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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 regeneracion del sistema nervioso, las moléculas
de matriz extracelular y la identidad neuronal interaccionan en la regulacion del
crecimiento neuritico. En este trabajo exploramos el papel de glicoproteinas
inhibidoras de la matriz extracelular en ésta regulacién. Nuestro estudio se realizé en
neuronas adultas identificadas de sanguijuela Hirudo medicinalis aisladas y
sembradas en cultivo, sobre en la matriz extracelular nativa del interior de las
céapsulas ganglionares. Se hicieron experimentos de perturbacién que consistieron.en
bloquear el efecto de glicoproteinas inhibidoras del crecimiento, preidentificadas con
base en su unién a la lectina de cacahuate PNA (Peanut Nivalis Agglutinin).

Para estudiar el crecimiento utilizamos neuronas de Retzius (Rz), que
crecen profusamente en el interior de la capsula ganglionar, neuronas Pagoda
Anterior (AP), que producen un patrén de crecimiento bipolar muy estereotipado y
similar al del dia 9 del desarrollo embrionario y motoneuronas Erectoras del Anillo
(AE), que en capsulas ganglionares tienen crecimiento restringido. Todas ellas
crecen profusamente en la lectina concanavalina A o en laminina como substratos.
La longitud neuritica total de las neuronas de Rz no se afectd por la presencia de
PNA en el medio de cultivo; sin embargo las neuronas AP y las motoneuronas AE la
duplicaron. El nimero de neuritas primarias en presencia de PNA se incrementé en
un 100, 70 y 56% para las neuronas AP, neuronas AE y las neuronas de Rz
respectivamente. El nimero de puntos de ramificacién se duplicd tanto para las
neuronas AP como para las neuronas AE, mientras que en las neuronas de Rz no
hubo diferencias significativas. La lectina PNA como substrato no tuvo efecto en los
patrones de crecimiento de ningun tipo neuronal al compararios con los producidos
sobre plastico. Estos resultados sugieren que las diferencias en los patrones de
ramificacién de los distintos tipos neuronales dependen de su sensibilidad intrinseca
al balance entre factores inhibidores y promotores del crecimiento.

Al registrar la actividad eléctrica de las neuronas con fines de su
identificacion encontramos que en las neuronas AP, tanto la amplitud como la
integral del potencial del accion 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 incrementé un 80% con PNA; mientras que la fase de caida no cambié. El
cociente de la integral del potencial del accién y la longitud neuritica total en
presencia de PNA se incrementé al triple; sugiriendo un aumento en el numero de
canales por unidad de area membranal. No encontramos efectos en la actividad
eléctrica de las neuronas de Retzius o AE. Estos resultados sugieren que las
glicoproteinas inhibidoras del crecimiento también pueden regular la sintesis o
incorporacion de canales idnicos por unidad de area. Este podria ser parte del
mecanismo de regulacion de la extensién neuritica.



2. INTRODUCCION
2.1 DIFERENCIAS ENTRE LA REGENERACION CENTRAL Y LA PERIFERICA EN MAMIFEROS

En animales adultos, las neuronas centrales maduras son postmitdticas; por lo que las que se
pierden ya no se recuperan. Sin embargo, las que sobreviven después de una lesion pueden
regenerar axones y dendritas capaces de reestablecer sinapsis.

La habilidad de regenerar varia entre las especies, tipo neuronal y etapa del desarrollo.
Después de una lesién, el sistema nervioso periférico y central de invertebrados puede reestablecer
conexiones sinapticas precisas. El sistema nervioso central (SNC) de vertebrados es capaz de
regenerar Unicamente en etapas embrionarias o en un periodo critico después del nacimiento, siendo
- algunos peces y anfibios los tnicos que mantienen esta capacidad en el estado adulto (Bastmeyer,
1991 Schwab et aI 1993) Las neuronas centrales de fetos o neonatos de mamiferos son capaces
X on blancos penfencos“MExperlmentos en ratas, hamsters y zariglieyas
: i postnatal sea inmediata (con una ventana
n mamfferos (Bernstein y Steizner, 1983;
e etal., 1992).

Iongarse mas de unos milimetros en el SNC adulto

m estran que mlentras la.

