Cat.#73952) 

    0.1µM 
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CNTF 

(Merck Cat.#C3710) 
    20ng/mL 

IGF1 
(Merck Cat.#SRP4121) 

    20ng/mL 

Pen/Strep 

(ThermoFisher 

Cat.#15140163) 

1:400 1:400 1:400 1:400 1:400 

A les 48 hores posteriors de sembrar les cèl·lules es va canviar el medi afegint 2mL del medi 

NEPM. Aquestes van estar 6 dies en cultiu, i es va anar canviant el medi cada 48h.  

Passat els 6 dies, aquestes cèl·lules es van passar en plaques de 35mm (Corning Cat.#35300) 

prèviament tractades també amb Geltrex seguint la mateixa metodologia. Per passar les 

NEPM, es va aspirar el medi i es van afegir 500µL d’Acutasa (Sigma Cat.#A6964) i es va 

deixar 5min a l’incubador. Passat aquest temps, les cèl·lules van ser recollides de la placa i 

es van passar en un Falcon afegint 3mL de Neurobasal. Es van centrifugar 4min a 1300rpm, 

es va aspirar el sobrenedant i es van resuspendre les cèl·lules amb el medi 1r progenitor 

afegint novament rock inhibitor. Les cèl·lules van ser sembrades a la noves plaques 

(700.000-800.000 cèl·lules/placa). Aquestes, van estar un mínim de 6 dies en aquest medi, i 

es va anar canviant cada 48h. En aquesta etapa, es poden expandir si és necessari quan 

arriben a un 70% de confluència per tal de poder generar més plaques o per congelar-ne per 

poder guardar un stock d’elles.  

Passats els 6 dies en 1r Progenitors, es van tornar a passar en noves plaques de la mateixa 

manera explicada prèviament, però en aquest cas es va afegir el medi 2n progenitor. 

Aquestes també van estar en cultiu un mínim de 6 dies, canviant el medi cada 48h i tenint 

també la possibilitat de expandir-les i congelar-les.  

En acabar els 6 dies, es van induir cap a neuroesferes. Per aquest pas, es van necessitar unes 

altres plaques (Corning Cat.351008), en aquest cas sense fer cap tipus de capa prèvia ja que 

les neuroesferes creixen en suspensió i no pas adherides a la placa. Primerament, les 

cèl·lules es van disgregar amb Acutasa amb la metodologia anterior, i un cop recollides i 

centrifugades es van resuspendre amb el medi d’inducció, i en aquest cas, sense afegir rock 

inhibitor. Es van sembrar en les noves plaques i es va canviar el medi cada 72h. Al créixer en 

suspensió, per canviar el medi es van haver de recollir i centrifugar per afegir-ne de nou. En 

aquest pas, no es poden expandir ni congelar i han d’estar 6 dies en cultiu. 
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Ja per acabar, passat els 6 dies, aquestes neuroesferes van ser disgregades i diferenciades a 

motoneurones. Primerament es van preparar les plaques on es van sembrar les 

motoneurones, que dependrà de l’experiment que es vulgui realitzar a posterior, Western 

Blot (WB) o immunofluorescència (IF). Per Western Blot es van preparar plaques de 6 pous 

(Sigma Cat.#SIAL0516) i per la immunofluorescència plaques de 24 pous (Sigma 

Cat.#CLS3527). En aquestes plaques es va fer una capa amb poly-L-lysine (Sigma Cat.#P1274) 

i laminina (ThermoFisher Cat.#925-933). En la placa de 24 pous es va posar cobreobjectes de 

vidre (Marienfeld Cat.#0111530) per poder fer la immunofluorescència. Primerament es va 

posar la poly-L-lysine a 5x diluïda en aigua i es va deixar a l’incubador durant mínim 1h i 30 

minuts seguidament es va retirar i es va posar la laminina (2.5µg/1mL de medi) dissolta en 

DMEM/F12 i es va deixar per un mínim de 2h. Un cop es van tenir preparades les plaques es 

va procedir a la disgregació de les neuroesferes amb Accumax (Chemicon Cat.#SCR006). Es 

van recollir les neuroesferes, es van centrifugar 4min a 1300rpm, es va aspirar el 

sobrenedant i es van resuspendre amb el medi de maduració, afegint rock inhibitor i en 

aquest cas també es va afegir compound E a 0.1µM (aquest s’afegeix únicament la primera 

vegada). Per acabar, les cèl·lules van ser sembrades a les plaques preparades prèviament, 

30.000-40.000 cèl·lules/pou a la placa de 24 pous i 1·106 cèl·lules/pou a la placa de 6 pous. 

Aquestes motoneurones es van deixar durant 15 dies, canviant el medi cada 5-6 dies, i al 

llarg d’aquest temps es van anar neuralitzant.  
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Figura 18. Protocol d’obtenció de les motoneurones a partir de les iPSC.  Primerament es descongelen 

les cèl·lules mare pluripotents induïdes i es sembren en una placa amb GelTrex amb el medi per les 

iPSC. A les 48h es canvia el medi per medi NEPM i passats 6 dies es disgreguen amb Acutasa per passar -

les en noves plaques amb Geltrex i amb medi 1r progenitor. Passats 6 dies més, es tornen a disgregar 

amb Acutasa, es sembren en noves plaques amb Geltrex  amb medi 2n progenitor. Després de 6 dies 

més, es tornen a disgregar amb Acutasa i es posen en noves plaques sense Geltrex (creixen sense 

adherir-se) i amb medi d’inducció i es van formant les neuroesferes. Passats 6 dies es recullen, es 

disgreguen amb Accumax i es sembren en plaques amb medi de maduració per obtenir les 

motoneurones que estan en cultiu durant 15 dies (Creat amb BioRender, 2023).  

4.2.1.2. Tractaments d’inducció d’estrès oxidatiu, osmòtic i per ARN forà 

Es van realitzar diversos estressos: estrès oxidatiu, osmòtic i per ARN forà, a les 

motoneurones en cultiu als 15 dies. Els compostos inductors d’estrès utilitzats van ser: 

peròxid d’hidrogen (Sigma Cat.#H1009), sorbitol (Sigma Cat.#240850) i poly-IC (Sigma 

Cat.#P1038). A la Taula 12 es mostren els reactius utilitzats, amb les dosis i temps de 

tractament corresponents. 
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Taula 12. Tractament d’inducció d’estrès en els cultius de motoneurones.  

Per preparar els agents inductors d’estrès (H2O2 i sorbitol) es van diluir amb el medi de 

maduració de les motoneurones. Es va retirar el medi en el que estan i es va posar 400µL de 

la dilució. Es va deixar durant 4 hores i/o 24 hores i passat el temps, es va començar la 

immunofluorescència.  

En el cas del poly-IC, es va necessitar lipofectamina 3000 (FisherScientific Cat.#15282465), 

reactiu amb alta eficiència per transfectar cèl·lules. Es van preparar les dilucions adequades 

amb opti-MEM (FisherScientific Cat.# 31985047), lipofectamina, p3000 i poly-IC. L’estrès 

també es va deixar 4 hores i/o 24 hores. 

4.2.1.3. Immunofluorescència en cultius de motoneurones 

De les plaques de 24 pous on les cèl·lules han crescut damunt dels cobreobjectes es va 

procedir a fer la immunofluorescència. Es va preparar PFA a 3.7x diluït en PBS. Es van aspirar 

els pous i es va posar 500µL de PFA durant 15 minuts. Es van permeabilitzar les cèl·lules amb 

500µL de tritó X-100 (0.1% v/v en PBS) durant 30 minuts a temperatura ambient. Al pròxim 

pas, es van bloquejar les cèl·lules amb BF que es va preparar amb una solució al 5% de NGS 

diluït en PBS tritó 0.1%. Es van aspirar els pous i es va posar 500µL de la solució durant 1 

hora també a temperatura ambient. Es van preparar els anticossos primaris diluïts en BF. A 

la Taula 13 es mostren els anticossos primaris utilitzats amb la seva dilució corresponent. 

Passat el temps, els cobreobjectes van ser recollits de dins de la placa amb l’ajuda d’unes 

pinces, es va fer un rentat amb PBS per immersió i es van posar damunt alguna superfície 

plana recoberta amb paper de film. Es van posar 30µL de l’anticòs primari a cada 

cobreobjectes i es va deixar tota la nit a 4ºC en una cambra humida.  

Tipus d’estrès Reactiu Dosis 
Temps de 

tractament 

Estrès oxidatiu Peròxid d’hidrogen 1µM i 10µM 
4h 

24h 

Estrès osmòtic Sorbitol 0.4M 4h 

Estrès per ARN 

forà 
Poly-IC 250ng i 1000ng 

4h 

24h 
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Taula 13. Anticossos primaris utilitzats per immunofluorescència en els cultius de motoneurones.  

Anticòs Dilució Casa comercial Referència 

SCP-2 1:100 Atlas Antibodies HPA027135 

Rab5 1:150 Abcam ab18211 

Rab7 1:150 Atlas Antibodies HPA006964 

FADS2 1:100 Abcam ab72189 

PMP70 1:100 Abcam ab211533 

AGPS 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-374201 

PKCβII 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-13149 

PLCβ1 1:100 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-5291 

TDP-43 1:150 Proteintech 10782-2-APS 

VAPA 1:100 Abcam ab96584 

VAPB 1:100 Atlas Antibodies HPA013144 

G3BP1 1:100 Antibodies A90896 
 

Al dia següent, es va procedir a fer un altre rentat per immersió en PBS i es va posar 

l’anticòs secundari a una dilució 1/800 diluït en PBS durant 1 hora a temperatura ambient i a 

les fosques. A la Taula 3 es mostren els anticossos secundaris utilitzats amb la seva dilució 

corresponent.   

Passat el temps, es va fer un altre rentat i es va posar el DAPI a una dilució 1/50 durant 10 

minuts. Per acabar, es va fer un nou rentat i es va procedir a fer el muntatge en els 

portaobjectes (LabBox Cat.#SLIB-F10-050), amb medi de muntatge i coberts pels 

cobreobjectes de vidre esmentats anteriorment. Es van deixar a temperatura ambient per 

tal que s’assequin correctament i es van guardar a 4ºC cobert de la llum fins el moment del 

seu anàlisi.  

4.2.1.4. Western Blot en cultius de motoneurones 

Primerament es van recollir les motoneurones de la placa que van estar en cultiu durant 15 

dies. Per recollir-les de la placa, es va utilitzar 1mL de RIPA (ThermoFisher Cat.#8990) per 

cada pou i amb l’ajuda de la pipeta, sense disgregar-les massa per conservar la seva 

estructura, es van passar en un Falcon.  
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La quantificació de proteïnes presents en les MN es va dur a terme mitjançant Quick 

StartTM Bradford. La concentració exacta de proteïnes de la mostra es va determinar per 

interpolació a partir d’una corba estàndard feta mesurant l’absorbància d’una sèrie de 

dilucions d’estàndards de proteïnes de concentracions conegudes dins del rang de resposta. 

Es va utilitzar albúmina de sèrum boví (BSA) (ThermoFisher Cat.#23209) com estàndard. La 

concentració de la mostra es va igualar amb aigua MiliQ seguit de l’addició del Loading 

Buffer tal i com s’ha explicat anteriorment. La resta de protocol a seguir va ser el mateix que 

per les mostres de medul·la de ratolí. A la Taula 14 es mostren els anticossos primaris 

utilitzats amb la seva dilució corresponent. 

Taula 14. Anticossos primaris utilitzats per Western Blot en els cultius de motoneurones.   

 

4.2.2. Mostres de femta humanes 

4.2.2.1. Extracció de l’ADN 

L’extracció de l’ADN es va realitzar amb el kit QIAamp DNA Stool Mini Kit (Quiagen 

Cat.#51540) d’acord amb les instruccions del fabricant. La concentració ideal d’ADN a 

obtenir és d’entre 20-200ng/µL. Per tal d’aconseguir aquesta concentració es va partir 

d’alíquotes congelades de la mostra de femta d’entre 180-220mg. 

L’extracció es va realitzar amb mostres de femta de pacients amb ELA i controls sans. Es van 

utilitzar 29 mostres de femta, les quals 12 són controls i 17 són malalts d’ELA (11 espinals i 6 

bulbars). Tots ells van estar més de 2 mesos sense prendre antibiòtics. A la Taula 15 es 

mostren les dades clíniques dels controls i pacients d’on provenen les mostres de femta. 

L’estudi va ser supervisat pel comitè d’ètica de l’Hospital Universitari de Bellvitge i pel 

comitè d’experimentació amb medicaments (CEIM) de l’Hospital Arnau de Vilanova. Tots els 

Anticòs Dilució Casa comercial Referència 

SCP-2 1:800 Atlas Antibodies HPA027135 

Rab5 1:700 Abcam ab18211 

Rab7 1:700 Atlas Antibodies HPA006964 

AGPS 1:800 
Santa Cruz 

Biotechnology 
sc-374201 

VAPB 1:1000 Atlas Antibodies HPA013144 
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participants havien donat el seu consentiment informat per escrit i tots els mètodes es van 

realitzar de conformitat amb les directrius aprovades. Es van inscriure 17 pacients 

diagnosticats clínicament d’una ELA definitiva segons els criteris revisat d’El Escorial en el 

servei de neurologia de l’Hospital Universitari de Bellvitge entre el juny del 2012 i març de 

2017. Els usuaris que presentaven altres patologies neurològiques es van excloure. A més, 

els criteris d’exclusió descartaven usuaris amb malalties del tracte gastrointestinal o tractats 

amb fàrmacs (per exemple amb antibiòtics) que podien alterar l’equilibri nutricional i 

afectar a la microbiota intestinal. Es van reclutar 12 controls sans que podien ser la parella 

dels usuaris diagnosticats o familiars pròxims, per tal de minimitzar al màxim els efectes 

causats pels diferents estils de vida i dieta. La procedència dels participants procedia de 

diferents ciutats o pobles de Catalunya amb condicions de vida i dieta similars.  

Taula 15. Dades clíniques dels controls i pacients d’ELA. 

Mostra Edat Data inici Pes (kg) 
Altura 

(m) 
IMC Sexe Èxitus 

Control 68     H  

Control -     H  

Control 74     H  

Control -     D  

Control -     D  

Control -     D  

Control 73     D  

Control -     H  

Control -     -  

Control -     D  

Control 56  51.5 1.64 19.3 -  

Control 67  57 1.67 20.44 D  

ELA espinal 71 feb-15 77.3 1.51 33.9 D jul-16 

ELA espinal 59 ag-16 54.7 1.55 22.76 D juny-17 

ELA espinal 65 oct-13 92.2 1.68 32.29 H maig-18 

ELA espinal 65 jul-13 71.1 1.7 24.6 H - 

ELA espinal 64 jul-15 53.3 1.63 20.18 D Viu 

ELA espinal 81 ag-16 64 1.48 29.22 D Viu 

ELA espinal 73 ag-14 82.6 1.72 28 H set-17 

ELA espinal 69 abr-16 - - - D set-18 

ELA espinal 64 juny-15 - - - H Viu 
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ELA espinal 73 març-17 - - - H des-2019 

ELA espinal 39 juny-12 83.85 1.7 29.01 H jul-22 

ELA bulbar 57 maig-14 69.25 1.58 27.74 D maig-18 

ELA bulbar 66 maig-15 72 1.63 22.28 D juny-17 

ELA bulbar 74 nov-14 52.15 1.53 23.6 D jul-18 

ELA bulbar 66 jul-16 71 1.64 24.76 H gen-19 

ELA bulbar 51 març-13 77.5 1.77 22.76 D jul-19 

ELA bulbar 76 ag-16 54.7 1.55 33.9 D oct-17 

Un cop es va obtenir la quantitat de femta adient, es va afegir 1.4mL de buffer ASL, present 

en el kit, a cada mostra (evitant la descongelació) i es va vortejar fins l’homogeneïtzació. A 

continuació es van deixar les mostres al bany a 70ºC durant 5 minuts i en acabar es van 

vortejar de nou durant 15 segons. Després, les mostres es van centrifugar a màxima 

velocitat (14.000rpm) durant 1 minut i es va recollir 1.2mL del sobrenedant que es va 

depositar en un nou eppendorf de 2mL. 

Seguidament es van afegir les InhibitEX tablets presents també en el kit. Es van afegir les 

pastilles directament dins de l’eppendorf evitant tocar-les amb les mans i altres 

instruments. A continuació, es va vortejar fins la dissolució total de les pastilles i es va deixar 

1 minut a temperatura ambient. Després es va centrifugar a màxima velocitat durant 3 

minuts, es va recollir el sobrenedant (aproximadament 300-400µL) i es va tornar a 

centrifugar 3 minuts a màxima velocitat.  

En eppendorfs nous d’1mL es van afegir 15µL de proteïnasa K i es van pipetejar 200µL del 

sobrenedant present en l’última centrifugació i 200µL de buffer AL als eppendorfs que 

contenen la proteïnasa K. Seguidament es va vortejar durant 15 segons i es van incubar de 

nou al bany a 70ºC durant 10 minuts. Passat els 10 minuts, es van afegir 200µL d’etanol i es 

va vortejar. 

A continuació, es va depositar el lisat obtingut anteriorment (aproximadament 600µL) en 

una spin column, present també en el kit, i es va centrifugar durant 1 minut a màxima 

velocitat. Es va descartar el que contenia el filtrat i es va col·locar la spin column en un nou 

eppendorf de 2mL. Es va pipetejar 500µL de buffer AW1 i es va tornar a centrifugar durant 1 

minut a màxima velocitat. De nou es va descartar el lisat, es va col·locar la spin column en un 

altre eppendorf de 2mL, es va pipetejar 500µL de buffer AW2 i es va centrifugar 3 minuts a 

màxima velocitat. Finalment es va depositar la spin column que conté l’ADN en un nou 

eppendorf d’1mL i es va pipetejar 200µL de buffer AE directament sobre la membrana. Es va
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incubar durant 1 minut a temperatura ambient i per acabar es va centrifugar durant 1 minut 

a màxima velocitat.  

El lisat final és el que conté l’ADN, que es va mesurar la seva concentració al Nanodrop a 

260nm (ND-1000 UV/Vis Spectofotometer, Nanodrop Tecnologies). Posteriorment es va 

enviar al Servei de Genòmica i Bioinformàtica de la Universitat Autònoma de Barcelona per 

la seva seqüenciació. A la Taula 16 es mostren les concentracions d’ADN extretes a partir de 

les mostres de controls i pacients d’ELA.  Per acabar, es va mesurar la  

Taula 16. Concentracions d’ADN en les mostres de femta de controls i pacients d’ELA mesurades amb 

el Nanodrop a una longitud d’ona de 260nm.  

Mostres Concentració ADN (ng/μL) 

Control 25.6 

Control 143.3 

Control 52.7 

Control 42.6 

Control 22.7 

Control 39.1 

Control 36.2 

Control 29.6 

Control 24.3 

Control 58.1 

Control 162 

Control 217.8 

ELA espinal 88.1 

ELA espinal 133.6 

ELA espinal 45.8 

ELA espinal 96.9 

ELA espinal 136.8 

ELA espinal 35.9 

ELA espinal 25.7 

ELA espinal 27.2 

ELA espinal 61.9 

ELA espinal 30.2 

ELA espinal 20.1 

ELA bulbar 34.9 

ELA bulbar 38.8 

ELA bulbar 25.9 

ELA bulbar 148.1 

ELA bulbar 91 

ELA bulbar 83.7 
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4.2.2.2. Anàlisi d’àcids grassos de cadena curta per cromatografia líquida 

Els AGCC es van analitzar en mostres de femta (0.2-0.5 grams) de pacients amb ELA i 

controls sans per cromatografia líquida d’alta eficàcia (HPLC) seguint el protocol de (Torii et 

al., 2010). 

Es va analitzar 12 AGCC: succínic, làctic, acètic, propiònic, crotònic, iso-butíric, butíric, 2-

metilbutíric, iso-valèric, valèric, iso-caproic i caproic. Per l’anàlisi, primerament es van 

preparar els estàndards de cada un dels AGCC a una concentració de 200mmol/L en 50% 

metanol i 50% H20 (25mL metanol i 25mL H2O). Es va realitzar els càlculs pertinents per cada 

estàndard segons la seva densitat i pes molecular, i es va posar la quantitat correcta en un 

eppendorf diluït en 1mL del metanol+H20. Seguidament es van diluir posant 5µL de cada un 

en 1mL de metanol+H20. 

Per altra banda, es van preparar els reactius necessaris per la derivatització, els quals són: 

àcid fosfòric (Sigma Cat.#345245), piridina (Sigma Cat.#270970), hidròxid de potassi (KOH) 

(Sigma Cat.#40216), 1-EDC (Sigma Cat.#E176) i 2-NPH-HCl (Sigma Cat.#N21588) tal i com 

s’explica en el protocol. 

Seguidament es va preparar la fase mòbil per la cromatografia líquida, formada per 

acetonitril (Sigma Cat.#271004), metanol (Sigma Cat.#494291) i aigua MiliQ a una proporció  

0:16:54 (1 litre) respectivament. Es va ajustar el pH a 4.5 amb àcid trifluoro acètic 0.1M 

(Sigma Cat.#91707M). Per acabar, es va filtrar la fase mòbil per evitar col·lapsar la columna 

de la cromatografia líquida.  

Per posar a punt el mètode primerament es va procedir a la derivatització per comprovar 

que tots els estàndards apareixen en el temps de retenció concret. Es van preparar 11 tubs 

de vidre (un per cada estàndard) i en cada un d’ells es va afegir: 150µL de l’estàndard, 150µL 

de piridina, 150µL de 2-NPH-HCl i 150µL de 1-EDC. Seguidament es va deixar 20 minuts al 

bany a 60ºC i en acabar es va afegir 100µL de KOH. Es va tornar a posar durant 20 minuts a 

60ºC i es va deixar refredar. Un cop refredat, es va afegir 1.500µL d’àcid fosfòric i 2.000µL 

d’èter (Sigma Cat.#344362). Es va agitar durant 3 minuts i es va centrifugar 5 minuts a 

3.000rpm.
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Un cop centrifugat, es va agafar tota la fase èter (fase superior) i es va passar a un nou tub 

de vidre i es va afegir 2mL d’aigua. Es va tornar a agitar bé durant 3 minuts i es va 

centrifugar durant 5 minuts a 3.000rpm. Novament, es torna a agafar tota la fase èter i es va 

passar en un eppendorf i es va evaporar amb nitrogen gas. Per acabar, un cop tot evaporat, 

es van afegir 100µL de metanol, es va vortejar i es va passar tot el volum a un vial petit de 

vidre preparat per analitzar-ho al HPLC.  

Seguidament es van realitzar les corbes de cal·libració a partir d’una sèrie de dilucions 

seriades de cada un dels estàndards (125mmol/L, 250mmol/L 500mmol/L, 1000mmol/L, 

2000mmol/L, 4000mmol/L) a partir de la dilució mare (200mmol/L). Per acabar, es van 

derivatitzar amb els diferents reactius i es va analitzar amb el HPLC per realitzar les corbes 

de cal·libració a partir de l’àrea dels pics de cada un dels estàndard. Les R obtingudes en 

cada corba de cal·libració va ser de 0.99 aproximadament. A la Figura 19 es mostra l’aparició 

de cada estàndard en el seu temps de retenció.  

 

Figura 19. Aparició de cada estàndard en el seu temps de retenció.  1 = succínic, 2 = làctic, 3 = acètic, 4 

= propiònic, 5 = crotònic, 6 = iso-butíric, 7 = butíric, 8 = 2-metilbutíric, 9 = iso-valèric, 10 = valèric, 11 = 

iso-caproic, 12 = caproic (Torii et al., 2010).  

Un cop posat a punt el mètode, es va començar a analitzar els AGCC de les mostres de 

femta. L’alíquota de la mostra de femta es va diluir en 5mL etanol 70% i es va centrifugar 

durant 10 minuts a 2.500rpm. Per cada mostra, es va preparar un tub de vidre i en cada un 

es va posar 150µL de la mostra de femta diluïda en etanol i es va procedir a la derivatització
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amb els diferents reactius, tal i com s’ha explicat anteriorment, per poder-ho analitzar per 

cromatografia líquida. 

Per cada mostra, es va calcular els microM a partir de la fórmula de la pendent donada en 

cada corba de cal·libració. Un cop calculats els microM, es va procedir a la normalització 

tenint en compte el pes de femta utilitzat en cada cas.  

Tot i analitzar 12 AGCC, ens vam centrar amb la informació donada per l’àcid acètic, àcid 

propiònic i àcid butíric ja que representen el 95% de tots els àcids grassos de cadena curta a 

una proporció 60:20:20 respectivament.  

4.2.2.3. Cromatografia líquida d’alta eficàcia  

L’anàlisi dels AGCC es va realitzar mitjançant HPLC, Agilent 1100 HEWLETT PACKARD 

(Santaclara, CA, USA), amb una columna C18. El material utilitzat per la columna és de sílice 

modificat amb un grup funcional, l’octa decil, el qual és una cadena recta de 18 carbonis, 

d’aquí el nom de columna C18. Milers de cadenes d’hidrocarburs s’adjunten en la superfície 

del gel de sílice per poder fer la separació. 

La temperatura de la columna es va ajustar a 50ºC i el flux a 1.1mL/min. La detecció es 

realitza per UV, així doncs, el detector es va ajustar a una longitud d’ona de 400nm. 

4.3. Microscòpia 

4.3.1. Microscòpia de fluorescència 

En aquest estudi, es van realitzar diferents immunofluorescències per tal de determinar la 

localització i els nivells d’expressió de les proteïnes d’interès. Per això s’utilitza un anticòs 

secundari que es conjugarà de forma específica a l’anticòs primari per visualitzar l’estructura 

d’interès.  

4.3.2. Microscòpia de fluorescència confocal 

Les imatges amb el microscopi confocal es van adquirir amb el microscopi confocal Olympus 

FV10i a un augment de 60x. Les motoneurones són identificades per mida, morfologia  
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nuclear i per immunoreactivitat per tubulina βIII. A la Figura 20 es mostra diverses 

motoneurones marcades per tubulina βIII. 

 

Figura 20. Motoneurones marcades per tubulina βIII.  El nucli de les motoneurones és 

d’aproximadament 10μM. 

Per l’anàlisi de la intensitat de les proteïnes nuclears i citosòliques, així com també la seva 

quantificació, es va utilitzar el software CellProfiler versió 4.2.1 per Windows (Kamentsky et 

al., 2011). A la Figura 21 es mostra algunes imatges representatives generades per 

l’algoritme del CellProfiler. Les pipelines utilitzades es poden descarregar del Mendeley  

(Fontdevila, Laia (2023), “Agregats citosol/nucli”, Mendeley Data, V1, doi: 

10.17632/zsxnsp4r5d.1) i (Fontdevila, Laia (2023), “Intensitat agregats citosol/nucli”, 

Mendeley Data, V1, doi: 10.17632/ftv9mt6x5w.1). Aquestes pipelines han estat creades 

amb el software CellProfiler versió 4.2.1 i són adequades per l’anàlisi automatitzat d’imatges 

de microscopia confocal i permet la quantificació del nombre d’agregats i de la seva 

intensitat respectivament en compartiments subcel·lulars (citosol i nucli). Aquestes pipelines 

a l’hora de quantificar els agregats proteics no diferencien les motoneurones de la resta de 

cèl·lules i per aquest motiu, aquests han estat quantificats en tots els tipus cel·lulars. 
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Figura 21. Flux de treball de la pipeline creada pel CellProfiler. Els components de les cèl·lules 

s’identifiquen com objectes primaris a partir dels nuclis tenyits amb DAPI per tal d’identificar tot el cos 

cel·lular (objectes secundaris) i el citoplasma (objecte terciari) mitjançant propagació i segmentació. 

