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PAPEL DE GLICOPROTEINAS INHIBIDORAS DE LA MATRIZ EXTRACELULAR EN LA 

FORMACION DE NEURITAS EN NEURONAS CULTIVADAS 

1. RESUMEN: 

Durante el desarrollo y la regeneración del sistema nervioso, las moléculas 
de matriz extracelular y la identidad neuronal interaccionan en la regulación del 
crecimiento neurítico. En este trabajo exploramos el papel de glicoproteínas 
inhibidoras de la matriz extracelular en ésta regulación. Nuestro estudio se realizó en 
neuronas adultas identificadas de sanguijuela Hirudo medicina/is aisladas y 
sembradas en cultivo, sobre en la matriz extracefular nativa del interior de las 
cápsulas ganglionares. Se hicieron experimentos de perturbación que consistieron en 
bloquear el efecto de glicoproteínas inhibidoras del crecimiento, preidentificadas con 
base en su unión a la lactina de cacahuate PNA (Peanut Niva/is Agglutinin). 

Para estudiar el crecimiento utilizamos neuronas de Retzius (Rz), que 
crecen profusamente en el interior de la cápsula ganglionar, neuronas Pagoda 
Anterior (AP), que producen un patrón de crecimiento bipolar muy estereotipado y 
similar al del día 9 del desarrollo embrionario y motoneuronas Erectoras del Anfllo 
(AE), que en cápsulas ganglionares tienen crecimiento restringido. Todas ellas 
crecen profusamente en la lactina concanavalina A o en laminina como substratos. 
La longitud neurítica total de las neuronas de Rz no se afectó por la presencia de 
PNA en el medio de cultivo; sin embargo las neuronas AP y las motoneuronas AE la 
duplicaron. El número de neuritas primarias en presencia de PNA se incrementó en 
un 100, 70 y 56% para las neuronas AP, neuronas AE y las neuronas de Rz 
respectivamente. El número de puntos de ramificación se duplicó tanto para las 
neuronas AP como para las neuronas AE, mientras que en las neuronas de Rz no 
hubo diferencias significativas. La lactina PNA como substrato no tuvo efecto en los 
patrones de crecimiento de ningún tipo neuronal al compararlos con los producidos 
sobre plástico. Estos resultados sugieren que las diferencias en los patrones de 
ramificación de los distintos tipos neuronales dependen de su sensibilidad intrínseca 
al balance entre factores inhibidores y promotores del crecimiento. 

Al registrar la actividad eléctrica de las neuronas con fines de su 
identificación encontramos que en las neuronas AP, tanto la amplitud como la 
integral del potencial del acción de aumentaron en un 50 y 60% respectivamente en 
presencia de PNA. El cambio de voltaje a lo largo del tiempo (dV/dt) de la fase de 
subida se incrementó un 80% con PNA; mientras que la fase de caída no cambió. El 
cociente de la integral del potencial del acción y la longitud neurítica total en 
presencia de PNA se incrementó al triple; sugiriendo un aumento en el número de 
canales por unidad de área membranal. No encontramos efectos en la actividad 
eléctrica de las neuronas de Retzius o AE. Estos resultados sugieren que las 
glicoproteínas inhibidoras del crecimiento también pueden regular la síntesis o 
incorporación de canales iónicos por unidad de área. Este podría ser parte del 
mecanismo de regulación de la extensión neurítica. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 DIFERENCIAS ENTRE LA REGENERACIÓN CENTRAL Y LA PERIFÉRICA EN MAMÍFEROS 

En animales adultos, las neuronas centrales maduras son postmitóticas; por lo que las que se 

pierden ya no se recuperan. Sin embargo, las que sobreviven después de una lesión pueden 

regenerar axones y dendritas capaces de reestablecer sinapsis. 

La habilidad de regenerar varía entre las especies, tipo neuronal y etapa del desarrollo. 

Después de una lesión, el sistema nervioso periférico y central de invertebrados puede reestablecer 

conexiones sinápticas precisas. El sistema nervioso central (SNC) de vertebrados es capaz de 

regenerar únicamente en etapas embrionarias o en un periodo crítico después del nacimiento, siendo 

algunos peces Y. anfibios los únicos que mantienen esta capacidad en el estado adulto (Bastmeyer, 

1991; Schwab, et al.; 1993). Las neuronas centrales de fetos o naonatos de mamíferos son capaces 

de . reestabl.ec.er sinapsis con blancos periféricos~ . E~p~rimentos en ratas, hamsters y zarigüeyas 

(Monodelphisdom~sti~a) muestran que mientras la l~~ióh postnatal sea inmediata (con una ventana 

:z:1t,~~I~~r~~~i~f {~~@~~~~~:!:~~~c~J:~:m:::sm:,~::::'" :" s~~':::· :::,~~ 
daM~do ~~ f~~¿j~r:;~;rÍ~~¡·;~¡.~ 'e'r f;~·ciaso en la regeneración del cerebro y de la espina dorsal de 

.. 111~~Ífer~~ adultos. Los axones dañados de nervios periféricos regeneran satisfactoriamente cuando 

· se.· encuentran asociados a células de Schwann. Santiago Ramón y Caja! en 1928 propuso que las 

diferencias entre axones centrales y periféricos para la regeneración se debe tanto al ambiente como a 

sus propiedades intrínsecas; hipótesis robustecida por la gran evidencia proveniente de experimentos 

posteriores. 

Mediante transplantes se ha demostrado que neuronas del SNC pueden regenerar en un 

ambiente periférico, pero no en uno central. Los axones dañados de la espina dorsal y del cerebro de 

rata son capaces de elongarse grandes distancias cuando el ambiente del SNC es remplazado por el 

periférico (Tello, 1911; Ramón y Caja!, 1928; David y Aguayo, 1981; Aguayo et al., 1990). Esta 

limitación se debe a una fuerte actividad inhibidora ejercida en el SNC, que no puede ser 

contrarestada por factores neurotróficos en ratas adultas (Schwab y Thoenen, 1985; Caroni et al., 

1988). 

Se sabe que la ausencia de regeneración en tractos descendentes de la espina dorsal y la 

aparición de mielina en embriones de pollo están correlacionadas (Shimizu, 1990; Hasan et al., 1991 ). 
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Al término del . periodo . crítico postnatal, los axones~de .· mamfferÓs. presentari · li~it~ci~i,es ·.para su · 

regeneración debido la inhibición del crecimiento inducida por proteína~ de la mielina (N1-35 y N1-250) 

presentes los oligodendrocitos maduros (Schwab .. y Caroni, 1988). Tanto los astrocitos ~orno los 

precursores de los oligodendrocitos son permisivos para el crecimiento neurítico, sin embargo al 

madurar, los oligodendrocitos dejan de serlo debido a que comienzan a producir mielina (Hatten et al., 

1984; Fawcett et al., 1989; Schwab y Caroni, 1988). A pesar de que los axones maduros conservan 

su capacidad potencial de regeneración, disminuye su selectividad para conectarse con su blanco. 

La capacidad regenerativa de uno de los grupos más antiguos de vertebrados como son los 

peces, puede explicarse por la ausencia de moléculas inhibidoras relevantes en su SNC. En éste no 

se han encontrado las proteínas homólog.as a las de la mielina ni su actividad correspondiente, lo cual 

concuerda con la actividad promotora del crecimiento proveniente de oligodendrocitos maduros 

aislados del nervio óptico de peces (Bastmeyer, 1991 ). 

Varios expeririienfos·sugieren que las proteínas inhibidoras de la mielina (N1 ~35/250) · pueden 

fÚncionar cr~~ndo Ú~\t~~:·~,~~~ las vías tardías en el SNC y en áreas blanco así ~¿~b-restringir el 
-·~ ,/ > .:·.:.-: </· ,--,; .:·:<~~'·:~>·~~¿~/:·> ->;~~~·1:.::'.'.:.\'[(.-~'/'t::~-'.:_:-~;·,'.;· ' ' _¡ .-':'.):''1:'·'..':.:~: '·:.~· :- . 

; acceso defibrás'a:regionesy.capas particulares. Su presencia en el SNC adulto'sugiete una función 
\•' é ~, ·: - ,·< 

po.sibleme"nte'(~ún más importante, la estabilización del SNC contra el crecimienio'neurítico en 

regio~·~sh6;iJ'~ie~d~s. particularmente en la materia blanca (Schwab, 1993). · •.; .. ·· , . 

. La p~esencia de mielina en la membrana de oligodendrocitos de rata cor,r,'i~nia a ser detectable 

'po~ microscopía electrónica el día 6 postnatal (Hildebrand y Waxman, 19~4):'~D~rante el desarrollo 

- normal de aves y mamíferos, es muy probable que los axones en crecimiento nunca se encuentren 

con la mielina sino que interactúen con oligodendrocitos inmaduros y sus precursores. El curso 

temporal, extremadamente lento de mielinización observado en cultivo, (Wood y Williams, 1984) 

apoya que los oligodendrocitos indiferenciados primero interactúan con los axones y poste;iormente se 

diferencian y forman mielina (Schwab y Caroni, 1988). Si es así, los oligodendrocitos constituyen un 

obstáculo para el crecimiento neurítico únicmante durante la regeneración. 

Aunado a los componentes no permisivos y factores inhibidores, el SNC diferenciado de 

mamíferos carece de todos los constituyentes celulares o del substrato requeridos para el crecimiento 

neurrtico durante del desarrollo (Liesi, 1985; Carbonetto et al., 1987). Un ejemplo de esto es la 

ausencia de laminina en el SNC diferenciado de mamíferos en contraste con el periférico, el de 

vertebrados más antiguos e invertebrados, ya que es una glicoproteína que promueve tanto la 

adhesión como el crecimiento axonal (Schwab y Caroni, 1988). 
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El que el SNC de algunos vertebrados (aves y mamíferosfcorístit~ya un ambiente desfavorable 

para la regeneración neurítica puede deberse a una dislllin~dÓn ~n la expresión de factores 

neurotróficos, moléculas de adhesión y promotoras del crecimiento asLcomo a un aumento en la 

produción de factores inhibidores. 

2. 2 DESARROLLO Y REGENERACIÓN 

La forma en que las células nerviosas adquieren sus características únicas y establecen 

conexiones sinápticas precisas durante el desarrollo depende del lin~je cel~la;;, interacciones con otras 

células, señales independientes o producidas por el órgano b1a:f.e:6'(inC>iéb~1~~-de matriz extracelular y 
. ·-····.' '.," J 

factores solubles) y de su actividad eléctrica. 

Para es.tablecer conexiones sinápticas con sus blancos, las neuronas extienden neuritas que 

terminan c.en ~ohos de crecimiento. Estos exploran· el ambiente e interaccionan con varios tipos de . ·,' ', .. · .. · ... · - - . . . . . ... -;._. . 

· .. mo1é6LJ1as;~~{re.las-.q~ese encuérítran;molécula~ neuronales de adhesión celular (N-CAMs, por sus 

. sigla~,;~ri;ing1é~>?rli6·1~c~l~s'de rn~triz'extr~c~lú.lar y factores solubles. 
· .:· :' .·_,,"·. ,·., :.'..'.:;·-. ~ ·,. _.:, .,;;.!'- ;,>::~·_:¡.-ci,:~.~~t>: 1~·,:~~~.i~::J;.:.-.~;,:.~:.{}~·;:::.):::-,·;·:?~~'.;,,:~::'..J'?:::\:,;;>:.~ :(f•:;:::'.. ·'.· :·_ . 

,,>;',Las mol~culas:de':~dtiesión·c~lular;(9AMs, por sus siglas en inglés) pertenecen a la superfamilia 

.• ~~~,~~~~~\~~~~1f ¡)~~~;~É~~~~~~2.~rs::,:":~~:~~ ~:u~:u:::.d:rn~::•l~ ~;::.:~'::~~:,:;, 
·19~1 ):',· L~· rri~t~ii e~tracelular (ECM, por sus siglas en inglés) está constituida por moléculas secretadas 

•}io;;1~~-céíu1as del tejido en que se encuentre formando un substrato activo capaz de comunicarse con 

. -~él·~-,6éfu·l~s con las que interacciona. Mientras que los factores solubles actúan creando gradientes de 

co~'centración capaces de atraer o repeler a los conos de crecimiento. Los conos de crecimiento 

··interaccionan con todas estas moléculas durante su crecimiento y migración neuronal (Letourneau, 

1975), estableciendo conexiones con blancos temporales (Lander, 1989). Todas estas moléculas se 

comunican con el cono de crecimiento mediante receptores membranales. Las integrinas son los 

receptores más estudiados de las moléculas de matriz extracelular y CAMs. Estas intervienen en el ciclo 

celular induciendo arreglos del citoesqueleto, proliferación, diferenciación, migración o apoptosis en las 

células con que interactúan (Giancotti y Ruoslathi, 1999). 

Una característica'.común en el desarrollo del sistema nervioso es una superproducción neuronal 

seguida de.retracción de neuritas específicas o de muerte neuronal (Hamburger 1939, lnnocenti 1981, 

Luskin et al., 19as, O'Rourke y Fraser, 1990; Purves et al., 1990; Balice-Gordon et al., 1990). Ambos 
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fenómenos Pélrece_n esfarregufacfos por Ja.competenC::iapo·r taétorestró!icds producidos por subfanco y , .·.·. 

· 111ás adel~nte p~r ~ctividad eléctrica. Ef'f~~for'trófÍco'más ~~t~dia~~ ~i e)'cie'6r~~irnient~ neurotr~tico . ' 

(NGF) descubierto en fa .década de los 40's en fas glándulas salivales de roedores por Rita.Levi 

MÓntalcini (Levi-Montalcini, 1982), éste es requerido por neuronas sensoriales, simpáticas y afg~~~~~·. 
cofinérgicas centrales para su supervivencia y desarrollo (Menesini-Chen et al., 1978; Gundersen et al., 

19~~0);:~El.NGF es miembro de fa familia de fas neurotrofinas. La sensibilidad neuronal hacia estas 

01()(écuf~s .varía durante el desarrollo y depende de la identidad neuronal. Su efecto está mediado por 

r~~~pibres que tienen un dominio extracelular que se une a ellas un pequeño dominio transmembranal y 
} 'f_:. ..:. ~ •, .. 

uno infracelular con actividad de cinasa de tirosina. 

·• ;. 'E~perimentos de Hamburger y Levi Montalcini demostraron que la muerte neuronal en embriones 

'' d~verte6f'~~~s pu~de rnanipularse modificando el tamaño del órgano blanco (Hamburge;, 1939), si éste 

·sS re~~ce,la.·md~rtetnellronal aumenta. Así mismo encontraron que al tiempo en que comenzaban a 

' for~ar~e:·,~~·:5'i~~~~)~'.t~~·;¡~smiofibras, entre el 40-70% de las motoneuronas que habían mandado 

ax6n~~ a, 1~i·~~i~~~i~á;-~~~¡·~á'rían,·lo cual podía evitarse implantando un miembro extra (Hollyday et al., 
-.... >: .. ,:···> .,·:~~°' . :· - >~~>:.'_:('f :'./-~>:':<-:,:;:1~~+:tr;Tr:;;t:·.: :~:~~~t,;·.H~: {;:_,,,''.:'.~:---~-.;~~-~-~e-· .. 
, J9,76).·Aptirenteme~t¡:¡las':'!l()torieur()nascompitenpor algunas substancias tróficas que requieren para 

~ú ~"t~'ii~"'f ~o~~=l~~~f i~?~~~~~;!f ~{~i!i;:~ posiblemente debido a que no esrablederon 

conexiones con su blanco apropiado; por I~ ~~~ ~:~;'inuerte contribuiría a una mayor especificidad en la 

inervación. Sin embargo, otras neuronas mu~~e·~ a' pesar de haberse conectado con su blanco correcto, 

lo que sugiere que su muerte es más bien una manera de acoplar el tamaño del blanco con la entrada 

nerviosa (Hollyday et al., 1976). 

2.2.1 Conos de crecimiento 

Las puntas de los axones en crecimiento se expanden y forman conos de crecimiento. Éstos 

fueron reconocidos por primera vez por Santiago Ramón y Cajal en 1890 como la porción del axón 

responsable de la guía axonal y elongación hacia el blanco ya que poseían una alta sensibilidad 

química y fuerza mecánica (Figura 1). 

El cono de crecimiento guía al axón transduciendo claves positivas y negativas en señales que 

regulan el citoesqueleto y por lo tanto determinan el curso y destino final del crecimiento axonal. 

Continuamente extienden y retraen amplias hojas membranosas llamadas lamelipodios y otras delgadas 

y afiladas llamadas filipodios, los cuales parecen ser capaces de adherirse al substrato y jalar al cono. 
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Figura 1. Morfología de los conos de crecimiento: 

Los conos de crecimiento están constituidos por tres regiones principales: la central que es rica en microtúbulos, mitocondrias y 

una variedad de otros organelos y proyectándose de ésta los lamelipodios y los filopodios, ambos ricos en actina filamentosa. A) 

Cono de crecimiento observado por contraste de interferencia diferencial. B) Micrografía de fluorescencia mostrando la 

, distribución de actina filamentosa visualizada con rodamina conjugada con faloidina. Los filamentos de actina se alinean con los 

•: filÓpodios y las microespigas en la periferia del cono mientras que los filamentos orientados al azar están concentrados 

ge~eralmente en la región central (flecha). C) Distribución de microtúbulos visualizada con anticuerpos para tubulina. Los 

· :;,n.;i~·rofobulos se encuentran concentrados en el axón la mayoría termina en la parte central del cono de crecimiento, mientras 

. ·'q~·~algunos.(cabeza de flecha) se extienden hacia la periferia del cono de crecimiento (asteriscos). Escala 10~1m (modificado de 

·. Forscher y Smith 1988). 

