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1. Resum del projecte  

 

Objectius 

En aquest projecte, pretenem promoure la supervivència de les motoneurones i el 

manteniment de la innervació muscular al ratolí SOD1G93A, model d’esclerosi lateral 

amiotròfica (ELA), utilitzant estratègies de teràpia gènica per sobreregular la 

neuregulina 1 (Nrg1), un factor neurotròfic que afavoreix la regeneració axonal i la 

sinaptogènesi actuant sobre les motoneurones, les cèl·lules de Schwann i les fibres 

musculars. Tenim la hipòtesi que aquest enfocament combinatori influirà en diversos 

esdeveniments involucrats en la fisiopatologia de l’ELA per prevenir eficaçment la 

progressió dels signes clínics. 

 

Aquest objectiu general es divideix en els objectius específics següents: 

 

1. Caracteritzar l’expressió d’Nrg1 i els receptors ErbB en la medul·la espinal i els 

músculs dels ratolins SOD1G93A. 

 

2. Promoure la formació de noves unions neuromusculars a través de la sobreexpressió 

d’Nrg1 tipus I en músculs de ratolins SOD1G93A. 

 

3. Promoure la supervivència de motoneurones i la regeneració axonal per 

sobreexpressió d’Nrg1 tipus III en la medul·la espinal per injecció intratecal en ratolins 

SOD1G93A. 

 

4. Combinar els dos enfocaments anteriors per modular diferents mecanismes 

fisiopatològics i per obtenir millores sinèrgiques en la supervivència de les 

motoneurones i la preservació d’unions neuromusculars en els ratolins SOD1G93A. 

 

5. Investigar els mecanismes endògens que participen en els efectes de la 

sobreexpressió de neuregulina en la supervivència i la sinaptogènesi de les 

motoneurones. 

 

Disseny i metodologia 

- Construcció de vectors virals: s’utilitzaran virus adenoassociats (AAV) codificant 

Nrg1-III (AAVrh10-NRG1-III), que s’administraran per via intratecal per induir 



 
 

3 

sobreexpressió en neurones espinals, i Nrg1-I (AAV1-Nrg1-I), que s’injectaran en 

músculs de les extremitats. 

 

- Administració dels vectors virals: la teràpia es farà amb cada un d’aquests vectors en 

grups de ratolins SOD1G93A, model transgènic d’ELA, i finalment amb tots dos 

combinats. Els ratolins es tracten a les 8 setmanes d’edat (estadi presimptomàtic) i a 

les 12 setmanes d’edat (simptomàtic), i s’avaluen seriadament amb proves 

electrofisiològiques i de locomoció fins a les 16 setmanes. Se seguiran alguns subgrups 

de ratolins per a l’anàlisi de la supervivència. 

 

- Avaluació funcional: es duran a terme proves electrofisiològiques de conducció 

nerviosa motora i de potencials evocats motors per avaluar la funció de les 

motoneurones espinals i de les vies espinals descendents. La funció locomotora 

s’avaluarà mitjançant el test del cilindre giratori (rotarod) i DigiGait. 

 

- Estudis histològics: s’obtindran mostres en temps seleccionats per analitzar la 

supervivència de les motoneurones, la reacció glial, el manteniment d’unions 

neuromusculars i per investigar vies moleculars implicades en la senyalització de 

l’Nrg1. 

 

- Estudis moleculars: s’utilitzaran tècniques de biologia molecular (WB, PCR) per 

analitzar els canvis d’expressió d’Nrg1 i dels receptors ErbB, així com de vies 

relacionades amb la neuroprotecció. 

 

Pla de treball 

- Caracterització de les vies d’Nrg1/ErbB en ratolins SOD1G93A al llarg de 

l’evolució de la malaltia. 

- Construcció dels vectors virals apropiats. 

- Avaluació de l’efectivitat dels vectors virals per transduir l’expressió d’Nrg1. 

- Tractament de ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-I per injecció muscular. 

- Tractament de ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-IIII per via intratecal. 