Una vegada que els components cel·lulars s’han representat correctament, el software pot realitzar 

una sèrie de mesures, en aquest cas, el nombre d’agregats proteics (speckles) tant en el citosol com en 

el nucli, i la intensitat d’aquests agregats . 

4.4. Anàlisi estadístic 

Tota l’estadística i les gràfiques s’han realitzat utilitzant el GraphPad Prism versió 9.1.2 per 

Windows (GraphPad SoftWare, San Diego, CA, USA). Les diferències entre grups s’han 

analitzat per Student’s t-test i one-way ANOVA, amb els anàlisis post-hoc adients, una 

vegada provada la normalitat de les variables mitjançant la proba de Kolmogorov-Smirnov. 

També es van realitzar correlacions entre variables i anàlisis de regressió lineal utilitzant el 

mateix software. El nivell de 0.05 es va correlacionar com el punt de significació mínima 

estadística en cada comparació. 

A més a més, per l’anàlisi estadístic de la diversitat bacteriana es va emprar el programa 

MicrobiomeAnalyst v2.0. Es va calcular la diversitat bacteriana a partir de diferents índexs 

(Chao1 i Shannon) els quals utilitzen valors d’abundància relativa, però en cada un les 
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operacions matemàtiques s’organitzen diferent. Chao1 es basa en l’abundància d’una 

determinada espècie dins la mostra i Shannon mesura la probabilitat de seleccionar totes 

les espècies en la proporció a la qual es troben. 

Per acabar, es va utilitzar el programa MetaboAnalyst v5.0 per l’anàlisi estadístic del fílum, 

família, gènere i espècie dels bacteris presents en les mostres de femta. Els resultats 

presentats en aquest treball es mostren en counts, recompte de variants de la seqüència 

16S de l’ARNr ampliades durant la PCR. D’aquesta manera s’estima les proporcions de 

tàxons bacterians de les comunitats bacterianes presents en les mostres. Es tenen en 

compte tots els fílums, famílies, gèneres i espècies de bacteris. A la Figura 22 es mostra un 

exemple per gènere, ordenats de major a menor abundància, obtingut de la seqüenciació 

del 16S ARNr. Posteriorment, aquestes dades són analitzades pel programa. Les mostres 

prèviament van ser normalitzades. Es van emprar tests one-way ANOVA, anàlisis de 

correlació i anàlisis multivariants (ortho-PLSDA). Aquest últim serveix per tal d’explicar la 

variabilitat de la mostra, utilitza un model de predicció que s’anomena anàlisi de 

discriminants, on s’intenta predir on es situarà la mostra segons el seu microbioma, si serà 

control, ELA espinal o ELA bulbar. El llindar p<0.05 va ser seleccionat com el punt mínim de 

significança estadística en totes les comparacions. 

 

Figura 22. Exemple dels resultats obtinguts de la seqüenciació. Gènere d’alguns dels bacteris 

expressats en counts (recompte de variants de la seqüència 16S de l’ARNr ampliades durant la PCR) , 

ordenades de major a menor abundància en les mostres de femta analitzades.  Dades a partir de les 

quals el programa MetaboAnalyst genera l’estadística.  
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5.1. Alteració en proteïnes implicades en el tràfic endosomal 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de Rab5 i Rab7, proteïnes implicades en el 

tràfic endosomal, en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolí, G93A i no transgènics, i 

en línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients. Les seccions de medul·la es van 

extreure als 150 dies d’edat del ratolí ja que és el punt final de la malaltia amb major pèrdua 

de motoneurones. Per altra banda, els experiments en motoneurones s’han realitzat en la 

línia control, en la línia C9orf72 i en la línia FUS. Aquestes cèl·lules deriven dels fibroblasts 

de pacients d’ELA i controls sans que han estat reprogramades i posteriorment 

diferenciades a motoneurones.   

5.1.1. Anàlisi en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolins  

  G93A 

S’ha analitzat el nombre d’agregats de Rab5 i Rab7 tant en el citosol com en el nucli de les 

motoneurones presents en la regió ventral de la medul·la espinal lumbar dels ratolins. 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de Rab5 mostren un augment del nombre 

d’agregats d’aquesta proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics 

(Figura 23A). A més a més, es pot observar com en els ratolins no transgènics les 

motoneurones estan preservades i el marcatge respecta el nucli a diferència dels ratolins 

G93A on la immunoreactivitat és nuclear (Figura 23B). 
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Figura 23. Agregació de Rab5 en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab5 en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 20μM.  (n=2 

ratolins no transgènics i n=3 ratolins G93A).  

De forma quantitativa els resultats obtinguts mostren un augment del nombre d’agregats de 

Rab5 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 24A), 

en canvi, en el nucli no s’observen diferències significatives (Figura 24B). En la intensitat 

d’aquests agregats també es produeix un augment en les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics tant en el citosol com en el nucli (Figura 24C i 24D). 
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Figura 24. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics  de Rab5 en les cèl·lules dels ratolins G93A als 

150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de Rab5 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de la regió ventral de la medul·la espinal de 

ratolins no transgènics i G93A, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No 

es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins 

G93A respecte els no transgènics. (C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats de Rab5 en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) Augment significatiu de la 

intensitat dels agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics. (n=1 ratolí per cada genotip). ns Indica p>0.05,  *** p<0.001 per Student’s t -test. 

Per tal d’acabar de corroborar els resultats obtinguts anteriorment, es va realitzar també un 

Western Blot per Rab5. En aquest cas es va realitzar en mostres de medul·la espinal lumbar 

als 90 dies i 120 dies d’edat per comprovar si els canvis trobats als 150 dies succeïen en 

edats anteriors. Els resultats obtinguts, tot i observar un petit augment de la proteïna en els 

ratolins G93A d’ambdues edats, les diferències no són significatives tal i com es mostra en la 

quantificació per microscopia confocal (Figura 25A i 25B). 
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Figura 25. Els nivells de Rab5 no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 dies ni als 

120 dies d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i 

G93A als 90 dies i 120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del 

Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. (A) Als 90 dies d’edat del ratolí, no 

es detecten canvis significatius en els nivells de Rab5 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. 

(B) Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en els nivells de Rab5 en els 

ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per cada genotip i per cada edat). ns Indica 

p>0.05 per Student’s t-test. 

Per Rab7 les imatges obtingudes per microscopia confocal també mostren un augment dels 

agregats en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 26A i 26B).
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Figura 26. Agregació de Rab7 en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab7 en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 20μM. (n=3 

ratolins per cada genotip).  

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

s’observa un augment significatiu del nombre d’agregats de la proteïna Rab7 en el citosol de 

les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 27A), en canvi, en el nucli 

no es detecten canvis (Figura 27B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, es produeix 

també un augment en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics (Figura 27C) i en el nucli tampoc es produeixen canvis (Figura 27D).  
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Figura 27. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de Rab7 en les cèl·lules dels ratolins G93A als 

150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de Rab7 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la espinal de ratolins no transgènics i 

G93A, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol 

de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten canvis significatius en 

el nombre d’agregats de Rab7 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. 

(C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins 

G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats 

de Rab7 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per cada 

genotip). ns Indica p>0.05, * p<0.05 per Student’s t -test. 

Seguint la mateixa línia, també es va realitzar un anàlisi per Western Blot en mostres de 

medul·la espinal als 90 dies i 120 dies d’edat. Els resultats obtinguts, tot i observar un petit 

augment en els ratolins G93A, majoritàriament als 120 dies, no mostren canvis significatius 

en els nivells de Rab7 en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 

28A i 28B). 
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Figura 28. Els nivells de Rab7 no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 dies ni als 

120 dies d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i 

G93A als 90 dies i 120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del 

Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. (A) Als 90 dies d’edat del ratolí, no 

es detecten canvis significatius en els nivells de Rab7 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. 

(n=3 ratolins per cada genotip). (B) Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en 

els nivells de Rab7 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=6 ratolins no transgènics i n=5 

ratolins G93A). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

5.1.2. Anàlisi en el model cel·lular de motoneurones derivades de  

  pacients 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de Rab5 i Rab7, en tres línies de 

motoneurones derivades de pacients: línia control, línia C9orf72 i línia FUS. A més a més,  

s’ha analitzat també el nombre d’agregats sota una situació d’estrès oxidatiu induït amb 

peròxid d’hidrogen i sota estrès osmòtic induït amb sorbitol.  

5.1.2.1. Rab5 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de Rab5 mostren un augment del nombre 

d’agregats de la proteïna en ambdues línies cel·lulars, C9orf72 i FUS, respecte la control 

(Figura 29).  
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Figura 29. Agregació de Rab5 en les cèl·lules de línia control, C9orf72 i FUS. Analitzat per microscopia 

confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab5 en les cèl·lules de la línia control, 

C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM.  

Els resultats obtinguts en la quantificació de Rab5, tal i com s’ha observat anteriorment, 

mostren un augment significatiu del nombre d’agregats en el citosol de les cèl·lules tant de 

la línia C9orf72 com de la línia FUS respecte la control (Figura 30A), en el nucli en canvi, no 

es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de Rab5 en cap de les línies 

analitzades respecte la control (Figura 30B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, en 

el citosol s’observa també un augment significatiu tant en la línia C9orf72 com en la línia 

FUS respecte la control (Figura 30C). En el nucli, solament es produeix aquest augment en 

les cèl·lules de la línia FUS respecte la control (Figura 30D).  
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Figura 30. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics en les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de Rab5 en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules de la 

línia C9orf72 i FUS respecte la control. (B) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats 

de Rab5 en el nucli de les cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la control. (C) Augment 

significatiu de la intensitat dels agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS 

respecte la control. (D) Augment significatiu de la intensitat dels agregats de Rab5 en el nucli de les 

cèl·lules de la línia FUS respecte la control. ns Indica p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

Per altra banda s’ha analitzat l’efecte de dos estressors per quantificar els nivells d’agregació 

proteica de Rab5. Les cèl·lules de les tres línies van ser tractades amb peròxid d’hidrogen a 

1µM i 10µM durant 4h de tractament (estrès oxidatiu) i sorbitol a 0.4M també durant 4h 

(estrès osmòtic).  
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5.1.2.1.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   Rab5 en les cèl·lules de la línia control 

Tal i com mostren les imatges obtingudes per microscopia confocal, sota el tractament amb 

peròxid d’hidrogen no es detecten canvis en el nombre d’agregats de Rab5, en canvi, sota el 

tractament a 0.4M de sorbitol durant 4h a més a més de produir-se un augment dels 

agregats de Rab5 respecte les control, es pot observar també com amb aquest tractament 

les motoneurones estan més deteriorades en comparació amb el tractament amb H2O2. Els 

nuclis són més petits i més picnòtics (Figura 31).  

 

Figura 31. Agregació de Rab5 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia control. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab5 en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM.  
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Els resultats obtinguts en la quantificació mostren un augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h 

respecte les control (Figura 32A). En canvi, en el nucli disminueixen el nombre d'aquests 

agregats a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 32B). Pel que fa a la 

intensitat d’aquests agregats, els resultats obtinguts mostren un augment amb sorbitol en el 

citosol respecte les control (Figura 32C) i una disminució en el nucli també sota el 

tractament amb sorbitol respecte les control (Figura 32D). 

 

Figura 32. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab5 sota l’estrès osmòtic induït 

amb sorbitol en les cèl·lules de la línia control.  Analitzat a partir de la quantificació del nombre 

d’agregats i de la intensitat de Rab5 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les 

control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules tractades 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats 

de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (D) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules tractades a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, *** p<0.001 per one -way ANOVA. 
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5.1.2.1.2. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   Rab5 en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Tal i com mostren les imatges obtingudes per microscopia confocal, sota el tractament amb 

peròxid d’hidrogen no es detecten canvis en el nombre d’agregats de Rab5, en canvi, sota el 

tractament a 0.4M de sorbitol durant 4h s’observa un augment respecte les control. A més a 

més, sota el tractament amb sorbitol les motoneurones estan més deteriorades que no pas 

amb el tractament amb H2O2. Els nuclis són més petits i més picnòtics (Figura 33).  

 

Figura 33. Agregació de Rab5 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia C9orf72. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab5 en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

En la quantificació, tal i com s’ha observat anteriorment, es mostra un augment significatiu 

del nombre d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol 

durant 4h respecte les control (Figura 34A). En canvi, en el nucli, disminueixen aquests 
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agregats sota el tractament amb sorbitol (Figura 34B). En l’anàlisi de la intensitat dels 

agregats s’observa un augment significatiu en el citosol de les cèl·lules quan es tracten amb 

sorbitol respecte les control (Figura 34C) i en canvi en el nucli disminueix sota el mateix 

tractament (Figura 34D).  

 

Figura 34. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab5 sota l’estrès osmòtic induït 

amb sorbitol en les cèl·lules de la línia C9orf72.  Analitzat a partir de la quantificació del nombre 

d’agregats i de la intensitat de Rab5 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les 

control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules tractades 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats 

de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (D) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules tractades a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

Per tal de corroborar els resultats es va realitzar un anàlisi per Western Blot, sota el 

tractament amb peròxid d’hidrogen a 1μM i 10μM durant 4h. Els resultats obtinguts 
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mostren un augment significatiu de Rab5 en les cèl·lules tractades a ambdues 

concentracions de H2O2, tant a 1μM com a 10μM, durant 4h respecte les control (Figura 35). 

 

Figura 35. Alteració en els nivells de Rab5 sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen en les 

cèl·lules de línia C9orf72. Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular C9orf72 sota l’estrès induït 

amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis densitomètrics es mostren 

sota la transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. Augment 

significatiu dels nivells de Rab5 en les cèl·lules tractades a 1µM i 10µM de H 2O2 durant 4h respecte les 

control. (n=2 per cada condició). * Indica p<0.05 per one-way ANOVA. 

5.1.2.1.3. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   Rab5 en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal no mostren canvis en el nombre 

d’agregats de Rab5 en cap dels tractaments utilitzats, ni amb peròxid d’hidrogen ni amb 

sorbitol, respecte les control (Figura 36).   
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Figura 36. Agregació de Rab5 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia FUS.  Analitzat 

per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab5 en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una longitud de 

5μM. 

Els resultats obtinguts en la quantificació mostren un augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h 

respecte les control (Figura 37A). En canvi, en el nucli, es produeix una disminució d’aquests 

agregats sota l’estrès a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 37B). Pel que 

fa a la intensitat d’aquests agregats, en el citosol no es detecten canvis significatius (Figura 

37C) però si es produeix una disminució sota el tractament amb sorbitol en el nucli de les 

cèl·lules respecte les control (Figura 37D).  
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Figura 37. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab5 sota l’estrès osmòtic induït 

amb sorbitol en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats 

i de la intensitat de Rab5 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab5 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les 

control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules tractades 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat 

dels agregats de Rab5 en el citosol en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de Rab5 en el nucli de les cèl·lules tractades a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

Per últim, també es van comprovar els resultats de Rab5 amb un anàlisi per Western Blot. 

Tot i que sembla que es produeix un petit augment de la proteïna sota el tractament a 

10μM de H2O2, la quantificació no mostra canvis significatius respecte les control (Figura 

38). 
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Figura 38. Els nivells de Rab5 no es troben alterats sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid 

d’hidrogen en les cèl·lules de línia FUS.  Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular FUS sota l’estrès 

induït amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis densitomètrics es 

mostren sota la transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. 

No es detecten canvis significatius en els nivells de Rab5 sota el tractament amb peròxid d’hidrogen 

respecte les control (n=2 per cada condició). ns Indica p>0.05 per one-way ANOVA. 

5.1.2.2. Rab7 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de Rab7 mostren un augment d’aquesta 

proteïna tant en les cèl·lules de la línia C9orf72 com en les cèl·lules de la línia FUS respecte 

la control (Figura 39).  
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Figura 39. Agregació de Rab7 en les cèl·lules de la línia control, C9orf72 i FUS. Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab7 en les cèl·lules de la 

línia control, C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules 

de la línia C9orf72 i FUS respecte la control (Figura 40A). Per contra, en el nucli, es produeix 

una disminució del nombre d’agregats d’aquesta proteïna en les cèl·lules de la línia FUS 

respecte la control (Figura 40B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, en el citosol 

augmenta també en les dues línies, C9orf72 i FUS, respecte la control (Figura 40C). En canvi, 

en el nucli no es mostren canvis significatius en la intensitat dels agregats en cap de les línies 

analitzades respecte la control (Figura 40D).  
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Figura 40. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab7 en les cèl·lules de la línia 

C9orf72 i FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de Rab7 en 

el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats 

de Rab7 en el nucli de les cèl·lules de la línia FUS respecte la control. (C) Augment significatiu de la 

intensitat dels agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la 

control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de Rab7 en el nucli de les 

cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, *** p<0.001 per 

one-way ANOVA. 

D’igual forma, s’ha analitzat l’efecte de l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen, a 

1μM i 10μM, i de l’estrès osmòtic induït amb 0.4M de sorbitol, ambdós tractaments durant 

4h, sobre l’agregació proteica de Rab7 en les tres línies analitzades. 
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5.1.2.2.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   Rab7 en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingues per microscopia confocal no mostren diferències en el nombre 

d’agregats de Rab7 en cap dels tractaments utilitzats, ni amb peròxid d’hidrogen ni amb 

sorbitol, respecte les control. Si que s’observa com sota el tractament amb sorbitol els nuclis 

són més petits i picnòtics (Figura 41).  

 

Figura 41. Agregació de Rab7 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia control. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab7 en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules 

tractades a 10μM de peròxid d’hidrogen i a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control 

(Figura 42A). En el nucli es produeix una disminució d’aquests agregats en les cèl·lules 

tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 42B). Pel que fa a la 

intensitat, en el citosol no s’observen canvis significatius (Figura 42C) i en el nucli disminueix 

també sota el tractament a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 42D). 

 

Figura 42. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab7 sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de línia control.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de Rab7 en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules tractades 

a 10μM de H2O2 i a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (B) Disminució significativa del 

nombre d’agregats de Rab7 en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte 

les control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de Rab7 en el citosol de 

les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la 

intensitat dels agregats de Rab57 en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h 

respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way ANOVA. 
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5.1.2.2.2. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   Rab7 en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment del nombre 

d’agregats de Rab7 en les cèl·lules tractades amb peròxid d’hidrogen, tant a 1μM com a 

10μM durant 4h, i també a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 43).  

 

Figura 43. Agregació de Rab7 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de línia C9orf72. Analitzat 

per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab7 en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una longitud de 

5μM.
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules 

sota tots els tractaments, tant amb peròxid d’hidrogen com amb sorbitol, a totes les 

concentracions utilitzades durant 4h respecte les control (Figura 44A). En canvi en el nucli, 

es produeix una disminució sota tots els tractaments utilitzats respecte les control (Figura 

44B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, en el citosol no es mostren canvis 

significatius respecte les control (Figura 44C) i en el nucli disminueix a 10μM de H2O2 i a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 44D). 

 

Figura 44. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab7 sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de Rab7 en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Augment significatiu dels nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules sota 

tots els tractaments utilitzats, tant amb H2O2 com amb sorbitol durant 4h respecte les control. (B) 

Disminució significativa del nombre d’agregats de Rab7 en el nucli de les cèl·lules sota tots els 

tractaments utilitzats, tant amb H2O2 com amb sorbitol durant 4h respecte les control. (C) No es 

detecten canvis significatiu en la intensitat dels agregats de Rab7 en el citosol en cap dels tractaments 
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utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la intensitat dels agregats de Rab7 en el 

nucli de les cèl·lules tractades a 10μM de H2O2 i 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns 

Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

Per altra banda, també es va quantificar aquesta proteïna per Western Blot corroborant els 

resultats obtinguts prèviament. Com es mostra en els resultats, es produeix un augment 

significatiu de Rab7 en les cèl·lules tractades tant a 1μM com a 10μM de H2O2 durant 4h 

respecte les control (Figura 45). 

 

Figura 45. Alteració en els nivells de Rab7 sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen en les 

cèl·lules de línia C9orf72. Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular C9orf72 sota l’estrès induït 

amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis densitomètrics es mostren 

sota la transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. Augment 

significatiu dels nivells de Rab7 en les cèl·lules tractades a 1µM i 10µM de peròxid d’hidrogen durant 

4h de respecte les control. (n=2 per cada condició). ** Indica p<0.01 per one -way ANOVA. 
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5.1.2.2.3. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   Rab7 en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment del nombre 

d’agregats de Rab7 en les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les 

control. A més, un cop més, es produeix una reducció de la mida dels nuclis de les cèl·lules 

tractades amb sorbitol (Figura 46).  

 

Figura 46. Agregació de Rab7 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat 

per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de Rab7 en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una longitud de 

5μM. 
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules 

tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 47A). En el nucli, en 

canvi, es produeix una disminució del nombre d’agregats sota el mateix tractament respecte 

les control (Figura 47B). Pel que fa a la intensitat dels agregats de Rab7 en el citosol no es 

detecten canvis significatius en cap dels tractaments utilitzats (Figura 47C) i en canvi en el 

nucli disminueix aquesta sota el tractament a 0.4M de sorbitol respecte les control (Figura 

47D).  

 

Figura 47. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de Rab7 sota l’estrès osmòtic induït 

amb sorbitol en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats 

i de la intensitat de Rab7 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre 

d’agregats de Rab7 en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les 

control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de Rab7 en el nucli de les cèl·lules tractades 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat 

dels agregats de Rab7 en el citosol en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de Rab7 en el nucli de les cèl·lules tractades a 



 
179 RESULTATS 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

Tampoc es mostren canvis de Rab7 analitzat per Western Blot en cap de les concentracions 

de peròxid d’hidrogen utilitzades respecte les control (Figura 48). 

 

Figura 48. Els nivells de Rab7 no es troben alterats sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid 

d’hidrogen en les cèl·lules de la línia FUS.  Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular FUS sota 

l’estrès induït amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis 

densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la normalització amb tinció de 

blau Coomassie. No es detecten canvis significatius en els nivells de Rab7 sota el tractament amb 

peròxid d’hidrogen respecte les control. (n=2 per cada condició). ns Indica p>0.05 per one -way ANOVA. 

5.2. Alteració en proteïnes encarregades de la comunicació entre orgànuls 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de VAPA i VAPB, proteïnes encarregades 

de la comunicació entre orgànuls, en els dos models estudiats: en seccions de medul·la 

espinal lumbar de ratolí als 150 dies d’edat, G93A i no transgènic, i en línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, en la línia control, en la línia C9orf72 i en la línia FUS.  
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5.2.1. Anàlisi en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolins  

  G93A 

S’ha analitzat el nombre d’agregats de VAPA i VAPB tant en el citosol com en el nucli de les 

cèl·lules presents en la regió ventral de la medul·la espinal lumbar dels ratolins. 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal no mostren diferències en quant als 

agregats de VAPA en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 49).  

 

Figura 49. Agregació de VAPA en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPA en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 5μM. (n=2 

ratolins per cada genotip).  

Els resultats obtinguts en la quantificació de VAPA no mostren canvis significatius en el 

nombre d’agregats ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics (Figura 50A i 50B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats tampoc 

s’observen diferències significatives en cap de les dues localitzacions cel·lulars respecte els 

ratolins no transgènics (Figura 50C i 50D).  
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Figura 50. El nombre d’agregats de VAPA no es troba alterat en les cèl·lules dels ratolins G93A als 150 

dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPA en el 

citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i G93A, 

per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de VAPA en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten canvis 

significatius en el nombre d’agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els 

no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPA en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=2 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

Pel que fa a VAPB, les imatges obtingudes per microscopia confocal tampoc mostren 

diferències en el nombre d’agregats de proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics (Figura 51).  
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Figura 51. Agregació de VAPB en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPB en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 20μM. (n=2 

ratolins per cada genotip).  

Tal i com s’ha pogut observar en les imatges presentades anteriorment, la quantificació 

tampoc mostra canvis significatius en el nombre d’agregats de VAPB ni en el citosol ni en el 

nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 52A i 52B). 

Tampoc es produeixen canvis en la intensitat d’aquests agregats en cap dels dos 

compartiments cel·lulars (Figura 52C i 52D).  
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Figura 52. El nombre d’agregats de VAPB no es troba alterat en les cèl·lules dels ratolins G93A als 150 

dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPB en el 

citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la espinal de ratolins no transgènics i G93A, 

per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de VAPB en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten canvis 

significatius en el nombre d’agregats de VAPB en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els 

no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPB en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de VAPB en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=2 ratolí per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

5.2.2. Anàlisi en el model cel·lular de motoneurones derivades de  

  pacients 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de VAPA i VAPB, en tres línies de 

motoneurones derivades de pacients: línia control, línia C9orf72 i línia FUS. A més a més, 

s’ha analitzat també els seus nivells sota una situació d’estrès oxidatiu induït amb peròxid 

d’hidrogen i sota estrès osmòtic induït amb sorbitol.  
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5.2.2.1. VAPA  

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de VAPA mostren un augment de la 

proteïna en les cèl·lules tant de la línia C9orf72 com de la línia FUS respecte la control 

(Figura 53).  

 

Figura 53. Agregació de VAPA en les cèl·lules de línia control, C9orf72 i FUS. Analitzat per microscopia 

confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPA en les cèl·lules de la línia control, 

C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM. 

Els resultats obtinguts en la quantificació per VAPA, tal i com s’ha observat anteriorment, 

mostren un augment significatiu del nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les cèl·lules 

de la línia C9orf72 i FUS respecte la control (Figura 54A). En el nucli en canvi, no es detecten 

canvis en cap de les línies respecte la control (Figura 54B). Pel que fa a la intensitat 

d’aquests agregats ni en el citosol ni en el nucli es produeixen canvis significatiu en cap de 

les dues línies respecte la control (Figura 54C i 54D). 
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Figura 54. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de VAPA en les cèl·lules de la línia 

C9orf72 i FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPA en 

el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (B) No es detecten canvis significatiu en el 

nombre d’agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la 

control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPA en el citosol de 

les cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la control. (D) No es detecten canvis significatius 

en la intensitat dels agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules en cap de les línies analitzades 

respecte la control. ns Indica p>0.05, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

Per altra banda s’ha analitzat l’efecte de dos estressors a nivell d’agregació proteica de 

VAPA. Les cèl·lules de les tres línies van ser tractades amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM 

durant 4h de tractament (estrès oxidatiu) i sorbitol a 0.4M també durant 4h (estrès 

osmòtic). 
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5.2.2.1.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   VAPA en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment del nombre 

d’agregats de VAPA en les cèl·lules tractades amb peròxid d’hidrogen, tant a 1μM com a 

10μM, i a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 55).  

 

Figura 55. Agregació de VAPA sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia control. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPA en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les cèl·lules 

tractades en ambdues concentracions de peròxid d’hidrogen, 1μM i 10μM, i també a 0.4M 

de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 56A). En canvi, en el nucli disminueixen 

sota el tractament a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 56B). Pel que fa 

a la intensitat dels agregats, en el citosol de les cèl·lules no es detecten canvis significatius 

en cap dels tractaments utilitzats (Figura 56C) i en el nucli disminueix sota el tractament 

amb sorbitol respecte les control (Figura 56D).  