.--~~~~----·~~~~""! 
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1 , .... , 

Lacap¡;ic:idad_s~risorjalAe los conos depende en gran me,didáde sús filipodios. Éstos son ricos 

en actina y por lotarito muy flexibles; en sus membranas se encUenira la máyor cantidad de receptores 
',, . - '.\ ... , . . 

para las m()l¡3,c~!a.s~:/gi.J~ sirven como claves direccionales. Cuando los reéeptores de los filipodios se 

en~uentrán éori señl:l'1es ~11 el ambiente, el cono es estimulado para avanzar, retraerse o girar según 

seá I~ se~al. M~i::l16~moto~es moleculares que involucran actina, miosina y componentes membranales 
- _:_:_-,._,_. ._.:__;_:.:_ , __ ...__.:_.!.. 

po,sibilitan",éstas~réaC:ciones. A pesar de que los motores varían de una situación a otra, siempre 

implican el movimiento de microtúbulos de la parte central hacia el extremo guía recorriendo al cono 

hada' delante y dejando atrás una nueva porción de axon. 

0 o 

Reciclado de 
monómeros de actina 

o o 

Membrana plasmática 

/ 
0 o o 

_,_ Movimiento del filamento de Actlna 

Figura 2. Modelo de la motilidad del cono de crecimiento. 

Extremo guía 

o o 0 

Los filamentos de actina son movidos hacia atrás por interacciones con moléculas de miosina ancladas a la membrana. Los 

monómeros de actina se agregan a los filamentos en el extremo guía y la despolimerización del filamento se da en la región 

central del cono de crecimiento. La extensión del extremo guía se da mediante la polimerización de la actina o por el 

movimiento de moléculas de miosina en la región del extremo guía a lo largo de los filRmentns rle actina (modificRrlo de Smith, 

1988 y Sheetz et al., 1992) . 

. Para lograr una guía axonal correcta se requiere un perfecto acople entre las capacidades 

quimiosensibles de la membrana del cono de crecimiento y motoras de microtúbulos y demás 

crihstituyentes del citoesqueleto. Esto solo puede ocurrir si la acción motriz depende del aparato 

sensorial. Los filipodios no pueden ser entidades meramente de unión, sino que deben fungir como 

receptores y transductores de señales acopladas a numerosas vías de segundos mensajeros 

(Gundersen et al., 1980; Kallen et al., 1990; Usowiks et al 1990; Lankford et al., 1990). 
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El que ciertas m()l~c_ula~;sean capaces de inhibfr o pr'Ombve'r: el crecimi~entoneurítico refleja 

I~ existencia d~ re~e~~;e~ a'Coplados al citoesqueleto como sucede ~~n l~s' ~()1éculás promotoras del 

crecimiento(~~~p~{~fal., 2001). La familia de las integrinas constituye elmayor grupo de receptores 

a gli6oproteíiiél~:cie'lá m-atriz extracelular. Estas proteínas transmembranales eslán acopladas al . .. . ' "'' -·-. ··., 

cit~esqueleto y,a 8~cJ~nas de segundos mensajeros lo cual posibilita que influyan en el crecimiento, 

''-+aa""h~~lÓh:'retrcibC:iór::;: migr~ción, proliferación y diferenciación celular. 
' ' -.-- . . _,_,_;'.';;,.:!·.'-·'-· - , 

; }Durante la guía axonal, las moléculas se unen a sus receptores en los filopodios y disparan 
. ··)-. ,1-., - ·-· ,. '.- -

' señales: por,,.nedio de segundos mensajeros en regiones específicas del cono de crecimiento (Lin y 

· ,' Fdrsdhe,.Y1;g·~;~)t' El control de la guía axonal resulta de la modulación dinámica de la actina en el cono 

· .. dei crecinlie~t~,'.;';·ro,.;,oviendo su crecimiento hacia o en contra de una señal específica. Las señales 

repul~i~~~\;~~v'6'd~~ ,,~:pérdida de F-actina en la punta del cono (Fan et al., 1993). . 
·-·· _. :··,·, ·;.'--~·,::-:·;·:~~~:-'-·,,.~-\\,'· . . --· _,·.··...... . - -

: <:,:,;,-';::"~;:.,~~;\;::, , '\ ,~, 'J (',t . .," :•; r\•>·.'- ,,-· '" 

:.vario~ ~it3~¡;;¿;;éi~iri~t~~'i1i¡;ffr>~1 el'~ pequeñas guanosinas trifosfatasas (GTPasas) desempeñan 
:_r : .. .. ·~-_::·.-- ·}: < · "\ ·:_·:-:-.-~',<;.\·:·;::.f~_-·-.i'\~i·'·/!..'i;}iX~?\".-.-~::;~,%·:, >'.'.};. __ V~:.-·-:::. !~-: __ ·_ -"· ~ 
<unpapetclave:e111a·regülációri de filamentos de actina en respuesta a señales extracelulares (Luo et 

<·: _ ··-::/,1,:~ '< ::: .:. y-~~\/t~'.;~\ ... ,:·'.~~:;\;J't·~:'.1r;:·:~~x~~:.1~·~~'F.···.'.-t'.,,., ·<( .. ·- , 

. aL; ·1997; Háll;jJ 998; ~ch.mitz'e(al.,' 2000). Los efectos de las GTPasas en la morfología y motilidad 
~'.· .. -· · :/i .:_:(··:':ir.:::.?":.: .i.;~+"'- /~?}~(:-:'.Z~}·~·~/y;'..~i;·::;;!(,fj,·_c;;/t:::1 .';'.:·:::~ . _,.· · 
.• neuronal' podrían 'estar;m·ediados, al menos parcialmente por la modulación del factor despolimerizante 

,• '·:· "'/· •.' '-'.'>; !.:: .. ·:, :• ·~:: --~·i·'.Y .. '.;~; ~·- ,·::(, ·.;,r,·::'~·.:.·~ ;,e·;~::'·~·.,~: •fJ..<f. <·' ,.;,,;.1.:,·.~·. ·,_ ·. · · 

:da·1~"aétina f;.¡'edi~da'pór/dgtii'ina (Kuhn et al., 2000). El colapso del cono de crecimiento podría resultar 
_-- .. · .. ~~!~·::·::·\,:·_ :.'i<;·:'::':?·\:_~'.·~~?!i(.'.~'.~: -;~~., . .J{~r-,-~··~·:·.!~!~i;.:';·~~~,;;· .. ;'.// ·:. 
eje .í.mádisminuci?ri'.én' la'/actillidad Cdc42 y Rac1 simultánea a un incremento en RhoA; todas ellas 

···.c3f Pa·~as'.t<3~1i6~'~.ti~1:~;~~·~é}i);E~":• .. ,,· · 

.· 'óiiJ{:6o'~~6~é'~f~if8~ncitciesqueleto que desempeñan un papel fundamental en la formación y 
--·· : . ._"' '. ~~-·::~~->~.~t.~·~~:~'~;;¿-~·~~tf>.,::~:,(;:~:- ~ .f\~~::~~:P:!:?.'/:~·:·~;.=..°~·-.'.. <. ·· ... : .- -

mantéri\miehto neu°Utico;i5on los microtúbulos. Estas estructuras están compuestas por tubulina y una , .,, n.-,. _t" • ·. .. : .. , r· '' '. ~.::' · - · · 

·va~ledad'de proteínas menores conocidas como proteínas asociadas a la tubulina (MAPs). El nivel de 

j'~~f~s·~(yil~á~a~n ·su nivel de fosforilación) parece modular la estabilidad y dinámica de los 

' '. ~¡g;()tbb~16~: Un ejemplo de esto es la retracción neurítica inducida por una excesiva fosforilación de 

¿'.: <fr~~> ~ga\le las MAPs más abundantes (Sayas et al., 1999). Se ha mostrado que las neuronas en 

' ' /:regé'n¿raciórÍ cambian sus niveles de expresión de diversas proteínas (Korneev et al., 1997; Wu et al., 

e ';2'()'6o)/i .Dos posibles blancos para la regulación negativa podrían ser la actina y tubulina, que 
·::::~? \.'.':-;·~'~" i;.:.:·~· ,' ,_<,. ' . 

;c(>ntribÜyen en gran medida a la extensión neurítica y predominan dentro de las proteínas sintetizadas 

du~~~te la tormación neurítica (Fine y Bray, 1971; Hoffman·y Lasek, 1975). 

EL calcio (Ca2+) es un segundo mensajero importante. A pesar de que la entrada de Ca2+ no es 

necesaria para el crecimiento axonal (Usowiks et al., 1990), varias líneas de investigación señalan que 
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tiene un p_a~el regülador ~n la ~Otilidádaxonal (LetoUr~~aLJ> 197s):~ Los r;;;,~1-es cfo cal~ío'e~ IÓs cónb~ 
-~ - " :; '':\ .{ y ' 

pueden alterarse por su 'interacción con·. moléculas· .. • de . adhesión celular',: da rri'atriz extracelular y por 

n~urotransn1isores; La m()tilidad del cono depende de la concentración de Ca2+ yaqUe la ~éti~~ci~~ de · 
los recepÚ>res ;cie·k>s mÍpodios, puede originar cambios en la concentraci,ón de Ca 2+ e~ ~¿~1tj'ui,~r, 
dirección, ~fe~tando asflaorganización del citoesqueleto y modulando su motilidad. La activaciónlo~a(:: 

··. clel.ftÍÍpodlo~en-~~ réldb d~I c~no puede generar un gradiente de concentración del Ca2+ y producir asf Un ·: 
cambio d~:dir~~ciió~ CNSlly, 1993 y 1994). 

L~~ filÓpcidiÓ~Ci~nsan el ambiente encontrando gran variedad de claves extracelulares, pero se 

desconb'c~'tj~~.·5~~~fesrnandan a los conos de crecimiento. Elevaciones transitorias de calcio en los 

filo~;dibs d·~ ~~í:Ji~W~~e·~~inales de Xenopus en cultivo pueden fungir como reguladores autónomos del 
". ,. :,-. -·.: ·:>. · .. ::S ... -... ;->·:,-._,~--::¿)?·,'..\{<~\~~; _ 1 ,<t~· :;· _ ?:~:.--·. . . 

movimiento de'losifilopodios, .. y como señales codificadas en frecuencia, que son integradas en el cono 
::: .. . · ;_: · _,. -<~.: ~-, 'i :'.::~:~::_~;:.>:,, :~ ·_~;?'1:·~w:~~,'.)~:-{::r\:.~-,._<:··>: .. : '<- : ... .,,.'. 

de creCimiento:~F;ormando parte· de un posible proceso de señalización común para muchas otras 
:\,· <::_ .. :."·.: "._·:·-/:_:~:;:}··.e<:· ·. -~~-~\.;~_~_:·,,.,;.)"::;,fü,;0~i~C ,·-.:",'}~;,_-·:.::··:· ;-:.<-:-- . .;· 

é:élulás 'móvile5;;.(Gómezteti\:'al:T2oo1); ··.La frecuencia de los transitorios de ca2+ es substrato 
·· .. ··>.:.: >.; ::: '·,(~.: ~·/'.:~-..:·_.~'-~,.··.'+~(_'.)'~~: .. :~~':: .. H:h?~::~ .. :1,~·;?;'.t/ ";'.·~ < ";<;;~, · :,-_,, ·-' .' '.~-.· . "_-' · ; 

dependiente::y;:pudiera;;deberse::en·: párte',:a da entrada de Ca2+ a través de canales activados por 
:: . -';:, ·, '/{. •".'·· ·-:~.::_: .·. ~->,/:/',;;;¡f~-.:·,_\::·>:~~"/'''.1~:?'.'.'·:~'i:.~'.?:;::;.~::}~'.~·."·\·~{~:~··~:/('.'; "'}':~«.;'.\·>~ --~~.: ·;··,,:;:· -· .' :,-,.,,: . . . . - . . '' 

receptores de la familia de lasjntegrinas: Estos transitorios disminuyen el crecimiento neurítico. por 

medio de una reduc~ión ~n la motilidad de los filopodio~ :,y ·~'rcirriU~J~n. giros .cuando los filopodios 
.. ;-.. ~:';. '·1,".!;·-..,·\.,; .,. .. 

estimulan diferencialmente de uno u otro lado del cono de crecimiénto. 

2.2.2 Mecanismos de crecimiento y guía axonal. 

Desde principios del siglo pasado se han desarrollado dos ideas generales acerca de la extensión 

de axones y la formación de sinapsis específicas. Una teoría propone que las neuronas se encuentran 

preespecificadas y por lo tanto solo forman conexiones sinápticas específicas. La otra propone que se 

establecen conexiones iniciales relativamente al azar y posteriormente son refinadas de acuerdo a su 

blanco, terminando con una eliminación de sinapsis incorrectas y con la muerte de neuronas con 

conexiones inapropiadas (Hamburger, 1939). Actualmente existe mucha evidencia de que el 

crecimiento axonal es selectivo (Stuermer et al., 1989; Fraser et al., 1990), a pesar de que en muchos 

casos al,inicic:i.:es;mucho mayor y el patrón del adulto se alcanza por eliminación (lnnocenti, 1981; 
o . . .·,,,, ~. '.>.·o ~ - ., ; :,_ . . , .. ' 

O'Rourke ef af.~·0199CJ)~ En la gula axonal durante el desarrollo embriológico, es el reconocimiento 
.... ,.,.,, :: .",_.·._,1,,_,.-.·-· ,.. 

mb1~cu1a1"e1iq~E;:p.redornina y la actividad eléctrica modifica los circuitos una que vez que han sido 

e~t~blecido~.r{Hbllycfa/~taL, 1976; O'Brien et al., 1987;Thompson, 1983; Balice-Gordon y Litchman, 
1990)~ .·... ' 
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Con el fin de; encontrar a SLIS. b_la_rlcoi:¡; las neuronas.se v~lén de:variós níecanisl"!lb~. El ambiente .•. 

proporciona una seriedeseñáles quírnicas al axón en crecimiento, sin embargo las opciones para éste . .. 

son limitadas; puede crecer; gir'ar o detenerse. Durante el desarrollo éstos navegan activamente hacia 
,.-_ - - o -"-·- - •• -,-- - •_;. -o. . -,--=---- -,-.,; ' 

sus blancos percibiendo señales químicas en el ambiente. El axón puede interactuar con la matriz 

extracelular (EC~). Ócin rndléculas de adhesión celular (CAMs) como la N-CAM, N-caderina y la 

"'glicoprÓteíllca ·t~ast'c6in;;·.c;~n tactbres solubles que dirijan su trayectoria. Así mismo durante su 

tr~y~6toria püed~:~~cohtr~r~e con otro axón y fascicularse con él, dependiendo de las moléculas .de 

superlici~ quf3·J~i~É> \'Jxpresen y de las moléculas de ECM entre otros factores. En vivo, categorías 
.-.,. •.",, ,_ . : - . ", _,, __ , .. _._ < -:~. -_ ,·, . . ._ 

com? inhibi~Ora o ~1"6mot61'"a;se. desvanecen ya que una molécula que produce crecimiento neurítico en 

~n<t•ip.o H~ur6h~[pq~~ri~~i~rloen et.ro o ser inerte en un tercero dependiendo de sus receptores. Aún 

~n e.I mi~rli6 'ii8o\n~vfÓ~~l.:~~¡;d~.:t~ner efectos contrarios dependiendo del estado de desarrollo 

· n~~r~~ªLi~r~.~~m():;~;f ;,'~~;;~Í:i~~,~~~~!~~~(~.~~!i~~:~~~f; ~n que s~ ~~cuentre la molécula. . 
.• Elproceso de regener~cron (en ~l'srstemanervr.~so penfenco ya que el central casr no regenera) 

· ·~:":~r~irá~~~~~~EiW[~~"~.~~i~~~fü~~f ~17k?~~::;~::~~~:~:~.:~::c::~~~.:"~.:·:::: 
.centrales adulta~'i6~·1i°b~pa~e~. de regenerar ·c~ríe~i6nes específicas en ausencia de glía o guías 

moleculares; ¡::~·a~~~~:c~so~ al hacer contacto é~n su blanco (ya sea temporal o definitivo) el axon 

deja de cr~cer y comienza a formar ramificaciones terminales para establecer sinapsis. 

Roger Sperry durante los años 40's realizó experimentos cruciales que indicaron que existían las 

claves químicas para la guía axonal, aunque se desconocía su identidad y funcionamiento. En los 

anfibios, el tectum del mesencéfalo es el principal centro visual en el cerebro y su nervio óptico tiene la 

capacidad de regenerar después de una lesión. Cuando el nervio óptico de la rana se corta y el ojo se 

gira 180º los comportamientos dependientes de las vías visuales se invierten. Si se le pres~nta a esta 

rana un mosca arriba intentará atraparla abajo y viceversa (Figura 3). Esto refleja la reconexión de los 

~.xones de la retina a sus blancos originales, a pesar de que éstos transmiten al tectum un mapa 

invertido del mundo externo, pero idéntico al formado en la retina. Sperry sugirió y probó que los axones 

de la retina habían regresado a sus blancos del tectum, concluyendo que el reconocimiento axón-blanco 

es químico y no se vale de reforzamiento funcional de conexiones formadas un tanto al azar. 