- Teràpia combinada en ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-I per injecció muscular 

i AAV-Nrg1-III per injecció intratecal. Avaluació de resultats. 
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2. Resultats  

 

1. Caracterització de les vies d’Nrg1/ErbB en ratolins SOD1G93A al llarg de 

l’evolució de la malaltia 

Les anàlisis de l’expressió d’Nrg1 i receptors ErbB en la medul·la espinal de ratolins 

SOD1G93A han confirmat que els nivells d’RNAm d’Nrg1-I augmenten amb la 

progressió de la malaltia, mentre que els d’RNAm d’Nrg1-III es redueixen. S’ha 

registrat una disminució dels nivells de proteïna Nrg1 en la medul·la espinal dels 

ratolins SOD1G93A a les 16 setmanes d’edat, cosa que suggereix una relació amb la 

progressió de la malaltia. Respecte als receptors ErbB, hem observat una reducció 

progressiva dels nivells d’ErbB2, ErbB3 i ErbB4 a la medul·la espinal dels ratolins 

SOD1G93A. També s’ha detectat una disminució dels nivells de fosforilació dels 

receptors ErbB en ratolins SOD1G93A, fet que indica un funcionalisme més baix. 

L’expressió dels receptors ErbB4 en els músculs es redueix al llarg de la malaltia en els 

ratolins SOD1G93A i també s’ha trobat reduïda en mostres de pacients d’ELA, motiu 

pel qual és un possible biomarcador. 

 

També hem analitzat la presència de fragments proteolítics d’ErbB4 (ecto-ErbB4) en 

líquid cefalorraquidi (LCR) i plasma, i hem trobat una disminució del fragment de 55 

kDa en l’LCR de pacients amb ELA i en el plasma dels mateixos pacients i dels ratolins 

transgènics SOD1. Aquests resultats indiquen que els fragments ecto-ErbB4 poden ser 

un paràmetre per avaluar les alteracions de la via Nrg1-ErbB, així com un biomarcador 

potencial en l’ELA (López-Font et al., 2019). 

 

Addicionalment, hem emprat un model de cultiu organotípic de medul·la espinal per 

caracteritzar l’efecte de l’addició exògena d’Nrg1 en la supervivència de les 

motoneurones. Els resultats han demostrat un efecte neuroprotector enfront de la mort 

de motoneurones induïda per l’excitotoxicitat (Mòdol-Caballero et al., Front Cell 

Neurosci, 2018). 

 

2. Disseny i construcció dels vectors virals i avaluació de la seva efectivitat 

Durant el projecte s’han dissenyat i produït, segons les necessitats dels estudis de 

teràpia gènica in vivo, vectors virals adenoassociats (AAV) que codifiquen l’expressió 

d’Nrg1 tipus I o tipus III, en serotips AAV1-NRG1-I i AAVrh10-NRG1-III (domini 

extracel·lular [ECD] i domini complet [FL]), respectivament, a més dels vectors control 
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(mock). També s’ha produït un nou vector AAV8-hDes-Nrg1-I per dirigir específicament 

Nrg1 als músculs esquelètics i cardíac a través de l’administració sistèmica. 

 

Es van avaluar la biodistribució i l’efectivitat d’infecció en les cèl·lules diana dels 

diferents vectors injectats en ratolins. Per comprovar l’eficiència dels AAV8 i AAV9 

codificant sota l’expressió de la desmina humana, es van injectar en ratolins WT i 

SOD1G93A, i es va observar, tant per tècniques de bioluminescència com d’activitat de 

luciferasa en extractes, que el promotor de desmina permetia una expressió elevada a 

músculs esquelètics i cardíac. 

 

3. Tractament de ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-I per injecció muscular 

Hem demostrat una preservació selectiva de la innervació del múscul gastrocnemi 

injectat amb l’AAV1-Nrg1-I en ratolins SOD1G93A. L’efecte focal de la teràpia gènica 

va quedar demostrat per la manca d’efecte en els músculs adjacents no injectats. 

L’estudi electrofisiològic va mostrar que els ratolins tractats tenien un nombre d’unitats 

motores similar als no tractats, però un augment significatiu de la mida de les unitats 

motores. Estudis immunohistoquímics van demostrar que hi havia més plaques 

motores ocupades en el múscul gastrocnemi després de la injecció d’AAV-Nrg1-I en 

comparació amb ratolins no tractats. També es van observar més perfils corresponents 

a ramificació axonal en els músculs tractats. En un model de rizotomia L4, els resultats 

també van revelar que la sobreexpressió d’Nrg1-I millorava la recuperació del múscul 

gastrocnemi parcialment denervat, per acceleració de la reinnervació col·lateral 

(Mancuso et al., Neurobiol Dis, 2016). 