 

Figura 56. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de VAPA sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia control.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPA en el citosol i 

nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les 

cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats, tant amb H2O2 com amb sorbitol durant 4h respecte les 

control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules tractades 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat 
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dels agregats de VAPA en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) Disminució 

significativa de la intensitat dels agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de 

sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

5.2.2.1.2. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   VAPA en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges per microscopia confocal de VAPA mostren un augment de la proteïna sota tots 

els tractaments utilitzats, tant amb peròxid d’hidrogen, a 1μM i 10μM, com amb sorbitol a 

0.4M durant 4h, respecte les control (Figura 57). 

 

Figura 57. Agregació de VAPA sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia C9orf72. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPA en les 
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cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les cèl·lules 

sota tots els tractaments utilitzats, tant amb peròxid d’hidrogen com amb sorbitol, durant 

4h respecte les control (Figura 58A). En el nucli, per contra, es produeix una disminució del 

nombre d’agregats d’aquesta proteïna solament en les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol 

durant 4h respecte les control (Figura 58B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, 

augmenta en el citosol únicament sota el tractament amb sorbitol respecte les control 

(Figura 58C) i disminueix en el nucli també sota el mateix tractament (Figura 58D).  

 

Figura 58. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de VAPA sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPA en el citosol i 

nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les 

cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats, tant amb H2O2 com amb sorbitol durant 4h respecte les 

control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules tractades 



 
190 RESULTATS 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats 

de VAPA en el citosol de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (D) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules tractades a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

5.2.2.1.3. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   VAPA en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de VAPA no mostren diferències en quant 

als nivells de la proteïna en les cèl·lules en cap de les concentracions de peròxid d’hidrogen 

utilitades, ni a 1μM ni a 10μM, respecte les control (Figura 59).  

  

Figura 59. Agregació de VAPA sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPA en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h. Barres amb una longitud de 5μM. 

La quantificació en aquest cas tampoc mostra diferències significatives en el nombre 

d’agregats de VAPA ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions 
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de peròxid d’hidrogen utilitzades, ni a 1μM ni a 10μM, respecte les control (Figura 60A i 

60B). Pel que fa a la intensitat, tampoc s’observen diferències significatives en cap de les 

localitzacions cel·lulars ni en cap de les concentracions de peròxid d’hidrogen (Figura 60C i 

60D).  

 

Figura 60. El nombre d’agregats de VAPA no es troba alterat en cap de les concentracions de peròxid 

d’hidrogen utilitzades en les cèl·lules de la línia FUS.  Analitzat a partir de la quantificació del nombre 

d’agregats i de la intensitat de VAPA en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius 

en el nombre d’agregats de VAPA en el citosol de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 

utilitzades respecte les control. (B) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de 

VAPA en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 utilitzades respecte les control. 

(C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPA en el citosol de les 

cèl·lules en cap de les concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. (D) No es detecten 

canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPA en el nucli de les cèl·lules en cap de les 

concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. ns Indica p>0.05 per one-way ANOVA. 

 

 



 
192 RESULTATS 

5.2.2.2. VAPB 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de VAPB mostren un augment de la 

proteïna en les cèl·lules tant de la línia C9orf72 com de la línia FUS respecte les cèl·lules de 

la línia control (Figura 61).  

 

Figura 61. Agregació de VAPB en les cèl·lules de la línia control, C9orf72 i FUS. Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPB en les cèl·lules de la 

línia control, C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM. 

Els resultats obtinguts en la quantificació, tal i com s’ha comentat anteriorment, mostren un 

augment significatiu del nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules tant de la 

línia C9orf72 com de la FUS respecte la control (Figura 62A). En el nucli, en canvi, disminueix 

el nombre d’agregats en ambdues línies respecte la control (Figura 62B). Pel que fa a 

l’anàlisi de la intensitat dels agregats, augmenta en el citosol tant en les cèl·lules de la línia 

C9orf72 com de la FUS respecte la control (Figura 62C) i en el nucli no es detecten canvis 

significatius en cap de les línies analitzades (Figura 62D). 
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Figura 62. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de VAPB en les cèl·lules de la línia 

C9orf72 i FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPB en 

el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control.  (B) Disminució significativa del nombre d’agregats 

de VAPB en el nucli de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (C) Augment significatiu 

de la intensitat dels agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la 

control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPB en cap de les 

línies analitzades respecte la control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 

D’igual forma, s’ha analitzat l’efecte de l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen, a 

1μM i 10μM, i de l’estrès osmòtic induït amb sorbitol a 0.4M, ambdós tractaments durant 

4h, sobre l’agregació proteica de VAPB en les tres línies analitzades. 
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5.2.2.2.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   VAPB en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de VAPB mostren un augment del nombre 

d’agregats de la proteïna en les cèl·lules tractades en ambdues concentracions de peròxid 

d’hidrogen, 1μM i 10μM, durant 4h respecte les control (Figura 63). 

 

Figura 63. Agregació de VAPB sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia control.  Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPB en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h. Barres amb una longitud de 5μM. 

Tal i com s’ha observat anteriorment, la quantificació obtinguda mostra un augment 

significatiu del nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules sota ambdues 

concentracions de peròxid, 1μ i 10μM, durant 4h respecte les control (Figura 64A). En canvi, 

en el nucli es produeix una disminució d’aquests agregats en les dues concentracions de 

H2O2 respecte les control (Figura 64B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats no es 
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detecten canvis en cap de les localitzacions cel·lulars ni en cap de les concentracions de 

H2O2 utilitzades respecte les control (Figura 64C i 64D).  

 

Figura 64. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de VAPB sota l’estrès oxidatiu induït 

amb peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia control.  Analitzat a partir de la quantificació del 

nombre d’agregats i de la intensitat de VAPB en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies 

cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu 

del nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions de H 2O2 

utilitzades respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de VAPB en el nucli 

de les cèl·lules sota totes les concentracions de H 2O2 respecte les control. (C) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules en cap de les 

concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. (D) No es detecten canvis significatius en la 

intensitat dels agregats de VAPB en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 

utilitzades respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01 per one -way ANOVA. 
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5.2.2.2.2. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   VAPB en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de VAPB mostren un augment del nombre 

d’agregats de la proteïna en les cèl·lules tractades tant amb peròxid d’hidrogen, a 1μM i 

10μM, com a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. També es pot observar una 

disminució de la mida nuclear en les cèl·lules tractades amb sorbitol (Figura 65). 

 

Figura 65. Agregació de VAPB sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia C9orf72. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPB en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

Tal i com s’ha observat anteriorment, els resultats obtinguts en la quantificació mostren un 

augment significatiu del nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules sota tots 

els tractaments utilitzats, tant amb peròxid d’hidrogen a 1μM i 10μM, com a 0.4M de 

sorbitol, ambdós durant 4h, respecte les control (Figura 66A). En el nucli però, es produeix
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una disminució significativa del nombre d’agregats de la proteïna sota tots els tractaments 

utilitzats respecte les control (Figura 66B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, en el 

citosol no es detecten canvis significatius en cap dels tractaments (Figura 66C) i en el nucli 

es produeix una disminució d’aquesta sota el tractament a 0.4M de sorbitol durant 4h 

respecte les control (Figura 66D). 

 

Figura 66. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de VAPB sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de VAPB en el citosol i 

nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les 

cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre 

d’agregats de VAPB en el nucli de les cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats respecte les control. 

(C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de VAPB en el citosol de les 

cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la 

intensitat dels agregats de VAPB en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h 

respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way ANOVA. 
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Els resultats obtinguts es van poder confirmar també per Western Blot, mostrant un 

augment significatiu dels nivells de VAPB sota el tractament a 1μM i 10μM de peròxid 

d’hidrogen durant 4h respecte les control (Figura 67).   

 

Figura 67. Alteració en els nivells de VAPB sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen en les 

cèl·lules de la línia C9orf72. Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular C9orf72 sota l’estrès amb 

peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota 

la transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. Augment 

significatiu dels nivells de VAPB en les cèl·lules tractades a 1µM i 10µM de peròxid d’hidrogen durant 

4h respecte les control. (n=2 per cada condició). * Indica p<0.05 per one -way ANOVA. 

5.2.2.2.3. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   VAPB en les cèl·lules de la línia FUS 

Per últim, en la línia FUS, les imatges obtingudes per microscopia confocal de VAPB no 

mostren diferències en el nombre d’agregats de la proteïna en cap de les concentracions de 

peròxid d’hidrogen utilitzades, ni a 1μM ni a 10μM, respecte les control (Figura 68). 
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Figura 68. Agregació de VAPB sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de VAPB en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h. Barres amb una longitud de 5μM. 

D’igual forma, els resultats obtinguts en la quantificació a partir de l’experiment que 

representen les imatges anteriors no mostren diferències significatives en el nombre 

d’agregats de VAPB ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions 

de peròxid d’hidrogen utilitzades, ni a 1μM ni a 10μM, respecte les control (Figura 69A i 

69B). En la intensitat d’aquests agregats tampoc es produeixen canvis significatius en cap de 

les dues localitzacions cel·lulars ni en cap de les concentracions de H2O2 (Figura 69C i 69D).  
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Figura 69. El nombre d’agregats de VAPB no es troba alterat en cap de les concentracions de peròxid 

d’hidrogen utilitzades en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre 

d’agregats i de la intensitat de VAPB en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius 

en el nombre d’agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 

respecte les control. (B) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de VAPB en el nucli 

de les cèl·lules en cap de les concentracions de H2O2 respecte les control. (C) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de VAPB en el citosol de les cèl·lules en cap de les 

concentracions de H2O2 respecte les control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels 

agregats de VAPB en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 respecte les control. 

ns Indica p>0.05 per one-way ANOVA. 

En canvi, en aquesta línia, per Western Blot si s’observa un augment significatiu dels nivells 

de la proteïna sota el tractament amb peròxid d’hidrogen, tant a 1μM com a 10μM, durant 

4h respecte les control (Figura 70). 
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Figura 70. Alteració en els nivells de VAPB sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen en les 

cèl·lules de la línia FUS. Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular FUS sota l’estrès amb peròxid 

d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la 

transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. Augment 

significatiu dels nivells de VAPB en les cèl·lules tractades a 1µM i 10µM de peròxid d’hidrogen durant 

4h respecte les control. (n=2 per cada condició). * Indica p<0.05 per one -way ANOVA. 

5.3. Alteració en proteïnes encarregades de la síntesi lipídica 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de SCP2, proteïna encarregada de la síntesi 

lipídica, en dos models: en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolí als 150 dies d’edat, 

G93A i no transgènics, i en línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, en la 

línia control, en la línia C9orf72 i en la línia FUS. FADS2 únicament s’ha analitzat en seccions 

de medul·la espinal de ratolí també als 150 dies. Per altra banda, s’ha tingut l’oportunitat 

d’analitzar PKCβII i PLCβ1 en seccions de medul·la espinal de ratolí a diferents dies d’edat: 

90 dies, 120 dies i 150 dies, per tal d’analitzar aquestes proteïnes durant el procés de 

neurodegeneració a mesura que avança la malaltia. 
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5.3.1. Anàlisi en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolins  

  G93A 

S’ha analitzat el nombre d’agregats de SCP2 i FADS2 tant en el citosol com en el nucli de les 

cèl·lules presents en la regió ventral de la medul·la espinal lumbar. 

En les imatges obtingudes per microscopia confocal de SCP2 es mostra un augment de la 

proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 71A). A més a 

més, SCP2 es transloca des de la regió perinuclear a vesícules citoplasmàtiques en les 

motoneurones dels ratolins G93A (Figura 71B). 
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Figura 71. Agregació de SCP2 en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de SCP2 en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 20μM. (n=2 

ratolí per cada genotip).  

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules 

dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 72A), en canvi en el nucli es produeix 

una disminució d’aquests agregats en els ratolins G93A (Figura 72B). Pel que fa a la 

intensitat d’aquests agregats no s’observen diferències significatives ni en el citosol ni en el 

nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 72C i 72D).  

 

Figura 72. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de SCP2 en les cèl·lules dels ratolins 

G93A als 150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat 

de SCP2 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la espinal de ratolins no 

transgènics i G93A, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 

en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) Disminució significativa 

del nombre d’agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de SCP2 en el citosol 

de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis significatius en 

la intensitat dels agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics (n=2 ratolí per cada genotip). ns Indica p>0.05, * p<0.05, *** p<0.001 per Student’s t -test. 
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Es va quantificar aquesta proteïna també per Western Blot, en aquest cas en mostres de 

medul·la espinal de ratolins de 90 dies i 120 dies d’edat. Els resultats obtinguts no mostren 

canvis significatius en els nivells de SCP2 en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics als 90 dies d’edat (Figura 73A). En canvi, a l’edat de 120 dies es produeix un 

augment significatiu de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics (Figura 73B).  

 

Figura 73. Alteració en els nivells de SCP2 en les cèl·lules dels ratolins G93A de 120 dies  d’edat. 

Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no transgènics i G93A als 90 dies 

i 120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la 

normalització amb tinció de blau Coomassie. (A) Als 90 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis 

significatius en els nivells de SCP2 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) Als 150 dies 

d’edat del ratolí, es produeix un augment significatiu dels nivells de SCP2 en els ratolins G93A respecte 

els no transgènics. (n=3 ratolins per cada genotip i per cada edat). ns Indica p>0.05, * p<0.05 per 

Student’s t-test. 

Pel que fa a FADS2, les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment 

de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 74A i 

74B).
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Figura 74. Agregació de FADS2 en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de FADS2 en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 20μM. (n=3 

ratolins per cada genotip).  

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

també mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de FADS2 en el citosol de les 

cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 75A), en canvi en el nucli 

disminueixen (Figura 75B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, no es detecten canvis 

significatius ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics (Figura 75C i 75D).  
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Figura 75. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de FADS2 en les cèl·lules dels 

ratolins G93A als 150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la 

intensitat de FADS2 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de 

ratolins no transgènics i G93A, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre 

d’agregats de FADS2 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) 

Disminució significativa del nombre d’agregats de FADS2 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de 

FADS2 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten 

canvis significatius en la intensitat dels agregats de FADS2 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics (n=3 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05, *** p<0.001 per Student’s 

t-test. 

Tot i els resultats obtinguts anteriorment, l’anàlisi per Western Blot de FADS2 en mostres de 

medul·la espinal de ratolí als 90 dies i 120 dies d’edat no mostren canvis significatius en els 

nivells de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics en cap de 

les dues edats (Figura 76A i 76B). 
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Figura 76. Els nivells de FADS2 no es troben alterats en les cèl·lules  dels ratolins G93A ni als 90 dies 

ni als 120 dies d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no 

transgènics i G93A als 90 dies i 120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics  es mostren sota la 

transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. (A) Als 90 dies 

d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en els nivells de FADS2 en els ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (B) Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en els 

nivells de FADS2 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per cada genotip i per 

cada edat). ns Indica p>0.05 per Student’s t-test. 

5.3.1.1. Anàlisi de PKCβII a diferents fases de la malaltia en ratolins 

S’ha analitzat PKCβII en mostres de medul·la espinal de ratolí a 3 edats diferents: 90 dies on 

hi ha una pèrdua aproximada del 20% de les motoneurones, als 120 dies amb una pèrdua 

del 40% i als 150 dies (fase final) amb una pèrdua del 50%. 

5.3.1.1.1. PKCβII als 90 dies d’edat 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de PKCβII no mostren canvis significatius 

en el nombre d’agregats de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics als 90 dies d’edat (Figura 77).  
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Figura 77. Agregació de PKCβII en les cèl·lules dels ratolins  no transgènics i G93A als 90 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PKCβII en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 90 dies d’edat . Barres amb una longitud de 5μM. (n=2 

ratolins per cada genotip).  

Els resultats obtinguts en la quantificació tampoc mostren diferències significatives en el 

nombre d'agregats de PKCβII ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics (Figura 78A i 78B). Pel que fa a la intensitat, tampoc s’observen 

diferències significatives en cap de les dues localitzacions cel·lulars (Figura 78C i 78D). 
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Figura 78. El nombre d’agregats de PKCβII no es troba alterat en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 

dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PKCβII en 

el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i 

G93A, per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de 

PKCβII en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten 

canvis significatius en el nombre d’agregats de PKCβII en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de 

PKCβII en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten 

canvis significatius en la intensitat dels agregats de PKCβII en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=2 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

La quantificació per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins als 90 dies 

d’edat tampoc mostren canvis significatius dels nivells de la proteïna en les cèl·lules dels 

ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 79). 
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Figura 79. Els nivells de PKCβII no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 dies  

d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no transgènics i G93A als 

90 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la 

normalització amb tinció de blau Coomassie. Als 90 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis 

significatius en els nivells de PKCβII en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per 

cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

5.3.1.1.2. PKCβII als 120 dies d’edat 

D’igual forma, pels ratolins de 120 dies d’edat, les imatges obtingudes per microscopia 

confocal, tampoc mostren canvis en el nombre d’agregats de PKCβII en les cèl·lules dels 

ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 80). 
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Figura 80. Agregació de PKCβII en les cèl·lules dels ratolins  no transgènics i G93A als 120 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PKCβII en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 120 dies d’edat. Barres amb una longitud de 5μM. (n=2 

ratolins per cada genotip).  

En la quantificació, igual que en el cas anterior, tampoc s’observen canvis significatius en el 

nombre d'agregats de PKCβII ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics (Figura 81A i 81B). Pel que fa a la intensitat, tampoc s’observen 

diferències significatives en cap de les dues localitzacions cel·lulars (Figura 81C i 81D). 
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Figura 81. El nombre d’agregats de PKCβII no es troba alterat en les cèl·lules dels ratolins G93A als 

120 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PKCβII 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i 

G93A, per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de 

PKCβII en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten 

canvis significatius en el nombre d’agregats de PKCβII en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de 

PKCβII en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten 

canvis significatius en la intensitat dels agregats de PKCβII en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=2 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

En la quantificació per Western Blot als 120 dies d’edat tampoc s’observen canvis 

significatius en els nivells de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics (Figura 82). 
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Figura 82. Els nivells de PKCβII no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 120 dies  

d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no transgènics i G93A als 

120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la 

normalització amb tinció de blau Coomassie. Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis 

significatius en els nivells de PKCβII en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per 

cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

5.3.1.1.3. PKCβII als 150 dies d’edat 

En el cas dels ratolins als 150 dies d’edat, les imatges obtingudes per microscopia confocal 

mostren una disminució del nombre d’agregats de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins 

G93A respecte els no transgènics (Figura 83).  
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Figura 83. Agregació de PKCβII en les cèl·lules dels ratolins  no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PKCβII en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 5μM. (n=2 

ratolins per cada genotip).  

La quantificació per aquesta proteïna mostra una disminució significativa del nombre 

d’agregats de PKCβII en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics (Figura 84A), en canvi en el nucli no es detecten canvis significatius (Figura 84B). 

Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats tampoc es produeixen canvis ni en el citosol ni 

en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 84C i 84D). 
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Figura 84. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de PKCβII en les cèl·lules dels ratolins G93A als 

150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PKCβII 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i 

G93A, per microscopia confocal. (A) Disminució significativa del nombre d’agregats de PKCβII en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten canvis 

significatius en el nombre d’agregats de PKCβII en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de PKCβII en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de PKCβII en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=2 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05, ** p<0.01 per Student’s 

t-test. 

5.3.1.2. Anàlisi de PLCβ1 a diferents fases de la malaltia en ratolins 

S’ha analitzat PLCβ1 en mostres de medul·la espinal de ratolí a 3 edats diferents: 90 dies on 

hi ha una pèrdua aproximada del 20% de les motoneurones, als 120 dies amb una pèrdua 

del 40% i als 150 dies (fase final) amb una pèrdua del 50%. 
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5.3.1.2.1. PLCβ1 als 90 dies d’edat 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal no mostren canvis significatius en el 

nombre d’agregats de PLCβ1 en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics 

als 90 dies d’edat (Figura 85). 

 

Figura 85. Agregació de PLCβ1 en les cèl·lules dels ratolins  no transgènics i G93A als 90 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PLCβ1 en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 90 dies d’edat . Barres amb una longitud de 5μM. (n=1 

ratolí per cada genotip).  

Tal i com s’ha observat anteriorment, la quantificació tampoc mostra diferències 

significatives en el nombre d’agregats de PLCβ1 ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules 

dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 86A i 86B). Pel que fa a la intensitat 

dels agregats, tampoc es produeixen canvis significatius ni en el citosol ni en el nucli de les 

cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 86C i 86D). 
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Figura 86. El nombre d’agregats de PLCβ1 no es troba alterat en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 

dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PLCβ1 en el 

citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i G93A, 

per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de PLCβ1 en 

el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten canvis 

significatius en el nombre d’agregats de PLCβ1 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de PLCβ1 en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de PLCβ1 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=1 ratolí per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

Amb la quantificació realitzada per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins 

als 90 dies d’edat tampoc es produeixen canvis significatius en els nivells de PLCβ1 en les 

cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 87). 
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Figura 87. Els nivells de PLCβ1 no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 dies  

d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no transgènics i G93A als 

90 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la 

normalització amb tinció de blau Coomassie. Als 90 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis 

significatius en els nivells de PLCβ1 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per 

cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

5.3.1.2.2. PLCβ1 als 120 dies d’edat 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal no mostren diferències en el nombre 

d’agregats de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics als 

120 dies d’edat (Figura 88). 
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Figura 88. Agregació de PLCβ1 en les cèl·lules dels ratolins G93A als 120 dies d’edat.  Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PLCβ1 en les cèl·lules dels 

ratolins no transgènics i G93A als 120 dies d’edat. Barres amb una longitud de 5μM. (n=1 ratolí per 

cada genotip).  

En la quantificació realitzada tampoc s’observen diferències significatives en el nombre 

d’agregats de PLCβ1 ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics (Figura 89A i 89B). En la intensitat d’aquests agregats tampoc es 

produeixen canvis significatius (Figura 89C i 89D). 
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Figura 89. El nombre d’agregats de PLCβ1 no es troba alterat en les cèl·lules dels ratolins G93A als 

120 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PLCβ1 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no transgènics i 

G93A, per microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de 

PLCβ1 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten 

canvis significatius en el nombre d’agregats de PLCβ1 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de 

PLCβ1 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten 

canvis significatius en la intensitat dels agregats de PLCβ1 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=1 ratolí per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

Amb la quantificació realitzada per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins 

als 120 dies d’edat tampoc es produeixen canvis significatius en els nivells de PLCβ1 en les 

cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics tot i mostrar una clara tendència a 

disminuir (Figura 90). 
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Figura 90. Els nivells de PLCβ1 no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 120 dies  

d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no transgènics i G93A als 

120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la 

normalització amb tinció de blau Coomassie. Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis 

significatius en els nivells de PLCβ1 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per 

cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

5.3.1.2.3. PLCβ1 als 150 dies d’edat 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren una disminució del nombre 

d’agregats de PLCβ1 en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics als 150 

dies d’edat (Figura 91). 
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Figura 91. Agregació de PLCβ1 en les cèl·lules dels ratolins  no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PLCβ1 en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 5μM. (n=1 

ratolí per cada genotip).  

La quantificació obtinguda mostra una disminució significativa del nombre d’agregats de 

PLCβ1 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 

92A). En canvi en el nucli, no es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats 

d’aquesta proteïna (Figura 92B). Pel que fa la intensitat dels agregats, tampoc es produeixen 

canvis significatius ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics (Figura 92C i 92D).  
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Figura 92. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de PLCβ1 en les cèl·lules dels ratolins G93A als 

150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PLCβ1 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la espinal de ratolins no transgènics i 

G93A, per microscopia confocal. (A) Disminució significativa del nombre d’agregats de PLCβ1 en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten canvis 

significatius en el nombre d’agregats de PLCβ1 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte 

els no transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de PLCβ1 en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de PLCβ1 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=1 ratolí per cada genotip). ns Indica p>0.05, ** p<0.01 per Student’s t -

test. 

5.3.2. Anàlisi en el model cel·lular de motoneurones derivades de  

  pacients 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de SCP2, en tres línies de motoneurones 

derivades de pacients: en la línia control, en la línia C9orf72 i en la línia FUS. A més a més, 

s’ha analitzat també els seus nivells sota una situació d’estrès oxidatiu induït amb peròxid 

d’hidrogen i sota estrès osmòtic induït amb sorbitol.  
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5.3.2.1. SCP2 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment de la proteïna en les 

cèl·lules tant de la línia C9orf72 com de la FUS respecte la control (Figura 93). 

 

Figura 93. Agregació de SCP2 en les cèl·lules de la línia control, C9orf72 i FUS. Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de SCP2 en les cèl·lules de la 

línia control, C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules 

tant de la línia C9orf72 com de la línia FUS respecte la control (Figura 94A). En canvi, en el 

nucli, no es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de SCP2 en cap de les línies 

analitzades (Figura 94B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, també es produeix un 

augment significatiu en el citosol de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control 

(Figura 94C). En el nucli la intensitat disminueix significativament en la línia FUS respecte la 

control (Figura 94D). 
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Figura 94. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de SCP2 en les cèl·lules de la línia C9orf72 i 

FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de SCP2 en el citosol i 

nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (B) No es detecten canvis significatius en el 

nombre d’agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la 

control. (C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules de la 

línia C9orf72 i FUS respecte la control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels 

agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules en cap de les línies analitzades de respecte la control. ns 

Indica p>0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

Per altra banda s’ha analitzat l’efecte de dos estressors a nivell d’agregació proteica de 

SCP2. Les cèl·lules de les tres línies van ser tractades amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM 

durant 4h de tractament (estrès oxidatiu) i sorbitol a 0.4M també durant 4h (estrès 

osmòtic).  
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5.3.2.1.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   SCP2 en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment de SCP2 sota l’estrès 

induït amb peròxid d’hidrogen, a 1μM i 10μM, i amb sorbitol a 0.4M durant 4h respecte les 

control. A més a més, sota el tractament amb sorbitol s'aprecia una reducció de la mida del 

nucli (Figura 95).  

 

Figura 95. Agregació de SCP2 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia control.  

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de SCP2 en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 

en el citosol de les cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats, tant amb peròxid d’hidrogen, 

a 1μM i 10μM, com amb sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 96A). En
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canvi, en el nucli es produeix una disminució significativa del nombre d’agregats de SCP2 en 

les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 96B). Pel que 

fa a la intensitat d’aquests agregats, en el citosol solament augmenta sota el tractament a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 96C) i en el nucli disminueix sota tots 

els tractaments utilitzats, tant amb H2O2 com amb sorbitol, respecte les control (Figura 

96D).  

 

Figura 96. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de SCP2 sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de línia control.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de SCP2 en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules sota tots 

els tractaments utilitzats respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de 

SCP2 en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) 

Augment significatiu de la intensitat dels agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules tractades a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (D) Disminució significativa de la intensitat dels 

agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats respecte les control. ns 

Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 per one-way ANOVA. 
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5.3.2.1.2. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   SCP2 en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de SCP2 mostren un augment de la 

proteïna en les cèl·lules tractades tant a 1μM com a 10μM de peròxid d’hidrogen i també a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 97). 