La demostración de que el reconocimiento axón-blanco era químico, sentó las bases para la 

primera evidencia de la existencia de señales inhibidoras del crecimiento neurítico. 
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Ésta surgió de los experimen_tos_eh_9ulti\/09~~Bonho~ffe~.y8Uf;{1982)''ywá1ter;et al {1987), utilizando 

explantes de la retina y tectum de la ra~a'. ~~~trando qÚ~ los a~o"ne~ de la parte posterior de la retina 

se dirigen a la anterior del t¿:c~um, corroborados posteriormente en lamembrana tectal de pez y ratón 

(Godement y Bonhoeffer, 19S9; Vielmetter y Steurmer, 1989}. 

La preferencia de-las fibras por la parte anterior refleja inhibición por parte de la región posterior ..... ~ ,:·-· .. -

(Figura 4). De éste bioensayo se aislaron moléculas inhibidoras y las llamaron señal repulsiva de la 

guía axonal(RAGS). Independientemente varios grupos de investigación identificaron un gran grupo de 
" - :...· 

receptores con''actividad de cinasa de tirosina, (actualmente llamados eph cinasas) y otra familia de 
·.-. -· ---.. ":_,;-'.e··-,;-·- :-

ligandOS d~, rfí:embrana llamados efrinas. Cuando lograron secuenciar las RAGS se dieron cuenta que 

é~t~~~a•Jr\tipo'.de etrina, AS .. Estas moléculas hacen que el cono de crecimiento cambie de dirección, 
. - ._, :-. / '"·">º. o:,¡·, ... - ·-· 

inhibiendo el crecimiento axonal en dirección hacia las células que las producen . 
• :<:, ::r ,-::;=· 

•Estudio~ ~j;6~ór~'icos-;re~e1áror('quj1a'mOlécula inhibidora más abllndante en la parte posterior del 
, . ,_._ ~' -:": -·, :.·.:::.:: ~:',.'!·'.~!-! ·, .::"<'<·ft~;:<::~~·\'-"1·:'.:)>-F"!~f :·-:.\~:~~-~t~·.,:!:?o~· . .,-.~.;~:~:"/-?-J::~'.~v:.:'.~:':> -<, -:·· ... . :_ _ ·. _ .. -· --( _ ·- :.:' ''?. <' :·." · ,·- --

tecturri· es· una ·glicóproiéína' dé ;:;33 ~~k[)a '. qu~ se , une ···a.··· la··· 1ectina PNA. Ésta desaparece 

aproximadamente en E15, coindidi~~do c~~ ef rnor'nentÓ en que la a~tividad inhibidora del tectum 

desaparece así como el establecimiento de los C:~mpo~ te;~inales de la retina en el tectum (Stahl et al., 

1990). Actualmente se sabe que los axones alcanzan blancos lejanos en una serie de pasos, tomando 

decisiones en varios momentos en su camino. 

2.2.3 Moléculas De Matriz Extracelular 

Las células de organismos multicelulares en desarrollo están rodeadas de moléculas de matriz 

extracelular (ECM}, forma~ su mayoría por diferentes colágenas, proteoglicanos y glicoproteinas. La 

ECM es el substrato en el que se lleva a cabo la morfogénesis de los tejidos en el desarrollo, brinda 

soporte y flexibilidad a los tejidos maduros y actúa como una entidad informacional que produce señales 

intracelulares vía distintos receptores de superficie celular. Por tanto las interacciones entre los 

.recep~o.fes y la ECM ejercen gran influencia en la mayoría de los programas celulares incluyendo el 

'érecimiÉmto, la diferenciación, la migración y la supervivencia (Scheetz et al., 2000). 

TESIS CON 
FALLA DE: ORIGEN 
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A. Normal B. Invertido 

Óptica 
Campo de visión Retina Tectum Campo de visión Retina Tectum 

Conecciones 

/ '\ ," ·:v-· /' 
\ J " 

V V 

Acción 

Figura 3. Los axones de la retina forman una representación topográfica de ésta en el tectum. 

A. El cristalino proyecta una imagen invertida a la retina, y posteriormente el nervio óptico transfiere la imagen, con otra 

inversión al tectum óptico. Un arreglo ordenado de axones es responsable de transferir la imagen de la retina al tectum. 

Las neuronas de la retina anterior generan axones que terminan en el tectum posterior, las neuronas en la retina posterior 

proyectan al tectum anterior, las neuronas dorsales de la retina proyectan al tectum ventral y las neuronas ventrales de la 

retina al tectum dorsal. Como resultado de esto, el animal (una rana en este caso) es capaz de generar un comportamiento 

basado en una percepción visual fina (en éste caso atrapar una mosca). 

B. Cuando el nervio óptico regenera;:posÍedo~ a una operación quirúrgica de un ojo desde su base, el comportamiento guiado 

con la vista es incorrecto. Cua~d'o i~éle .. presenta una mosca sobre su cabeza, la rana la percibe abajo y viceversa. La 

inversión del comportamie!li() r~Í·1.~j1:{el re~onocimiento de los axones de la retina a su sitio de origen; a pesar de que estas 

conexiones transfieren ahora unc;·mapa invertido del mundo en el tectum. P posterior, A anterior, D dorsal, V ventral, 
. . ··~ ~ .. ' . 

(modificado de Sanes y Jessel, 2000). 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Explante de Retina 

Posterior 

Membrana Tectal 

A 

~,~.~:~!(~:.~;i~I~~~t.E~~i¡~~~ltllfi~]l;S~f~ p 

A 

A 

'li~f'l1~~9')Z[;,"Bm:~;v.;:c;··,:',;f)~ím 

Anterior 

• vJ~11s:~·~¿;~m~-"f1$J-.).'.'.-'.'.\::..~1~~t~< .. ?::.;::~~-\~~~·~_¿~ 
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.:¡·'. --~ '.,.','.«::.::~~'.d:&;pif{[!tr:~§;~~$j!]¡¡~j·:K11: p 

Figura 4. Unión de efrinas a eph cinasas median señales inhibidoras que guían a los axones en desarrollo. 

Se extrajeron las membranas de las partes anterior y posterior del tectum óptico y se colocaron en franjas alternadas. 

Los axones de los explantes posteriores (temporales) de la retina crecen selectivamente en la membrana <interior, 

presentando la misma preferencia que muestran en vivo. En contraste, los axones de la retina anterior (nasal) crecen 

tanto en membranas anteriores como posteriores. El crecimiento preferencial de los axones en la membrana anterior 

resulta de la presencia de señales inhibidoras en la membrana posterior. A la izquierda se presenta el esquema 

simplificado de las imágenes de la derecha (modificado de Walter et al., 1987). 

Las moléculas de la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés) son secretadas localmente y 

ensambladas en una red organizada, asociada íntimamente con la superficie de las células que Ja 

producen. 

La ECM está conformada por dos tipos de macromoléculas básicas: 

a) Los glicosaminoglicanos, que son cadenas de polisacáridos que generalmente se 

encuentran ligados covalentemente a proteínas en forma de proteoglicanos. 

TESIS r.oF 
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i -., --. - •. - .. ··- ' 

.. b) ... PJot~lna.~Jibre>sa~. ·gen~rálrneinte'~n Jorll1a.d.e'.9n~~protelna~: colTlo ·la .·colágena, elastina, 

agrina,;fibronectina, lamínina; tenascina y Trombospondina '(Figura 4) .. · · 

...•...•....• ·Los· pr~t~ogli9abós ·~ef>t~n.·\,~g,n~·~e~to~>por ····cadenas de glicosaminogHcanos unidas 

C()Valehteme.kt~~~'a·~.·~n;' co/azcS,~ .prot~ic;;>e~~~~tuando el ácido hyalurónico. Estos se pueden 

/distinguí~ ~e.l~~.~licbpr~t~fn~s;p~r· 1~riciiÜral~za, ~antidad y arreglo de sus cadenas de azúcares . 

. ··'r{~!f g~1i~tf ~~~~~~~~~:.::~::;:::~::·:s~.~::;:::.~;::0"~::;,::,": 
Las;glicopróteínasiestán:;conformadas por dos o más cadenas polipeptídicas unidas por 

. · · . . ,_:::.> -._ :/'-· ·";·.:·.::'\·.: ::r~\~ .. ·::·.:~~;-:L-::;.t\::f','.l'.~~):(:.:;-~·r,.;~;r.¡>:~~; ~::::-~~:·:_ .:: ~ ... · 
púentes··disulfúró;i Rueden~1coiitener,;".de 1~60% de carbohidratos en peso, formando numerosas 
. ·.· :· ~-:::::. ·.:,:>·~ · ·1:-;/:_- :~: .:;.s:::F:»,,1.f!,f:-"l~:~_':;~-:'.'..~\~:; :5:~[:_.::-::,'.;;~·-·r,?>.;;.~:;-~c:·..-.~:~::~\, :· ,,. 

pero cortas,cadenás{famificadasfüe\.óJigosacáridos. Cada subunidad se caracteriza por una 
: ·. <·i. z:-. ·.L -::::::;t/.;;~~:t:·-.f<~;::.:,;".:;;'.,;:~~~~-"·'.!:~1x~-;~;~~~f-S·1.~fnt-{r::1\~~~;:::::}i'.::-,::?-.:.:;.:.r:·>'- . _ _ __ , ·. _ _ 

. · .. ·. combinación,de'élis~int~~·'motivos.iestructurales repetidos, algunos de los cuales son compartidos 
'p~~·:~~ria~'ín¡~~~f~·~"a~··~~t~ ~;~'pi? .:.e:, ·.· · · 

Estas moléculas son expresadas tanto por neuronas corrio por]células gliales y constituyen 
• - ' ,,. -· "' • ··fe. ~-· - ·. -' ·'~'.:;, · -,. 

receptores de glicoproteínas y factores de crecimiento modul~ndÓ sl.J actividad. Entre ellos hay 
o : • ,~· ... ·,·:,· ·' • ' 

promotores e inhibidores del crecimiento neurítico. 

Glicoproteínas de matriz extracelular 

La mayoría de las glicoproteínas interactúan con las células por medio de una familia de 

receptores conocidos como integrinas. Los receptores varían en la composición de sus 

subunidades y en su habilidad para unirse a las distintas moléculas de matriz extracelular, sin 

embargo todas las células tienen al menos una integrina y algunas expresan varios tipos. El 

dominio intracelular de las integrinas se une a componentes del citoesqueleto como la a-actina y 

talina. Las interacciones que ocurren durante al acople de la membrana a la matriz (o a otras 

células por medio de CAMs) posibilitan los arreglos del citoesqueleto requeridos para que el cono 

·de crecimiento avance. 

> Por su parte, la mayoría de las glicoproteínas son multifuncionales potencialmente. Por 

ejerriplo la laminina no solo se une a la integrina, su receptor celular, sino que también se une a 

otras moléculas de laminina, heparina, proteoglicano de sulfato heparano, colágena IV, entactina, 

glicolípidos y a otros receptores aún no identificados. Así mismo hay redundancia en la función 

que ejercen éstas moléculas sobre las células nerviosas. Un ejemplo de esto es la inhibición del 
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.. '.. ·. - - ' - : - - . :~ - . ' 

crecimient() .eri Jascélula·s. de~Scflwarín, para lo. cual deben aplicarse l1,. N-caderina e integrinas 

e~ ~onjunt~. ;~ ~ÍJe ni~~una de éstas· por separado previene el· crecimiento (Bixby et al., 1988; 

Seilheim,er'et á1· .• 1900j . 

·º . Laminillá · 
__ '._;.:,;t_c'-~~;':._,_.__'--"'"""'~' ~--'-'._'--.- - ··--,,-

,·. 

).< El grUpó de·. moléculas promotoras del crecimiento más estudiado es el de las Jamininas 
· ' : . ·-.• .· ', ,.' ... ___ ' ... _. <·, _ •e __ . • • _. - " -,· ~ o 

· ·.··.· lleterotdmérica.~/. Urío · .• de {Jos componentes principales 
·,··-····-'· ... ,:· . ... - .,•. ",;.,.•. ·,(,_,.• ' - _,." 

de Ja lámina basal de vertebrados e 

inyertebracios'.·;{La·'.íaTinin~· es considerada como un promotor de crecimiento no selectivo 

· cJ~ducl~-N~kag~~ú'a'et'~úh ~91 )j debido· a que se localiza en muchas de las vías que Jos axones 
- .. . ·-~ ,. _.- ·-- " ··. - -.. ··~. . ' -. .- { . ~ : 

siguen durall~e la f~r~ación\ifre'gefieración del sistema nervioso. Muchas de sus isoformas se 

expresan diferenci~I y)tr~n~itoriarnente durante el desarrollo, sugiriendo que podría estar 

influyendo en Ja guf~ ax~~¡{I y en '1a ;egeneración (Venstrom y Reichart, 1993). 

o Agrina 

La agrina es liberada por 'las rnotoneuronas, está localizada en Ja placa neuromuscular y 

produce Ja concentración de' receptores· de a,cetilcolina ACH en fibras musculares; de ~hí Ja 

capacidad regenerativa del músculo. La lámina• basal tiene toda la información necesaria para 

agrupar receptores a ACh. Su expresión en muchos tipos neuronales del cerebro sugiere un 

papel importante en Ja sinaptogénesis a nivel central (Reichart y Tomaselli, 1991 ). 

o Fibronectina 

Participa en la migración, proliferación y crecimiento tanto en desarrollo como en 

regeneración. Su expresión temporal y espacial es muy específica. En el SNC decrece su 

expresión cuando comienza la diferenciación. En etapas del desarrollo en que se encuentra en 

bajos niveles, se incrementa considerable y específicamente después de una lesión (Humphries 

et al., 1988). 

o Colágenas 

La gran variedad de colágenas presentes en Ja ECM desempeñan un papel estructural. 

Algunas del as cuales sirven de anclaje y otras promueven el crecimiento 1 y IV (Van der Rest y 

Garrone 1991). 

15 



o Ire>mtlOf)PO!;ldi11a .. • 

Esta glicoproteínas está constituida por 3 subunidades de 180 kDa, de la cual .se conocen 4 

tipos. Se encuentra en alto porcentaje. en tejidos con alta proliferación y. migración celular, 

nlientra~ que .-su ~~h'resión está restringida en el adulto. Es capaz de Unirse al factor de 

crecimiento transformante TGF-13 formando un complejo activo~rot~giéridola _de las proteasas 

(v~ns
0

tr~ll1 • yR~ích~rt. 1993). 

-11•-e-1100•-•·•l·ll••-. ...... / 
. ..... / •••• ··~?"-. ...--

Flbronectina • • • • •-~• ....... ' 
11••1IEJB•·••·••••11I•· '\ 

\/ 
T=n~~Jl

7
~11•1~,}-IHH••IRl-O 

• Dom'"'º "'~octioo ""' m . .. . 
a Dominio tipo EGF 
o a Hélices 

Figura 5. Moléculas de Matriz Extracelular 

Representación e_squemática de la estructura de glicoprotelnas de matriz extracelular. Tanto la fibronectina como la 

tenascina contienen múltiples dominios de fibronectina tipolll, la laminina, tenascina y trombospondina contienen 

multiples dominios tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) ricos en cistelna. Las líneas punteadas muestran las 

posiciones de puentes disulfuro entre sus subunidades y las flechas indican sitios de unión celular (modificado de 

Lander, 1989). 
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o Tenascina 

En contraste con muchas otras glicoproteínas, Ja familia de tenascinas (TN) tiene patrones 

de. expresión en el embrión altamente restringidos y dinámicos, particularmente en el desarrollo 

del sistema nervioso, óseo y vascular. Estas moléculas se vuelven expresar en el adulto en 

procesos como cicatrización, regeneración nerviosa y en estados patológicos incluyendo 

enfermedades vasculares, tumores y metástasis. 

Las tenascinas, entre otras moléculas de la ECM presentan funciones celulares contrarias 

dependiendo de su presentación (soluble o como substrato) y de si se unen m_on,ómeros iguales o 

distintos, de Ja combinación con otras moléculas presentes, del tipo celÜJar. /del estado de 

diferenciación del tejido blanco. Su expresión está regulada por una . variea~d{de\factores de 
:-·.,-<:·.-·:' . -.-- "-i:..:/·.:~;;:- ... ~::1 ... \'.',;\,>~_'..;,.-

crecimientó/ citosinas, péptidos vasoactivos, moléculas de matriz: extracelular y factores 

bioquímicos{.:} , . , .· .. ·. •• ;<:é\~~~~1;:T';~> 
·. ·. : : /Lci reªÜla-Jión'clé,Ja'~)(pr~slón genética de Ja tenascina a travé¿ dél "e~pál~é.alternativo", da 

c~m6 re~uit~·aJ'·~úe~;:i~i-~a~i~ntes polipeptídicas que presentan diferentes.co~'b'iria6i6n~s de.1os 
~ ·;:-'-.-· ··-'/ .• ~-.')~~·::,;\·)¡7:-:t:::}i~'.~~-;--t~~,1:~;1 "(.;;J:~~~<>?:-:A::·<:"r:~-~· ···,'·,,-.:. "':· _ - -... _:- - :··.> .. --_:·: .. ·-
do_mrnros de las prot_efnas funcionales. 

«l.a\te~~~'6i~a~C cfN-C) fue la primera glicoproteína de esta familia en descubrirse (Chiquet 

~r.;ú:, 1989) y po~ tanto sobre Ja que se han hecho más estudios funcionales y de regulación. 