_para el fra so en la regeneracion del cerebro y de la espina dorsal de
> ,_;;'mamfferos adultos Los axones dafiados de nervios periféricos regeneran satisfactoriamente cuando
v"{ise éncuentran asociados a células de Schwann. Santiago Ramoén y Cajal en 1928 propuso que las
diferencias entre axones centrales y periféricos para la regeneracién se debe tanto al ambiente como a
sus propiedades intrinsecas; hipétesis robustecida por Ila 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 danados 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; Ramén y Cajal, 1928; David y Aguayo, 1981; Aguayo et al., 1990). Esta
limitacion se debe a una fuerte actividad inhibidora ejercida en el SNC, que no puede ser
contrarestada por factores neurotréficos en ratas adultas (Schwab y Thoenen, 1985; Caroni et al.,
1988).

Se sabe que la ausencia de regeneracidon en tractos descendentes de la espina dorsal y la
aparicion de mielina en embriones de polio estan correlacionadas (Shimizu, 1990; Hasan et al., 1991).



Al término del penodo crmco postnatal los 'axones,de mamifero ‘presentan - limitacione: para su-
regeneracion debido la inhibicién del crecimiento mducsda por protefnas de‘l"a mlellna (N1-35 y N1-250)

presentes los ohgodendrocutos maduros (Schwab y Caronl, 1988) Tanto - los astrocnos como los:
precursores de los oligodendrocitos son permnsnvos para el crecimiento neuritico, 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 regeneracion, disminuye su selectividad para conectarse con su blanco.

La capacidad regenerativa de uno de los grupos mas 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 proteinas homélogas a las de la mielina ni su actividad correspondiente, lo cual
concuerda con Ia actnvudad promotora del crecimiento proveniente de ohgodendrocntos maduros
alslados del nervno optlc de peces (Bastmeyer, 1991). e
sug |éren que las proteinas inhibidoras de la mielina (N1-35/256)7 pueden

Vanos experlment

func10na""creando limites: para as, ‘vias tardias en el SNC y en areas blanco: asr mo: _resmnglr el

-acceso de fibras a regiones y. capas particulares. Su presencia en el SNC adulto ugiere una funcién

osiblemente:aun :mas mportante, la estabilizacion del SNC. contra el crecimiento 'neuritico en

: egiones no deseadas, partlcularmente en la materia blanca (Schwab, 1993)

’La presenCIa de mielina en la membrana de oligodendrocitos de rata 'o za'a ser detectable

~ipor. mlcroscopla electrénica el dia 6 postnatal (Hildebrand y Waxman, 1984 _urahte el desarrollo

- normal de aves y mamiferos, es muy probable que los axones en cremmlento:n’unca se encuentren

. cc;h la_mielina sino que interactien con oligodendrocitos inmaduros y sus precursores. El curso
temporal, extremadamente lento de mielinizacién observado en cultivo, (Wood y Williams, 1984)
apoya que los oligodendrocitos indiferenciados primero interactiian con los axones y posteriorments se
diferencian y forman mielina (Schwab y Caroni, 1988). Si es asi, los oligodendrocitos constituyen un
obstéculo para el crecimiento neuritico inicmante durante la regeneracion.

Aunado a los componentes no permisivos y factores inhibidores, el SNC diferenciado de
mamiferos carece de todos los constituyentes celulares o del substrato requeridos para el crecimiento
l"iéurv{tico durante del desarrollo (Liesi, 1985; Carbonetto et al., 1987). Un ejemplo de esto es la
‘aus:ér_lcia de laminina en el SNC diferenciado de mamiferos en contraste con el periférico, el de
Venebrédos mas antiguos e invertebrados, ya que es una glicoproteina que promueve tanto la
" adhesién como el crecimiento axonal (Schwab y Caroni, 1988).



El que el SNC de algunos vertebrados (aves y mamlfe os) tltuya un amblente desfavorable

para la’ regeneracion neuritica puede deberse a una dlsmlnumo kla expresmn de factores
neurotréficos, moléculas de adhesién y promotoras del crecumlento asf como a un aumento en la

producion de factores inhibidores.