 

Figura 97. Agregació de SCP2 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia C9orf72. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de SCP2 en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda, tal i com s’aprecia en l’experiment que representen les imatges 

anteriors, mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les 

cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats, tant a 1μM com a 10μM, de peròxid d’hidrogen i 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 98A). En el nucli, es produeix una
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disminució significativa del nombre d’agregats de SCP2 en les cèl·lules tractades a 0.4M de 

sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 98B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, 

en el citosol no es detecten canvis significatius en cap dels tractaments utilitzats (Figura 

98C) i en el nucli disminueix sota el tractament a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les 

control (Figura 98D). 

 

Figura 98. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de SCP2 sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de SCP2 en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules sota tots 

els tractaments utilitzats respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de 

SCP2 en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) No es 

detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules en cap 

dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la intensitat dels 

agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. 

ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, ***p<0.001 per one-way ANOVA. 
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En el cas de la línia C9orf72, es va realitzar un anàlisis per Western Blot de SCP2 sota l’estrès 

amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els resultats obtinguts no 

mostren diferències significatives en els nivells de SCP2 en cap dels tractaments utilitzats 

respecte les control tot i que a la concentració de 10μM presenta una certa tendència a 

augmentar (Figura 99).  

 

Figura 99. Els nivells de SCP2 no es troben alterats sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid 

d’hidrogen en les cèl·lules de la línia C9orf72.  Analitzat per Western Blot en la línia cel·lular C9orf72 

sota l’estrès amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis 

densitomètrics es mostren sota la transferència del Western després de la normalització amb tinció de 

blau Coomassie. No es detecten canvis significatius en els nivells de SCP2 sota el tractament amb 

peròxid d’hidrogen respecte les control. (n=1 per control i n=2 per cada condició de tractament). ns 

Indica p>0.05 per one-way ANOVA. 
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5.3.2.1.3. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   SCP2 en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de SCP2 mostren un augment del nombre 

d’agregats de la proteïna sota tots els tractaments utilitzats, tant amb peròxid d’hidrogen a 

1μM i 10μM, com amb sorbitol a 0.4M durant 4h respecte les control (Figura 100). 

 

Figura 100. Agregació de SCP2 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic  en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat 

per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de SCP2 en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una longitud de 

5μM. 

La quantificació obtinguda mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 

en el citosol de les cèl·lules tractades a 10μM de peròxid d’hidrogen i a 0.4M de sorbitol 

durant 4h respecte les control (Figura 101A). En el nucli en canvi, es produeix una 

disminució significativa sota tots els tractaments utilitzats, tant amb H2O2 com amb sorbitol 
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durant 4h, respecte les control (Figura 101B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, no es 

detecten canvis significatius en el citosol de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats 

respecte les control (Figura 101C) i en el nucli disminueix a 1μM de H2O2 i a 0.4M de sorbitol 

durant 4h respecte les control (Figura 101D).  

 

Figura 101. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de SCP2 sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia FUS.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de SCP2 en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de SCP2 en el citosol de les cèl·lules tractades 

a 10μM de H2O2 i a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (B) Disminució significativa del 

nombre d’agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules sota tots els tractaments utilitzats respecte les 

control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de SCP2 en el citosol de les 

cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la 

intensitat dels agregats de SCP2 en el nucli de les cèl·lules tractades a 1μM de H 2O2 i a 0.4M de sorbitol 

durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA.
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5.4. Alteració en proteïnes peroxisomals 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat d’AGPS i PMP70, proteïnes presents en els 

peroxisomes, en dos models: en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolí als 150 dies 

d’edat, G93A i no transgènics, i en línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, 

en la línia control, en la línia C9orf72 i en la línia FUS.  

5.4.1. Anàlisi en seccions de medul·la espinal lumbar de ratolins  

  G93A 

S’ha analitzat el nombre d’agregats d’AGPS i PMP70 tant en el citosol com en el nucli de les 

cèl·lules presents en la regió ventral de la medul·la espinal lumbar. 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren una disminució del nombre 

d’agregats d’AGPS en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 

102).  

 

Figura 102. Agregació d’AGPS en les cèl·lules dels ratolins  no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats d’AGPS en les 

cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud de 20μM. (n=2 

ratolins per cada genotip).  
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra una disminució significativa del nombre d’agregats d’AGPS tant en el citosol com en 

el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els ratolins no transgènics (Figura 103A i 

103B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, en el citosol no es detecten canvis 

significatius (Figura 103C) i en el nucli es produeix una disminució significativa en les 

cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 103D).  

 

Figura 103. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears d’AGPS en les cèl·lules dels ratolins 

G93A als 150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat 

d’AGPS en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la espinal de ratolins no 

transgènics i G93A, per microscopia confocal. (A) Disminució significativa del nombre d’agregats 

d’AGPS en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) Disminució 

significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats d’AGPS en el citosol de 

les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) Disminució significativa de la intensitat 

dels agregats d’AGPS en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=2 

ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05, *** p<0.001 per Student’s t -test. 

Es va realitzar també un anàlisi per Western Blot d’AGPS en mostres de medul·la de ratolins 

als 90 dies i 120 dies d’edat. Els resultats obtinguts no mostren diferències significatives en 

els nivells d’AGPS en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics en cap de les 

dues edats (Figura 104A i 104B). 
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Figura 104. Els nivells d’AGPS no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 dies ni als 

120 dies d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no transgènics i 

G93A als 90 dies i 120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la transferència del 

Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. (A) Als 90 dies d’edat del ratolí, no 

es detecten canvis significatius en els nivells d’AGPS en els ratolins G93A respecte els no transgènics. 

(B) Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en els nivells d’AGPS en els ratolins 

G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test. 

Pel que fa a PMP70, les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren una 

disminució dels agregats de la proteïna en les cèl·lules del ratolins G93A respecte els no 

transgènics (Figura 105). 

 



 
236 RESULTATS 

 

Figura 105. Agregació de PMP70 en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies 

d’edat. Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de 

PMP70 en les cèl·lules dels ratolins no transgènics i G93A als 150 dies d’edat. Barres amb una longitud 

de 10μM. (n=3 ratolins per cada genotip).  

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra una disminució significativa del nombre d’agregats de PMP70 en el citosol de les 

cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics (Figura 106A), en canvi en el nucli no 

es detecten canvis significatius (Figura 106B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, també 

es produeix una disminució significativa en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics (Figura 106C), i en el nucli no es detecten canvis significatius 

(Figura 106D).  
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Figura 106. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de PMP70 en les cèl·lules dels ratolins G93A 

als 150 dies d’edat. Analitzat a partir de la quantificació del nombre agregats i de la intensitat de 

PMP70 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de seccions de medul·la  espinal de ratolins no 

transgènics i G93A, per microscopia confocal. (A) Disminució significativa del nombre d’agregats de 

PMP70 en el citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (B) No es detecten 

canvis significatius en el nombre d’agregats de PMP70 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (C) Disminució significativa de la intensitat dels agregats de PMP70 en el 

citosol de les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no transgènics. (D) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de PMP70 en el nucli de les cèl·lules dels ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per cada genotip). ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01 per 

Student’s t-test. 

Es va realitzar també un anàlisi per Western Blot de PMP70 en mostres de medul·la espinal 

de ratolins als 90 dies i 120 dies d’edat. Els resultats obtinguts no mostren diferències 

significatives en els nivells de la proteïna en les cèl·lules dels ratolins G93A respecte els no 

transgènics en cap de les dues edats (Figura 107A i 107B).  
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Figura 107. Els nivells de PMP70 no es troben alterats en les cèl·lules dels ratolins G93A als 90 dies ni 

als 120 dies d’edat. Analitzat per Western Blot en mostres de medul·la espinal de ratolins no 

transgènics i G93A als 90 dies i 120 dies d’edat. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la 

transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. (A) Als 90 dies 

d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en els nivells de PMP70 en els ratolins G93A 

respecte els no transgènics. (B) Als 120 dies d’edat del ratolí, no es detecten canvis significatius en els 

nivells de PMP70 en els ratolins G93A respecte els no transgènics. (n=3 ratolins per cada genotip). ns 

Indica p>0.05 per Student’s t-test. 

5.4.2. Anàlisi en el model cel·lular de motoneurones derivades de  

  pacients 

S’ha analitzat el nombre d’agregats i la intensitat d’AGPS, en tres línies de motoneurones 

derivades de pacients, en la línia control, en la línia C9orf72 i en la línia FUS. Per PMP70 s’ha 

analitzat el nombre d’agregats en les cèl·lules de la línia C9orf72. A més a més, s’ha analitzat 

també el nombre d’agregats, tant d’AGPS com de PMP70, sota una situació d’estrès oxidatiu 

induït amb peròxid d’hidrogen i sota estrès osmòtic induït amb sorbitol.  

5.4.2.1. AGPS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal d’AGPS mostren una disminució de la 

proteïna en les cèl·lules de la línia FUS respecte la control (Figura 108).  
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Figura 108. Agregació d’AGPS en les cèl·lules de la línia  control, C9orf72 i FUS. Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats d’AGPS en les cèl·lules de la 

línia control, C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra una disminució significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control (Figura 109A), en canvi en el nucli no es 

detecten canvis significatius (Figura 109B). Pel que fa a la intensitat dels agregats, en el 

citosol no s’observen canvis (Figura 109C) i en el nucli es produeix una disminució 

significativa d’aquesta intensitat en les cèl·lules de la línia FUS respecte la control (Figura 

109D). 
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Figura 109. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics d’AGPS en les cèl·lules de la línia C9orf72 i 

FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat d’AGPS en el citosol i 

nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Disminució significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (B) No es detecten canvis significatius en el 

nombre d’agregats d’AGPS en el nucli de les cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la 

control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats d’AGPS en el citosol de les 

cèl·lules en cap de les línies analitzades respecte la control. (D) Disminució significativa de la intensitat 

dels agregats d’AGPS en el nucli de les cèl·lules de la línia FUS respecte la control. ns Indica p>0.05, * 

p<0.05, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

Per altra banda s’ha analitzat l’efecte de dos estressors a nivell d’agregació proteica d’AGPS. 

Les cèl·lules de les tres línies van ser tractades amb peròxid d’hidrogen a 1µM i 10µM 

durant 4h de tractament (estrès oxidatiu) i sorbitol a 0.4M també durant 4h (estrès 

osmòtic). 
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5.4.2.1.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació  

   d’AGPS en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren una disminució del nombre 

d’agregats d’AGPS sota el tractament amb peròxid d’hidrogen a 1μM durant 4h respecte les 

control (Figura 110).  

 

Figura 110. Agregació d’AGPS sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia control.  Analitzat per 

microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats d’AGPS en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h. Barres amb una longitud de 10μM. 

La quantificació obtinguda mostra una disminució significativa del nombre d’agregats 

d’AGPS en el citosol de les cèl·lules tractades tant a 1μM com a 10μM de peròxid d’hidrogen 

durant 4h respecte les control (Figura 111A). En canvi, en el nucli no es detecten canvis en el 

nombre d’agregats en cap de les concentracions de peròxid d’hidrogen utilitzades respecte 

les control (Figura 111B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats, en el citosol no es 
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detecten canvis (Figura 111C) i en nucli es produeix una disminució significativa tant a 1μM 

com a 10μM de H2O2 durant 4h respecte les control (Figura 111D). 

 

Figura 111. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics d’AGPS sota l’estrès oxidatiu induït amb 

peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia control. Analitzat a partir de la quantificació del nombre 

d’agregats i de la intensitat d’AGPS en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de 

motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Disminució significativa dels 

nombre d’agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM i 10μM de peròxid d’hidrogen 

durant 4h respecte les control. (B) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats d’AGPS 

en el nucli de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. (C) No es detecten 

canvis en la intensitat dels agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules en caps dels tractaments 

utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la intensitat dels agregats d’AGPS en el 

nucli de les cèl·lules tractades a 1μM i 10μM de peròxid d’hidrogen durant 4h respecte les control. ns 

Indica p>0.05, * p<0.05, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 
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5.4.2.1.2. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació  

   d’AGPS en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal d’AGPS mostren una disminució de la 

proteïna sota tots els tractaments utilitzats, tant amb peròxid d’hidrogen a 1μM i 10μM com 

amb sorbitol a 0.4M durant 4h respecte les control (Figura 112). 

 

Figura 112. Agregació d’AGPS sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia C9orf72. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats d’AGPS en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 
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La quantificació obtinguda, tal i com s’ha observat anteriorment, mostra una disminució 

significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules tractades tant a 1μM 

com a 10μM de peròxid d’hidrogen i a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control 

(Figura 113A). En el nucli però aquesta disminució solament es produeix sota el tractament 

a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 113B). Pel que fa a la intensitat 

d’aquests agregats en el citosol disminueix també sota tots els tractaments utilitzats 

respecte les control (Figura 113C) i en el nucli, disminueix únicament sota el tractament amb 

sorbitol (Figura 113C).  

 

Figura 113. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears d’AGPS sota l’estrès oxidatiu i 

osmòtic induït amb peròxid d’hidrogen i sorbitol respectivament en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat d’AGPS en el citosol i nucli 

de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia 

confocal. (A) Disminució significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules sota 

tots els tractaments respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats d’AGPS en 

el nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. (C) Disminució
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significativa de la intensitat dels agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules sota tots els tractaments 

utilitzats respecte les control. (D) Disminució significativa de la intensitat dels agregats d’AGPS en el 

nucli de les cèl·lules tractades a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. ns Indica p>0.05, * 

p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 per one-way ANOVA. 

A més a més, es va realitzar un Western Blot per tal de corroborar l’observat anteriorment. 

Els resultats obtinguts mostren una disminució significativa dels nivells de la proteïna en les 

cèl·lules tractades tant a 1μM com a 10μM de peròxid d’hidrogen respecte les control 

(Figura 114).  

 

Figura 114. Alteració en els nivells d’AGPS sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen en les 

cèl·lules de la línia C9orf72. Analitzat per Western Blot en la línia C9orf72 sota l’estrès amb peròxid 

d’hidrogen a 1µM i 10µM durant 4h de tractament. Els anàlisis densitomètrics es mostren sota la 

transferència del Western després de la normalització amb tinció de blau Coomassie. Disminució 

significativa dels nivells d’AGPS en les cèl·lules tractades a 1μM i 10μM de peròxid d’hidrogen durant 

4h respecte les control. (n=2 per les control i 10μM de H 2O2 i n=1 per les 1μM de H2O2). * Indica p<0.05 

per one-way ANOVA. 
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5.4.2.1.3. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació  

   d’AGPS en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal d’AGPS mostren una disminució del 

nombre d’agregats de la proteïna en les cèl·lules tractades a 1μM de peròxid d’hidrogen i a 

0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control (Figura 115). 

 

Figura 115. Agregació d’AGPS sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat 

per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats d’AGPS en les cèl·lules 

exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una longitud de 

5μM.
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Els resultats obtinguts en la quantificació mostren una disminució significativa del nombre 

d’agregats d’AGPS tant en el citosol com en el nucli de les cèl·lules tractades a 1μM de 

peròxid d’hidrogen durant 4h respecte les control (Figura 116A i 116B). Pel que fa la 

intensitat d’aquests agregats no es detecten canvis significatius ni en el citosol ni en el nucli 

de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control (Figura 116C i 116D).  

 

Figura 116. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears d’AGPS sota l’estrès oxidatiu induït 

amb peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia FUS.  Analitzat a partir de la quantificació del 

nombre d’agregats i de la intensitat d’AGPS en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies 

cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Disminució 

significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H 2O2 durant 

4h respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats d’AGPS en el nucli de les 

cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 4h respecte les control. (C) No es detecten canvis significatius 

en la intensitat dels agregats d’AGPS en el citosol de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats 

respecte les control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats d’AGPS en el 

nucli de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, 

**p<0.01 per one-way ANOVA. 
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5.4.2.2. PMP70 

Pel que fa a PMP70 les imatges obtingudes per microscopia confocal no mostren diferències 

en el nombre d’agregats de la proteïna en les cèl·lules de la línia C9orf72 respecte la control 

(Figura 117). 

 

Figura 117. Agregació d’AGPS en les cèl·lules de la línia  control i C9orf72. Analitzat per microscopia 

confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PMP70 en les cèl·lules de la línia 

control i C9orf72. Barres amb una longitud de 5μM.   

La quantificació obtinguda no mostra diferències significatives en el nombre d’agregats de la 

proteïna ni en el citosol ni en el nucli de les cèl·lules de la línia C9orf72 respecte la control 

(Figura 118A i 118B). Pel que fa a la intensitat dels agregats en canvi, si es produeix una 

disminució significativa en ambdós compartiments cel·lulars en la línia C9orf72 respecte la 

control (Figura 118C i 118D). 
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Figura 118. No es detecten canvis en el nombre d’agregats de PMP70 en les cèl·lules de la línia 

C9orf72. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de PMP70 en el 

citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) No es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de PMP70 en el 

citosol de les cèl·lules de la línia C9orf72 respecte la control. (B) No es detecten canvis significatius en 

el nombre d’agregats de PMP70 en el nucli de les cèl·lules de la línia C9orf72 respecte la control. (C) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de PMP70 en el citosol de les cèl·lules de la línia 

C9orf72 respecte la control. (D) Disminució significativa de la intensitat dels agregats de PMP70 en el 

nucli de les cèl·lules de la línia C9orf72 respecte la control. ns Indica p>0.05, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA.  

S’ha analitzat també PMP70 sota estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen a 1μM i 

10μM durant 4h i sota estrès osmòtic induït amb sorbitol a 0.4M durant 4h de tractament. 

S’ha analitzat la proteïna en la línia cel·lular C9orf72. 

5.4.2.2.1. Efecte de l’estrès oxidatiu i osmòtic sobre l’agregació de 

   PMP70 en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal mostren un augment dels agregats de 

PMP70 sota tots els tractaments utilitzats, tant a 1μM com a 10μM de peròxid d’hidrogen 
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com a 0.4M de sorbitol durant 4h respecte les control. A més a més, sembla que és dosi 

depenent ja que en el cas del H2O2 on s’observen més agregats és a la màxima concentració, 

10μM (Figura 119). 

 

Figura 119. Agregació de PMP70 sota l’estrès oxidatiu i osmòtic en les cèl·lules de la línia C9orf72. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de PMP70 en les 

cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) i sorbitol (0.4M) durant 4h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de PMP70 en el citosol i en el nucli de 

les cèl·lules sota ambdues concentracions de peròxid d’hidrogen, 1μM i 10μM, durant 4h 

respecte les control (Figura 120A i 120B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats no es 
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detecten canvis significatius en cap dels dos compartiments cel·lulars sota cap dels 

tractaments utilitzats respecte les control (Figura 120C i 120D). 

 

Figura 120. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de PMP70 sota l’estrès oxidatiu 

induït amb peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia C9orf72.  Analitzat a partir de la quantificació 

del nombre d’agregats i de la intensitat de PMP70 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies 

cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu 

del nombre d’agregats de PMP70 en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM i 10μM de H 2O2 durant 

4h respecte les control. (B) Augment significatiu del nombre d’agregats de PMP70 en el nucli de les 

cèl·lules tractades a 1μM i 10μM de H2O2 durant 4h respecte les control. (C) No es detecten canvis 

significatius en la intensitat dels agregats de PMP70 en el citosol de les cèl·lules en cap dels 

tractaments utilitzats respecte les control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels 

agregats de PMP70 en el nucli de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. ns 

Indica p>0.05, * p<0.05, ***p<0.001 per one-way ANOVA. 
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5.5. Alteració en proteïnes presents en grànuls d’estrès 

S’han analitzat el nombre d’agregats i la intensitat de G3BP1 i TDP-43, proteïnes presents en 

grànuls d’estrès, en tres línies de motoneurones derivades de pacients: en la línia, control, 

en la línia C9orf72 i en la línia FUS.  

5.5.1. Anàlisi en el model cel·lular de motoneurones derivades de  

  pacients 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43 mostren un augment 

d’ambdues proteïnes en les cèl·lules tant de la línia C9orf72 com de la línia FUS respecte la 

control (Figura 121).  

 

Figura 121. Agregació de G3BP1 i TDP-43 en les cèl·lules de la línia control, C9orf72 i FUS. Analitzat 

per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP -43 en les 

cèl·lules de la línia control, C9orf72 i FUS. Barres amb una longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules
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de la línia C9orf72 i FUS respecte la control (Figura 122A) i en canvi, en el nucli el nombre 

d’agregats disminueix en ambdues línies respecte la control (Figura 122B). Pel que fa a TDP-

43, el nombre d’agregats també augmenta significativament en el citosol de les cèl·lules de 

la línia C9orf72 i FUS respecte la control (Figura 122C), i en el nucli en canvi disminueix tant 

en les cèl·lules de la línia C9orf72 com en la FUS respecte la control (Figura 122D). 

 

Figura 122. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de G3BP1 i TDP -43 en les cèl·lules 

de la línia C9orf72 i FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat 

de G3BP1 i TDP-43 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones 

derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de 

G3BP1 en el citosol de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (B) Disminució 

significativa del nombre d’agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS 

respecte la control. (C) Augment significatiu del nombre d’agregats de TDP -43 en el citosol de les 

cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. (D) Disminució significativa del nombre d’agregats 

de TDP-43 en el nucli de les cèl·lules de la línia C9orf72 i FUS respecte la control. * Indica p<0.05, 

**p<0.01, ***p<0.001 per one-way ANOVA. 
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A més a més, s’ha analitzat també el nombre d’agregats, tant de G3BP1 com de TDP-43, sota 

una situació d’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen i sota un estrès per ARN forà 

induït amb poly-IC. Ambdós tractaments s’han realitzat a dos temps, a 4h i a 24h, i en les 

tres línies cel·lulars. 

5.5.1.1. Línia control 

5.5.1.1.1. Efecte de l’estrès oxidatiu sobre l’agregació de G3BP1 i 

   TDP-43 en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43, mostren un augment 

del nombre d’agregats d’ambdues proteïnes sota totes les concentracions utilitzades de 

peròxid d’hidrogen, 1μM i 10μM, i a ambdós temps de tractament, 4h i 24h respecte les 

control (Figura 123).  
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Figura 123. Agregació de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia control. 

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP-

43 en les cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h i 24h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules 

sota totes les concentracions de peròxid d’hidrogen utilitzades, 1μM i 10μM, durant 4h i 24h 

respecte les control (Figura 124A), en el nucli però no es detecten canvis en cap de les 

concentracions utilitzades (Figura 124B). La intensitat d’aquests agregats també augmenta 

en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 a ambdós temps respecte les control 

(Figura 124C) i en el nucli no es produeixen canvis (Figura 124D).  

Pel que fa a TDP-43, es produeix també un augment significatiu del nombre d’agregats en el 

citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions de peròxid d’hidrogen utilitzades, 1μM i 

10μM, durant 4h i 24h respecte les control (Figura 124E) i en el nucli es produeix una 

disminució significativa del nombre d’aquests agregats en les cèl·lules tractades a 1μM de 

H2O2 durant 4h i a 10μM durant 4h i 24h respecte les control (Figura 124F). La intensitat 

d’aquests agregats també augmenta en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 a 

ambdós temps i a 10μM durant 4h respecte les control (Figura 124G) i en el nucli no es 

detecten canvis significatius (Figura 124H).  
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Figura 124. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de G3BP1 i en el nombre d’agregats citosòlics 

i nuclears de TDP-43 sota l’estrès oxidatiu induït amb peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia 

control. Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de G3BP1 i TDP -43 

en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, 

per microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les 

cèl·lules sota totes les concentracions de H2O2 utilitzades durant 4h i 24h respecte les control. (B) No 

es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules en cap de 

les concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. (C) Augment significatiu de la intensitat dels 

agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H 2O2 durant 4h i 24h respecte les 

control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de G3BP1 en el nucli de les 

cèl·lules en cap de les concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. (E) Augment significatiu 

del nombre d’agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions de H 2O2 

utilitzades durant 4h i 24h respecte les control. (F) Disminució significativa del nombre d’agregats de 

TDP-43 en el nucli de les cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 24h i a 10μM durant 4h i 24 respecte 

les control. (G) Augment significatiu de la intensitat dels agregats de TDP-43 en el citosol de les 

cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 4h i 24h i a 10μM durant 4h respecte les control. (H) No es 

detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de TDP -43 en el nucli de les cèl·lules en cap 

de les concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, 

*** p<0.001 per one-way ANOVA. 
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5.5.1.1.2. Efecte de l’estrès per ARN forà sobre l’agregació de G3BP1 

   i TDP-43 en les cèl·lules de la línia control 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43, mostren un augment 

del nombre d’agregats tant de G3BP1 com de TDP-43 sota totes les concentracions de poly-

IC utilitzades, 250ng i 1000ng, durant 4h i 24h respecte les control (Figura 125). 

 

Figura 125. Agregació de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès per ARN forà en les cèl·lules de la línia control.  

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP-

43 en les cèl·lules exposades a poly-IC (250ng, 1000ng) durant 4h i 24h. Barres amb una longitud de 

5μM. 
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules 

tractades a 250ng de poly-IC durant 24h i a 1000ng durant 4h i 24h respecte les control 

(Figura 126A), en el nucli però no es detecten canvis significatius (Figura 126B). La intensitat 

d’aquests agregats també augmenta en el citosol de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-

IC durant 24h respecte les control (Figura 126C) i en el nucli no es detecten canvis 

significatius en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les control (Figura 

126D).  

Pel que fa a TDP-43, es produeix un augment significatiu del nombre d’agregats en el citosol 

de les cèl·lules sota totes les concentracions de poly-IC utilitzades, 250ng i 1000ng, durant 

4h i 24h, respecte les control (Figura 126E) i en el nucli es produeix una disminució 

significativa del nombre d’aquests agregats en les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC 

durant 4h i a 1000ng a ambdós temps respecte les control (Figura 126F). En la intensitat 

d’aquests agregats però, no s’observen canvis significatius ni en el citosol ni en el nucli en 

cap de les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les control (Figura 126G i 126H).  
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Figura 126. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de G3BP1 i en el nombre d’agregats citosòlics 

i nuclears de TDP-43 sota l’estrès per ARN forà induït amb Poly-IC en les cèl·lules de la línia control.  