·· Ti~ne sÚbunidades de 190 y 300 kDa, formadas por diferentes dominios. 

Las tenascinas presentan actividades adhesivas y contradhesivas que coexisten en Ja 

molécula nativa. Se unen con alta afinidad a varias proteínas y carbohidratos. Durante el 

desarrollo neural éstas tienen la capacidad de modular Ja unión helero y homofílica entre familias 

de N-CAMs. Existen trabajos que apoyan que Ja tenascina promueve el crecimiento y otros 

proponen que impide la adhesión con el citoesqueleto de actlna, induce el redondeo celular y por 

Jo tanto puede considerarse como contra adhesiva (Spring et al., 1989; Murphy-Ullrich, et al., 

1991; Prieto el al., 1992; Chung et al., 1996; Chung y Erickson, 1997; Fisher et al., 1997). Esto no 

debe tomarse como algo contradictorio con su efecto promotor del crecimiento per se ya que 

tanto éste como Ja división celular requieren desprendimiento y adhesión diferencial de las células 

a la matriz extracelular. Sin embargo varios estudios muestran claramente que la tenascina C 

· inliibe Ja proliferación celular por medio de su efecto en el pH intracelular y del redondeo celular 

· ((jrossin, 1991; Krusehel et al., 1994). Así mismo la TN J1 Uanusina) que aparece en 4 formas 

distintas en el desarrollo se ha identificado por su efecto inhibidor. En etapas tempranas del 
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. desarrollo embrionario aparecen 220 y 200Kday en las tardías .180 y 160KDa (Kruse et al., 1984; 

Pesheva y Probstmeier, 2000). 

2:2.4 Factores solubles 

Los factores solubles son moléculas capaces intervenir en la supervivencia, crecimiento o 

inhibición y dirección del axón generalmente por medio de gradientes de concentración mediante 

los cuales actúan sobre los conos de crecimiento. Para que estos gradientes sean exitosos en un 

medio .donde la concentración basal varía en varios órdenes de magnitud, los conos de 

crecimiento son capaces de desensibilizarse y resensibilizarse consecutivamente. Este 

comportamiento adaptativo posibilita al cono de crecimiento a re-~justar su sensibilidad a un 

amplio intervalo de concentración de éstos factores guía, lo cual es esencial para la quimiotaxis a 

lárgÓalc~nce (Guo-li Ming et al., 2000). 

·· :•La~ iíéurófrC>finas son factores solubles, que promueven la supervivencia neuronal, así como 

.. rl1ó1tipl~s ~spe'&'ió~ d~Pdesarrollo del sistema nervioso envertebrados, incluyendo diferenciación 

'~~~~~~~i.'., Ó~~~i~i~~;8'~~~xon~I e innervación deÍ órga~o' .blanc~ (Kristein y Farinas, 2002). Así 

mI~ni'.o ~e lla.vl~to·que participa en la regula~iÓn· de: ra'liberación cuántica en el sistema nervioso 

· ...•. c~ritr~I_ y~'J-e·riférico, modulando micodomiri'i~~:~d~ Cca2.;.-:~n zonas activas, son capaces de cambiar 
!. '·".''·' > ::.:'·,: ... 
d.~1 modó lento de endocitosis al rápido ("kiss and run") durante la transmisión sináptica de alta 

; frecu~ncia, permitiendo una transferencia de información más confiable (Tyler, et al., 2002). Los 
;_- --· .. --; 

descubrimientos de Rita Levi Montalcini y Victor Hamburger sobre la regulación de la muerte 

· neuronal por el tamaño del órgano blanco produjo la hipóteis del factor neurotrófico. El factor de 

crecimiento neurotrófico (NGF) fue el primero en descubrirse, constituyendo la primer evidencia de 

ésta hipóteis (Kandel et al., 2000). Las neurotrofinas más estudiadas han sido aisladas de 

mamíferos y son: NGF, BDNF (factor neurotrófico derivado del cerebro), NT-3 (Neurotrofina 3), 

NT-4/5 (Neurotrofina-4/5). 

Frecuentemente, las moléculas secretadas para la quimiotaxis provienen del blanco, sin 

> embárgo no siempre son secretadas por éste, como en el caso de los músculos de las 

extremidades del pollo (Landemesser et al., 1980) donde la extensión de los axones, la formación 

·del plexo y nervios musculares ocurren antes de que se desarrolle el músculo. En casos como 

este, la vía se va formando con blancos intermedios, como células poste, que son generalmente 

neuronas inmaduras. Esto se ha demostrado tanto en invertebrados como en vertebrados, 
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removiendo las células poste:don irradiaciones mediante un láser antesde qu~ se establezca el 

contact~. Co;~llÓ~I ~~ri,IJio ~~dir~6ción no se lleva a cabo (Kwada, 1986). . 

La. búsqueda>·' ~lrect¡=(iLde quimioatrayentes condujo al aislamiento de las netrinas, 
~;:<-:--.:.c .. -- .. -,:._---·:·-:~-:.Y: ,--/t~_".!.;·.;;~-~/'.:'."'::,'·:·•::?;:_-c.·-.:-»: ;: ' 

glicoproteí,nas.cori~actividad trópica que son secretadas por diversas células durante el desarrollo, 

regener8.cióny ¿;n ~lg·~:nÓ~·casos a lo largo de la vida del animal. 

~-' "r; .Erf-verteb~aci6s"~~e"é6r{()cen dos genes que codifican para netrinas, estas proteínas actúan 

· ~n ~o~,g~upos·d~·.·r~d~~t~~;e~; ambos inmunoglobulinas. Las netrinas son moléculas bifuncionales 

a'tray~ntes;;o'r~p~r~f~cis'(f;igura 6), dependiendo del receptor celular así como solubles y de 

'me~br~'na. s~·~at:E;'q'u~ estas proteínas se encuentran altamente conservadas filogenéticamente 
·-· • ,- . -- .! . .. ,.,. ' 

J\CtÚalmen,te 'se/c~noce otro grupo de moléculas inhibidoras conocidas como 

semaforinas. E~tas p'ro~~Óan~·c¡8~.el c~no' 69,colapse y deje de crecer en dirección al gradiente de 

concentra~ión ~a~~···~~·,:i;~~°i~~;~'·:"~¿c~rl6'~~· ot~a.· Las. distintas semaforinas afectan selectivamente 
_:'. , · .. · ::,-. ,_ :' _: \'_ ·,ó<-':>.\~:/::·.· <~.rt/:'.X; t+(~;~.:0:.~~~}º .. 1~;-~~;'::~;:~;t:~s): 1t~:,_:;x::::::0;.·~ ·.'.z:~/. ~ "-: ::-· ··--·:··;-~': --.: -- · 

a distintós tipos.heurónales, muchaifde las cüales allgual que las efrinas se han encontrado en 

tejicJ6s cJistint6~~·él{~~iZli6~k··. Estas· mo1é6~1as k~·tÚ~n· s6bre dos tipos de receptores, las plexinas 
" ·.~/. •,: ;.;:-· ··,.>,,,( ,,-<,,\~:~~;_.:··;.:}:i[,l,:\,;;:··,;:o·;';.,::Y~"J '::' ~'> '• ·. '- ·, ·~ '':• • '.'·'~/':• '\~-~f,'.::< +.:.~,;e,,,-,:,.'. 

y las neurofilinas que pertenecen a las inmunoglobulinas. Algunas semaforinas se unen a la 

membrana y actúan a corto alcance, pero otras {las que son secretadas) pueden servir como 

quimiorepulsivas. El efecto de estas proteínas, ya sea en forma soluble o como substrato 

depende en gran medida del receptor celular. Así mismo alteraciones en la concentración de 

mensajeros cíclicos pueden interconvertir respuestas atrayentes en repulsivas. 

2.2.5 Neurotransmisores y actividad eléctrica 

Estudios en cultivos celulares han mostrado que los conos de crecimiento se retraen al 

entrar en contacto con ciertos neurotransmisores. En neuronas del caracol, la serotonina y 

dopamina causan retracción neurítica {Haydon et al., 1984 y 1987; Me Cobb et al., 1988). Efectos 

similares ocurren erí conos de crecimiento de dendritas de neuronas piramidales del hipocampo 

de ratas expuestas a glutamato, mientras que los conos de los axones no se afectan (Mattson et 

aL, 1988); Asrrl,ismo la estimulación de los receptores embrionarios a la dopamina D1 impide la 
. . , ·.· - .. . ·, ·. ~, - , ~ r . 

lllovilidad c:Íel fiHpoclio y la extensión neurítica en neuronas de la retina de pollo (Lankford et al., 

1988). 

19 



A. Conservación evolutiva de la expresión y funClón de lós receptores a netrina 

Gusano 

unc-40 

unc-6 
+ 

unc-5 

Mosca Vertebrados 

Netrina A 

DCC 
+ 

unc-5h 

B. La activación de la PKA modifica la respuesta del cono de crecimiento a las netrinás 

PKA activa 

Figura 6. Moléculas que dirigen el cruce de axones centrales en la línea media están altamente conservados 

filogenéticamente. 

A. En tres phyla estudiados factores específicos son secretados por células de la línea media e interactúan con los axones que 

crecen dorsal y ventralmente. El factor (unc-6) y sus receptores (unc-5 y unc-40) fueron descubiertos en gusanos. El receptor 

unc-5 desempeña un papel predominante en los axones que crecen lejos de la línea media, por el contrario el receptor unc-40 

es responsable del crecimiento hacia la línea media. Los factores homólogos de la línea media (netrinas) y sus receptores 

("feazzled" o DCC en los axones dorsales y unc·5h en los axones ventrales) se ha nencontrado en moscas y vertebrados. Los 

componentes clave de la maquinaria responsable de la guía axonal en circunferencia se encuentra filogenéticamente 

conservada, a pesar de que la arquitectura del sistema nervioso varia drásticamente entre los phyla. B. El estado de activación 

de la proteína cinasa A (PKA) en los conos de crecimiento puede alterar la respuesta a un gradiente e netrinas. Bajo 

condiciones de actividad de la PKA, como por la presencia de altas concentraciones de AMPc , los conos de crecimiento son 

atraídos; mientras que bajo condiciones donde la PKA está inactiva, los conos son repelidos (modificado de Ming et al., 1997). 
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En cultivos de células disociadas de ~la .retina de rata se ha encontrado acetilcolina ACh, 
- - - - - .. - - - - - ---- -

aparentement~ de. origen endógeno, prove~ienie probablemente de las células amacrinas (Lipton, 

198~) .. ·.Si se bloquean farmacológicamente los receptores nicotínicos se induce el crecimiento y la re

elongación de las células ganglionares de la retina, lo que sugiere que niveles tónicos de ACh presentes 

en el medio de cultivo inhiben el crecimiento (Lipton, 1988). El efecto inhibidor producido por 

' l"leurotransní'iso
0

res excitadores puede contrarrestarse si se aplican neurotransmisores hiperpolarizantes; 

ACh para íleuronas de caracol y GABA para neuronas piramidales de la rata (Me Cobb, 1988; Mattson 

YKater, .1989).· 

'Por ;frol~do la actividad eléctrica también es una señal para detener el crecimiento del cono en 

algúrio~'tipb~·,·~~uronales (Cohan, 1990; Nelly, 1995). Si se estimula la sinapsis, se incrementa la 

. elln1iiia~k~ri'.ci'eí.1t,ib';~~·;.en' e,I músculo (O'Brien et al., 1978). Mientras que si se elimina la actividad 

eÍéciric~~:afi~dl~~ci'ci''.(t~rtcldotoxina (TTX) disminuye la eliminación sináptica. Esto también ocurre en el 

sist~Ma'fi9:¡$¡J~b~~~~ffél1'('T~~mpson, 19S3), .·.el establecimiento de la dominancia ocular es un claro 
·e,;.;. .,. ···~· 

ejemplo de esto> En un principio ló~ axo,rie's .del núcleo geniculado lateral se sobreponen mucho en la 

c·~ga 4 ~e Í~ c~i1eza y posteriorllleni~ ~~ ¿~l~mnas separadas para el ojo izquierdo y derecho. En este 

caso el patrón de aétividad en las terminales tiene un papel decisivo en el resultado de la competencia. 

2.3 LA SANGUIJUELA EN ESTUDIOS DE REGENERACIÓN NEURÍTICA 

El sistema nervioso central de la sanguijuela ha sido de gran utilidad para estudiar las bases 

celulares de la regeneración. Las sanguijuelas son animales segmentados que pertenecen al Phyllum 

Anel/ida. Su sistema nervioso central SNC está constituido por una cadena de 21 ganglios 

segmentales, un crebroide y uno caudal que corren ventralmente a lo largo del animal. Tanto el 

ganglio cerebroide como el caudal están formados por la fusión de varios ganglios segmentales; 

'mientras que los otros 21 son iguales entre sí, con excepción de los que inervan al corazón y órganos 

sexuales (5 y 6). Todos ellos están unidos por medio de 2 nervios conectivos, formados por el conjunto 
--\ .··; ,,. '\ - . 

· de\;axones de las neuronas contenidas en los ganglios y envueltas por una vaina de glía y tejido 

~C>~e~ti~C,. (Figura 7). Cada segmento del animal está inervado por un ganglio a través tractos 

n~~i~~osque emergen por 2 raíces a cada lado de éste. 
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Tabla 1. MOLÉCULAS INHIBIDORAS DEL CRECIMIENTO NEURÍTICO 
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,','_! 

Cada ganglio segm~n@en laespecie Hirudo medicinatis'estáconstituido·en 1a'periferia p~r400 
somas neuronales aproxim~damente recubiertos por una glía gig'~nte ·y ~u árboles dendríticos 

formando el neuropiloe~ e,f, interior (Figura 8) a excepción de 16sganglios 5 y 6 que contienen 

alrededor de 700 .. Todo esfo está contenido por la cápsula de matriz· extracelular que se continúa 
• ' 1 -

hacia los conectivoSy raíces. Muchas de éstas neuronas están identificadas además de por. su 

localización,.por•su~"6rt~logfa, electrofisiología, neurotransmisores, conexiones sinápticas y algunas 

de ellas porsufu~~ió'ri/ 
El sist~'m~·~Ei~io~o central de la sanguijuela Hirudo medicina/is conserva la capacidad de 

'·i"-:·;. .::: .. ··~-·;y· .. -;-

regeneráCi6n"·anatÓmica y funcional durante toda la vida del individuo. Es posible identificar sus 
.. -: . :".- ~: -~: ~'J :·; ::::.~-~:;. ;· .. i··¡!;.~'¡>:;Y;-~.' :'. -·~· .'., ·:.~ : :. :. -~ 

grand~s·ne~l"On'as'··.m~rfol~gica y fisiológicamente .. En cultivo las neuronas adultas conservan las 

pr~piedáde;·~1'é6i'd6~~htr~•¡,5rfii's6res y receptores que poseen en vivo (Nicholls 1987), posibilitando el 
·, ·:··:-~: ;',.)~ ·>_ ... ).;•;';\: -:;•,?:.:;:r.~~~;·;/ó<~:'.'-J)·;~'.;~·;:~\F?t/-~~;;J:ft~·:·:'·:-~ ::;:) :, ·~ ·:-: . .--;;:.: •:•:¡::.~-:~::,;>:·'[ .-.:,;:'.~,:::•:\t~'.:; ',·r, .. : <' , ,;• 

estudio de.la,regenerac1on neunt1ca ;a nivel celular1pasoa paso. 
-: ·~- : , ·' ~;-': -,:, .·:/ "), ·~·"~::-·:'.:~\:;{~: ·~~ .. ~:~·;F~- ~.~t:'.:'t'.1~;;~·: ___ ~,1.±:2~;, ~: •. }fü:~;~~;·:\~?:<./;J ,-;~'.C.:'\~:)·fF~~~W·::./:~;~~:";+t·~-,,,>.-.. ·-T: __ -: :_;.':-': :·- ';:; . .- ·: :; . · '. · ::: -- .: · · 

. 'Despu~s ··de u~a;lesi~nt~.nac,sanguijuela .•no•· e~· capaz d~···nadar. ni de~plazarse adecuadamente, 

·• sin .. ~·~.~.~r.~g·:'~R·~"if R5:tf:;*1~~·¡i~},;~~i~~~~~'.·:~tJ;.•~~~~g,;f,~;~}:r~;g~fü~í,~iLi~~;nt's~·°:•·····~o reparado la lesión 
anatómicam·ente; ; lo'f?cual;,;,~eflejatun\\faftoc grado'lde·G'pfasticidad ~o,funci.onal .• ··en estos animales. 