 

Aquests resultats confirmen la nostra hipòtesi que Nrg1-I augmentaria el nombre 

d’unions neuromusculars mitjançant la promoció de reinnervació axonal col·lateral. A 

més, ens van indicar que calia dissenyar una via d’administració capaç de transduir la 

major part dels músculs de l’animal. 

 

4. Tractament de ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-I per injecció sistèmica 

Per això, es va produir un AAV per sobreexpressar Nrg1-I sota el promotor de la 

desmina humana (hDes), una proteïna present exclusivament en múscul esquelètic i 

cardíac, amb la finalitat de dirigir l’expressió del gen terapèutic a aquests músculs 

mitjançant l’administració sistèmica. Després de diversos estudis per optimitzar el 

vector terapèutic, es va produir un lot del vector viral que garantia la potència 
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d’infecció. L’estudi amb ratolins transgènics SOD1 ha mostrat que aquesta teràpia 

gènica és capaç de preservar significativament la funció neuromuscular dels músculs 

de l’extremitat posterior a les 16 setmanes de vida i millorar la funció locomotora 

global respecte al grup de ratolins amb vector control no actiu, i també augmenta la 

supervivència de les motoneurones espinals. Aquest assaig obre una via d’interès per a 

la translació clínica, atès que permetria que amb una sola injecció endovenosa es 

pogués accedir a tota la musculatura. 

 

5. Tractament de ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-III per injecció intratecal 

Els experiments inicials amb Nrg1 de tipus III-ECD per via intratecal no van demostrar 

efectes positius en la funció neuromuscular en els ratolins SOD1G93A, encara que el 

nombre de motoneurones supervivents a les 16 setmanes de vida va resultar 

significativament superior en els ratolins tractats amb l’AAV-Nrg1-III-ECD.  

 

Per completar aquesta tasca, vam emprar un nou AAV que conté Nrg1-III-FL, ja que el 

domini intracel·lular podria tenir un paper important en la funció d’Nrg1-III pel que fa a 

la neuroprotecció. Els animals injectats a les 6 setmanes d’edat, s’han avaluat en un 

termini de 8 a 16 setmanes d’edat per tests de conducció nerviosa i de cilindre giratori 

(rotarod). Els resultats en ratolins femelles han mostrat que la sobreexpressió d’NRG1-

III-FL aconsegueix preservar significativament la funció motora, el nombre de 

motoneurones supervivents i reduir la reactivitat glial en els ratolins SOD1G93A 

tractats en comparació amb els que van rebre AAV-mock. Un estudi posterior amb un 

disseny similar en ratolins transgènics mascles, però, no ha donat resultats tan 

clarament beneficiosos. Resten per aclarir les possibles raons de les diferències segons 

sexe a la teràpia administrada. 

 

6. Teràpia combinada en ratolins SOD1G93A amb AAV-Nrg1-I per injecció 

muscular i AAV-Nrg1-III per injecció intratecal 

Durant el període final del projecte s’ha abordat l’estudi de la teràpia gènica combinada 

que havíem previst, mitjançant injecció simultània de vectors virals AAV-Desmina-

Nrg1-I per via endovenosa per transduir Nrg1-I en musculatura esquelètica i AAV-

Nrg1-III-FL per produir expressió d’Nrg1-III en medul·la espinal. Les anàlisis 

electrofisiològiques indiquen que no hi ha un efecte sinèrgic amb els dos tractaments 

simultanis. La preservació de la funció motora que s’obté amb els dos tractaments per 

separat és del mateix nivell que amb el tractament simultani en els ratolins 
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SOD1G93A. Aquesta situació és similar amb altres tractaments simultanis emprats pel 

nostre grup (vegeu Mancuso et al., Orphanet J Rare Dis, 2014). Tot indica que la 

preservació motora en el model d’ELA arriba a un llindar que no és fàcil de superar 

amb diverses teràpies simultànies.  