Analitzat a partir de la quantificació del nombre d’agregats i de la intensitat de G3BP1 i TDP -43 en el 

citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per 

microscopia confocal. (A) Augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les 

cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 24h i a 1000ng durant 4h i 24h respecte les control. (B) No 

es detecten canvis significatius en el nombre d’agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules en cap de 

les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les control. (C) Augment significatiu de la intensitat 

dels agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 24h respecte 

les control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de G3BP1 en el nucli de 

les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les control. (E) Augment 

significatiu del nombre d’agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions 

de poly-IC utilitzades durant 4hi 24h respecte les control. (F) Disminució significativa del nombre 

d’agregats de TDP-43 en el nucli de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 4h i a 1000ng 

durant 4h i 24h respecte les control. (G) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels 

agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades 

respecte les control. (H) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de TDP -43 en 

el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les control. ns 

Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

5.5.1.2. Línia C9orf72 

5.5.1.2.1. Efecte de l’estrès oxidatiu sobre l’agregació de G3BP1 i 

   TDP-43 en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43, mostren un augment 

del nombre d’agregats d’ambdues proteïnes sota el tractament a 10μM de peròxid 

d’hidrogen durant 4h i 24h respecte les control (Figura 127).  
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Figura 127. Agregació de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP-

43 en les cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h i 24h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules 

tractades a 10μM de peròxid d’hidrogen durant 4h i 24h respecte les control (Figura 128A), 

en canvi en el nucli es produeix l’efecte contrari, disminueix el nombre d’aquests agregats 

en les cèl·lules tractades a 10μM de H2O2 durant 24h (Figura 128B). La intensitat d’aquests 

agregats també augmenta en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 24h i 

a 10μM a ambdós temps respecte les control (Figura 128C). En el nucli en canvi disminueix 
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la intensitat en les cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 4h i a 10μM durant 4h i 24h 

respecte les control (Figura 128D).  

Pel que fa a TDP-43, es produeix un augment significatiu del nombre d’agregats en el citosol 

de les cèl·lules tractades a 1μM de peròxid d’hidrogen durant 24h i a 10μM a ambdós temps 

respecte les control (Figura 128E) i en el nucli disminueix en les cèl·lules tractades a 1μM de 

H2O2 durant 4h i a 10μM durant 4h i 24h respecte les control (Figura 128F). La intensitat 

d’aquests agregats augmenta en el citosol amb el tractament a 10μM de H2O2 a ambdós 

temps respecte les control (Figura 128G) i en el nucli disminueix a 1μM de H2O2 durant 4h i 

24h respecte les control (Figura 128H).  

 

Figura 128. Alteració en el nombre d’agregats citosòlic i nuclears de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès 

induït amb peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia C9orf72.  Analitzat a partir de la quantificació 

del nombre d’agregats i de la intensitat de G3BP1 i TDP -43 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir 

de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment 

significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules tractades a 10μM de H 2O2 

durant 4h i 24h respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre d’agregats de G3BP1 en el 

nucli de les cèl·lules tractades a 10μM de H2O2 durant 24h respecte les control. (C) Augment 

significatiu de la intensitat dels agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H 2O2 

durant 24h i a 10μM durant 4h i 24h respecte les control. (D) Disminució significativa de la intensitat 

dels agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules tractades a 1μM H 2O2 durant 4h i a i 10μM durant 4h 

i 24h respecte les control. (E) Augment significatiu del nombre d’agregats de TDP-43 en el citosol de les 
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cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 24h i a 10μM durant 4h i 24h respecte les control. (F) 

Disminució significativa del nombre d’agregats de TDP -43 en el nucli de les cèl·lules tractades a 1μM de 

H2O2 durant 4h i a 10μM de H2O2 durant 4h i 24h respecte les control. (G) Augment significatiu de la 

intensitat dels agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules tractades a 10μM de H 2O2 durant 4h i 

24h respecte les control. (H) Disminució significativa de la intensitat dels agregats de TDP-43 en el nucli 

de les cèl·lules tractades a 1μM de H2O2 durant 4h i 24h respecte les control. ns Indica p>0.05, * 

p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

5.5.1.2.2. Efecte de l’estrès per ARN forà sobre l’agregació de G3BP1 

   i TDP-43 en les cèl·lules de la línia C9orf72 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43, mostren un augment 

del nombre d’agregats tant de G3BP1 com de TDP-43 sota la màxima concentració de poly-

IC, 1000ng, i a ambdós temps de tractament, 4h i 24h, respecte les control (Figura 129). 
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Figura 129. Agregació de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès per ARN forà en les cèl·lules de la línia C9orf72.  

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP-

43 en les cèl·lules exposades a poly-IC (250ng, 1000ng) durant 4h i 24h. Barres amb una longitud de 

5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules 

tractades a 250ng de poly-IC durant 24h i a 1000ng durant 4h i 24h respecte les control 

(Figura 130A), en el nucli en canvi es produeix una disminució significativa del nombre 

d’agregats en les cèl·lules tractades a 250ng i 1000ng de poly-IC durant 4h respecte les 

control (Figura 130B). La intensitat d’aquests agregats augmenta en el citosol de les cèl·lules 

tractades a 250ng de poly-IC a ambdós temps i a 1000ng durant 4h respecte les control 

(Figura 130C) i en el nucli en canvi disminueix en les cèl·lules tractades a 1000ng de poly-IC a 

ambdós respecte les control (Figura 130D).  

Pel que fa a TDP-43, es produeix un augment significatiu del nombre d’agregats en el citosol 

de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 24h i a 1000ng durant 4h i 24h respecte 

les control (Figura 130E). En canvi, en el nucli disminueix solament sota el tractament a 

250ng de poly-IC durant 4h i 24h respecte les control (Figura 130F). La intensitat d’aquests 

agregats augmenta significativament en el citosol de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-

IC a ambdós temps i a 1000ng durant 4h respecte les control (Figura 130G), en el nucli no es 

detecten canvis en la intensitat en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades (Figura 

130H). 
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Figura 130. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics i nuclears de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès per 

ARN forà induït amb Poly-IC en les cèl·lules de la línia C9orf72.  Analitzat a partir de la quantificació 

del nombre d’agregats i de la intensitat de G3BP1 i TDP -43 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir 

de línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Augment 

significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC 

durant 24h i a 1000ng durant 4h i 24h respecte les control. (B) Disminució significativa del nombre 

d’agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules tractades a 250ng i 1000ng de poly-IC durant 4h 

respecte les control. (C) Augment significatiu de la intensitat dels agregats de G3BP1 en el citosol de les 

cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 4h i 24h i a 1000ng durant 4h respecte les control. (D) 

Disminució significativa de la intensitat dels agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules tractades a 

1000ng de poly-IC durant 4h i 24h respecte les control. (E) Augment significatiu del nombre d’agregats 

de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 24h i a 1000ng durant 4h i 

24h respecte les control. (F) Disminució significativa del nombre d’agregats de TDP -43 en el nucli de les 

cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 4h i 24h respecte les control. (G) Augment significatiu de 

la intensitat dels agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules tractades a 250ng de poly-IC durant 

4h i 24h i a 1000ng durant 4h respecte les control. (H) No es detecten canvis significatius en la 

intensitat dels agregats de TDP-43 en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC 

utilitzades respecte les control. ns Indica p>0.05, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 per one -way 

ANOVA. 
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5.5.1.3. Línia FUS 

5.5.1.3.1. Efecte de l’estrès oxidatiu sobre l’agregació de G3BP1 i 

   TDP-43 en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43, mostren una 

disminució del nombre d’agregats d’ambdues proteïnes sota totes les concentracions de 

peròxid d’hidrogen utilitzades, 1μM i 10μM, i a ambdós temps de tractament, 4h i 24h, 

respecte les control (Figura 131).  

 

Figura 131. Agregació de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès oxidatiu en les cèl·lules de la línia FUS.  

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP-

43 en les cèl·lules exposades a peròxid d’hidrogen (1μM, 10μM) durant 4h i 24h. Barres amb una 

longitud de 5μM. 
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La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra un augment significatiu del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules 

sota totes les concentracions de peròxid d’hidrogen utilitzades, 1μM i 10μM, durant 4h i 24h 

respecte les control (Figura 132A), en el nucli en canvi no es detecten canvis significatius en 

cap de les concentracions de H2O2 (Figura 132B). Pel que fa a la intensitat d’aquets agregats, 

no es detecten canvis ni en el citosol ni en el nucli en cap de les concentracions de H2O2 

utilitzades respecte les control (Figura 132C i 132D).  

Pel que fa a TDP-43, es produeix una disminució significativa del nombre d’agregats en el 

citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de peròxid d’hidrogen durant 24h i a 10μM a ambdós 

temps respecte les control (Figura 132E) i en el nucli en canvi no s’observen diferències en 

cap de les concentracions de H2O2 (Figura 132F). La intensitat d’aquests agregats disminueix 

en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de peròxid d’hidrogen durant 24h i a 10μM a 

ambdós temps respecte les control (Figura 132G) i en el nucli tampoc es produeixen canvis 

significatius en cap de les concentracions utilitzades respecte les control (Figura 132H).  

 
Figura 132. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès oxidatiu 

induït amb peròxid d’hidrogen en les cèl·lules de la línia FUS.  Analitzat a partir de la quantificació del 

nombre d’agregats i de la intensitat de G3BP1 i TDP -43 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de 

línies cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Disminució
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significativa del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions 

de H2O2 utilitzades durant 4h i 24h respecte les control. (B) No es detecten canvis significatius en el 

nombre d’agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 

utilitzades respecte les control. (C) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de 

G3BP1 en el citosol de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 utilitzades respecte les 

control. (D) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de G3BP1 en el nucli de les 

cèl·lules en cap de les concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. (E) Disminució 

significativa del nombre d’agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H 2O2 

durant 24h i a 10μM durant 4h i 24h respecte les control. (F) No es detecten canvis significatius en el 

nombre d’agregats de TDP-43 en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de H 2O2 

utilitzades respecte les control. (G) Disminució significativa de la intensitat dels agregats de TDP-43 en 

el citosol de les cèl·lules tractades a 1μM de H 2O2 durant 24h i a 10μM durant 4h i 24h respecte les 

control. (H) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de TDP -43 en el nucli de 

les cèl·lules en cap de les concentracions de H2O2 utilitzades respecte les control. ns Indica p>0.05, ** 

p<0.01, *** p<0.001 per one-way ANOVA. 

5.5.1.3.2. Efecte de l’estrès per ARN forà sobre l’agregació de G3BP1 

   i TDP-43 en les cèl·lules de la línia FUS 

Les imatges obtingudes per microscopia confocal de G3BP1 i TDP-43, mostren una 

disminució del nombre d’agregats d’ambdues proteïnes sota totes les concentracions de 

poly-IC utilitzades, 250ng i 1000ng, i a ambdós temps de tractament, 4h i 24h, respecte les 

control (Figura 133).  
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Figura 133. Agregació de G3BP1 i TDP-43 sota l’estrès per ARN forà en les cèl·lules de la línia FUS.  

Analitzat per microscopia confocal, es mostra una imatge representativa dels agregats de G3BP1 i TDP-

43 en les cèl·lules exposades a poly-IC (250ng, 1000ng), durant 4h i 24h. Barres amb una longitud de 

5μM. 

La quantificació obtinguda a partir de l’experiment que representen les imatges anteriors 

mostra una disminució significativa del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les 

cèl·lules sota totes les concentracions de poly-IC utilitzades, 250ng i 1000ng, durant 4h i 24h 

respecte les control (Figura 134A), en el nucli en canvi no es detecten canvis significatius en 

cap de les concentracions (Figura 134B). Pel que fa a la intensitat d’aquests agregats tampoc 

es produeixen canvis ni en el citosol ni en el nucli en cap de les concentracions de poly-IC 

respecte les control (Figura 134C i 134D).  
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Pel que fa a TDP-43, es produeix una disminució significativa del nombre d’agregats en el 

citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions de poly-IC utilitzades durant 4h i 24h 

respecte les control (Figura 134E). En el nucli no es detecten canvis significatius en cap de 

les concentracions (Figura 134F). La intensitat d’aquests agregats disminueix en el citosol de 

les cèl·lules sota totes les concentracions de poly-IC utilitzades a ambdós temps respecte les 

control (Figura 134G) i en el nucli no es detecten canvis significatius (Figura 134H). 

Figura 134. Alteració en el nombre d’agregats citosòlics de G3BP1 i TDP -43 sota l’estrès per ARN forà 

induït amb Poly-IC en les cèl·lules de la línia FUS. Analitzat a partir de la quantificació del nombre 

d’agregats i de la intensitat de G3BP1 i TDP-43 en el citosol i nucli de les cèl·lules a partir de línies 

cel·lulars de motoneurones derivades de pacients, per microscopia confocal. (A) Disminució 

significativa del nombre d’agregats de G3BP1 en el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions 

de poly-IC utilitzades durant 4h i 24h respecte les control. (B) No es detecten canvis significatius en el 

nombre d’agregats de G3BP1 en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC 

utilitzades respecte les control. (C) No es detecten canvis significatiu en la intensitat dels agregats de 

G3BP1 en el citosol de les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les 

control. (D) No es detecten canvis significatiu en la intensitat dels agregats de G3BP1 en el nucli de les 

cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC utilitzades respecte les control. (E) Disminució 

significativa del nombre d’agregats de TDP-43 en el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions 

de poly-IC utilitzades durant 4h i 24h respecte les control. (F) No es detecten canvis significatius en el 

nombre d’agregats de TDP-43 en el nucli de les cèl·lules en cap de les concentracions de poly-IC 

utilitzades respecte les control. (G) Disminució significativa de la intensitat dels agregats de TDP-43 en 

el citosol de les cèl·lules sota totes les concentracions de poly-IC utilitzades durant 4h i 24h respecte 
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les control. (H) No es detecten canvis significatius en la intensitat dels agregats de TDP -43 en el nucli 

de les cèl·lules en cap dels tractaments utilitzats respecte les control. ns Indica p>0.05, *** p<0.001 

per one-way ANOVA. 

5.6. Anàlisi d’àcids grassos de cadena curta 

Totes les dades anteriors suggereixen que poden existir canvis individuals que afectin la 

patogènesi de la malaltia, ja que segons la mutació (FUS o C9orf72), o segons els estímuls 

d’estrès poden haver-hi respostes diferencials en termes d’agregació proteica. Atesa la 

importància de la neuroinflamació en la patogènesi de la malaltia (Hooten et al., 2015; 

Philips & Robberecht, 2011; Weydt & Möller, 2005) i tenint en compte que els AGCC poden 

esser moduladors de la neuroinflamació (C. H. Kim et al., 2014; J.-M. Li et al., 2019; Vinolo et 

al., 2011), s’ha analitzat els nivells dels tres AGCC més predominants, àcid acètic, propiònic i 

butíric, a partir de les mostres de femta de pacients d’ELA i controls. Anàlisi realitzat a partir 

de 12 mostres control: 6 dones, 4 homes i 2 sense determinar. 11 mostres d’ELA espinal de 

les quals 5 són dones amb una edat promig de 68.8 ± 8.25, un pes promig de 62.32kg ± 11.05, 

una altura promig de 1.54m ± 0.06, un IMC promig de 26.51 ± 6.22 i una durada de la malaltia en 

mesos de 47.2 ± 39.88. 6 homes d’ELA espinal amb una edat promig de 63.16 ± 12.25, un pes 

promig de 82.43 ± 8.67, una altura promig de 1.7 ± 0.1, un IMC promig de 28.47 ± 3.16 i una durada 

de la malaltia de 68.4 ± 38.55. 6 mostres d’ELA bulbar de les quals 5 són dones amb una edat 

promig de 64.8 ± 10.75, un pes promig de 65.12 ± 11.11, una altura promig de 1.61 ± 0.09, un IMC 

promig de 24.94 ± 2.48 i una durada de la malaltia de 41.4 ± 23.8 i 1 home de 66 anys, amb pes 

de 71kg, altura de 1.64m, IMC de 23.6 i durada de 30 mesos. 

Els resultats obtinguts en la quantificació dels nivells d’àcid acètic, propiònic i butíric no 

mostren diferències significatives en els pacients d’ELA analitzats respecte els controls 

emprant les anàlisis estadístiques habituals (Figura 135A, 135B i 135C).  
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Figura 135. Els nivells d’àcid acètic, àcid propiònic i àcid butíric no es troben alterats en l’ELA.  

Analitzat a partir de les mostres de femta per cromatografia líquida. (A) No es detecten canvis 

significatius en els nivells d’àcid acètic en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) No es detecten 

canvis significatius en els nivells d’àcid propiònic en els pacients d’ELA respecte els controls. (C) No es 

detecten canvis significatius en els nivells d’àcid butíric en els pacients d’ELA respecte els controls. 

(n=12 pacients control, n=17 pacients d’ELA). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test.  

A més a més, s’ha procedit a fer un anàlisi estadístic per estudiar les diferències d’aquests 

tres àcids grassos entre els dos fenotips de l’ELA, l’espinal i el bulbar. Els resultats obtinguts 

no mostren diferències significatives ni en els nivells d’àcid acètic, ni en l’àcid propiònic ni en 

l’àcid butíric en els pacients d’ELA respecte els controls. Tot i així, es pot observar una certa 

tendència a augmentar en el fenotip bulbar de la malaltia en els tres AGCC, a diferència del 

fenotip espinal on no es detecten canvis respecte els controls (Figura 136A, 136B i 136C).  

 

Figura 136. Els nivells d’àcid acètic, àcid propiònic i àcid butíric no es troben alterats en cap dels 

fenotips de l’ELA. Analitzat a partir de les mostres de femta per cromatografia líquida. (A) No es 

detecten canvis significatius en els nivells d’àcid acètic ni en els pacients d’ELA espinal ni en l’ELA 

bulbar respecte els controls. (B) No es detecten canvis significatius en els nivells d’àcid propiònic ni en 

els pacients d’ELA espinal ni en l’ELA bulbar respecte els controls. (C) No es detecten canvis 

significatius en els nivells d’àcid butíric ni en els pacients d’ELA espinal ni en l’ELA bulbar respecte els 

controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica 

p>0.05 per one-way ANOVA. 

S’ha realitzat també un anàlisi de regressió lineal per tal de determinar si hi ha una 

correlació entre l’àcid acètic i l’àcid propiònic en els controls, l’ELA espinal i l’ELA bulbar. Els 

resultats obtinguts mostren una correlació significativa entre els dos àcids grassos en els 

tres grups analitzats amb unes r2 properes a 1 (Figura 137). 
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Figura 137. Correlació entre els nivells d’àcid acètic i àcid propiònic en els controls, pacients d’ELA 

espinal i ELA bulbar. Els nivells d’àcid acètic i àcid propiònic són analitzats per cromatografia líquida. 

L’anàlisi de regressió lineal mostra una bona correlació entre els nivells d’àcid acètic i àcid propiònic en 

el grup control, ELA espinal i ELA bulbar. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 

pacients d’ELA bulbar). r2 =0.9365 i p=<0.0001 per control, r2 =0.7519 i p=0.0012 per ELA espinal, r2 

=0.8567 i p=0.0081 per ELA bulbar per regressió lineal.   

5.7. Anàlisi de la microbiota intestinal 

S’ha analitzat la microbiota intestinal a partir de mostres de femta de pacients d’ELA i 

controls sans. Per determinar l’abundància dels bacteris presents en les mostres es realitza a 

partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr, per fílum, classe, família, gènere i espècie. Els 

resultats en aquest treball es centren en el taxó fílum, família, gènere i espècie ja que són 

els més analitzats en els treballs bibliogràfics. Els resultats obtinguts per tots els bacteris no 

van arribar al nivell de significança, tot i així, en tots ells es mostra una tendència a 

presentar alteracions en la seva abundància en els pacients d’ELA respecte els controls.  

5.7.1. Abundància de bacteris a nivell de fílum 

Els resultats obtinguts, tot i no ser significatius, presenten una certa tendència a mostrar 

alteracions en l’abundància de bacteris del fílum Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria, 

Cyanobacteria, Actinobacteria i Fusobacteria.  
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5.7.1.1. Firmicutes 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del fílum Firmicutes, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 138A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 

a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els 

controls (Figura 138B). 

 

Figura 138. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del fílum Firmicutes en l’ELA.  Analitzat 

a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del fílum Firmicutes presenta 

una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) L’abundància de bacteris del 

fílum Firmicutes presenta una tendència a augmentar tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA 

bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA 

bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

5.7.1.2. Bacteroidetes 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del fílum Bacteroidetes, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 139A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 

a disminuir es produeix en els pacients d’ELA espinal respecte els controls i en canvi en l’ELA 

bulbar es produeix un augment (Figura 139B). 
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Figura 139. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del fílum Bacteroidetes en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del fílum 

Bacteroidetes presenta una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del fílum Bacteroidetes presenta una tendència a disminuir en els pacients 

d’ELA espinal respecte els controls. En els pacients d’ELA bulbar s’observa una tendència a augmentar 

respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). 

ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

Un cop analitzada l’abundància de Firmicutes i Bacteroidetes s’ha analitzat el rati 

Firmicutes/Bacteroidetes. Els resultats obtinguts, tot i no ser significatius, mostren una 

tendència en augment del rati en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 140A). 

Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta 

tendència a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar 

respecte els controls (Figura 140B). 

 

Figura 140. No es detecten canvis en el rati Firmicutes/Bacteroidetes en l’ELA.  Analitzat a partir de la 

seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) El rati Firmicutes/Bacteroidetes presenta una tendència a 

augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) El rati Firmicutes/Bacteroidetes presenta 

una tendència a augmentar tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els 
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controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica 

p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

5.7.1.3. Proteobacteria 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del fílum Proteobacteria, els resultats obtinguts 

mostren una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 

141A). Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que 

aquesta tendència a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA 

bulbar respecte els controls (Figura 141B). 

 

Figura 141. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del fílum Proteobacteria en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del fílum 

Proteobacteria presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del fílum Proteobacteria presenta una tendència a augmentar tant en els 

pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients 

d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way ANOVA. 

5.7.1.4. Cyanobacteria 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del fílum Cyanobacteria, els resultats obtinguts 

mostren una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 

142A). Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que 

aquesta tendència a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA 

bulbar respecte els controls (Figura 142B). 
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Figura 142. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del fílum Cyanobacteria en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del fílum 

Cyanobacteria presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del fílum Cyanobacteria presenta una tendència a augmentar tant en els 

pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients 

d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way ANOVA. 

5.7.1.5. Actinobacteria 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del fílum Actinobacteria, els resultats obtinguts 

mostren una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 

143A). Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que 

aquesta tendència a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA 

bulbar respecte els controls (Figura 143B). 

 

Figura 143. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del fílum Actinobacteria en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del fílum 



 
277 RESULTATS 

Actinobacteria presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del fílum Actinobacteria presenta una tendència a augmentar tant en els 

pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients 

d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way ANOVA. 

5.7.1.6. Fusobacteria 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del fílum Fusobacteria, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 144A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 

a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els 

controls (Figura 144B). 

 

Figura 144. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del fílum Fusobacteria en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del fílum 

Fusobacteria presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del fílum Fusobacteria presenta una tendència a augmentar tant en els 

pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients 

d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way ANOVA. 

El gràfic ortho-PLSDA obtingut, on s’analitza tots els bacteris trobats en les mostres de 

femta dels pacients i controls, tot i no ser estadísticament significatiu, mostra una bona 

separació dels fílums de bacteris entre els pacients d’ELA espinal (punts verds), ELA bulbar 

(punts blaus) i controls (punts vermells) (Figura 145).  



 
278 RESULTATS 

 

Figura 145. Separació per fílum dels bacteris presents en la microbiota dels pacients d’ELA espinal i 

ELA bulbar. Analitzat a partir de l’algoritme ortho-PLSDA que utilitza tots els bacteris trobats en les 

mostres de femta dels pacients i controls sans. Tot i no ser estadísticament significatiu, s’observa una 

bona separació per fílum dels bacteris entre els pacients d’ELA espinal (punts verds), ELA bulbar (punts 

blaus) i controls (punts vermells). 

A més a més, s’han realitzat anàlisis de regressió lineal per tal d’analitzar si existeix una 

correlació entre la durada de la malaltia (espinal i bulbar) i l’abundància d’alguns dels 

bacteris a nivell de fílum presents en la microbiota. Els resultats obtinguts mostren una 

relació inversa entre la duració de la malaltia i l’abundància de Proteobacteria (Figura 146A), 

Deferribacteres (Figura 146B) i Fibrobacteres (Figura 146C). A major abundància d’aquests 

fílums de bacteris, la duració de la malaltia, és a dir, la supervivència, és menor.  
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Figura 146. Correlació entre la durada de la malaltia i l’abundància de bacteris del fílum 

Proteobacteria, Deferribacteres i Fibrobacteres.  La durada de la malaltia és calculada en mesos des de 

la data d’inici fins la data d’èxitus. L’abundància dels bacteris és analitzada a partir de la seqüenciació 

del gen 16S ARNr. (A) A major abundància de bacteris del fílum Proteobacteria es redueixen els mesos 

de la malaltia. (B) A major abundància de bacteris del fílum Deferribacteres es redueixen els mesos de 

la malaltia. (C) A major abundància de bacteris del fílum Fibrobacteres es redueixen els mesos de la 

malaltia. (n=11 pacients ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). p=0.0305, p=0.0328 i p=0.0438 

respectivament per regressió lineal.   

5.7.2. Abundància de bacteris a nivell de família 

Els resultats obtinguts, tot i no ser significatius, presenten una certa tendència a mostrar 

alteracions en l’abundància de bacteris de la família Bacteroidaceae i Ruminococcaceae. 

5.7.2.1. Bacteroidaceae 

Pel que fa a l’abundància de bacteris de la família Bacteroidaceae, els resultats obtinguts 

mostren una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 147A). 

Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta 

tendència a disminuir es produeix en els pacients amb ELA espinal respecte els controls i en 

canvi en l’ELA bulbar es produeix un augment (Figura 147B). 
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Figura 147. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris de la família Bacteroidaceae en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris de la família 

Bacteroidaceae presenta una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris de la família Bacteroidaceae presenta una tendència a disminuir en els 

pacients d’ELA espinal respecte els controls. En els pacients d’ELA bulbar s’observa una tendència a 

augmentar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients 

d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

5.7.2.2. Ruminococcaceae 

Pel que fa a l’abundància de bacteris de la família Ruminococcaceae, els resultats obtinguts 

mostren una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 

148A). Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que 

aquesta tendència a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA 

bulbar respecte els controls (Figura 148B). 

 

Figura 148. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris de la família Ruminococcaceae en 

l’ELA. Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris de la família 

Ruminococcaceae presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 
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L’abundància de bacteris de la família Ruminococcaceae presenta una tendència a augmentar tant en 

els paciients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 

pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way 

ANOVA. 

S’ha realitzat un anàlisis de regressió lineal per tal de determinar si hi ha una correlació 

entre l’abundància d’aquests bacteris i els nivells d’àcid butíric en ambdós fenotips. Els 

resultats obtinguts mostren una correlació directa entre l’abundància de Ruminococcaceae i 

els nivells d’àcid butíric. Tot i que la r2 no s’aproxima a 1 si que és estadísticament 

significatiu. Es pot observar com a major abundància d’aquest bacteri els nivells d’àcid 

butíric són majors (Figura 149). 

 

Figura 149. Correlació entre l’abundància de Ruminococcaceae i els nivells d’àcid butíric en els 

pacients d’ELA espinal i ELA bulbar. L’abundància dels bacteris és analitzada a partir de la seqüenciació 

del gen 16S ARNr i l’àcid butíric per cromatografia líquida. L’anàlisi de regressió lineal mostra com 

l’abundància de Ruminococcaceae està relacionada directament amb una major producció d’àcid 

butíric en els pacients d’ELA espinal i ELA bulbar. (n=11 pacients ELA espinal i n=6 pacients d’ELA 

bulbar). r2=0.6716 i p=0.0001 per regressió lineal.  