::.,·!·· · ·~- :·_.r~ _:.r · _·:»:.'. :: -t\- !·:-<:~6'.;:~~·~:;-;~f~:.'._.JJ~?":·:~~·r;~;;~. ~:~:.\~\: ~~,~-:e.::-::~];/.:<-:~;l,:·;:,i·"·~f}~:~t:~,r:. \;{~:\~~~~:·:, :,:-:'.:;:,~¡ ,~fi?::< ~::· /::/-.\~:::1lt:>':.~/ ~\:y-.::_·,,:~:;~;·,;:~:\:·~~":·;~">'.:'· ,:. -.._. · 
Experimentos •: pio11eros /;·en·1¡¡ la•;<sangwjuela, ;''probaron_\ que :;;'es:::: un"' bu.en'., sistema para estudiar la 

:~ .... -, : · .. :i<. :r ·~:·'· .;>~:\ 3-;"':r::,., ~f~;;.;·;,:, .. :t~~~::)-:·_·-~:~~¡~~.;~~~~t·~:~i~}·~;':\1:'-':!·X~;'°:·'t2,.-:'~t:'";:,'.;,-\.::;;.:;;{>'~-~-~!.:/\;!,~')0,:~1·:;:~~:-"ú·:i; _:~:":~~\\':(~'~\-:-~.::/\{': :'~,-;-: .. '·::/.:: '1\ · :--:: .'..' • 

regl:!neración':-.Siete:semanasdespuésde;cortarel cone.ctivou och~ d)as.después de comprimirlo, el 

si{i~ d~I~~iÓ~ ~~.~·ráctic~mente imposible ded~t~~~~r(B~ylory Nichoifs, 1971; Wallace, 1977). Esta 
.... . --.- ·,·,,,. ,. '·'-·,'"-' ;e , .. , ' .. _ 

. r~generación no es solo anatómica sino que las néuronas se reconectan con precisión (Müller, 1979). 

P~rél'qJe ~sto suceda se requiere, entre otros factores que las neuronas recuperen su capacidad de 

crecimiento dirigido y sinaptogénesis; aunado a la presencia de una combinación adecuada de 

moléculas de matriz extracelular promotoras o inhibidoras para producir el patrón de inervación 

específico de cada tipo neuronal. 

2.3.1 Regeneración en cultivo 

Substratos que contienen laminina o tenascina incrementan la tasa de crecimiento en neuronas 

de sanguijuela e influencian su patrón de ramificación y la distribución de sus canales de Ca2
+. 

Diferentes neuronas responden a moléculas de MEC de manera individual y así con pocas moléculas 

se pueden obtener varios efectos (Masuda-Nakagawa et al., 1991; Fawcett, 1964). Posterior a la 

extracción del paquete neuronal, las cápsulas son un buen substrato para la adhesión y crecimiento 

neurítico; en el que las neuronas despliegan patrones de crecimiento característicos. 
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Figura 7. Sistema Nervioso Central de la Sanguijuela. 

-,..___ 
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A. En la parte superior, una vista dorsal de la sanguijuela. En Ja inferior, una vista ventral mostrando elsistema nervioso 

central de la sanguijuela esta formado por una cadena de 21 ganglios segmenta les, u~ cerebroid~-~ ~tro caud_al, l~s dos 

últimos constituidos por la fusión de varios segmentales. El segmento metamérico está formado por.5 aniffo~: B~ . 

Corte transversal de una sanguijuela mostrando el sistema nervioso central forru"acio por ganglio~ uriid~~;'~ntfe.sl p~r 
Jos nervios conectivos y se encuentra recubierto por el seno ventral. Cada ganglio de la cadenas~ encargád~ i~ervar 
un segmento metmnérico del animal por medio de ralees (Nicholls et al., 2001 ). 
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Éstos son más sernejantes.a16sélé1 artiITtá(y~~ómpÍetá'rn~~tedi~tintos·a'1o~·c¡1J0·1~;n,a11 en otros··. 
-- " .-. - - - i-;. -~- ---· - ---- - • • • ",'. ·, - . ' - -- ,-, ~ - .. - ·'• . '• -

substratos; ya sean extractos. de glicóprotefrías endógerlas óisubstrátos exógenos comá. plástico o 

lactinas vegetales·;, Por}esto puede~ s~'.r utÚizados·.para dis~inguir?éliv~rsos .. tipos neuronales de 

sanguiju~Ja (F~rná~ci~:Z d~ Mi~ueJ,··~ 997)~ :.L6s ~~t;6~~~¡ d~ crebi~ie%.to<en ellas están dados por Ja 

interacción entre J~ compl~jacomp()sición proteica (Figura 9) y los diversos receptores neuronales . 

. . .'Conectivos 

p 

.- ~,. 

250 pm 

·"' \ · Raíces \ ;;>-7 .. 
\ ; 

Figura 8. Ganglio Segmentar de la Sanguijuela. 
Esta es una vista ventral de un ganglio de la sanguijuela con sus conectivos y raíces. La A señala la parte anterior y la P la 

posterior del animal. Las neuronas más grandes son las Retzius (Rz), posteriormente las Pagoda Anterior (AP) y las más 

posteriores son las Erectoras del Anillo (AE). Así mismo se observan neuronas mecanosensoriales que responden a tacto 

(T), de presión (P) y a estímulos nociceptivos (N), (modificado de Nicholls y Baylor 1968) . 

...---~~,~-------..,, 

Tl,t'I\! r íl ir . ~LI .tf ,..e ,l.v 
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Las neur()n~~sf\P 'adÚlta~ de sangÜijlJela~·LcºltivadaS .en matriz exiracelular d~l~interiorde la 

cápsula del ganglio presentan un patrón de·.crecimiento bipolar muy estereotipadq,·sirni'ar al del día 

9 de su desarrollo embrionario (Gao y. Macagno, 1987). Este patrón consiste en ne~'rit~sprlmarias 
_, . - ----------·- - • · .. ···-:·e·:•--•- .. · ' 

creciendo en 'direcciones opuestas, permitiendo una cuantificación precisa y evaluar s';Js hambios al 

modificar v'a.ri~bles. Al realizar estudios de perturbación en la cara interna d~ la 6apsula utilizando 
' ,. ' ,' .. '. ·. '.·' •' • . o~-=r=-·-~~-_,-_,_-~-·'-~·-"'-- --~-

PNAa aiterenfesdosis se incrementa-la longitud neurítica total, el número denÚeritas primarias y se 

pie~de ·el p~tión bipolar en forma· dosis dependiente (De-Miguel et al., 2002). En otros substratos 

éomo son la Con A, el .exterior de la cápsula o extractos de laminina, éste mismo tipo neuronal 

presenta un crecimiento mucho mayor tanto en longitud como en área ocupada. 

A #' .f3 ~ ~ B e 
(j () (j () PNA GNA 

900- ... *. ""?! "' .,.,.'.)- -= 
400- +- -J :;:,•· .. ~ 

,. ..,._ 1----. - -.. ... 400- j .-- 400- .. 
220- ... ~ e ~ ... ~ ...... "" ..... ~1 

ka ¡¡ r;::::; ... 220- - - 220-
150- ~ - - ·~ ~ 68-¡ ~ - ...... ---150- 150-- ... ..., ......... .. """" ~ • ..._ 

68- -29-
,<· . :~ ... 68-. 

' 
, 

' I ·DTT •OTT ·DTT •OTT 
·DTT +DTT 

Figura 9. Composición glicoprotéica de cápsulas ganglionares y su reconocimiento mediante lectinas 

A. Perfil electroforético de homogenados del sistema nervioso central y de cápsulas ganglionares, antes 

(-DTT) y después (+DTT) de su reducción con ditioetiol (DTT). El asterisco señala bandas de 900kDa, 

correspondientes a la laminina de sanguijuela. Las cabezas de flecha señalan bandas de 220, 340 y 160- 180 kDa, 

presumiblemente subunidades de laminina. B. El patrón de reconocimiento de la lectina PNA sobre transferencias en 

nitrocelulosa no se modificó después de reducción con DTT, sin embargo las bandas de 340 y 180 kDa se 

incrementaron. C. Por el contrario el patrón de reconocimiento de la lactina GNA si se modifica después de la 

reducción (tomada de De-Miguel et al., 2002). 
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2.3.1 Moléculas de matriz Extracelular en Sanguijuela 

Tanto las moléculas de matriz extracelular como los factores solubles involucrados en procesos 

de formación y regeneración del sistema nervioso están muy conservadas filogenéticamente, por lo 

que los hallazgos en este tema representan posibles mecanismos de acción generales. 

Molécula.s de la matriz extracelular extraídas del sistema nervioso central de la sanguijuela 

indúcen Urícext~líso crecimiento de neuronas identificadas del mismo animal en cultivo. Entre ellas se 

han identificado espec,íficamente tres tipos; la laminina, la tenascina y la colágena tipo IV. Subgrupos 

. de, 'glicoprbtefnas~:dej.)la cápsula ganglionar han sido identificados de acuerdo a su patrón de 

•·. ~lic~·~il~ctón')'~~rri;~·clib'cie su unión a dos lactinas distintas . 

••• ~;;:·L:~.1.~~u1aTG't-J,A.:C:·(Galanthus Nivalis Agglutinin) que se une a manosa terminal unida a manosa 

r~cC>~o·c~· Í~m¡'~fn¡;;,.goo kDa (Figura 9 C). Mientras que la lectina PNA que reconoce galactosa 

t~rrhir1~1UniB~~~'p(1~3) galactosamina, se une a~4; glicoprotefnas (o posibles subunidades) con un 

·· ~é.'rt. i{~1·~~[~btÓFiti~b muy similar antes y despué~':'8e:ia ~educción con ditioetiol DTT; 160,180, 220 y 
'""' . ' ... '• .. ,• . . ' ' 

~~o}ó~'.{~igura 9 B). A pesar de que ningJnade éstas bandas corresponde con alguna proteína 

id~ritíticiad~ del sistema nervioso central dé sarigJijuela, se sabe que éstas inhiben el crecimiento 

neurítico. Debido a I~ semejanza entre• algunbs p~sos moleculares de las bandas reconocidas por 

estas dos lectinas podríamos, pensar que hay un cierto traslape, sin embargo el PNA no reconoce 

ninguna banda transferida del extracto de laminina (De-Miguel et al., 2002). 

Moléculas que unen PNA 

A pesar de que se desconoce la identidad de las glicoproteínas del sistema nerviosos central de 

la sanguijuela que une PNA, se sabe que son 4 polipéptidos que inhiben el crecimiento neurítico de las 

neuronas Pagoda Anterior en cultivo. (De-Miguel, 2000). 

La minina 

La laminina de sanguijuela purificada tiene forma de cruz, similar a la de vertebrados, pero a 

pesar de su similitud no tiene actividad cruzada con anticuerpos de vertebrados. Esto puede deberse 

a diferencias en el sitio de reconocimiento. Tiene un peso molecular de 1000 kDa con subunidades 

de 340, 220, 180 y 160kDa, las cuales son reconocidas por la lectina GNA posteriormente al 

tratamiento con DTT, concordando con lo descrito por Chiquet et al 1998. Como substrato, tanto la 

laminina como la tenascina inducen crecimiento extenso y rápido en neuronas de Retzius (Rz) y 
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¡:'f;1g~,d~ j'.\nteri()rt~~)~,t)l1:·9,ul!~voJ~~sQda~Nakagawa; et al .1991 , Masuda~Nakagaw~; ~t al .1992, De-

Miguel F; et al 1997 y'2000). ·. · 

Ésta es .Produéida, tr~~sit~riamente durante el desarrÓUo',;e~bri~nario • por células gliales y 

~uscúlares del ~ist~~~ rik~ioso. central a partir de E8 hast~ E~ 2.~~e~~~f~éiendo en E15. En el adulto 

se encuentra únic~;mente:én('.elexterior tanto de los conectivos:yr'ó~mo de la cápsula ganglionar, en la 

. sup~rfiÓie. bas~iÜ~ ~Í~-~·W¡~;:,~rana endotelial y ~n dé1.J(;;;{'~ji;Í~~. Después de una lesión, su 

concentración aum';riiae:~;.'~j;~¡~io específico, en el inté;icir''cie: la cápsula y conectivos (Coggeshall y 

Fawcett, 1964; Lu~bk'~:~t~Cl\~ 99s); . ..·.·.··,· 'J, < . 

En casó ·Cie:~~,,,~.:l~~Ióri~e~ el sistema. nervioso :~~ntral la laminina se distribuye en los sitios 
_ -.\- : '~ .. --~ , :· ··':'.'··:}\,e;;·~· . :--~--1 _· , '.,:· -~~- ._· · .;. -~ ·- -,,,. · . ' -· .. '. , ·':- '_ .·· -~: _· ·-::'_,.·-_· .· : . : , .' ·.: -.· :· · '.: '. 

lesionados,< in¿~~~~n't'¿tS'ú''cifJ~'sidad hast~ por:Lln ·~~·5 y'~e mantiene ahí al menos por dos meses, que 
-.. : -: .. _, )'·><-:~:~··.-·:y .. '·;:;;.~-,~~::· -')~:(~:, -~i:.)::·_:::·::.·.{ ·: .r.): --: :::.:_-__ : .!<) ::>.::::::/-':·.r:j;¿,-~_ .. ·.·-',fi::':;~· ·~~-,-..~ .r ¡' 

es el mayor.tiempo\monitore~d?;,~.pesar d:;que,Uas· fibras regeneran y establecen sinapsis en tres 

. semanas_' :: [)§i.·'~{;.~E~~g~~c~~·,".~.~'.f;~fJ~~!~~;f1~~.rnfn~~tivos aparece la laminina en su interior, 
co.rrelétci()na~dó-óón ,la'a1farición •. dérnic'roglí~-·er1',,é1···sitio,de la lesión. Mediante microscopía electrónica 

se:rn~.str?.q~e·1a •. 1~.~inir~::~~,~~·~~~1~D~"·~~~~:¡~~it1.~~c~:n~s de crecimiento (Masuda-Nakagawa et al., 
1990); A pesar del incrernento 'en la·cant1dad·de laminina no se sabe por cuanto tiempo las neuritas 

sigu~n ~iendo sensi.bles ~·~ui:.·'E:n·:g·¡;g5:;~¡~~~¡6e'1~ia~e~ como las células ganglionares de la retina de 

· vertebrados, la sensibilida~ ~'1'~: l~~jg¡~~"~~:¿i~~de rápidamente (Cohen et al., 1986). 

Durante el desárrollo y la regenerac1on el cono de crecimiento interactúa con el medio, 

percibiendo señales y reaccionando de manera específica para dirigir al axón hasta sus blancos. Las 

señales provienen d.e moleculas de matriz extracelular, factores solubles, contacto con otras células, 

neurotransmisores y actividad eléctrica. El comportamiento de la neurona dependerá de la interacción 

desüs ré~ep!or~s éon l~s señales ambientales. Estas pueden ser promotoras, inhibidoras, atrayentes 

o repuÍsivas'.y provocar que el cono de crecimiento continúe creciendo, se ramifique, se colapse o 
' .• _. .. ,.• .. , .. ( -'. ·,~ t· ...•.. 

· · ca~~iá~~A!r~.csion. 
> · :.:]. LifiniJi~ci~ión con las moléculas de matriz extracelular es uno de los primeros pasos en la 

· -,:__ º:·'.::{i::<">~·.:,. .~'.:(..:::·:-::~r~>~<:<~·~_.-,. 
:¡; \forrnación'.del sistema nervioso y es indispensable para la formación de conexiones. En éste trabajo se 
:: :~: .. : .. -\';:::_. :::t\''j: .. ·'.<:;-~~- :·t;.-~!··:. ~/·:')·-__ , ;:.' 
".::fe.st.li?i<) ~spécíficamente al papel que desempeñan glicoproteínas inhibidoras que unen PNA en Ja 

i;· <forn:l~~ÍÓn de los patrones de regeneración neurítica. Se eligieron éstas glicoproteínas debido a que se· 
. : . ·_: ~ :.- ... i '\,y' ,•· ·;_~ '·:. 

cuenta con evidencia contundente de que proteínas glicosiladas de tal manera que unan PNA, inhiben 
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el crecimiento neurfticoen vertebrados y en la matriz extracelular del siste~a nirJiosb cei'ntr~I de la 
__ . _-_-ce;=-.- __ _ 7"_,-,-_,__, __ -_c -.'--,o.:c-----,'-----.,:' --,-----¡-. - - · "<;, • 

sanguijuela. 

Nos interesó saber hasta'.qu~ Pljnto se trataba de un mecanismo general;icio'ri'c:ié:,ias variantes 

en los patrones de crécimi~t}t~ ~~\libieran a una sensibilidad diferencial a la. i~hibi6i6n"pro~~cida por 

éstas moléculas. De ahLque seleCcÍonáramos 3 tipos neuronales con patrones de· regeneración en 

cápsula radicalmenté~~isti.n"tó~;··~ri·-¡~c~ápsula. La ventaja de utilizar el interi~i de la cápsula como 

preparación radica eh; qüetes' un punto intermedio entre realizar experimentos in vivo (donde es 

imposible aislar varia61~s)~~/6G1tivos en substratos exógenos, permitiendo un mejor acercamiento a lo 

que está sucediellci:6~~·~r~x¡~~1: 
En pri~dpio:i~ tb~g"c~~~base el de las neuronas AP, debido a que su patrón bipolar facilita la 

interpr~téición.:;·d·~ 'í~ifrpd~lbÍé~·~ ~odificaciones. Las neuronas de R~'•que crecen profusamente y las 

.ni.et~be.~r?~~s:ft~,~~;~:J~.~l~iu~;,~~:.r.~po~~·ba una. r::ge~7r~;i,~~:~ípi~~;;.~É.~~te·substrato. (De-Miguel y 
Vargas,:j1997):•:· /;. El'.(que ;'ló~'·tres .... •tipos .. ·neuronales_-··crecieran} profus¡an;iente tanto en substratos 

endÓgenos: l~~ini~~ y\e~as~in~ como exógenos; la lectina c~ncanav~lina A (Chiquet y Acklin, 1986, 

Grumba~her:y Áei~éri;7ú}agj tu~ 1o'qUe nC>i:i" pe;milió supon~fqúe h~br~ algoque estaba limitando su 

crecfrniehto en I~ cáps~l¡y q~e é~te no se d~bía únicam~~te ~·~¿· idJntidad. 
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3. HIPÓTESIS 

,. Si el subgrupo de glicoproteínas de matriz extracelular que unen fa fectina PNA inhibe del 

crecimiento neurític~. ~ntonces el bloqueo de. la interacción de éstas glicoproteínas con sus 

receptores celulares'rn~diante PNA producirá un incremento en el crecimiento neurítico 

dependiente cief tipo"ñ~~ro'r1~1. 