 

Resum 

De forma resumida, hem descobert el següent: 

 

- Hi ha una disminució de l’expressió d’Nrg1 a la medul·la espinal en l’ELA i 

alteracions de l’expressió dels seus receptors ErbB4. 

 

- L’addició d’Nrg1 en cultiu millora la supervivència de les motoneurones espinals 

davant d’un dany excitotòxic. 

 

- L’increment d’expressió d’Nrg1 tipus I en múscul esquelètic promou la 

ramificació dels axons motors i el manteniment de les connexions sinàptiques, tant en 

el model d’ELA com després de lesions d’arrels espinals. 

 

- Hem desenvolupat un vector AAV que, sota el promotor desmina, permet la 

transducció d’Nrg1 a un ampli nombre de músculs esquelètics, de manera que fa viable 

la teràpia gènica sistèmica. 

 

- L’augment d’expressió d’Nrg1 tipus III a la medul·la espinal aconsegueix 

preservar les motoneurones així com les seves connexions sinàptiques i reduir la 

resposta microglial, i promou una millora funcional significativa, més potent en ratolins 

femelles que no en mascles.  

 

 

3. Rellevància i implicacions futures  

 

Els resultats obtinguts amb la injecció intramuscular d’un vector AAV per produir la 

sobreexpressió d’Nrg1-I en el múscul tractat han demostrat que l’Nrg1-I té un paper 

important en el procés de ramificació axonal i de reinnervació muscular. La 

sobreexpressió d’Nrg1-I en el múscul gastrocnemi de ratolins SOD1G93A produeix una 

compensació funcional significativa, mitjançant la promoció de la reinnervació 
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col·lateral, i obre així una finestra per al desenvolupament de noves teràpies centrades 

en la recuperació funcional, i no en la preservació, per a les malalties de la neurona 

motora. 

 

L’administració d’un AAV que indueix l’expressió d’Nrg1-I amb el promotor desmina ha 

permès la infecció adequada d’un gran nombre de músculs esquelètics. Amb aquesta 

estratègia hem pogut produir un efecte beneficiós de forma sistèmica, que podria 

prevenir l’evolució de la pèrdua de connexions neuromusculars en l’ELA. De totes 

maneres els nivells d’expressió d’Nrg1 tipus I administrada intravascularment sota el 

promotor de desmina, malgrat que abasta un gran nombre de músculs, són inferiors en 

comparació amb els que s’obtenen després de la injecció intramuscular directa sota el 

promotor de CMV. Els resultats obtinguts en els assajos clínics de teràpia gènica amb 

pacients d’SMA o DMD mitjançant administració intravenosa demostren que els títols 

virals necessaris per assolir efectes terapèutics en les motoneurones han de ser molt 

superiors a d’altres teixits. Millores subsegüents en l’eficiència del vector viral 

possibilitaran l’augment d’aquests nivells d’expressió d’Nrg1 per via intravascular per 

assolir efectes beneficiosos més amplis sense comprometre la bioseguretat del pacient. 

 

Els resultats obtinguts amb AAV-Nrg1 tipus III permeten preservar les motoneurones 

així com les seves connexions sinàptiques i reduir la resposta microglial, i promouen 

una millora funcional significativa. Aquests resultats corroboren la nostra hipòtesi inicial 

i aporten un nou tipus de teràpia gènica aplicable a les malalties de les motoneurones. 

 

Finalment, s’ha pogut abordar l’estudi de la teràpia gènica combinada que havíem 

previst, millorada, mitjançant la injecció simultània de vectors virals AAV-Desmina-

Nrg1-I per via endovenosa per transduir Nrg1-I en la musculatura esquelètica i AAV-

Nrg1-III (FL) per produir expressió d’Nrg1-III en medul·la espinal. La preservació de la 

funció motora que s’obté amb tots dos tractaments per separat és semblant a la que 

s’assoleix amb el tractament simultani en els ratolins SOD1G93A. Aquesta situació és 

similar als resultats amb altres tractaments combinats emprats pel nostre grup. Tot 

indica que la preservació motora en el model murí d’ELA arriba a un llindar que no es 

pot superar fàcilment encara que es combinin diverses teràpies. 
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