El gràfic ortho-PLSDA obtingut, on s’analitza tots els bacteris trobats en les mostres de 

femta dels pacients i controls, tot i no ser estadísticament significatiu, mostra una bona 

separació de les famílies de bacteris entre els pacients d’ELA espinal (punts verds), ELA 

bulbar (punts blaus) i controls (punts vermells) (Figura 150). 
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Figura 150. Separació per família dels bacteris presents en la microbiota dels pacients d’ELA espinal i 

ELA bulbar. Analitzat a partir de l’algoritme ortho-PLSDA que utilitza tots els bacteris trobats en les 

mostres de femta dels pacients i controls sans. Tot i no ser estadísticament significatiu, s’observa una 

bona separació dels bacteris per família entre els pacients d’ELA espinal (punts verds), ELA bulbar 

(punts blaus) i controls (punts vermells). 

5.7.3. Abundància de bacteris a nivell de gènere 

Els resultats obtinguts, tot i no ser significatius, presenten una certa tendència a mostrar 

alteracions en l’abundància de bacteris del gènere Bacteroides, Prevotella, Clostridium, 

Veillonella i Butyrivibrio.   

5.7.3.1. Bacteroides 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del gènere Bacteroides, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 151A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 

a disminuir es produeix en els pacients d’ELA espinal respecte els controls i en canvi en l’ELA 

bulbar es produeix un augment (Figura 151B). 
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Figura 151. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del gènere Bacteroides en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del gènere 

Bacteroides presenta una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del gènere Bacteroides presenta una tendència a disminuir en els pacients 

d’ELA espinal respecte els controls. En els pacients d’ELA bulbar s’observa una tendència a augmentar 

respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). 

ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

5.7.3.2. Prevotella 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del gènere Prevotella, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 152A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 

a disminuir es produeix en els pacients d’ELA espinal respecte els controls i en canvi en l’ELA 

bulbar es produeix un augment (Figura 152B). 

 

Figura 152. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del gènere Prevotella en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del gènere 
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Prevotella presenta una tendència a disminuir en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del gènere Prevotella presenta una tendència a disminuir en els pacients 

d’ELA espinal respecte els controls. En els pacients d’ELA bulbar s’observa una tendència a augmentar 

respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). 

ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

5.7.3.3. Clostridium 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del gènere Clostridium, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 153A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 

a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els 

controls (Figura 153B). 

 

Figura 153. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del gènere Clostridium en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del gènere 

Clostridium presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del gènere Clostridium presenta una tendència a augmentar tant en els 

pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients 

d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way ANOVA. 

5.7.3.4. Veillonella 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del gènere Veillonella, els resultats obtinguts mostren 

una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 154A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que aquesta tendència 
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a augmentar es produeix tant en els pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els 

controls (Figura 154B). 

 

Figura 154. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del gènere Veillonella en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del gènere 

Veillonella presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris del gènere Veillonella presenta una tendència a augmentar tant en els 

pacients d’ELA espinal com en l’ELA bulbar respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients 

d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i one-way ANOVA. 

Degut a que el fenotip bulbar és el que presenta un augment en aquest gènere de bacteris 

s’ha realitzat un anàlisi de regressió lineal per tal de determinar si hi ha una correlació entre 

l’abundància d’aquests bacteris i els nivells d’àcid propiònic. Els resultats obtinguts mostren 

una correlació directa entre l’abundància de Veillonella i els nivells d’àcid propiònic amb una 

r2 propera a 1. Es pot observar com a major abundància d’aquest bacteri els nivells d’àcid 

propiònic són majors (Figura 155). 

 



 
286 RESULTATS 

Figura 155. Correlació entre l’abundància de Veillonella i els nivells d’àcid propiònic en els pacients 

d’ELA bulbar. L’abundància dels bacteris és analitzada a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr i 

l’àcid propiònic per cromatografia líquida. L’anàlisi de regressió lineal mostra com l’abundància de 

Veillonella està directament relacionada amb una major producció d’àcid propiònic en els pacients 

d’ELA bulbar. (n=6 pacients d’ELA bulbar). r2=0.8424 i p=0.0099 per regressió lineal.   

5.7.3.5. Butyrivibrio 

Pel que fa a l’abundància de bacteris del gènere Butyrivibrio, els resultats obtinguts no 

mostren diferències en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 156A). Quan 

s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa una tendència a 

augmentar en el fenotip bulbar respecte els control (Figura 156B). 

 

Figura 156. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris del gènere Butyrivibrio en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris del gènere 

Butyrivibrio no es troba alterada en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) L’abundància de 

bacteris del gènere Butyrivibrio presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA bulbar 

respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). 

ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

Degut a que el fenotip bulbar és el que presenta un augment en aquest gènere de bacteris 

s’ha realitzat un anàlisi de regressió lineal per tal de determinar si hi ha una correlació entre 

l’abundància d’aquests bacteris i els nivells d’àcid butíric. Els resultats obtinguts mostren 

una correlació directa entre l’abundància de Butyrivibrio i els nivells d’àcid butíric amb una 

r2 propera a 1. Es pot observar com a major abundància d’aquest bacteri els nivells d’àcid 

butíric són majors (Figura 157). 
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Figura 157. Correlació entre l’abundància de Butyrivibrio i els nivells d’àcid butíric en els pacients 

d’ELA bulbar. L’abundància dels bacteris és analitzada a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr i 

l’àcid butíric per cromatografia líquida. L’anàlisi de regressió lineal mostra com l’abundància de 

Butyrivibrio està relacionada directament amb una major producció d’àcid butíric en els pacients d’ELA 

bulbar. (n=6 pacients d’ELA bulbar). r2=0.8822 i p=0.0054 per regressió lineal. 

El gràfic ortho-PLSDA obtingut, on s’analitza tots els bacteris trobats en les mostres de 

femta dels pacients i controls, tot i no ser estadísticament significatiu, mostra una bona 

separació dels gèneres de bacteris entre els pacients d’ELA espinal (punts verds), ELA bulbar 

(punts blaus) i controls (punts vermells) (Figura 158).  
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Figura 158. Separació per gènere dels bacteris presents en la microbiota dels pacients d’ELA espinal i 

ELA bulbar. Analitzat a partir de l’algoritme ortho-PLSDA que utilitza tots els bacteris trobats en les 

mostres de femta dels pacients i controls sans. Tot i no ser estadísticament significatiu, s’observa una 

bona separació per gènere dels bacteris entre els pacients d’ELA espinal (punts verds), ELA bulbar 

(punts blaus) i controls (punts vermells). 

5.7.4. Abundància de bacteris a nivell d’espècie 

Els resultats obtinguts, tot i no ser significatius, presenten una certa tendència a mostrar 

alteracions en l’abundància de bacteris de l’espècie Pseudobutyrivibrio xylanivorans i Blautia 

Wexlerae. 

5.7.4.1. Pseudobutyrivibrio xylanivorans 

Pel que fa a l’abundància de bacteris de l’espècie Pseudobutyrivibrio xylanivorans, els 

resultats obtinguts mostren una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els 

controls (Figura 159A). Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, 

s’observa que aquesta tendència a augmentar es produeix en els pacients d’ELA bulbar 

respecte els controls i en l’ELA espinal es produeix una disminució (Figura 159B). 

 

Figura 159. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris de l’espècie Pseudobutyrivibrio 

xylanivorans en l’ELA. Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de 

bacteris de l’espècie Pseudobutyrivibrio xylanivorans presenta una tendència a augmentar en els 

pacients d’ELA respecte els controls. (B) L’abundància de bacteris de l’espècie Pseudobutyrivibrio 

xylanivorans presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA bulbar respecte els controls. En 

els pacients d’ELA espinal s’observa una tendència a disminuir respecte els controls. (n=12 pacients 

control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t -test i 

one-way ANOVA. 
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Degut a que el fenotip bulbar és el que presenta un augment en aquesta espècie de bacteris 

s’ha realitzat un anàlisi de regressió lineal per tal de determinar si hi ha una correlació entre 

l’abundància d’aquests bacteris i els nivells d’àcid butíric. Els resultats obtinguts mostren 

una correlació directa entre l’abundància de Pseudobutyrivibrio xylanivorans i els nivells 

d’àcid butíric amb una r2 propera a 1. Es pot observar com a major abundància d’aquest 

bacteri els nivells d’àcid butíric són majors (Figura 160). 

 

Figura 160. Correlació entre l’abundància de Pseudobutyrivibrio xylanivorans i els nivells d’àcid 

butíric en els pacients d’ELA bulbar.  L’abundància dels bacteris és analitzada a partir de la 

seqüenciació del gen 16S ARNr i l’àcid butíric per cromatografia líquida. L’anàlisi de regressió lineal 

mostra com l’abundància de Pseudobutyrivibrio xylanivorans està relacionada directament amb una 

major producció d’àcid butíric en els pacients d’ELA bulbar. (n=6 pacients d’ELA bulbar). r 2=0.8209 i 

p=0.0128 per regressió lineal. 

5.7.4.2. Blautia Wexlerae 

Pel que fa a l’abundància de bacteris de l’espècie Blautia Wexlerae, els resultats obtinguts 

mostren una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 

161A). Quan s’analitza segons l’origen de l’ELA, ja sigui espinal o bulbar, s’observa que 

aquesta tendència a augmentar es produeix en els pacients d’ELA bulbar respecte els 

controls i en l’ELA espinal es produeix una disminució (Figura 161B). 
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Figura 161. No es detecten canvis en l’abundància de bacteris de l’espècie Blautia Wexlerae en l’ELA.  

Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr. (A) L’abundància de bacteris de l’espècie Blautia 

Wexlerae presenta una tendència a augmentar en els pacients d’ELA respecte els controls. (B) 

L’abundància de bacteris de l’espècie Blautia Wexlerae presenta una tendència a augmentar en els 

pacients d’ELA bulbar respecte els controls. En els pacients d’ELA espinal s’observa una tendència a 

disminuir respecte els controls. (n=12 pacients control, n=11 pacients d’ELA espinal i n=6 pacients 

d’ELA bulbar). ns Indica p>0.05 per Student’s t-test i one-way ANOVA. 

A partir de la informació dels pesos dels pacients d’ELA bulbar s’ha realitzat un anàlisi de 

correlació del pes amb l’abundància de Blautia Wexlerae. Els resultats obtinguts mostren 

una correlació directa entre l’abundància d’aquest bacteri i el pes dels pacients amb una r2 

propera a 1. Es pot observar com a major abundància d’aquest bacteri el pes dels pacients 

és menor, per tant, es confirma que és un bon predictor de pèrdua de pes (Figura 162). 

 

Figura 162. Correlació entre l’abundància de Blautia Wexlerae i la pèrdua de pes en els pacients 

d’ELA bulbar. Analitzat a partir de la seqüenciació del gen 16S ARNr i el pes dels pacients. L’anàlisi de 

regressió lineal mostra com l’abundància de Blautia Wexlerae està relacionada directament amb la 
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pèrdua de pes dels pacients d’ELA bulbar. (n=6 pacients d’ELA bulbar). r 2=0.9370 i p=0.015 per 

regressió lineal.  

Per últim s’ha calculat la diversitat alfa (riquesa d’espècies d’una comunitat particular) per 

l´índex Chao1 i el Shannon. Els resultats obtinguts no mostren diferències significatives en la 

diversitat d’espècies calculat per l’índex Chao1 en els pacients d’ELA respecte els controls 

(Figura 163A), ni en cap dels dos fenotips de la malaltia (Figura 163B). Per l’índex Shannon 

tampoc es produeixen canvis significatius en els pacients d’ELA respecte els controls (Figura 

163C) ni tampoc en el fenotip espinal ni en el bulbar (Figura 163D). 

 

Figura 163. La diversitat d’espècies no es troba alterada en l’ELA.  Analitzat a partir de l’índex Chao1 i 

Shannon. (A) Per l’índex Chao1, no es detecten canvis significatius en la diversitat d’espècies en els 

pacients d’ELA respecte els controls. (B) Per l’índex Chao1, no es detecten canvis significatius en la 

diversitat d’espècies en els pacients d’ELA espinal ni en l’ELA bulbar respecte els controls. (C) Per 

l’índex Shannon, no es detecten canvis significatius en la diversitat d’espècies en els pacients d’ELA 

respecte els controls. (D) Per l’índex Shannon, no es detecten canvis significatius en la diversitat 

d’espècies en els pacients d’ELA espinal ni en l’ELA bulbar respecte els controls. ns Indica p>0.05 per 

Student’s t-test i one-way ANOVA. 
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Es discutiran els diferents resultats considerats separats d’acord a l’organització general de 

la tesi. D’una banda, es discuteixen els resultats derivats de l’aplicació de biologia cel·lular, 

fonamentalment centrades a establir les potencials alteracions relacionades amb la 

formació d’agregats intracel·lulars, en la síntesi de lípids basada en reticle endoplasmàtic, el 

peroxisoma i en els llocs de contacte entre membranes, i com aquesta podria repercutir en 

el tràfic endosomal, dependent de la composició membranal (Bissig & Gruenberg, 2013). 

6.1. Determinants moleculars en la fisiopatologia de la malaltia 

Els grànuls d’estrès són compartiments cel·lulars sense membrana que es formen al citosol 

en resposta a una situació d’estrès (Ivanov et al., 2019). S’encarreguen de la regulació de la 

traducció, emmagatzematge i estabilització d’ARNm i en la senyalització cel·lular durant 

l’estrès (Marcelo et al., 2021). Diferents estudis impliquen a centenars de proteïnes com 

part d’aquests grànuls però encara se’n desconeix el mecanisme d’assemblatge (Jain et al., 

2016; Khong et al., 2017). 

G3BP1 és una de les proteïnes fonamentals en la formació d’aquests GS en regular la 

separació de fases líquid-líquid necessària per la seva formació (Taylor & Cleveland, 2017).  

En els resultats obtinguts d’aquesta tesi, s’objectiva un augment citosòlic de G3BP1 en les 

cèl·lules de la línia cel·lular C9orf72 i FUS respecte la control. Ambdues línies, cadascuna 

amb les seves mutacions pertinents, es troben sota una situació d’estrès, C9orf72 per 

acumulació tòxica de DPR i FUS per la neurotoxicitat. Així doncs, les cèl·lules d’aquestes 

línies, de forma adaptativa, estarien intentant respondre augmentant els nivells de G3BP1 

per poder formar més grànuls d’estrès necessaris per fer front a l’estrès i per la 

supervivència cel·lular. Malgrat això, aquest augment d’expressió de G3BP1 podria estar 

jugant un paper dual, ja que una situació d’estrès crònic podria induir a la formació 

citotòxica de GS patològics. Per tant, en primera instància l’augment de G3BP1 podria estar 

ajudant a la cèl·lula a l’adaptació enfront l’estrès cel·lular però l’acumulació perllongada de 
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la proteïna estaria contribuint en agreujar la situació d’estrès degut a l’acumulació tòxica 

d’aquets agregats. 

En canvi, els resultats obtinguts sota situacions d’estrès induïdes per peròxid d’hidrogen i 

poly-IC varien segons la línia cel·lular en qüestió. Poly-IC, tal i com s’ha explicat 

anteriorment, és un anàleg sintètic d’ARN de doble cadena i agonista del receptor TLR-3. 

Aquest compost activa el sistema immunitari innat amb la conseqüent regulació de la 

immunitat adaptativa (Chin et al., 2010; M. Matsumoto & Seya, 2008). A més, diferents 

estudis han demostrat que podria activar l’apoptosi en algunes cèl·lules (Cheng & Xu, 2010). 

En la línia control i en la C9orf72, els nivells de G3BP1 augmenten encara més en el citosol 

en la majoria de concentracions i temps d’ambdós estressos, reforçant el possible paper 

patogènic de l’acumulació dels GS. En canvi, a la línia FUS, el nombre d’agregats de G3BP1 

disminueixen tant sota el tractament amb peròxid d’hidrogen com amb poly-IC. Aquesta 

línia, per motius desconeguts, podria haver perdut la capacitat de sintetitzar G3BP1 i per 

tant aquesta haploinsuficiència estaria generant una disminució de la formació de GS amb la 

conseqüent falta de resposta davant de l’estrès induït, agreujant la neurodegeneració. Fus 

és un component rellevant en la resposta a diversos estímuls implicats en la generació de 

GS, com l’estrès osmòtic. Reforçant la complexitat de la resposta a l’estrès, la redistribució 

de Fus al citosol en condicions normals només es dona en resposta a estrès osmòtic (i no a 

l’estrès oxidatiu per arsenit, peròxid d’hidrogen, tapsigargina o estrès tèrmic, estímuls que 

generen GS en altres contexts (Sama et al., 2013). Altres troballes reforcen la independència 

de les respostes a l’estrès cel·lular en termes de deslocalització de Fus (Krokowski et al., 

2022). 

Com s’ha introduït, TDP-43 és fonamental en múltiples funcions cel·lulars, com en la 

regulació del metabolisme i transport de l’ARN. A més a més, també és molt important en la 

formació dels GS (Prasad et al., 2019). En les cèl·lules sanes, TDP-43 es troba principalment 

al nucli, mentre que en els pacients amb ELA, quasi totes les neurones presenten inclusions 

en el citoplasma disminuint doncs el TDP-43 nuclear (Davidson et al., 2016; MacKenzie et al., 

2013).En aquesta tesi s’ha observat un augment del nombre d’agregats citosòlics de TDP-43 

en les cèl·lules tant de la línia C9orf72 com de la línia FUS respecte la control demostrant 

doncs que les inclusions citoplasmàtiques de TDP-43 representen una de les característiques
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patològiques de l’ELA més importants, i reforçant la validesa del model motoneuronal 

exposat. Aquests agregats estarien contribuint a la neurodegeneració de les cèl·lules 

d’aquestes línies. No solament la presència citosòlica d’aquests agregats agreugen la 

situació sinó que a més, degut a la translocació de TDP-43 del nucli cap al citosol, es podrien 

perdre les seves funcions nuclears, entre elles el metabolisme i transport d’ARN i la 

formació de GS.  

Després d’induir estrès a aquestes cèl·lules, tant amb peròxid d’hidrogen com amb poly-IC, 

el nombre d’agregats citosòlics de TDP-43 augmenten encara més, i conseqüentment, van 

disminuint els nuclears, en la majoria de casos, tant en la línia control com en la C9orf72. Un 

cop més, degut a la pèrdua nuclear de TDP-43 aquest no podria dur a terme les seves 

funcions i en aquest escenari, una correcta formació de GS es pot interpretar com una 

resposta fisiològica per fer front i eliminar les alteracions derivades del peròxid d’hidrogen i 

poly-IC. Per tant, en absència de formació dels grànuls, aquests compostos podrien 

contribuir a la neurodegeneració. A més, l’agregació de TDP-43 en inclusions 

citoplasmàtiques també estarien agreujant la situació d’estrès en la que es troba la cèl·lula, 

creant un cercle de retroalimentació positiva.  

En canvi, per la línia FUS d’aquest treball el nombre d’agregats citosòlics de TDP-43 es 

troben disminuïts i en el nucli no es detecten canvis, tant sota l’estrès oxidatiu induït amb 

peròxid d’hidrogen com sota l’estrès per ARN forà induït amb poly-IC. De nou es manifesta 

el comportament diferencial de la línia FUS respecte les altres. En aquest cas, les cèl·lules 

estarien responent intentant mantenir els nivells nuclears de TDP-43, per tant, aquest es 

trobaria en la seva correcta localització cel·lular i podria dur a terme les seves funcions, 

entre elles la formació de GS. Així doncs, gràcies a la presència d’aquests es podria fer front 

a l’estrès eliminant el peròxid d’hidrogen i poly-IC exogen administrat i a més a més, 

s’estaria evitant l’acumulació citotòxica dels agregats de TDP-43. Es pot hipotetitzar que la 

mutació FUS, mantinguda de forma continuada en tota la gènesi de les motoneurones, 

hauria induït una pressió selectiva per a estímuls de resposta a estrès cel·lular: és a dir, 

només les cèl·lules que expressin un nivell adequat de proteïnes de mecanismes de rescat 

de la viabilitat (autofàgia, xaperonització, bioenergètica favorable, transport nucleocitosòlic 

apropiat) podrien sobreviure, i per tant, estem veient en part un fenotip de rescat enfront 

de la pèrdua de funció de FUS. Tanmateix, aquests mateixos mecanismes poden operar in 
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vivo, i també podrien esser expressats per les altres formes avaluades (C9orf72). 

Eventualment, aquests resultats remarquen la necessitat d’estudiar de forma multivariada 

la resposta cel·lular, i subratllen l’exigència d’una adequada individualització, a nivell 

molecular, dels pacients d’ELA. A més a més, part d’aquests resultats es contrasten amb els 

resultats obtinguts per (Sidibé et al., 2021) on van concloure a partir de la seva investigació 

que els nivells nuclears de G3BP1 es troben disminuïts en l’ELA, fet que comporta un 

augment de les inclusions citoplasmàtiques de TDP-43 i una depleció nuclear. 

Per tal d’avaluar si les alteracions provocades per l’agregació proteica poden estendre’s a un 

model més complex de la malaltia, el del G93A, i en coordinació amb la resta d’activitats del 

nostre grup de recerca, es va avançar estudiant la resposta als mecanismes d’estrès cel·lular 

i la composició lipídica en el model del ratolí.  

Tal i com s’ha explicat anteriorment, una desregulació del metabolisme dels lípids és una 

part important en la patogènesi de l’ELA (Agrawal et al., 2022) ja que són diferents estudis 

que demostren que nivells elevats d’alguns dels lípids estan associats a la disfunció i mort de 

les motoneurones (H. Lee et al., 2021). Addicionalment, l’homeòstasi de les membranes 

cel·lulars requereix d’una adequada síntesi lipídica. Diferents troballes del grup (Cacabelos 

et al., 2016; Torres et al., 2020) i per altres autors (Arima et al., 2015; O’Reilly et al., 2020; 

Zárate et al., 2017) apunten a l’homeòstasi dels àcids grassos poliinsaturats com a rellevant 

en l’etiopatogenia de la malaltia. Per tant, degut a aquests motius, s’han analitzat en el 

present treball diferents proteïnes que es troben involucrades en el metabolisme dels lípids, 

com l’enzim peroxisomal SCP2, la desaturasa FADS2, i dos proteïnes implicades en la 

senyalització mediada per lípids: PKCβII i PLCβ1. 

Per una banda, en el model ratolí s’ha analitzat SCP2 i FADS2. Pel que fa a SCP2 juga un 

paper important en el tràfic i metabolisme del colesterol intracel·lular (Colles et al., 1995; 

Stolowich et al., 1999) i dels hidroperòxids de colesterol (Kriska et al., 2010). Tot i així, 

també es troba involucrada en el transport i metabolisme d’altres lípids (N. C. Li et al., 

2016), ja que esdevé important en la part de β-oxidació necessària en els últims passos de la 

síntesi de determinats àcids grassos poliinsaturats. Pel que fa a FADS2 participa en la 

biosíntesi d’àcids grassos altament insaturats a partir de PUFA, particularment en la síntesi 

del DHA, component molt important en les membranes cel·lulars. Per tant, tant un com
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l’altre són altament importants en l’homeòstasi lipídica ja que controlen diferents punts del 

metabolisme dels lípids. 

Tant per SCP2 com per FADS2 en aquest treball es va observar un augment dels seus nivells 

en els ratolins G93A de 150 dies d’edat respecte els no transgènics. Fins aquestes dades, no 

s’havia explorat el paper de SCP2/SCPx i FADS2 en l’etiopatogenia de l’ELA i els seus models. 

SCP2 podria tenir un paper dual, podria estar augmentant els fosfolípids i èsters de 

colesterol necessaris per les neurones motores, però també podria trobar-se implicat en 

l’acumulació dels seus subproductes tòxics i oxidats i estar contribuint en la fisiopatologia de 

la malaltia en aquests ratolins (Girotti & Kriska, 2015; Kriska et al., 2010). De la mateixa 

forma podria estar passant amb FADS2, l’augment de la seva expressió i per tant de la seva 

activitat, estaria contribuint en una síntesi del DHA alterada, aquest es podria estar 

acumulant a les cèl·lules. Dades recents suggereixen que FADS2 pot augmentar la 

sensibilitat a la ferroptosi en models cel·lulars (Y.-L. Li et al., 2020; Yamane et al., 2022). De 

nou, per bé que els àcids grassos poliinsaturats són importants per l’organisme una síntesi 

aberrant d’ells i per tant, una acumulació, estaria jugant un paper tòxic per la cèl·lula, 

confirmant doncs la toxicitat d’alguns lípids en aquest model. Per altra banda, tant per SCP2 

com per FADS2, l’acumulació dels seus agregats citosòlics estaria contribuint en agreujar la 

situació, per tant, s’estaria generant estrès tant per acumulació tòxica de lípids com 

d’agregats proteics.  

Per aquest motiu, s’ha analitzat la potencial acumulació d’aquestes proteïnes en els models 

de motoneurones derivades de pacients on també es va observar un augment dels nivells de 

SCP2 en les línies cel·lulars C9orf72 i FUS (reforçant les troballes als ratolins). Seguint la 

mateixa línia, SCP2 podria trobar-se incrementat per tal de poder sintetitzar fosfolípids i 

colesterol necessaris per diferents funcions cel·lulars i a la vegada podria estar contribuint a 

la toxicitat que aquests poden generar si s’acumulen de forma aberrant a la cèl·lula. Així 

com també l’agregació d’ambdues proteïnes estaria contribuint en la neurotoxicitat.  

Quan les cèl·lules són estressades amb peròxid d’hidrogen i sorbitol els nivells d’expressió 

de SCP2 també augmenten en les tres línies. Aquest augment sota condicions d’estrès 

oxidatiu i osmòtic podria estar indicant que, SCP2 està contribuint en expandir els danys ja 

causats per l’estrès exogen a l’augmentar la síntesi i tràfic de colesterol i hidroperòxids de 

colesterol que s’acumularien a la cèl·lula (Girotti & Kriska, 2015; Kriska etal., 2010). Estaria 
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difonent doncs els seus efectes citotòxics, ja no solament per l’acumulació tòxica de lípids 

sinó que també, tal i com s’ha comentat anteriorment, per la presència d’agregats proteics. 

Així doncs, aquestes troballes podrien suggerir que l’homeòstasi tant de SCP2 com de FADS2 

és important en l’etiopatogenia de l’ELA ja que és necessari que els seus nivells d’expressió 

es mantinguin per evitar acumulacions tòxiques de lípids dels quals participen en la seva 

biosíntesis. Desregulacions en els dos gens, en aquest cas, per un augment de funció, estaria 

contribuint a l’acumulació tòxica dels seus subproductes. 

SCP2/SCPx són proteïnes peroxisomals: la proteïna SCPx és una tiolasa associada al 

peroxisoma que està implicada en l'oxidació d'àcids grassos de cadena ramificada, 

necessària per la síntesi de lípids poliinsaturats, mentre que es creu que la proteïna SCP2 és 

una proteïna de transferència de lípids intracel·lular. El pas final de la via d'oxidació β 

peroxisòmica està catalitzat per la proteïna portadora d'esterols (SCPx), que està codificada 

pel gen SCP2. Per tal d’esbrinar si els canvis que s’han objectivat en SCP2, en aquest treball 

s’han analitzat també dues proteïnes que es troben en els peroxisomes ja que són orgànuls 

molt importants en la biosíntesi de fosfolípids d’èter i en el metabolisme d’espècies 

reactives d’oxigen (Delille et al., 2006), dos processos que es troben alterats en l’ELA i que 

per tant, podria ser degut a alteracions en proteïnes que es troben a les seves membranes. 