:;.. Si se trata de'd~a rieurona con crecimiento limitado en el interior de la cápsula en 

comparaciónco·r¡'.•6ti~~ ~~b~tratos, como es el caso de fas neuronas Pagoda Anterior (AP) y 

Erectoras def·:.~~~i,i1cifü~AE); entonces al bloquear la inhibición ejercida por el subgrupo de 

glicoproteíri~i::~¿~"~ri~~cPNA se espera obtener un aumento en la longitud neurítica total. 
::.i,;:- .,-.,'.:. ~- ~,;-.:_:;·;: .. ~~:.:'.:: . . ' :.-. -
~ ~. -· -:~' - ;:::,;: : ;: '·--,\ :- --~--~~·. ~-- ;· '. 

:;.. Si es ·uAa'~~~~g~~··~cori·cr~~ilTii~nto~~oi~soen efinteri~r de fa ·cápsula igualmente que_ en 

::::r=~~~r=~~:n:~t!~·~~t~~1¿~~~~if h~Tu~~~~~~;rq:~tfdnj~g~~i~:~:::as que unen PNA se 
-,. "·:~·;; :.-:::: ·".;' ~~>;·~- , ·-.~,:-~ '• : 

4. OBJETIVOS. 

;... Cuantificar las diferencias entre los patrones de regeneración de fas neuronas AE, AP y Rz 

creciendo en cápsulas en presencia y en ausencia de fa fectina PNA. De esta manera será 

posible deducir el papel que desempeñan en la regeneración neurítica fas gficoproteínas de 

matriz extracelular que unen PNA en relación con el tipo neuronal. 

;;.. Cuantificar los patrones de crecimiento por medio de fa comparación de los siguientes 

parámetros: longitud neurítica total, número de neuritas primarias y número de puntos de 

ramificación.· 

;;.. Comparar los registros intracelulares de fas neuronas AP, AE y Rz con y sin PNA para ver 

si fas diferencias observadas en los patrones de crecimiento también se ven reflejadas en su 

actividad eléctrica. 
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S. MÉTODOS: 

5.1 Disección de sanguijuelas y obtención cápsulas: 

Los experimentos fueron realizados en sanguijuelas adultas de la especie Hirudo medicina/is. 

Para aislar la cadena nerviosa se fijó a la sanguijuela (con el lado ventral hacia arriba) con minutas 

en una caja de petri recubierta con sylgard. Se cortó la epidermis y los músculos con un bisturí hasta 

visualizarla cuidando de mantenerla todo el tiempo s~r:nergi~a e~ Ringer (solución fisiológica para 

sanguijuela Müller et al.; 1981): El sistema nervioso centralde la sanguijuela Hirudo medicina/is se 

encuentra recubierto P,or. üria': r~d ~;~ t~J'icicf·cbne~ti~o;Ia d~al se abrió con una tijera de disección muy 

fina dejándol~ú~i~ariie~f~·0R1p~·¿~tt~~~~8~~1~~·;~;c~sd~ cada ganglio para su fijación posterior. se 

cortó .tanto e1'.-¿~tr~~~-.~~~113ribr~;~6m~ ~1····pósterior incluyendo los ganglios cerebroide·.·y ·caudal 

~e~~ecti~ah<e~~~:J;,s~i.túg'-1cizga:d~n:á-el1 una caja ele petri (3.5 cm de diámetro) recubierta de sylgard 

con un~~ ~i~Ut~J;~~~~fi8~i·~n g;upos de 3 o 4 ganglios . 

. · .•.. > P~ra:C"l~t·~"~'~ff6~;~i[t1~s'~b'~nglio.nares libres de células, se abrieron mediante pinzas muy finas y 

~é rel11~vi~roh~·ic5~~J'l~~:n~uronas cortando los axones que forman los nervios conectivos y raíces 
.. . ..: , ... :. -'- : .. >;-:-::·:_-: ~;'."~~~-:>,. "'?'-,;;.~_:-··0?-;.·_¡~·: -;-;:; 
nervio~as::~om9;Jse'~;lmü~stra en la Figura 10 (Fernández De-Miguel, 1997). Mediante éste 

pro6edimi~~tg~~:p·6~ib1Efr~l11over el neuropilo y el paquete neuronal simultáneamente (b) . 
. · - ' . -- \ •. •;.,. -'. ··:·~ :\. . -.. - .;:. · .. '•";.(·-~· :,. , ... , ... , - - ' 

. . .:, Posteriorm-~nte las capsulas fueron incubadas en por 20 minutos en una solución Ringar con 2% 

· · cíe .+ri;b~ ~~1 oo' (sig~~{ ~~te pmcedimiento mejoró la adhesión y visualización de los somas y 
-. . - . . - .- . . . . ' . . ··. ' ' '. ., ' - ' . ~ " ·. ' -. . . " ; 

neÚrltas sin afectar/su:cre6imiento. (Fernández De-Miguel, 1997). Las cápsulas se esterilizaron 

indi~idualmente ·1~vá~d~Í~~YV~ri~~\,~ces en L-15 con 1mg/ml de gentamicina. Finalmente se 

sembraron en cajas de petri. m~ltipozos con fondo dé vidrio, para el monitoreo del crecimiento con 

óptica Nomarski. Se cuidó de mantener la cara interior de la cápsula hacia arriba donde se sembraron 

las neuronas. 

5.2 Obtención de neuronas: 

Se extrajeron del sistema nervioso central de la sanguijuela neuronas identificadas de acuerdo al 

procedimiento descrito por Dietzel et al., (1986). En breve, se extrajo la cadena nerviosa, y se abrió la 

cápsula ganglionar dejando expuestos los somas celulares. Los ganglios (exceptuando el 5 y 6) se 

descapsularon y se mantuvieron en medio de cultiv~ L-15 (Gibco, México, DF) suplementado con 

6 mg/ml, de glucosa, 0.1 mg/ml de gentamicina (Sigma St. Louis, MO) y 2 % de suero fetal bovino 

(FSC; Gibco) y fueron incubados, en agitación por 1 hora en 2 mg/ml de 
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Figura 10. A la derecha se encuentra un ganglio con los somas neuronales expuestos. Para la obtención de 

cápsulas, se cortan (a) los axones que forman los nervios conectivos y rafees. Posteriormente con unas pinzas 

pequeñas se remueve (b) el paquete celular (tomado de Fernández de Miguel, 1997) 

colagenasa/d;s¡iaSa ' (B0é~rinQ~;~~~~g'.;~h Da<mstadt, Gem>any). Desptiés de tratamiento 

enzimático Í~s;"rieú'ihhalde {~~.i~..\~!~')E f~eron identificadas visualmente de á'~Gérdo a su tamaño y 
.. ~ . .< .' ;"' ~~·>: i),:.~;., '_i_.::z..:;:.~~:~~~::,:: ·,~···~,~;·;.¡: .::s:.i.'.· ~> :~~"'::1¡~~,~ ;:~:!:: <!i*: ~;_ \ ~· ~· . . . . · · , . -;:> .. ·: ,~ ~- :_.; 

localización,''exfraída~'po(su9ción (Figura 10 c) y lavadas varias veces en L~rn para esterilizarlas y 

remover:-d~rbi~f~'Ú'~ib~*~~¡¿y~~t~6~~~ con muñones (pequeña reminiscencia de ramas primarias) 

f~-~róh us~8~s''~~:·~~¡g~,~~~~;¡~~~tos, ya que el muñón es la parte preferencial para el crecimiento 

Las neuronas fueron sembradas con el muñón en contacto con el substrato. Una vez .· ' '" 

s~mbradas ·ras células se agregó (1 mg/ml) PNA al medio de cultivo del 50 % de las cajas de petra, 

dejando el otro 50 % sin PNA, como controles. A la mañana siguiente se agregó (20 mi/ mi) suero a 

todas las cajas. 

5.3 Crecimiento en diversos substratos y experimentos de perturbación: 

Para los experimentos de perturbación se sembraron las neuronas de Retzius, AP y AE en la 

cara interna de la cápsula y se le añadió 1 .Oµg/ml la lactina PNA, concentración que causa la pérdida 

del patrón bipolar en neuronas AP (De-Miguel, 2002). Como control se utilizó la misma preparación 

sin PNA. Para probar que la lactina PNA no tuviera efectos promotores o inhibidores por si misma 

(mediante la unión a receptores celulares), se sembraron los tres tipos neuronales sobre cajas de 

petri recubiertas con PNA (2 µg/ml). Como controles también se sembraron sobre Con A a la misma 
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concentración>'ÉI iei~~t~ 'promotor del crecimiento de esta lactina en los tres tipos neuronales 

estudiados está reportado (Chiquety Acklin, 1986; De-Miguel, 1997). Otras se sembraron . . . . 

directamente sobre plástico para comparar los patrones de crecimiento producidos con los generados 

en presencia de las lactinas. 

5.4 Monitoreo del crecimiento: 

Las neuronas sembradas en cápsulas ganglionares fueron examinadas con óptica Nomarski 

con un objetivo de 40X y contraste de fase con un objetivo 20X para las sembradas sobre Con A, 

PNA y plástico. Se tomaron imágenes digitales con una cámara CCD acoplada a un microscopio 

invertido cada 12 horas utilizando el programa de adquisición de imágenes Metamorph. Para las 

neuronas sembradas en cápsulas, fue necesario adquirir varias imágenes de la misma neurona ya 

que las neuritas crecen en diferentes planos. Así mismo, muchas veces hubo que pegar varias ya que 

la longitud de ciertas neuritas rebasó el campo visual de adquisición. 

5.5 Reconstrucción y cuantificación de los patr!=lnes de crecimiento neurítico: 

Las imágenes de cada célula a diferentes planos focales se empastaron usando el programa 

Adobe Photoshop. Una vez reconstruido el patrón de crecimiento completo, se cuantificaron tres 

parámetros: la longitud neurítico total, el número de neuritas primarias y el número de puntos de 

ramificación con el programa Metamorph. Utilizando una reglilla se obtuvo una equivalencia entre pixles 

.y micras. De esta manera; se obtuvo la longitud de las líneas que se dibujaron sobre las neuritas. Así 

mismo, se contaron las neuritasprimarias y los puntos de ramificación como se muestra en el 

• es~Llerna. Co~sider~mos comoneuritas primarias, las que nacían del muñón (a), las que nacen de una 

... ·:prlg:;~;¡;:~='·c;óhdi~~r~f~~s~~u~darias (b) y terciarias(c) y se contó como un punto de ramificación {d), 

. el lü~~/ dond~ ~.~ ~riginó. Para obtener la longitud neurítica total se sumó la longitud de todas las 

~eJ~itas individuales. 

a 
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5.6 Registros electrofisiológicos: . · .· •.. · •... · • · ·.. . .. ·· .•.. · . ·.·. . .· 

Los registros se hicieron con el fin de ratificar la identidad lletfronal y el estado de salud de las 

neuronas a analizar, comparándolos .~on ;1os;rep6rtado~. < Estos••fu~ron hechos al término del 

monitoreo de su patrón de crecirriie-nt~·.';~·.'cií~~·aes~liéS''~-el c_Qrn·i¿hzoid~''su crecimiento neurítico en 

cultivo. Para esto se hicieron rnicr~k1~bt~b~~~~ c6hcJpll~~~~ ·c:iJ·vi~rii d~ b·orosilicato # 30-30-0 (FHC 
.. · _.: .. · .. , ··:1 ·'.'. ;.,-: -!"'""-\,,1.::: :~-·?.<:':.:<:·~:~_:,--, ·;;-;:\:~>:: l:'. ~:;>} <·-·~:>, _;;\:, _,_;?~:,:::·>.'.'\~.:-_,~·:?~'_,:.: .~-:':;~-, ')<~L- -:_::: ~._ . , ,· 

Bowdoinham, USA) .en , u~;estirador~'?e~rrii~~ópipetas\(~ut!er:.l~stru111ent,';:co.~ Modelo. P-97); Las 

¡~:j~~~~~i~~if ~i~~~~~~~~~~!"~~~~~:~l~t~~f f~frgi~~~~Rlf Fil~2 
~/o ~n la corriputad~rá;; L.:a ,re~is~er,icia del electrodo se midió y compensó en el mediO de la caja de 

·.·. p~úi'.·; Un~ ~e'~;:~~I~~ad~,;~'("~/~ctrodo dentro del soma se midió su potencial de reposo para detectar si 
_;-} .. _: '·;,'.:.-:~-· _::;-.,·.> ,:.:· >~ ;,·:2.::;;:; </(:'.·_i·;.,_<:~{i~~-~~-;~~~}:~'.)'.~f :_:_' - . - -

. · s.e encontraban·· e·ri\búeri 'estado y si estaban muy despolarizadas desecharlas. Posteriormente se 
· i ,;~'.-::·:·· ;:..;_.:;,,_ <<:·-~.--·:_:::~~-~~,,: -~;?.~.~:·:; -t~~;;,·::fXi~-:>~;~:,-/. -::;·.:¡ -

inyectaron; pülsosjcúadrados de corriente y se midió el cambio voltaje en el tiempo. Los 
~ ·'~.~-~-'..7-: _. {:-{: ~-·~ .,~;~"·:; -~),'¿ ;·.;· .. ~-~~¡t~·:. '~~~~t.' ):t-;-:,;;-~·;~·<:/c.:-.. · :- ' 
microel~ctr~dos se ccmectaron a preamplificadotes (Almost Perfect Eiectronics, Basiles, Suiza) y los 

r~gistrostd;ir6Q
0

filtiad~~:~or un filtro Bessel con una frecuencia de corte de 400 Hz. Los datos fueron 

ad~Üiridos 1tili~~ndo 'una tarjeta analógica-digital de modelo Digidata 1200,(Axon lnstruments, Foster 

City',california, EU) y el programa PclampB. Los datos fueron almacenados en una computadora PC 

para su análisis. 

5. 7 Análisis de los registros 

Se compararon cualitativamente, los registros almacenados en computadora del mismo tipo 

celular con y sin PNA. Para los registros ~11 'que se detectaron diferencias Ja amplitud y las fases de 

subida y caída fueron mediadas mélbu~fü~~i,t~ (desde el umbral) utilizando Clampfit 8. Así mismo se 

midió la integral de su potencial d~::kribiÓn- (igualmente desde el umbral) trasladando sus datos 

numéricos de Clampfit 8 a Origin~ 

5.8 Estadística 

Todos los valores con los que se construyeron las gráficas referentes a los patrones de 

ramificación neurítica a lo largo del tiempo son promedios ± la desviación estandar. Se analizaron 

mediante una t de student con 2 colas fijando el nivel de confianza en 90 %. Los datos referentes a los 

potenciales de acción se presentan como promedios por célula sin ninguna prueba estadística debido a 

una muestra demasiado pequeña. 
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6. RESULTADOS 

6.1 Patrón de regeneración neurítica de las neuronas AP en cápsulas. 

Cuando las neuronas AP se adhirieron al interior de las cápsulas, comenzaron a crecer dentro de 

las 36 primeras horas de cultivo. En este lapso el 100% (n = 8) de las neuronas formó un patrón 

bipolar de regeneración neurítica característico y estereotipado (Fernández de Miguel 1997). A pesar 

de que todas las neuronas desarrollaron un patrón bipolar, después de 48 h de crecimiento, el número 

de neuritas primarias tuvo variaciones. En 3 de las 8 neuronas detectamos solo 2 neuritas primarias, 

.cada una de las cuales seorientó en sentido opuesto. Otras 4 neuronas produjeron 3 neuritas y la otra 

n7urona prodJjo 5:;,~~ritéls.:A-pesar de l~svariaciones en el número de neuritas primarias y de sus 

· · r~~-ific~cioA~'~ff~J~!~·¡~~1ri~6~on~~ riia~tuvi~ren un patrón bipolar similar al descrito para las AP el día 
. i·/,: :~.~~, .~-.¿.·'"·, ·.: . .::i::e·;:.\·;::;:::.~'·'~--~:::<~·,'.;¿\+·:-:-.i..o:·.,;> .>'--: -. :: ·.:: .:- -- -: / ,. .- .. .. >. . 
9<(GaoyMa~ági10;1987);- Es posible suponer, que algunas de las consideradas neuritas primarias 

puaÍEÍraf{s~T;~friitl
1

Ó~~:i~ri~~ de acuerdo~ su siUode origen. La Figura11 A muestra el cur~o temporal 
. ...,·· ,, ·-' 

delcrecimiento.'C:le. una neurona AP cada 12 h, mientras que en B se observan otras tres a las 48 h 

ci9 C:i~c:irTii~~tb·. 

Perturbación del patrón de regeneración neurítica de neuronas AP en cápsulas. 