Prèviament, s’han descrit alteracions peroxisomals en la malaltia (FernÁndez-Eulate et al., 

2020; Fransen et al., 2013; Ramírez-Nuñez et al., 2021). 

Per una banda, AGPS és un gen que juga un paper molt important en la producció de 

plasmalògens (Stazi et al., 2019). Aquests fosfolípids són essencials ja que es troben en les 

membranes cel·lulars i ajuden a protegir les cèl·lules de l’estrès oxidatiu quan s’acumulen 

radicals lliures i també participen en la transmissió de senyals químiques (Braverman & 

Moser, 2012). De forma prèvia, no s’havien descrit alteracions a AGPS en models d’ELA.  

Per l’altra banda, PMP70 és un transportador de la família ABC amb la funció de transportar 

a través de la membrana peroxisomal una àmplia varietat de substrats, entre ells lípids 

(Gottesman & Pastan, 1993; C. F. Higgins, 1992). Mostra especificitat de substrat àmplia ja 

que es troba involucrat en el transport d’àcids grassos de cadena mitja i llarga (Van 

Roermund et al., 2014). 
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En el model del ratolí, tant els nivells d’AGPS com de PMP70 disminueixen en els ratolins 

G93A respecte els no transgènics als 150 dies d’edat. Tot i així, els resultats obtinguts en el  

WB per ambdues proteïnes a l’edat de 90 dies i 120 dies no mostren diferències ni per AGPS 

ni per PMP70, indicant doncs que la pèrdua d’expressió i per tant la pèrdua de funció, 

podria ser un fet lligat al temps i evolució de la malaltia. Els nostres resultats contrasten 

amb els ja publicats en un estudi realitzat al 2003 on van observar també que la disminució 

de PMP70 era un fet lligat a l’edat dels ratolins (H. S. Ilieva et al., 2003).  

La pèrdua d’expressió amb la conseqüent pèrdua de funció d’AGPS estaria agreujant la 

situació d’estrès en els ratolins G93A, que ja tenen degut a la mutació en SOD1, ja que la 

pèrdua de funció d’AGPS podria estar provocant una disminució dels nivells de 

plasmalògens i per tant, aquests no podrien estar formant part de les membranes cel·lulars i 

no les estaria protegint davant la situació d’estrès, conduint a la mort cel·lular d’elles.  

Per altra banda, la pèrdua de PMP70 podria ser la base de la disminució de les funcions 

peroxisomals i en conseqüència de l’augment de l’estrès oxidatiu present en l’ELA tal i com 

també s’indica en (H. S. Ilieva et al., 2003). En absència o reducció de les funcions dels 

peroxisomes aquests no podran metabolitzar les ROS presents i per tant, s’agreuja la 

situació d’estrès. A més a més, possiblement no es podrien estar transportant els lípids a 

través de la membrana peroxisomal, generant una acumulació d’aquests, que tal i com s’ha 

comentat anteriorment, una acumulació excessiva de lípids pot arribar a ser tòxica per les 

cèl·lules i encara més amb presència de les ROS, que oxidaran aquests lípids generant-se un 

cercle de retroalimentació positiva.  

Els ratolins als 90 dies i 120 dies d’edat tot i ser portadors de la mutació encara no es troben 

en les fases més avançades de la malaltia, sobretot als 90 dies que és una fase clínica 

presimptomàtica. Per aquest motiu, encara poden estar preservades algunes de les seves 

funcions cel·lulars, com la transcripció d’aquests dos gens i per tant, la síntesi d’AGPS i 

PMP70. Ambdues proteïnes doncs podrien dur a terme la seva funció i mantenir 

l’homeòstasi lipídica i fer front a l’estrès oxidatiu que pateixen degut a la mutació al gen 

SOD1 que en són portadors. Ja a les fases més avançades de la malaltia, com seria als 150 

dies d’edat, que és una fase clínica simptomàtica, gran part de les funcions cel·lulars es 



 
302 DISCUSSIÓ 

troben afectades com seria el procés de transcripció gènica, i en conseqüència, la síntesi de 

proteïnes generant una haploinsuficiència d’AGPS i PMP70.  

Pel que fa al model de motoneurones derivades de pacients els nivells d’AGPS disminueixen 

en les línies cel·lulars C9orf72 i FUS respecte la control i encara disminueix més després de la 

inducció d’estrès oxidatiu i osmòtic, reforçant la pèrdua d’aquesta proteïna com a potencial 

nova diana terapèutica. La pèrdua d’expressió d’AGPS i per tant de la seva funció podria 

estar contribuint a agreujar la situació d’estrès, ja que les cèl·lules no estarien produint 

nivells suficients de plasmalògens, necessaris per les membranes cel·lulars, i en 

conseqüència no les podria estar protegint de l’estrès al qual se les està sotmetent, 

accelerant el procés de neurodegeneració.  

Per altra banda, pel que fa a PMP70 en aquest treball no es detecten canvis entre la línia 

control i la línia C9orf72, tot i així, quan s’indueix un estrès oxidatiu els nivells dels agregats 

de la proteïna augmenten. Les cèl·lules al detectar aquest estrès induït amb peròxid 

d’hidrogen podrien respondre de forma adaptativa augmentant els nivells de PMP70 per tal 

de mantenir la funció peroxisomal i així poder fer front a l’estrès que se’ls hi està induint i 

ajudar en el transport d’àcids grassos a través de les membranes per evitar la seva 

acumulació i que aquests no esdevinguin tòxics per les cèl·lules. Tot i així, aquest augment 

de PMP70 podria estar jugant un paper dual, ja que estaria generant agregats proteics els 

quals són tòxics i per tant, no estaria contribuint a fer front a l’estrès oxidatiu sinó que 

possiblement n’estaria induint encara més.  

En el context d’analitzar alteracions de proteïnes implicades en el metabolisme de lípids es 

va tenir l’oportunitat d’analitzar PKCβII i PLCβ1 en mostres de medul·la espinal de ratolins a 

tres edats diferents, 90, 120 i 150 dies, tant per IF com per WB. La motivació d’aquesta 

elecció de proteïnes té a veure amb troballes d’altres investigadors (Lanius et al., 1995; 

Lucke-Wold et al., 2015; Tury et al., 2014). PKCβII i PLCβ1 participen en una gran varietat de 

processos cel·lulars, entre ells la proliferació cel·lular i la supervivència/mort cel·lular 

(Mochly-Rosen et al., 2012) i també en el metabolisme del diacilglicerol (Ngoh et al., 2014; 

Spyridakis et al., 2010). A més a més, anteriors estudis ja van destacar una desregulació 

significativa d’altres isoenzims de PKC, com PKCα i PKCδ, a les motoneurones dels pacients 

amb ELA i en G93A (Dave et al., 2005; Tury et al., 2014). 
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Tant per PKCβII com per PLCβ1 s’observa una disminució de l’expressió de la proteïna en els 

ratolins G93A de 150 dies d’edat respecte els controls de la mateixa edat. En canvi, per 90 

dies i 120 dies no es detecten canvis. Per tant, la pèrdua d’expressió d’ambdues proteïnes és 

un fenomen que es produeix a les etapes finals de la malaltia, en les fases clíniques 

simptomàtiques. La pèrdua d’expressió i per tant, la pèrdua de funció podrien estar 

contribuint en agreujar la malaltia, ja que es produiran alteracions en el metabolisme dels 

lípids, concretament del diacilglicerol, del qual en són responsables del seu metabolisme,  

així com particularment la senyalització secundària. El DAG és un component important de 

les membranes cel·lulars i a més és intermediari en el metabolisme d’altres lípids (Carrasco 

& Mérida, 2007). Per tant, la pèrdua de funció de PKCβII i PLCβ1 amb la conseqüent 

deficiència en la síntesi de DAG i alteracions en el metabolisme d’altres lípids, estaria 

afectant de forma directa a la neurodegeneració, per falta de DAG a les membranes 

cel·lulars entre altres causes i/o per acumulació tòxica de certes espècies lipídiques. En 

canvi, als 90 dies i 120 dies d’edat, no s’observen canvis en els nivells d’expressió d’aquestes 

proteïnes, indicant  que al ser fases més inicials de la malaltia, encara es troben preservades 

certes funcions cel·lulars, entre elles la síntesi de PKCβII i PLCβ1 i per tant, pel moment, es 

mantindria l’homeòstasi del metabolisme del DAG i d’altres lípids, fet que ajudaria a 

mantenir les cèl·lules en bon estat. A mesura que evoluciona la malaltia, aquesta síntesi de 

PKCβII i PLCβ1 es pot veure compromesa donant lloc ja a alteracions en el metabolisme.  

Com s’ha explicat anteriorment, les proteïnes VAP (VAPA i VAPB) es troben localitzades al a 

la superfície citosòlica del RE i actuen reclutant una gran varietat de proteïnes a la seva 

superfície (Dudás et al., 2021; Lev et al., 2008; S. E. Murphy & Levine, 2016). Per tant, 

aquestes proteïnes serveixen de pont per connectar el RE amb pràcticament tots els 

orgànuls, entre ell els mitocondris, aparell de Golgi, peroxisomes i endosomes (James & 

Kehlenbach, 2021). El RE, a través dels contactes amb aquestes altres membranes, intervé 

en la síntesi lipídica i en d’altres funcions afectades potencialment en l’ELA (Bosc et al., 

2020; Manfredi & Kawamata, 2016). 

Per aquest motiu, en el present treball s’han volgut analitzar aquestes dues proteïnes, tant 

en model ratolí G93A com en el model de motoneurones derivades de pacients ja que anys 

enrere es va descobrir una mutació en VAPB que causa una forma de ELAf (ALS8) (Y. min Sun 

et al., 2017; van Blitterswijk et al., 2012). Per tant, aquest fet indica que aquestes dues 
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proteïnes podrien estar jugant un paper important en la fisiopatologia de l’ELA i degut a que 

són essencials per la comunicació interorgànica, alteracions en elles es podrien traslladar en 

problemes en altres orgànuls i en les seves funcions.  

Els resultats obtinguts en aquest treball no han mostrat alteracions en els nivells ni de VAPA 

ni de VAPB en els ratolins G93A respecte els no transgènics als 150 dies d’edat. Si que 

s’observa que els nivells de VAPA són més elevats respecte els de VAPB, resultat demostrat 

anteriorment (Cabukusta et al., 2020). Aquesta diferència en els nivells de les dues 

proteïnes podria ser degut a que VAPA desenvolupa alguna funció essencial encara 

desconeguda que no realitza VAPB.  

Pel que fa al model de motoneurones derivades de pacients augmenta el nombre d’agregats 

tant per la proteïna VAPA com per la proteïna VAPB en el citosol de les cèl·lules de la línia 

C9orf72 i de la línia FUS respecte la control i disminueixen en el nucli. Aquestes dues línies 

cel·lulars, amb les seves respectives mutacions, es troben sota situacions patològiques, per 

acumulació de productes tòxics que generen neurotoxicitat i la cèl·lula ha de fer front a ells 

eliminant-los. Aquest augment dels agregats proteics de VAPA i VAPB en el citosol, 

compatible amb una potencial pèrdua de funció d’ambdues, podrien provocar una 

insuficiència en el reclutament de diferents proteïnes del RE per generar ponts i establir 

contacte amb altres orgànuls, entre ells, endosomes. Així doncs, la cèl·lula no estaria sent 

capaç de fer aquestes unions amb la conseqüent falta d’eliminació de les partícules tòxiques 

i contribuint en la fisiopatologia de la malaltia. Per contra, la cèl·lula estaria intentant 

respondre de forma compensatòria a aquesta haploinsuficiència augmentant la síntesi de 

VAPA i VAPB però de retruc estaria contribuint en agreujar la situació patològica degut a un 

augment tòxic d’agregats proteics.   

Les cèl·lules sota situacions d’estrès, oxidatiu i osmòtic, presenten també un augment 

general dels agregats citosòlics de VAPA i disminueixen en el nucli. Pel que fa a VAPA en la 

línia control i en la línia C9orf72 augmenten els agregats en el citosol tant amb el tractament 

amb peròxid d’hidrogen com amb sorbitol. En la línia FUS però no es detecten canvis sota el 

tractament amb peròxid d’hidrogen. De nou reproduïm el patró que s’ha objectivat en el cas 

dels GS, on la línia FUS té un comportament marcadament diferents a les altres cèl·lules. 

Seguint el mateix argument, si la proteïna es troba reclutada formant agregats aberrants, no 



 
305 DISCUSSIÓ 

podria dur a terme la seva funció ni podria contribuir a la unió del RE amb altres orgànuls, 

com els endosomes, en aquest cas molt importants per tal d’eliminar el peròxid d’hidrogen i 

sorbitol que se’ls hi ha administrat a les cèl·lules.  

Degut a que VAPA i VAPB funcionen conjuntament i una podria estar reclutant l’altra els 

resultats obtinguts per VAPB són similars als anteriors. Tant en la línia C9orf72 com en la 

línia FUS es produeix un augment dels agregats citosòlics de la proteïna i una disminució en 

el nucli sota situacions d’estrès oxidatiu i osmòtic generats a partir de peròxid d’hidrogen i 

sorbitol respectivament. En canvi, per FUS tampoc s’observen canvis en les 

immunofluorescències. Per aquesta proteïna es va tenir l’oportunitat de corroborar els 

resultats per WB en el línia C9orf72 i FUS, confirmant l’augment dels nivells de la proteïna 

sota el tractament amb peròxid d’hidrogen, també per FUS que en la IF no s’arriben a veure 

diferències significatives. Una de les explicacions davant aquestes diferències entre els 

resultats obtinguts en la immunofluorescència i en el WB és que l’anticòs no hagués 

penetrat bé dins les cèl·lules durant la immunofluorescència.  

Així doncs, com VAPA i VAPB són importants en la comunicació entre orgànuls, si aquestes 

es troben reclutades en agregats possiblement no poden dur a terme la seva funció 

agreujant la situació d’estrès de les cèl·lules, fet que empitjora encara més quan se’ls hi 

administra diferents estressos de forma exògena. Les nostres dades donen suport a un 

model en què la pèrdua de funció d’ambdues donen lloc a una disminució de l'ancoratge de 

diferents proteïnes amb el RE i provoquen la degeneració de la motoneurona tal i com 

també es va demostrar en un altre estudi realitzat prèviament (Teuling et al., 2007). No es 

podrien unir, per exemple, a endosomes, per eliminar aquestes partícules que s’aniran 

acumulant a la cèl·lula contribuint a la neurodegeneració. A més, VAPA i VAPB treballen 

conjuntament, una està reclutant a l’altra, i per tant, no es trobaria cap de les dues 

disponibles a la seva localització habitual per tal de poder fer la seva funció. I no solament 

s’estaria agreujant la situació d’estrès a conseqüència de la haploinsuficiència, sinó que 

també degut a la resposta compensatòria de les cèl·lules a augmentar la síntesi d’ambdues 

proteïnes, comportaria una acumulació tòxica d’agregats, que encara agreujaria més la 

fisiopatologia.  
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Per tal de veure si les alteracions al lipidoma, secundàries a canvis en SCP2/SCP2x, FADS2 i la 

resta de proteïnes avaluades, poden implicar a canvis en la funció cel·lular, s’ha estudiat els 

canvis en el tràfic endosomal. Aquest és un dels determinants de l’homeòstasi de 

l’agregació proteica, ja que els lisosomes són rellevants en la resposta de proteòlisi per a 

impedir l’acumulació dels agregats proteics (Root et al., 2021). 

En aquest treball s’ha analitzat Rab5 i Rab7 tant en model ratolí G93A com en 

motoneurones derivades de pacients. En els ratolins els resultats obtinguts mostren un 

augment de la proteïna en els ratolins G93A respecte els no transgènics als 150 dies d’edat, 

quan la malaltia ja està avançada, en la fase clínica simptomàtica terminal. Aquest augment 

en els ratolins G93A, afectats per la malaltia, podria ser degut que sota aquesta situació 

patològica, on existeix cert estrès cel·lular, es necessiten més endosomes per tal de poder 

eliminar o degradar les proteïnes modificades que estan generant aquest estrès. Per aquest 

motiu, Rab5 i Rab7 augmentarien probablement perquè ambdues proteïnes participen en la 

formació dels endosomes primerencs i tardans respectivament i d’aquesta manera les 

cèl·lules formarien més endosomes per tal d’activar la via endocítica i fer front a aquest 

estrès tal i com es demostra en els anàlisis per immunofluorescència. En canvi, en el WB, 

realitzat en mostres de 90 dies i 120 dies d’edat del ratolí, quan la malaltia encara no està 

tant avançada, no es produeix aquest augment ni de Rab5 ni de Rab7, tot i que els resultats 

mostren una tendència a augmentar, sobretot als 120 dies d’edat, sent aquesta també una 

fase simptomàtica de la malaltia en el model ratolí.  

Pel que fa al model de motoneurones derivades de pacients, s’ha observat que els nivells de 

Rab5 i Rab7 augmenten tant en la línia C9orf72 com en la línia FUS respecte la línia control, 

suggerint que el increment de Rab5 i Rab7 podria esser una resposta homeostàtica a l’estrès 

secundari a la presència de C9orf72 i a la mutació de FUS. Pel que fa a la línia C9orf72 es 

podrien estar plantejant dos escenaris diferents, totalment oposats l’un de l’altre. Per una 

banda, un dels mecanismes de la fisiopatologia de l’ELA causada per C9orf72 pot ser degut a 

la traducció RAN que produeix cinc DPR, els quals s’acumulen i són tòxics per les cèl·lules tal 

i com s’ha explicat anteriorment (Ash et al., 2013; Josephs et al., 2011). Per aquest motiu, 

l’augment tant de Rab5 i Rab7 en aquesta línia podria ser degut a que, igual que en el cas 

dels ratolins, es necessita activar tota la via endocítica i augmentar la biogènesis 

d’endosomes per tal de fer front a aquests DPR tòxics i poder així, eliminar-los de la cèl·lula. 
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En canvi, per altra banda, un dels altres mecanismes patològics de C9orf72 seria el seu 

guany tòxic de funció, provocant una acumulació d’ARN sentit i antisentit (GGGGCC)n el 

qual es plega adoptant unes estructures secundàries molt estables que poden segrestar o 

alterar la funció de certes proteïnes (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Gendron et al., 2013; 

Zu et al., 2013). En aquest cas, l’augment dels agregats de Rab5 i Rab7 podria ser degut a 

aquestes estructures secundàries que segresten i alteren ambdues proteïnes, provocant una 

haploinsuficiència d’ambdues, i per tant, no podrien iniciar la biogènesis d’endosomes. La 

cèl·lula, per intentar compensar aquesta haploinsuficiència intentaria sintetitzar més Rab5 i 

Rab7 per tal de compensar-ho, generant encara més agregats aberrants i agreujant la 

situació patològica d’estrès. 

Per altra banda, les motoneurones de la línia FUS, amb mutacions en aquest gen, presenten 

neurotoxicitat i per tant, degeneració de les motoneurones per un guany tòxic de funció 

(Sharma et al., 2016). Per aquest motiu, també es podria trobar augmentat tant Rab5 i Rab7 

per fer front a aquesta neurotoxicitat a través de la via endocítica i posterior formació de 

lisosomes.  

Pel que fa als experiments on es va induir estrès oxidatiu i osmòtic amb peròxid d’hidrogen i 

sorbitol respectivament s’ha observat en les quantificacions que els nivells de Rab5 

augmenten de forma generalitzada en el citosol sota el tractament amb sorbitol i 

disminueixen en el nucli en les tres línies cel·lulars analitzades: control, C9orf72 i FUS, 

reforçant el seu increment com a potencial biomarcador d’estrès cel·lular. Seguint la 

mateixa línia, els nivells de Rab5 augmenten en el citosol de les cèl·lules (on es realitza la via 

endocítica) per un possible inici de la biogènesis d’endosomes i així eliminar el sorbitol que 

els hi està generant l’estrès. Sota l’estrès amb peròxid d’hidrogen en les IF no s’arriben a 

observar diferències significatives, possiblement s’hauria d’augmentar la concentració de 

H2O2 o el temps de tractament. En el cas de la línia C9orf72, al WB realitzat si augmenten els 

nivells de Rab5 sota l’estrès amb peròxid d’hidrogen de forma dosi depenent, ja que es 

produeix més augment de la proteïna a més concentració de H2O2, donant més pes a la 

hipòtesis de que les cèl·lules al detectar l’estrès que se’ls hi està induint podrien necessitar 

activar la via endocítica. Per contra, en la línia C9orf72, tal i com s’ha comentat 

anteriorment, l’augment de Rab5 en el citosol podria ser en forma d’agregats aberrants, 
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amb la conseqüent pèrdua de funció de la proteïna i per tant, no es podria iniciar la 

biogènesis d’endosomes i aquests no podrien contribuir en l’eliminació de l’estrès. 

Per Rab7 també augmenten els seus nivells en el citosol de les cèl·lules de les tres línies i 

disminueix en el nucli sota l’estrès osmòtic induït amb sorbitol. A més a més, en dues de les 

línies, concretament la control i la C9orf72 també s’arriba a veure un augment en el citosol 

sota el tractament amb peròxid d’hidrogen, així com també en el WB realitzat en la línia 

C9orf72. D’igual forma que per Rab5, els nivells de Rab7 podrien veure’s augmentats de 

forma adaptativa per tal de fer front al peròxid d’hidrogen i sorbitol exogen que se’ls hi ha 

administrat a les cèl·lules. Rab7 participa en les fases final de l’endocitosi i també en la 

formació dels lisosomes, per això és una proteïna important per poder eliminar aquests 

compostos. O també podria estar-se produint totalment la situació oposada, degut a les 

estructures estables d’ARN que genera el guany tòxic de funció de C9orf72, estarien 

segrestant Rab7 en el citosol, augmentant els agregats proteics que estarien contribuint a 

agreujar la situació d’estrès, no solament per la haploinsuficiència de Rab7, sinó que també 

per l’acumulació tòxica d’aquests agregats com a resposta compensatòria.  

Per tant, tant Rab5 i Rab7 es troben augmentades en la línia C9orf72 i FUS sense condicions 

d’estrès ja que de per si, la mutació que presenten ja els hi està generant estrès, i a més, 

quan se’ls hi genera un estrès exogen, els nivells d’ambdues proteïnes encara augmenten 

més. O per contra, en el cas de C9orf72, s’estaria produint un segrest d’ambdues proteïnes, 

provocant una pèrdua funcional d’elles, i per tant, no podrien contribuir en iniciar la via 

endocítica, agreujant la situació d’estrès. Tant un mecanisme com l’altre, estarien 

corroborant que Rab5 i Rab7 són necessàries sota aquestes situacions per tal d’activar la via 

endocítica. Les nostres troballes en els nostres cultius de motoneurones ajudarien a 

confirmar que la disfunció en el tràfic endosomal (mediat per les Rab) es trobaria implicat 

en la neurodegeneració i la patogènesi de L’ELA (Parakh et al., 2018). 

6.2. El microbioma i el seu metabolisme com a determinant fisiopatològic 

Entre els factors que poden conduir a diferències en la progressió de la malaltia destaca la 

neuroinflamació, que té capacitat de generar alteracions cel·lulars a les motoneurones i 

també a les cèl·lules que les envolten (com l’astrogliosi, la infiltració microglial, entre
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d’altres). Com s’ha demostrat en les imatges de microscopia confocal en el model G93A, i 

d’acord amb troballes prèvies (Loving & Bruce, 2020) existeixen canvis compatibles amb 

infiltració microglial de forma concurrent a les alteracions en les proteïnes implicades en el 

manteniment del lipidoma. Com que la neuroinflamació és clarament influenciable, en el cas 

dels humans, per la microbiota, al segon bloc de la discussió s’interpretaran els resultats de 

l’estudi pilot d’anàlisi del microbioma i de part del seu metaboloma (àcids grassos de cadena 

curta) en el context de la malaltia.  

Com s’ha introduït prèviament, els àcids grassos de cadena curta poden donar lloc a 

alteracions en la susceptibilitat a la neuroinflamació (J. Park et al., 2019; L. Song et al., 

2022). Cal tenir en compte la limitació que només hem determinat els àcids grassos en la 

mostra de la microbiota, i per tant la seva biodisponibilitat real pot esser variable, en 

particular en situacions com en l’ELA on poden haver-hi variacions de la permeabilitat 

intestinal (Boddy et al., 2021; Wu et al., 2015a). Els àcids grassos de cadena curta, 

representats en un 95% del total per àcid acètic, àcid propiònic i àcid butíric (Primec et al., 

2017) són obtinguts majoritàriament a partir de la fermentació de carbohidrats per una gran 

varietat de microorganismes residents al llarg de l’intestí humà. Aquests, no solament 

serveixen com a font d’energia sinó que també per mantenir l’homeòstasi dels enteròcits 

(Torii et al., 2010). Per aquest motiu, alteracions en ells poden donar lloc a diferents 

patologies o contribuir en el seu desenvolupament i progressió.  

En aquest treball no s’han trobat diferències significatives ni en els nivells d’àcid acètic, ni en 

l’àcid propiònic ni en l’àcid butíric en les mostres de femta de pacients d’ELA respecte els 

controls. Tot i així, pel propiònic i pel butíric si que s’observa una petita tendència a 

augmentar els seus nivells en els pacients d’ELA bulbar. El fenotip bulbar de la malaltia cursa 

amb una simptomatologia molt diferent, almenys en les fases inicials, com és la disfàgia. Al 

tenir problemes en la deglució, la seva alimentació s’haurà d’adaptar a les condicions de 

cada pacient i això pot repercutir de forma directa a la microbiota intestinal. Si es 

produeixen canvis en els bacteris responsables de la fermentació d’aquests àcids grassos en 

concret, possiblement es veuran afectats els seus nivells tal i com s’observa en els nostres 

resultats. Cal tenir present que les mostres són recollides a la primera visita i que per tant, la 

disfàgia podria estar en fases inicials, tot i així, només que es produeixin petites alteracions 
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en la deglució ja es podrien traduir en alteracions en la microbiota. Per aquest motiu, també 

s’ha procedit a analitzar la microbiota i la relació que pot tenir amb aquests àcids grassos.  

Addicionalment, cal recordar, com s’ha indicat a la introducció, que l’eix microbiota-sistema 

digestiu-cervell és un dels factors que pot contribuir a la diversitat del fenotip en múltiples 

patologies(John F Cryan et al., 2019; Mayer et al., 2015). 

Tal i com s’ha observat en els resultats anteriors, la correlació entre l’àcid acètic i propiònic 

es manté en la malaltia, tant en el fenotip espinal com en el bulbar. Aquest fet podria estar 

explicant que la major producció d’aquests dos àcids grassos són produïts per bacteris que 

no es troben alterats en la malaltia i per aquest motiu la correlació no es veu afectada. 

S’ha analitzat els bacteris presents en la microbiota intestinal a partir de les mostres de 

femta a nivell de fílum, família, gènere i espècies. Els resultats que es mostren en aquest 

treball representen els grups de bacteris més predominants en el tracte gastrointestinal 

humà i que poden tenir una influència més important quan es produeixen canvis en ells.  