El patrón de regeneración de las neuronas AP se modificó al agregar la lactina PNA (1µg/ml) al 

medio de cultivo (De-Miguel; et al 2002). Bajo estas condiciones se observó un aumento considerable 

del número de neuritas primarias y el número de sus ramificaciones, lo cual ocasionó la pérdida del 

patrón bipolar. En 6 de 12 neuronas se duplicó el número de neuritas primarias y ninguna disminuyó 

en comparación con el control. El patrón bipolar se perdió por completo en 4 de 12 neuronas, otras 6 

neuronas a pes_ar de aumentar el número de neuritas primarias y puntos de ramificación, mantuvieron 

un patrón bipolar. Únicamente 2 neuronas de 12 no presentaron modificaciones. En la Figura 12A se 

muestra el curso temporal del crecimiento neurítico de una neurona AP adicionando PNA al medio de 

cultivo. En 8 se muestra el patrón de regeneración de otras tres neuronas AP en las mismas 

condiciones, 48 horas de crecimiento. 

Cuantificación del patrón de regeneración neurítica de neuronas AP con y sin PNA. 

El adicionar la lectina PNA al medio de cultivo ocasionó en todas las neuronas AP un aumento 

significativo en los tres parámetros a partir de las primeras 12 h de crecimiento. A las 48 horas, se 
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duplicó.(100%). ta~ntosuJongitücl,rJ~t.irítica tota.l_de'290~0±63'.oµm a ~12:o±i2o.Óµm,como ~I número de 

su~·~e-~rita~-~-;i~~~i~i d~:~.o±ó.5 a a.b±1 :o-. E1 nú~er~ d~ p-~ntos d~ ramificación s~ triplicó (300%) de 

3.25±1.5a9.6±2.6. La Figura 13 muestra el cambio en éstos tres parámetros a lo largo del tiempo (se 

~edió cada 12 horas), comparando entre las neuronas en presencia y ausencia de PNA en medio de 

cultivo. 

A 

B 

Figura11. Patrón de regeneración neurítica de las neuronas AP en cápsulas. 

A. Curso temporal del crecimiento de una neurona AP sembrada en la cara interna de la 
Cápsula. B. Tres neuronas AP, 48 horas después de comenzar su regeneración neurítica 
en la cara interna de la cápsula. Las flechas señalan las neuritas primarias y las cabezas 

de flecha secundarias, escala = 40 ~1m. 
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A 

B 

Figura 12. Perturbación del patrón de regeneración neurítica de neuronas AP en cápsula. 

A. Curso temporal de una neurona AP sembrada en el interior de la cápsula adicionando el 
medio de cultivo con la lectina PNA. B. Tres neuronas AP a 48 horas de comenzar su 
regeneración neurítica en el interior de la cápsula, con PNA en el medio de cultivo. Las flechas 
señalan neuritas primarias, escala== 40 µm 

·--- l 
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Figura 13. Cuantificación de los patrones de regeneración neurítica de neuronas 
AP con y sin PNA. · 
A. Curso temporal de la longitud neurítica total de las neuronas AP con y sin 
PNA. B. Curso temporal del número de neuritas primarias. C. Curso temporal del 
número de puntos de ramificación. AP control (n = 7) y con PNA (n = 12) 
* Diferencia significativa con T-Student 90% confianza. 
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Efecto de PNA en el patrón de regeneración en las neuronas AP. 

Algunas lectinas vegetales promueven el crecimiento neurítico; por ejemplo la Con A, substrato en 

el que se conocen bien los patrones de crecimiento de neuronas AP (Chiquet y AcklinJ 986). Por lo 

anterior y debido a que nuestro interés radicaba en el papel desempeñado por glicoprc:ít~ínas de la . ' ; . •;.. ~. .. . . 

matriz extracelular y noen el de la lectina PNA, fue necesario descartar que ésta tuvierl:{aÍgúll efecto 

promotoroii;hirJ'id:a·;iciei c~eci~iento neurítico mediante su interacción con receptores:·~~'~'~ó~~l~~.para 
esto ~e ~orri~~·;~;~I 'patrón de regeneración de neuronas sembradas sobre PNAy p'i~§tiri6':··'La Figura 

·< .. :··<> ''.>:.! ,:.:>:-·:_q'}:~.-;':-. '.:'<:-~:-<: ...... _ ·. - -.':"_.~---~;.-·::>,:_i';/:'.:-.~'/;·;~:,:;,_,,~:;< :. 
14 _mü'estra :neurórias' AP creciendo sobre plástico, sobre PNA y sobre Con A~CÜalitativamente el 

q _, •• ;- • • • • ;, • -. - ••• ---·~ '. ·-" ; " ': • - • 

patrón de crécimiento én plástico y en PNA como substratos fue muy similar; neuritas gruesas y poco 
- ,: .- : ~· : - -

ra.n:iificadas mientras que sobre Con A las neuritas fueron curvas y ramificadas. Este resultado 

mostró que la lectina PNA en si misma, no tiene efectos directos sobre el patrón de regeneración 

neurítica de éste tipo neuronal (De-Miguel et al 2002). 

6.2 Patrón de regeneración neurítica de las neuronas de Retzius en cápsulas. 

Cuando las neuronas de Retzius se adhieren al interior de las cápsulas, regeneran múltiples 

neuritas robustas y ramificadas con grandes conos de crecimiento en todas direcciones (Fernández 

De_Miguel 1997). En el 100 % (n = 7) de las neuronas, las neuritas fueron robustas y los conos de 

crecimiento grandes. Sin embargo 3 de 7 neuronas crecieron mucho menos que las demás. La Figura 

15 A muestra el curso temporal del crecimiento neurítico de una neurona de Retzius. En el panel B se 

pueden observar los patrones de regeneración neurítica a las 48 horas de crecimiento de otras dos 

neuronas de Retzius. 

Perturbación del patrón de regeneración neurítica de neuronas de Retzius en cápsula. 

Al agregar PNA al medio de cultivo, el patrón de regeneración neurítica no cambió 

cualitativamente. Las neuritas crecieron robustas, con conos de crecimiento grandes hacia todas 

direcciones. Sin embargo en este grupo así como en el control, algunas neuronas presentaron un 

crecimiento menor ( 2 de 7 neuronas) que el de las demás. En general se observó un área menor 

, pero más densamente ocupada por sus neuritas debido a que la mayoría de ellas fueron de menor 

· .. longitud y se encontraban más juntas entre sí que las de las RZ control. La Figura 16 A muestra el 

· 
1ÓGf~()'temporal del crecimiento neurítico de una neurona de Retzius en el interior de la cápsula con 

· PNA, mientras que en B tenemos dos ejemplos más a las 48 de crecimiento. 
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Cuantificación de los patrones de regeneración neurítica de neuronas Rz con y sin PNA. 

El adicionar PNA al medio de cultivo no causó un aumento significativo ni en la longitud neurítica 

total de 1523.16±192.32 µm a 1758.0±453.32 µm ni el número de puntos de 

Figura 14. Efecto de la lectina PNA sobre el patrón de regeneración neurítica de las neuronas AP. 

A. Patrón de regeneración neurítica sobre plástico de neuronas AP. B. sobre PNA y C. sobre Con A. 
Todas las neuronas 48 horas después de comenzar su crecimiento, escala = 40 ~1m. 
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A 

B 

Figura 15. Patrón de regeneración neurítica de las neuronas de Retzius en cápsulas. 

A. Curso temporal de una neurona de Rz sembrada en la cara interna de la cápsula. B. Dos 
neuronas de Rz a 48 horas de comenzar su regeneración neurítica. Las flechas señalan 
neuritas primarias, escala = 50 ~1m 
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A 

B 

Figura 6. Perturbación del patrón de regeneración neurítica de neuronas de Retzius en 
cápsulas. 

A. Curso temporal de una neurona de Rz en la cara interna de la cápsula. B. Dos neuronas 
de Rz a 48 horas de comenzar su crecimiento neurítico, escala= 40~1m. 
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NEURITAS PRINCIPALE·s 
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Figura 17. Cuantificación de los patrones de regeneración neurítica de neuronas de 
Retzius con y sin PNA. 

A. Curso temporal de la longitud neurítica total de neuronas de Rz con y sin PNA en 
cápsula. B. Curso temporal del número de neuritas primarias C. Curso temporal del 
número de puntos de ramificación. Rz control (n = 7) con PNA (n = 6) * Diferencia 
significativa con T-Student 90% confianza. 
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. ' ' . . . ~ ' . ' ·. ' . . . . . - . ; ' 

ramificaciÓn de~t3:14±3.~a~1.4:83±2.5 .. La••Figura •. 17.muestra~Ja medición •de ~stbs; p~rá~etros •cada 

12 horas, compa~~rido l~s neuronas sembradas en cá~~Jras con y sin PNA\m''~~dio de cultivo. 

Únicamente hay un aumento significativo de 56% en el númerode ~euritas primarias en presencia 

PNA (C) de 12.4±3.49 a 19.3±2.Sen cápsula. 

Efecto de la lectina PNA en las neuronas de Retzius. 

Utilizando la lactina PNA como substrato, se descartó al igual que. con las neuronas AP, la 
. . . 

posibilidad de que ésta pudiera tener algún efecto por si misma en el Crecimiento neurítico de las 

neuronas de Rz. Los patrones de regeneración neurítica son muy similares en plástico. y en PNA 

como se muestra en la Figura 18 A y B. Sobre Con A se observa claramente un aum~nto en el 

crecimiento neurítico debido a su efecto promotor, así como un patrón muy distinto al del anim.al 

(!amelas más que neuritas) concordando con lo reportado anteriormente (Chiquet y Acklin 1986, 

Grumbacher-Reinert 1989, Fernández de Miguel et al., 1997). 

6.3 Patrón de regeneración neurítica de las motoneuronas AE en cápsulas. 

Cuando las motoneuronas AE se adhieren al interior de las cápsulas, regeneran un patrón neurítico 

bipolar, formado por grupos de neuritas ramificadas en lados opuestos. La Figura 19 A muestra el 

curso temporal del crecimiento neurítico de una motoneurona AE, mientras que en 8 se pueden 

observar Jos patrones de regeneración a las 48 horas de crecimiento de otras tres motoneuronas AE. 

En nuestros experimentos el crecimiento neurítico de las motoneuronas AE fue mayor que el reportado 

(Fernández de Miguel y Vargas 1997), sin embargo es distinto al generado tanto por las neuronas AP 

como por las Rz y podríamos decir que limitado en comparación con el que presentaron sobre Con A o 

en presencia de PNA en el medio de cultivo. 

Perturbación del patrón de regeneración neurítica de las motoneuronas AE. 

El patrón de regeneración de las motoneuronas AE se modificó considerablemente en presencia 

PNA en el medio de cultivo. Aumentó tanto el área que ocupada por las neuritas como el número de 

ramificaciones en comparación con la ocupada en ausencia de PNA. Lo cual ocasionó una pérdida 

del patrón bipolar debido a un mayor número de neuritas primarias de mayor longitud individual. De 6 

neuronas 4. perdieron el patrón bipolar por completo, 2 lo conservaron, pero se incrementó 

considerablemente. la longitud neurítica total. Las 2 neuronas restantes no presentaron modificación 

-·--···· --··-~--TE SIS COJJ 
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alguna. En Ja Figura 20 A se muestra el curso temporal del crecimiento neurítico de una motoneurona 

AE adicionando PNA al medio de cultivo, mientras en B tenemos otros dos ejemplos a las 48 horas de 

crecimiento. 

A 

B 

Figura 18. Efecto de la lectina PNA sobre el patrón de crecimiento neurítico de las 
neuronas de Retzius. 

A. Patrón de regeneración neurítica sobre plástico de neuronas de Rz. B. sobre PNA y 
C. sobre Con A. Todas las imágenes están en contraste de fases a 48 horas de comenzar 
su crecimiento, escala = 50 ~1m. 
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B 

Figura 19. Patrón de regeneración neurítica de las motoneuronas AE en cápsulas. 

A. Curso temporal de la regeneración neurítica de una motoneurona AE. B. Dos 
motoneuronas AE a 48 horas de comenzar su crecimiento. Las flechas señalan neuritas 
primarias, escala = 50 µm. 
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B 

Figura 20. Perturbación del patrón de regeneración neurítica de motoneuronas AE 
en cápsulas. 

A. Curso temporal de la regenerac1on neurítica de una motoneurona AE. B. Dos 
motoneuronas AE a 48 horas de comenzar su regeneración neurítica. Las flechas señalan 
neuritas primarias, escala = 50 µm. 
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Cuantificación del patrón de regeneración neurítica de motoneuronas AE con y sin PNA. 

El adicionar la lectina PNA al medio de cultivo ocasionó un aumento significativo en los tres 

parámetros medidos para analizar los cambios inducidos por la lectina en los patrones de crecimiento. 

La longitud neurítica total se duplicó (100%) de 524.0±46.0 µm a 1158.0±198.0 µm, el número de 

neuritas primarias se incrementó en un 70% de 5.6 ±0.4a 9.5±2.6 y el número puntos de ramificación .. 

un 155% de 5.4±2.0 a 13.8±4.0. La Figura 21 muestra el incremento significativo en éstos 3 

parámetros cada 12 horas con y sin PNA. 

Efecto de la lectina PNA sobre las motoneuronas AE. 

Al igual que en las demás neuronas probadas, el patrón de regeneracron n.eurítica de las AE en 

plástico y en PNA como substrato es indistinguible, permitiendo descartar su posible efecto sobre el 

patrón de crecimiento neurítico. En la Figura 22 A y B podemos observar que no hay diferencia en el 

patrón presentado sobre plástico y PNA. Mientras que en C sobre Con A el crecimiento es mayor, 

debido al efecto promotor de esta lactina. 

6.4 Comparación de los registros electrofisiológicos 

Cada tipo neuronal estudiado presentó un patrón de disparo característico, del cual hicimos 

uso para la identificación neuronal. La frecuencia de disparo, forma y amplitud del potencial de acción 

difiere entre las neuronas AP, AE y las de Retzius. Únicamente las neuronas de Retzius dispararon 

espontáneamente. En el panel A de la Figura 24 se aprecian las diferencias cualitativas en la forma 

del potencial de acción entre una neurona AP con y sin PNA. Mientras la amplitud aumenta la 

duración disminuye en presencia de PNA. En B se muestra el patrón de disparo de las motoneuronas 

AE que consiste en potenciales de acción muy pequeños (lejanos) de ahí que se requiera de pulsos 

de mucha corriente y larga duración (200ms) para observar respuesta. En C se muestra el potencial 

de acción de las neuronas de Rz; que al igual que las AE no presenta modificaciones cualitativas en 

presencia de PNA. El análisis de la duración del potencial de acción de las neuronas de Rz apunta 

.ha~ia 0l.Jrrincremento de 1ms (con y sin PNA n=B) en presencia de PNA; mientras que para las 

motoneul"onas AE no se cuentan con suficientes registros con el mismo protocolo de estimulación 

;.(cd~ n~2 pareciera que disminuye la duración en presencia de PNA al igual que en las AP). Debido a 

'q~~')os más significativos ocurrieron únicamente en las neuronas AP decidimos hacer un análisis más 

,·prbfundo de las variaciones para explicar que podía estar sucediendo al bloquear las glicoproteínas 

. qüe unen PNA. 
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Figura 21. Cuantificación de los patrones de regeneración neurítica de motoneuronas AE con y 
sin PNA de cultivo. 

A. Curso temporal de la longitud neurítica total de motoneuronas AE. B. Curso temporal del número de 
neuritas primarias. C. Curso temporal del número de puntos de ramificación, AE control (n = 6) PNA (n = 
6) *Diferencia significativa T-Student 90% confianza. 
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Figura 22. Efecto de PNA sobre el patrón de crecimiento neurítico de las motoneuronas 
AE. 

A. Patrón de regeneración neurítica de motoneuronas AE sobre plástico, B. sobre PNA 
C. sobre Con A., escala = 50 µm. 
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Figura 24. Comparación de los registros electrofisiológicos de neuronas en cultivo 

A. Comparación del potencial de acción de una neurona AP en cápsula con y sin PNA 
en el medio de cultivo. B. Potencial de acción propagado de una moteneurona AE control 
y con PNA. C. Potencial de acción de una neurona de Rz control y con PNA. Todos los 
registros fueron hechos a 48 horas de crecimiento, las neuronas AP -35mV potencial de 
reposo, AE -45mV y las Rz -60mV. 
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Figura 23. Comparación del patrón de regeneración neurítica 

A. En las neuronas AP y AE la longitud neurítica total se duplicó (100% aprox.), mientras que las Rz 
no presentaron diferencias significativas en éste parámetro. B. Los tres tipos neuronales presentaron 
un incremento significativo 100, 70 y 56 % respectivamente en el número de neuritas principales en 
presencia de PNA. C. El número de puntos de ramificación se triplicó en neuronas AP, se 
incrementó 155 % en neuronas AE; mientras que las Rz no presentaron un incremento significativo. 
Cuantificación a 48 horas de comenzar su crecimiento, * diferencia significativa. 
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6.5 Análisis del Potencial de Acción en neuronas AP 

Comparación de la Integral del Potencial de Acción con y sin PNA 

Una vez detectada la variación entre los registros controles y en condiciones .de perturbación 

de las neuronas AP, se cuantificó la integral de su potencial de acción (PA) ya q~e 'é~te refleja 

indirectamente la carga que ocasiona el cambio de voltaje. . . ~ . L . , 
Como podemos observar en la Figura 25 A la integral del PA ·· (-30/-ssÍJÍv\in rep~so) se 

' ' ' . ·,- .e<,.'.,., - ,.. . . 

duplicó en presencia de PNA. Así mismo se hizo la comparación~n ~lástiéé:i.''y PNA'c~ITio:sÚbstratos 
contra potenciales evocados en neuronas sembradas en cáps~la,c6h·P~A~-(~46/~~5rn'v en r~poso). 

e . ' • ' . . • ~ - ' ....• 

Los valores están reportados en unidades arbitrarias (U). LaYdiferenciá· entre registros de AP en 
,,. ~~·,,·· '•f:.'·. ~ - . 

cápsula con PNA a diferentes voltajes no es significativade 142a 132 u: Mientras que PNA y plástico 

son casi idénticos 
0

de 96 a 98U (Figura 25 A yB). Por e(~o~tr~~lb;~·¡ a~mento de la integral del PA en 
. ., ':,•.,. ,·V;· .. - . 

neuronas sembradas en cápsula PNA si es significativo(f\):f,y: 

Para detectar si éste incremento se debí~ ~F~Gi;;ento en el crecimiento neurítico se 

corré1ac:ionó _con 2 r:>ará1110trcis. a~: su pátrón ci~~; ;~5¿·;,~w0;~:¡;¡¿~-, h~~rrtica: 1a longitud neurítica total y e1 
' " . · --'!: · -': ., - . . . ·_ . _-> -. · -·. :-;: ; ~-;·;<-.>~:_')' :-· ,;>.-:- <. > . _; 'r ·- ·: '._:'.-:-: ·. ;;f~':.;;~- .~~;:L1:\·i;:rr::~F, _:~,·.;i_~\:.;::B~j;:>:-:~~~;·_: -.-:· 
número de neuritas primarias; En C se muestra ,c:jüe;lá relación de la integral del PA/longitud neurítica 

· - . ;. -- ,:.:'.-~:._::·~-~V\·':-}~}'.~;:-;_,;~\k\--~-,<;~.--:,c.'-:,:;\~-: .. ,:,·. ~ 

total se triplica 200% de 0.16 a 0.48 U en presenc1a~de:.PNAy en D que la integral PAi numero de 
- ' . ·~:)·_·: --~--.;-;"<-:·.~.1~~;f~fi)>:>.1~'.\.;'i:'i ;.:;:·• .. · '. -__ 

neuritas se duplica (100%) de18 a 37 eri preáenciifge¡):>NA.:. · 

Amplitud del Potencial de Acción 

, ':,!\,;:~\':··~:J5'· 
>'i} ";\~\1· '.·) .. ;.·· 

<- . .,.:~~~·-:::;:.'.:-;-... C.:·::'_.'. 

La amplitud refleja la diferencia de potencial máxima alcanzada. La Figura 26 A muestra que 

la amplitud promedio del potencial de acción se incrementó en un 50% (de -25 a -38mV) en presencia 

de PNA. En B tenemos la comparación de las amplitudes del potencial de acción de neuronas AP 

creciendo en el interior de la cápsula con PNA otras sembradas sobre PNA y plástico como substratos. 

No hay diferencia entre las amplitudes de los potenciales de acción de neuronas sembradas sobre 

PNA y plástico (32mV en ambas) sin embargo, son menores (no significativamente) con respecto a 

las sembradas sobre cápsula con PNA al mismo potencial de reposo (42.6mV). Las neuronas AP 

producen potenciales de acción de mayor amplitud a potenciales más hiperpolarizados, como 

podemos observar al comparar la barra negra en A y B. 

Un incremento en 50% en la amplitud no explica que la integral del potencial de acción se 

triplique (se esperaría un incremento del 50%), para lograrlo tenía que estar implicada la duración del 

potencial. El análisis de ésta se hizo separando la fase de subida de la caída del potencial de acción, 

lo cual permite obtener información sobre la identidad iónica. 
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Figura 25. Integral del potencial de Acción y su relación con el crecimiento neurítico 

A. La integral se incrementa un 60% (de :X =77.75 a :X= 130.5) en las neuronas AP creciendo 
con PNA (Vm = -30/-35 mV).B. Sobre plástico, PNA y cápsula con PNA no parece haber 
diferencia significativa (Vm = -40/-45.mV). C. La relación de la integral con la LNT se triplicó ( 
de :X =0.16 a x=0.48) en presencia de PNA, D. mientras que la relación con el número de 
neuritas primarias se duplicó, de :X =18 a :X =37, U= unidades arbitrarias, e y D Vm= -30/-
35mV. 
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Figura 26. Amplitud del Potencial de Acción de neuronas AP 

A) La amplitud del potencial de acción se incrementa un 50% (de x= -25 a x= ~38mV) en 
neuronas AP sembradas en el interior de la cápsula. (Vm = -30 I -35mV) 

8) La amplitud del potencial de acción de neuronas AP sembradas en el interior de la cápsula con 
PNA ( x= -42.6mV) es un poco mayor a las sembradas sobre PNA ( X= -32.24mV) y plástico 
( )(;,, -32.9mV), sin embargo esta diferencia no parece ser significativa. (Vm = -40 I -45mV) 

Cambios en los componentes iónicos del potencial de acción. 

Al analizar por separado la fases de subida y caída del potencial de acción en 

neuronas AP creciendo en cápsulas ganglionares, encontramos que la fase de subida se 

incrementa considerablemente (80%), de 11.5 a 21mV/ms en la fase de subida (Figura 27A) 

mientras que la de caída no presenta cambios significativos de 8 a 11 mV/ms como se muestra 

en la (8). El mismo análisis se realizó para neuronas AP creciendo sobre PNA y plástico C y 

D respectivamente. En éstas condiciones no hubo diferencias significativas entre ambos 

grupos enda fase de subida (2DmV/s) ni en la fase de caída de su potencial de acción 

(Úrnvt~~~~: E~ e' podemos observar claramente que la fase de subida de las neuronas AP 

. ·. e:'reci~'lldo sobre PNA, p_lástico y en cápsula con PNA no presentaron diferencias entre sí. 

Si comparamos la fase de subida en A (21 mV/ms) con la de e (31 mV/ms) en 

. presencia de PNA, es más rápida a potenciales más hiperpolarizados, coincidiendo con una 

mayor amplitud. 
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Figura 27. Cambios en los componentes iónicos del potencial de acción. 

Al analizar el cambio de voltaje en el tiempo durante las fases de subida y caída de Jos potenciales de acción de 
las neuronas AP con y sin PNA, observarnos que la diferencia radica en la primera. A. La dV/dt de Ja fase de 
subida del potencial de acción casi se triplica en las neuronas AP en cápsula con PNA (de x = 12 a x = 32 
rnV/rns); mientras que B. el aumento de la fase de caída no es significativo, (A yB Vrn = -30/·35 rnV). C. La dV/dt 
de Ja fase de subida de neuronas sembradas sobre cápsula::; con PNA es mayor a Ja de las sembradas sobre 
plástico, que es prácticamente indistinguible de las sembradas sobre PNA.D. La fase de caída no parece presentar 
diferencias significativas entre neuronas AP sembradas en cápsula con PNA, sobre PNA y plástico, (C y D Vm = a 
-40/·45 mV). 
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7. DISCUSIÓN 

Nuestros resultados mostraron que el grupo de glicoproteínas que une P~A del interior de la 

cápsula ganglionar inhibe el crecimiento neurítico. Éste efecto fue dependiente del 'tipo iieúronal. El 

adicionar PNA al medio de cultivo indujo un incremento en el crecimiento neurítico en.lasneuronas AP. 

y AE, acompañado por la pérdida del patrón bipolar. En contraste el patrón de regeneración de las 

neuronas de Retzius se mantuvo parcialmente inalterado. De manera colateral encontramos que las 

glicoproteínas que unen PNA indujeron cambios en la actividad eléctrica en las neuronas AP. 

Identidad Molecular 

Adicionando PNA al medio de cultivo, bloqueamos la interacción de un grupo glicoproteínas de 

matriz extracelular, con sus respectivos receptores neuríticos. De ésta manera fue posible deducir el 

efecto que desempeñan estas glicoproteínas. Las 4 bandas que unen PNA podrían constituir 

subunidades de una o varias glicoproteínas de matriz extracelular. De acuerdo con sus pesos 
;'_·, ..... 

moleculares, podríamos pensar· que se trata de tenascina o fibronectina (Kruse et al 1984). La 

fibronectina une PNA }.su·p~t.rón de expresión (espacio temporal) es variable durante el desarrollo y 
. -.... -.. ·····- .. '. 

la regeneración, lo éua'1 sLgiere que interviene activamente en la guía -áxonal (Orden 1979, 

Trejdosiewicz 1985). Con respecto a la tenascina, la cual podría considerarse una buena candidata 

debido a que presenta patrones de expresión altamente restringidos y dinámicos en el desarrollo del 

sistema nervioso, induce inhibición en varios sistemas biológicos (Pesheva y Probstmeier 2000, Jones 

y Jones 2000) y está comprobado que forma parte de la matriz extracelular del sistema nervioso de la 

sanguijuela (Masuda-Nakagawa y Nicholls 1991 ). A pesar de que los pesos moleculares de las 

subunidades de tenascina corresponden con los de las bandas reconocidas por PNA, está reportado 

que induce crecimiento neurítico en neuronas AP y Rz en ésta especie de sanguijuela (Masuda

Nakagawa y Wiedemann 1992). Por lo anterior ya que el patrón de reconocimiento de PNA con DTT 

(ditioetiol) no se modifica, pensamos que las bandas podrían representar 4 glicoproteínas distintas, lo 

cual concuerda con los resultados de este trabajo. Sin embargo para valorar la relevancia de la 

interacción de la matriz extracelular con el tipo neuronal en la formación de un patrón de crecimiento 

determinado, nos parece más importante comprender la función y posible mecanismo, que la identidad 

molecular de. éstas glicoproteínas. 
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Efecto de Glicoproteínas que unen PNA en el Patrón de Regeneración 

El efecto inhibidor del crecimiento neurítico de las glicoproteínas que unen PNA fue valorado 

mediante la comparación de tres parámetros cuantificables del patrón de crecimiento. De acuerdo con la 

respuesta obtenida para 3 tipos neuronales podemos generar un esquema de sensibilidad a la inhibición 

mediado por éstas glicoproteínas, donde la neurona AP es la más sensible, la neurona AE presenta· 

sensibilidad intermedia y la neurona de Retzius mínima. El parámetro más afectado por el bloqueo con. 

PNA es el número de neuritas primarias, que presentó un incremento significativo en los tres tipos 
- ,_, 

neuronales. estudiados.. Sin embargo los otros dos parámetros tuvieron un fuerte efecto sobre las 

neuron~s AP.~A1f';i~ciyando la hipótesis de que le grupo de moléculas que unen PNA esté formado por 

de 4 glicoproÍ~r~as':f~i~tl~t~s con receptores y efectos particulares. Si éste fuera el caso podríamos 

. peB~ar·, q~e ~~d~'~b~:~~~ti~ne un efecto específico y el que se reflejara o no en determinado patrón de 

crecimie~t~ d.ep~nc:Í~rí~· de la presencia o ausencia del receptor en la neurona; así como de la 

combinación de receptores a moléculas promotoras de crecimiento (capaces de enmascarar o filtrar la 

inhibición) o a distintas moléculas inhibidoras. 
' : 

Efecto de Glicoproteínas que unen PNA en el Potencial de Acción 

Colateralmente analizamos la influencia de las glicoproteínas que unen PNA en el patrón de 

disparo de las neuronas AP. El incremento en la integral del potencial de acción con PNA indica que 

en éstas condiciones, la duración de la diferencia de potencial es mayor; reflejando indirectamente un 

aumento en la carga (iones) que se mueve a través de la membrana. El que la relación de la integral 

del potencial de acción con el crecimiento neurítico (longitud neurítica total y neuritas principales) no 

fuera lineal sino que se triplicara y duplicara respectivamente en presencia de PNA, apunta a que el 

incremento se debe a un aumento neto en la cantidad de canales iónicos por unidad de área. De 

estas dos mediciones la que más se aproxima al incremento neto en membrana es la longitud 

neurítica total ya que en el caso del número de neuritas principales, se desprecian las ramificaciones 

secundarias, que en presencia de PNA aumentaron significativamente. 

El incremento en la amplitud del potencial de acción en presencia de PNA indica que las · 

características eléctricas de la membrana se modifican. El análisis de la oV/ot de las fases de subida y 

caída del potencial de acción brinda información sobre la posible identidad iónica responsable de éstas 

modificaciones. En éste caso en particular el incremento en oV/ot de la fase de subida indica que el 
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subgrupo de glicoprotefnas que unen;PNÁ modifica la sfnt~~is:c;; incorporación de canales de Na+ a la 

membrana neurftica. Sin· embargo, par~ q~e la BV/Bt de la f~se de caída se mantenga constante se 

requiere un incremento en los canales de K+, ya que si esto no ocurriera, la fase de repolarización 

sería más lenta. 

Esquema de la interacción de glicoproteínas que unen PNA con el tipo neuronal 

Pensamos que las glicoproteínas hipotéticas compartirían el sitio inicial de reconocimiento con su 

receptor (galactosa terminal unida a ¡3(1-3)-N-acetilgalactosamina) que es también, el sitio de unión con 

PNA; de ahí que diversas proteínas que unen PNA en otros sistemas presenten el mismo efecto. Sin 

embargo, pensamos que la parte protéica se uniría a otra parte del receptor permitiendo efectos distintos 

por parte de cada glicoproteína, muy probablemente mediante receptores distintos. 

Nombremos a cada una de las glicoproteínas hipotéticas: A, B, e, D y pensemos en los posibles 

efectos que éstas pudieran inducir dependiendo de los receptores neuronales presentes. De esta 

maner~ •. pbdrf~rT1bs proponer un esquema basado en la comparación de los patrones de regeneración 

~eurítica_ (4B h~r~~:~espués de inJciar su crecimiento) de. los tres tipos neuronales estudiados (Figura 
'• .· ... ,,.,_ -.,,,. 

23); asícómó én'"e1,aná1isÚié:le los cambios de su actividad eléctrica. 
;y.,-, ,•-.·-·, ,-;<(; .. ,;~~ .. ; -~;·-{'e··:,_,;;::;-,· 

. ·•• / .. Si f1 iríhibi~ra: la forrríación de neuritas primarias; B el crecimiento neurítico, C la formación de 

.. • ramltl~abio~~s·}.Ó '1a i:~C~r~:6ia~i,ón de canales iÓni~6s a la membrana, en éste caso de Na+ y K+; las 
• --· •• - >' • ,., ;' • ',... ' • ' • - •• ·.' ·- • • 

n~~rc:nias AP tendrían los 4tipos de receptores, las motoneuronas AE tendrían los tres primeros, sin 
. . - . 

. aseg1.frar que carecen de D. Mientras que las neuronas de Rz solo presentarían receptores para la 

glicoproteína tipo A. 

Aspectos Generales 

La interacción de las neuronas con las moléculas de matriz extracelular mediante los receptores 

concentrados en sus conos de crecimiento es uno de los primeros pasos en la formación del sistema 

nervioso y es crucial para un buen funcionamiento del sistema nervioso de todas las especies animales. 

Mediante ésta interacción se generan patrones de crecimiento y ramificación determinantes para que las 

neuronas logren encontrar y conectarse con sus blancos. 

El papel desempeñado por proteínas glicosiladas con ¡3(1-3)-N-acetilgalactosamina, es decir 

glicoproteínas que unen PNA podría ser generalizable al desarrollo del sistema nervioso de otras 
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especies. De hecnose encuéntra ampliamente di)C:umerlfada su participación en el desarrollo (Davis ·et 

al., rn~o; Ver~e;e-~ -et al., 2000). Se sabe que l~s ni'oléculas que intervienen en la guía axonal, 

. incluyen90 l~_s ~e matriz extracelular están altamente conservadas filogenéticamente. 

De ~te~iro estudio se desprende que las glicoproteínas que unen PNA participan activamente en 

la 'estabiliza~ió'n de los patrones de ramificación neurítica en animales adultos. Nuestros experimentos 

no;t~~ió~ reaiizados en embriones y sabemos la síntesis de éstas moléculas no comenzó ni se 

incrementó al momento de la lesión, sino que éstas mantienen una presencia consecutiva, indicando 

qJ~ 'cÍesempeñan un papel estabilizador de la citoarquitectura del sistema nervioso central adulto. Por 

esto, es posible suponer que participan activamente tanto en el desarrollo embriológico como en 

procesos de regeneración. 

8. CONCLUSIONES 

• Las glicoproteínas que unen. PNÁ de la matriz extracelular del SNC de la sanguijuela inhiben la 

formación de neuritas primarias en .los tres tipos neuronales estudiados. 

• De la misma manera inhib~n el crecimiento neurítico, lo que se refleja tanto en la longitud 

neurítica total como en lo~··p·~~to~de.~ar;,ificación en dos tipos neuronales, las neuronas .ÁP .y las 

motoneuronas AE; .· 
:,;'·l:'.·'' ·':J~ : e;, t·:; ·. ' 

• Por otro lado modifican la actividad eléctrica de .las.neürcmas AP, limitando tanto la amplitud 

como la integral de su potencial de acción; influy~ncid' e'~'p~~fficamente en 8V/8t de su fase de 

subida. 

• Todas estas glicoproteínas comparten su patrón de glicosilación, que es el sitio inicial de 

reconocimiento con su receptor así como con la lectina PNA; de ahí que al adicionarla al medio 

sea posible bloquear su efecto de manera dependiente de la dosis. 
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