A nivell de fílum s’ha analitzat l’abundància dels bacteris Firmicutes i Bacteroidetes així com 

també el rati. Aquests dos fílums comprenen la majoria del microbioma (Mariat et al., 2009) 

i el desequilibri en el rati Firmicutes/Bacteroidetes s’associa amb diferents problemes de 

salut (Tilg & Kaser, 2011). Fins al moment, no està del tot clar com es troba aquest rati en els 

pacients amb ELA, ja que hi ha diferents estudis que troben un rati augmentat mentre que 

d’altres, disminuït (Martin et al., 2022). En aquest treball, tot i no ser significatiu, s’ha 

observat una tendència en augment d’aquest rati respecte els controls sans, amb un 

augment dels Firmicutes i una disminució dels Bacteroidetes. Tot i així, quan s’analitza 

Bacteroidetes per fenotip s’observa que en el fenotip bulbar tendeix a augmentar. Tal i com 

s’ha comentat anteriorment, és necessari analitzar l’ELA diferenciant els dos fenotips, ja que 

els mecanismes microbians i per tant la disbiosi pot ser molt diferent d’un fenotip a l’altre. 

Es fan necessaris més estudis i amb una cohort major de pacients per acabar de determinar 

aquest rati, tenint en compte diferents variables que poden modificar l’abundància dels dos 

fílums de bacteris, ja sigui l’edat, l’alimentació, el pes o l’administració d’antibiòtics, pro, pre 

i post biòtics. Dades recents (Gong et al., 2023) evidencien que existiria canvis en el rati 

d’acord a l’alteració cognitiva dels pacients. Així es poden trobar comunitats microbianes 

intestinals alterades i una proporció més baixa de Firmicutes/Bacteroidetes al grup amb 
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alteració cognitiva, en comparació amb el grup preservat. A més, el mapatge de metabòlits no 

dirigit va revelar que 26 i 17 metabòlits van augmentar i disminuir significativament, respectivament, 

al grup d’empitjorament cognitiu, en comparació amb el grup no alterat. Aquests metabòlits es van 

assignar a les vies metabòliques associades als àcids biliars. Cal fer notar que s’ha proposat l’ús d’un 

dels àcids biliars, l’ursodeoxicòlic i derivats, com a potencial tractament a l’ELA (Elia et al., 2016; 

Parry et al., 2010). 

Tenint en compte les nostres troballes de canvis en el peroxisoma, es assumible plantejar 

que la pèrdua peroxisomal, suggerida amb les troballes en els models preclínics, podrien 

tenir transcendència en la síntesi in situ d’aquests derivats del colesterol (Ferdinandusse et 

al., 2009). 

En quant a l’anàlisi del fílum Proteobacteria, un estudi previ ja va observar un augment 

d’aquests tant en el fenotip espinal com en el fenotip bulbar respecte els controls sans (H. S. 

Kim et al., 2022). Per aquest motiu, en els nostres resultats, tot i no ser estadísticament 

significatius, podríem afirmar que hi ha una tendència en augment d’aquest fílum en 

pacients d’ELA, tant espinal com bulbar, respecte els controls. Proteobacteria és dels fílums 

de bacteris més predominants en el tracte gastrointestinal després dels Firmicutes i 

Bacteroidetes. A més a més, es creu que Proteobacteria juga un paper important en la 

preparació del intestí per la colonització per part dels bacteris aeròbics estrictes necessaris 

per una funció intestinal saludable ja que consumeixen oxigen i redueixen el potencial redox 

en l’entorn intestinal (Shin et al., 2015). Per aquest motiu, no és d’estranyar que, al ser dels 

bacteris més predominants del tracte gastrointestinal i que ajuden a la correcta funció 

d’altres, alteracions en ells podrien tenir grans repercussions en l’homeòstasi del 

microbioma desencadenant diferents patologies.  

Pel que fa a l’abundància del fílum Cyanobacteria en aquest treball, tot i no ser significatiu, 

s’observa una tendència a augmentar en els pacients amb ELA, tant espinal com bulbar, 

respecte els controls sans, augment observat també en un altre estudi (Di Gioia et al., 2020). 

Algunes espècies d’aquest fílum produeixen algunes neurotoxines, entre elles, la beta-

metilamino-L-alanina, que introdueix desordres en l’estructura proteica, i ha estat associada 

amb l’ELA (Bradley et al., 2013). Es creu que, entre d’altres coses, aquesta toxina s’incorpora 

a la SOD1 desestabilitzant-la i promovent la formació d’agregats (Proctor et al., 2019). Al 
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2009 un grup d’investigadors ja va observar diversos casos d’ELA entre els residents 

d’Enfield, una ciutat envoltada per un llarg amb un historial de floracions de brots 

Cyanobacteria (Caller et al., 2009). Per tant, els nostres resultats estarien d’acord amb la 

possible influència de membres del fílum lligada al desenvolupament de l’ELA, ja que al 

trobar-se augmentada, podrien estar alliberant més. A més a més, es demostra també que 

factors ambientals, com l’aigua en mal estat, poden ser un factor de risc important a tenir 

en compte a l’hora de desenvolupar la malaltia, fet que suggereix l’alt nombre de factors 

que modularien la malaltia. 

Per altra banda, l’abundància de membres del fílum Actinobacteria, tot i no ser significatiu, 

s’observa també una tendència a augmentar en els pacients amb ELA, tant en el fenotip 

espinal com en el bulbar, respecte els controls sans, observat també en un altre estudi 

(Casani-Cubel et al., 2021). L’augment d’Actinobacteria s’associa amb una millora de 

trastorns de l’estat d’ànim, com ara la depressió. La majoria de pacients amb ELA pateixen 

de depressió (N. Huang et al., 2019) que influeix en la progressió de la malaltia (Carelli et al., 

2018). Així doncs, es podria hipotetitzar que l’augment observat en el fílum Actinobacteria 

podria contribuir a una millora en els símptomes de la depressió i conseqüentment estaria 

aportant beneficis en la progressió de la malaltia. Tanmateix, tant aquesta com les anteriors 

premisses sobre l’abundància de fílum concrets cal contextualitzar-les a l’entorn on s’han 

objectivat, i caldria la repetició d’aquestes troballes en una sèrie més àmplia de pacients.  

Per últim, l’abundància de membres del fílum Fusobacteria, tot i no ser significatiu, també 

mostra una tendència a augmentar en els pacients amb ELA, tant en el fenotip espinal com 

en el bulbar, respecte els controls sans. Fusobacteria compren diversos membres amb 

capacitat de modular la permeabilitat epitelial, ajudant i facilitant la translocació d’altres 

microbis al medi intern. Així, poden alterar les unions entre les cèl·lules endotelials i per tant 

augmentar la permeabilitat dels vasos sanguinis (Fardini et al., 2011). Així doncs, un 

enriquiment de Fusobacteria, tal i com sembla mostrar el present treball, podria facilitar la 

translocació microbiana i contribuir a les manifestacions sistèmiques de la potencial disbiosi 

intestinal de l’ELA. Un altre grup d’investigadors al 2022 van afirmar que l'alta abundància 

de Fusobacteria es correlaciona positivament amb la translocació microbiana en l’ELA (H. S. 

Kim et al., 2022). 
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En els anàlisis de correlació entre la durada de la malaltia i l’abundància de bacteris a nivell 

de fílum s’objectiva una relació significativa entre l’abundància de Proteobacteria, 

Deferribacteres i Fibrobacteres i la durada, tant en l’ELA espinal com en pacients d’ELA 

bulbar. Amb totes les reserves derivades del fet que la mostra es va obtenir en moments 

probablement diferents dins la progressió de la malaltia pels diferents pacients, i de 

l’extrapolació que una durada de la malaltia major implicaria un curs menys agressiu de la 

patologia, es pot plantejar el paper modulador de membres d’aquests fílums. Així  

Deferribacteres i Fibrobacteres són fílums de bacteris que participen en el metabolisme dels 

carbohidrats i en la fermentació de la fibra dietètica (Forano et al., 2008; Kaznadzey et al., 

2017). La relació inversa entre l’abundància d’aquests fílums de bacteris i supervivència no 

té una interpretació única, tot i que pot estar relacionada amb els canvis en el microbioma 

intestinal que s’ha observat en les persones amb aquesta malaltia ja que la disfunció del 

sistema nerviós central pot afectar a la microbiota intestinal (Castillo-Álvarez & Marzo-Sola, 

2022). Alternativament, en un model de neurodegeneració, el ratolí Cln1R151X lligat a 

alteracions en enzims lisosomals, la ingesta d’aigua acidificada implica una millora en la 

malaltia, lligada a disminució en l’abundància de Deferribacteres, entre d’altres (Kovács et 

al., 2022). Aquests microorganismes també s’han lligat, en models preclínics, a una major 

capacitat proinflamatòria, ja que alguns dels seus membres exhibeixen activitat 

degradadora de mucina, i per tant, podrien facilitar la disbiosi (Selvanantham et al., 2016). 

En contraposició, les dades sobre Fibrobacteres apuntarien a que seria un factor 

potencialment protector. En dades recents, s’ha descrit que aquest fílum augmenta la seva 

abundància en tractar models de parkinsonisme amb levo-dopa (Sheng et al., 2023) o bé a 

l’hora de la resposta a probiòtics en models d’esquizofrènia (J. Xiao et al., 2020). Així doncs, 

no en totes les malalties funciona igual i no tots els canvis són senzills d’interpretar.  

A nivell de família es destaca els obtinguts en l’abundància dels bacteris Bacteroidaceae. Els 

resultats obtinguts, tot i no ser significatius, mostren una tendència a disminuir en els 

pacients d’ELA respecte els controls. En canvi, quan s’analitza per separat els dos fenotips, 

l’espinal i el bulbar, s’observa que en l’ELA espinal tendeix a disminuir i en canvi en l’ELA 

bulbar tendeix a augmentar respecte els controls sans. Molts dels estudis publicats analitzen 

l’ELA com una sola malaltia, però en un estudi molt recent es va trobar diferents resultats 

entre fenotips recolzant diversos mecanismes microbians entre el fenotip espinal i el fenotip 
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bulbar (H. S. Kim et al., 2022). L’ELA espinal cursa amb un quadre simptomatològic molt 

diferent al de l’ELA bulbar, per aquest motiu, molt possiblement la disbiosi microbiana 

diferirà també entre els dos fenotips, i pot ser que en un fenotip un determinat bacteri es 

trobi disminuït mentre que en l’altre fenotip es trobi augmentat. El que sembla clar és que 

en la malaltia es produeix una disbiosi en aquests bacteris, i ja sigui per un augment o per 

una disminució, comportaria diferents conseqüències negatives que poden tenir influència 

en el desenvolupament o en la progressió de l’ELA. A d’altres patologies 

neurodegeneratives, com la malaltia d’Alzheimer, s’ha descrit un increment en la quantitat 

de Bacteroidaceae (P. Fang et al., 2020), tot i que també s’ha implicat a Parkinson 

(Chidambaram et al., 2022). En ambdós casos, fisiopatològicament, la disbiosi intestinal 

resultant alteraria la integritat de la barrera intestinal que condueix a l’entrada de 

patobionts i metabòlits tòxics a la circulació sistèmica provocant la desregulació de l’eix 

entero-cerebral. Posteriorment, la neuroinflamació crònica mitjançant l’activació immune 

desregulada desencadenaria l’acumulació de proteïnes (potser en forma de GS) amb 

capacitat neurotòxica dins i al voltant de les cèl·lules del SNC, contribuint a la mort 

neuronal. 

En quant a l’anàlisi de Ruminococcaceae, tot i no ser significatiu, s’observa una tendència a 

augmentar en els pacients d’ELA, tant en el fenotip espinal com en el bulbar, respecte els 

controls. Molts dels bacteris productors d’àcid butíric són membres de la família 

Ruminococcaceae (Stø et al., 2022). Aquest augment de la seva abundància es correlaciona 

amb l’augment dels nivells d’àcid butíric observat també en aquest treball, demostrat amb 

l’anàlisi de regressió lineal on s’observa que a major abundància d’aquest bacteri majors són 

els nivells de butíric. Així doncs es corrobora que la potencial disbiosi podria contribuir en 

alteracions en la producció dels àcids grassos de cadena curta. Un altre estudi va trobar 

diferents proporcions de Ruminococcaceae entre els diferents pacients, indicant que d’una 

forma o d’una altra, hi ha una alteració en el microbioma en l’ELA (Brenner et al., 2018). A 

més a més, prèviament, aquesta família s’ha implicat en malaltia neurodegenerativa, en 

particular amb l’Alzheimer (Z. Chen et al., 2021). Cal recordar que els canvis en abundància 

d’aquesta família s’han associat a la neurodegeneració de l’ELA (Brenner et al., 2018; Di 

Gioia et al., 2020) i en part podria deure’s a canvis en el metabolisme de derivats dels 

colesterol, com les esmentades sals biliars (Gong et al., 2023).  
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Pel que fa a l’anàlisi a nivell de gènere, es va analitzar l’abundància de Bacteroides. Els 

resultats obtinguts, tot i no ser significatius, mostren una tendència a disminuir en els 

pacients d’ELA respecte els controls sans, disminució que es contrasta també amb 

l’observada per altres investigadors (Boddy et al., 2021). Bacteroides és un dels 

microorganismes beneficiosos i està descrit que podria reduir els factors patògens del tracte 

gastrointestinal en la progressió del parasitisme intestinal (Löfmark et al., 2006; Salyers et 

al., 2004). Per aquest motiu, una disminució en representants d’aquest gènere podria estar 

contribuint a les diferents complicacions que es poden presentar durant el 

desenvolupament de la malaltia, com la pèrdua de pes, i per tant afectar en la progressió 

d’aquesta. D’igual forma que pel fílum Bacteroidetes, quan s’analitza Bacteroides per 

fenotip s’observa que en el fenotip bulbar tendeix a augmentar. Tal i com s’ha explicat 

anteriorment, és important realitzar l’anàlisi diferenciant els dos fenotips i no com una sola 

malaltia ja que s’ha demostrat que ambdós fenotips presenten diferents mecanismes 

microbians i la disbiosi present no necessàriament serà la mateixa.  

Pel que fa al gènere Prevotella, en els nostres resultats tot i no ser significatius, es mostra un 

tendència a disminuir en els pacients amb ELA respecte els controls sans, tal i com també es 

va observar en un altre estudi (Hertzberg et al., 2022). Prevotella és un dels altres gèneres 

que es caracteritzen per ser potencialment beneficiosos pels pacients amb ELA (Casani-

Cubel et al., 2021). Per tant, aquesta disminució podria estar contribuint en la progressió de 

la malaltia ja que Prevotella no estaria aportant aquests beneficis i a més, estaria facilitant la 

colonització per d’altres patògens. Tot i així, un cop més en el fenotip bulbar no s’observa el 

mateix efecte ja que Prevotella es troba augmentat demostrant doncs que existeixen 

diferències en la disbiosi microbiana entre els dos fenotips.  

Pel gènere Clostridium en aquest treball tot i no ser significatiu, s’observa una tendència a 

augmentar, tant en el fenotip espinal com en el bulbar, respecte els controls sans. Un estudi 

anterior va poder identificar una toxina produïda per una espècie de Clostridium que 

causava un fenotip motor similar a l’ELA. Segons aquests autors (Longstreth et al., 2005) 

s’hipotetitza que aquesta espècie resideix a l’intestí i produeix de forma crònica una toxina 

que es dirigeix al sistema motor, com ho fan la toxina del tètanus o la botulínica. Aquesta 

toxina, després de tenir accés a la neurona motora inferior, seria transportada al cos 

cel·lular i destruiria la motoneurona. A més a més, part de la toxina creuaria a les cèl·lules 
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 veïnes i a la neurona motora superior produint també la seva mort. Per tant, tal i com 

s’observa en els nostres resultats, un augment de Clostridium en l’ELA podria esser un factor 

rellevant a la progressió de la malaltia. La identificació d’aquesta toxina i d’altres de similars 

permetrà establir si és el cas en tots els malalts d’ELA o si hi ha subtipus amb una major o 

menor incidència de l’entrada de la toxina.  

Pel gènere Veillonella, tot i no ser significatiu, s’observa una tendència a augmentar, tant en 

el fenotip espinal com en el bulbar, respecte els controls sans. Un estudi va poder demostrar 

que membres d’aquest gènere tenen capacitat de convertir el lactat a propionat a través de 

la via succinat (Reichardt et al., 2014). Així doncs, un augment d’aquests bacteris comporta 

un augment dels nivells d’àcid propiònic, i així es demostra en l’anàlisi de regressió lineal pel 

fenotip bulbar entre l’abundància d’aquest bacteri i els nivells de l’àcid gras. A major 

abundància de Veillonella majors són els nivells d’àcid propiònic. No hi ha, a l’hora 

d’escriure aquesta discussió, dades prèvies sobre el possible paper de l’àcid propiònic en 

l’ELA. En models simples, s’ha demostrat que en les cèl·lules mare humanes, per exemple, 

l’àcid propiònic afavoreix la diferenciació glial mentre que l’àcid butíric fa desplaçar la 

diferenciació cap a un fenotip neuronal i millora el creixement de neurites. En ambdós casos 

tots dos AGCC actuen mitjançant el receptor GPR41 però activarien diferents vies de 

senyalització aigües avall (Abdelli et al., 2019).  

Per últim, les abundàncies del gènere Butyrivibrio tot i no mostrar diferències significatives 

entre grups, en el fenotip bulbar s’observa una tendència a augmentar però no en l’ELA 

espinal, respecte els controls. El gènere Butyrivibrio inclou bacteris que fermenten la glucosa 

per tal de produir grans quantitats d’àcid butíric (Bryant & Small, 1956). Així doncs, 

l’augment d’aquest bacteri en els pacients d’ELA bulbar es correlaciona amb l’augment de 

l’àcid butíric obtingut en aquest treball present en aquest subtipus de pacients. 

Potencialment, com més abundància d’aquests bacteris es podrà fermentar més glucosa i 

augmentaran els nivells d’aquest àcid gras. Així es demostra en l’anàlisi de regressió lineal 

entre l’abundància d’aquest bacteri i els nivells de butíric. A major abundància de 

Butyrivibrio majors són els nivells d’aquest àcid gras. A més a més, es demostra un cop més 

que l’ELA espinal i l’ELA bulbar s’han de tractar i analitzar no com una sola malaltia ja que la 

disbiosi que presenten difereix l’una de l’altra. Cal recordar que segons troballes prèvies, 

s’ha demostrat que el butirat va restaurar l'homeòstasi intestinal, va millorar la integritat
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intestinal i va disminuir significativament el nivell de cèl·lules de Paneth anormals, 

proporcionant una primera evidència important del potencial terapèutic del butirat en l'ELA, 

si més no en el model G93A (Y.-G. Zhang et al., 2017). Un segon estudi recent dels mateixos 

autors, publicat només com a preprint (Ogbu et al., 2022) va mostrar resultats similars, amb 

el butirat administrat es millorava els paràmetres funcionals en ratolins SOD1-G93A, en 

comparació amb els ratolins no tractats.  

En quant a l’abundància de Pseudobutyrivibrio xylanivorans, tot i no mostrar diferències 

significatives, es mostra una tendència a augmentar en els pacients amb ELA bulbar però no 

en l’ELA espinal, respecte els controls sans. Al 2003 en un estudi es va descriure aquesta 

nova espècie bacteriana al tracte gastrointestinal humà, gram negativa, anaeròbica i 

productora de butirat, que empra una àmplia gamma de carbohidrats per fermentar-los per 

formar butirat però també succinat i lactat (Kopečný et al., 2003). Posteriorment es va 

associar a alteracions cognitives (Fongang et al., 2022; van Olst et al., 2021). Així doncs, un 

cop més, l’augment d’aquest bacteri en els pacients d’ELA bulbar es correlaciona amb 

l’augment de l’àcid butíric obtingut en aquest treball també en els pacients d’ELA bulbar, tal 

i com es demostra en l’anàlisi de regressió lineal. Es coneix molt poc dels mecanismes 

fisiopatològics a partir dels quals aquest microorganisme aportaria una modulació del risc 

de neurodegeneració. 

Pel que fa a nivell d’espècie també es va analitzar l’abundància de Blautia Wexlerae. Els 

resultats obtinguts, tot i no ser significatius, mostren una tendència a augmentar en els 

pacients amb ELA bulbar però no en l’ELA espinal respecte els controls sans. Blautia 

Wexlerae, en persones sanes, s’associa de forma molt robusta a pèrdua de pes (Jie et al., 

2021). Així doncs, aquest estudi ens ajuda a explicar l’augment d’aquesta espècie en els 

nostres pacients d’ELA bulbar. Els pacients amb aquest fenotip cursen amb disfàgia, i en 

conseqüència, la seva alimentació es veurà alterada contribuint de forma directa a la pèrdua 

de pes. En canvi, en l’ELA espinal aquesta espècie no es troba augmentada ja que aquests 

pacients, almenys en unes fases inicials, no semblen presentar una pèrdua de pes de forma 

tant accentuada.  

Tot i que el càlcul de la diversitat d’espècies per l’índex Chao1 i Shannon tampoc mostra 

diferències significatives globalment es demostra l’alta diversitat dels resultats en els 
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diversos nivells taxonòmics, i que, resumidament, les poblacions implicades prèviament en 

la patogènesi de la malaltia poden mostrar certes relacions amb els nivells d’àcids grassos 

de cadena curta, reforçant la possible incidència del microbioma com a factor modificador 

de la malaltia. En particular, destacaria la diferència molt marcada entre les formes de tipus 

espinal amb les d’ELA bulbar. L’associació, però, no demostra causalitat, i establir si els 

canvis objectivats son causa o conseqüència de la malaltia (adaptacions nutricionals a la 

disfàgia, canvis en l’estil de vida, activitat física, hipermetabolisme), esdevé matèria de 

futurs estudis. Així mateix, el intentar extrapolar aquests resultats a poblacions més àmplies 

podrà resoldre el fet de si les diferències, que no assoleixen en molts cops la significació 

d’acord als criteris estadístics més estrictes, són consistents. 

En quant a les limitacions del present treball destacaria la baixa mostra en la que estan 

realitzats els experiments en el model G93A. S’han realitzat diverses immunofluorescències i 

WB per tal d’analitzar una gran varietat de proteïnes, per aquest motiu no s’ha tingut la 

suficient disponibilitat de mostres per tal d’analitzar cada una d’aquestes proteïnes en 

diferents ratolins o inclús, de diferents edats. Per altra banda, no s’ha tingut present les 

variacions que poden estar lligades al sexe dels ratolins. En quant als experiments realitzats 

en les motoneurones derivades de pacients, hauria estat convenient analitzar totes les 

proteïnes en diferents línies de la mateixa mutació i també en una línia SOD1. Pel que fa a 

l’estadística, la quantificació del nombre d’agregats està realitzada amb el nombre total 

d’agregats trobats en totes les cèl·lules, i no solament en les motoneurones, es necessitaria 

realitzar una quantificació més acurada a nivell de motoneurona per acabar d’entendre 

l’agregació de totes les proteïnes analitzades en aquest tipus cel·lular. 

Per altra banda, també cal destacar la poca mostra amb la que s’ha disposat per tal de 

realitzar els anàlisis de la microbiota i dels àcids grassos de cadena curta. Es necessitaria 

augmentar el nombre de mostres i també analitzar-ho en una cohort diferent de pacients 

per tal de poder validar els resultats obtinguts. A més, seria de gran rellevància tenir tota la 

informació clínica d’aquests pacients per poder establir més relacions entre la microbiota i 

la malaltia ja que en aquesta tesi no s’ha disposat de totes les dades en tots els pacients.
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En les condicions analitzades i tenint en compte les limitacions indicades, podem concloure 

que: 

1. Es poden generar MN derivades de cèl·lules mare amb pluripotencialitat induïda amb 

alteracions gèniques en C9orf72 i FUS com a model d’agregació de proteïnes implicades 

en el metabolisme de l’ARN en el context de l’ELA.  

2. Existeix una relació entre determinants moleculars de l’homeòstasi lipídica cel·lular i 

subcel·lular a MN humanes (SCP2/SCPx, FADS2, AGPS) i l’agregació patològica de 

proteïnes implicades prèviament com a tret característic de l’ELA (G3BP1 i TDP-43). Els 

canvis en la composició lipídica podrien interactuar directament amb l’estat de les 

proteïnes TDP-43 i G3BP1 podent afectar a la seva estructura i funció, a través de 

proporcionar un entorn favorable per l’agregació.  

3. En MN, davant de disrupcions en l’homeòstasi lipídica cel·lular, es produeix una 

agregació de diferents proteïnes com ara Rab5/Rab7, SCP2/SCPx i AGPS, tant en el 

context d’un model preclínic basat en la transgènesi de SOD1-G93A com en les MN amb 

mutacions en C9orf72 i FUS, podent contribuir a la neurodegeneració. L’agregació de 

PKCβII, PLCβ1, FADS2 i PMP70 es produeix en el model SOD1-G93A i l’agregació de 

VAPA/VAPB es produeix únicament en el model motoneuronal, remarcant diferències 

interespècie. 

4. Els canvis en determinants moleculars de l’homeòstasi lipídica, SCP2/SCPx i FADS2, 

juntament amb situacions d’estrès cel·lular es podrien associar a canvis en els contactes 

mitocondri/RE i al peroxisoma, objectivats a través de l’anàlisi de la quantitat de les 

proteïnes VAPA/VAPB. Una acumulació aberrant de les mateixes, juntament amb 

situacions d’estrès cel·lular podrien contribuir en la disfunció mitocondrial i a una 

acumulació de proteïnes en MN com ara Rab5/Rab7 i AGPS. 
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5. A nivell peroxisomal, es produeix una agregació d’AGPS en les motoneurones derivades 

de pacients C9orf72 i FUS. En situacions d’estrès cel·lular l’agregació també repercuteix 

en PMP70.  

6. Els estressos relacionats amb la presència de peròxid d’hidrogen, sorbitol i ARN forà en 

les MN humanes, canvien la quantitat i la distribució subcel·lular de les diverses 

proteïnes implicades en l’homeòstasi lipídica de l’ARN de tal manera que les MN podrien 

respondre davant de l’estrès cel·lular modificant l’expressió de proteïnes relacionades 

amb l’homeòstasi lipídica per tal de protegir-se davant l’acumulació tòxica de lípids i en 

conseqüència, de la posterior agregació proteica, ambdós mecanismes implicats en la 

neurodegeneració. 

7. En un estudi pilot cas-control existeixen alteracions associades a la malaltia en la 

microbiota intestinal, particularment en fílums, famílies i gèneres, podent contribuir a la 

susceptibilitat de les MN en l’ELA. Particularment, els pacients amb ELA de forma bulbar 

mostren determinants de la microbiota diferents als dels pacients de forma espinal. 

8. Els àcids grassos de cadena curta analitzats -àcid acètic, àcid propiònic i àcid butíric- 

produïts per la microbiota, correlacionen amb l’abundància de diferents fílums, famílies i 

gèneres en mostres de pacients d’ELA i controls, fent plausible que la disbiosi associada 

a les diferents formes d’ELA podria interferir amb el possible paper protector d’algunes 

espècies de la microbiota. 

9. Les alteracions al sistema nerviós central típiques de l’ELA i la durada de la malaltia 

s’associa a alteracions del microbioma intestinal, en forma de variacions en l’abundància 

de diferents bacteris. La potencial disbiosi podria estar jugant un paper modificador en 

la progressió de la malaltia, en base a la relació entre la durada de la malaltia i canvis en 

l’abundància de determinats taxons del microbioma.  
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