2. 2 DESARROLLO Y REGENERACION

La forma en que las células nerviosas adquieren sus. ca' ‘ 'e stlcas "unlcas y establecen

conexiones sinapticas precisas durante el desarrollo depende del Ilnaje elular mteracc:ones con otras
células, senales independientes o producidas por el organo blanc (moleculas.de'matnz extracelular y
factores solubles) y de su actividad eléctrica. : g

Para establecer conexnones sméptlcas con. sus blancos, ‘las neuronas ext|enden neuritas que

ulas del te]ldO en que se encuentre formando un substrato activo capaz de comunicarse con
las con las que interacciona. Mientras que los factores solubles actuan creando gradientes de

e ‘concentyracwn capaces de atraer o repeler a los conos de crecimiento. Los conos de crecimiento
“;-'lnteracmonan con todas estas moléculas durante su crecimiento y migracién neuronal (Letourneau,
1975), estableciendo conexiones con blancos temporales (Lander, 1989). Todas estas moiécuias se
comunican con el cono de crecimiento mediante receptores membranales. Las integrinas son los
receptores mas estudiados de las moléculas de matriz extracelular y CAMs. Estas intervienen en el ciclo
celular induciendo arreglos del citoesqueleto, proliferacion, diferenciacién, migracién o apoptosis en las
células con que interactian (Giancotti y Ruoslathi, 1999).

Una caracterfs "comt’m en el desarrollo del sistema nervioso es una superproduccién neuronal
’segwda de retraccuon de‘ neuritas especificas o de muerte neuronal (Hamburger 1939, Innocenti 1981,
'~Lusk|n et aI 1985 O‘Fiourke y Fraser, 1990; Purves et al., 1990; Balice-Gordon et al., 1990). Ambos




‘ olmerglcas centrales para su supervuvenma y desarrollo (Menesum -Chen et al., 1978; Gundersen et al

moleculas varla durante el desarrollo y depende de la identidad neuronal. Su efecto esta mediado por

ereh posublemente debido a que no establecieron

conexiones con su blanco aproplado por— lo. muerte contribuiria a una mayor especificidad en la
inervacion. Sin embargo, otras neuronas mueren a pésar de haberse conectado con su blanco correcto,
lo que sugiere que su muerte es mas bien una nﬂa'nera de acoplar el tamaiio del blanco con la entrada
nerviosa (Hollyday et al., 1976).

2.2.1 Conos de crecimientc

Las puntas de los axones en crecimiento se expanden y forman conos de crecimiento. Estos
fueron reconocidos por primera vez por Santiago Ramon y Cajal en 1890 como la porcion del axon
responsable de la guia axonal y elongacién hacia el blanco ya que poseian una alta sensibilidad
quimica y fuerza mecanica (Figura 1).

El cono de crecimiento guia al axén transduciendo claves positivas y negativas en sefales 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. Morfologia de los conos de crecimiento:

Lo's conos de crecimiento estan constituidos por tres regiones principales: la central que es rica en microtdbulos, mitocondrias y

una vanedad de otros organelos y proyectandose de ésta los lamelipodios y los filopodios, ambos ricos en actina filamentosa. A)
5 Cono de creclmlento observado por contraste de interferencia diferencial. B) Micrograffa de fluorescencia mostrando ia

|s 'bucnc’m de actina filamentosa visualizada con rodamina conjugada con faloidina. Los filamentos de actina se alinean con los
fl|Op0leS 'y las microespigas en la periferia del cono mientras que los filamentos orientados al azar estan concentrados

: Imente en la regidn central (flecha). C) Distribucién de microtibulos visualizada con anticuerpos para tubulina. Los
ulos se encuentran concentrados en el axén la mayorfa termina en la pare central del cono de crecimiento, mientras
g noé (cabeza de flecha) se extienden hacia la periferia del cono de crecimiento (asteriscos). Escala 10um (modificado de
B :,Forscher y Smnh 1988).
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La capamd d ', los. conos depende en gran mr

en e eI ambiente, el cono es estlmulado para avanzar, retraerse o girar segun
}_‘sea,la senal Muchos motores moleculares que involucran actina, miosina y componentes membranales
posnbllltahﬁéstas reaccnones ~A pesar de que los motores varifan de una situaciéon a otra, siempre
: |mpI|can eI mévnmlehio de microtibulos de la parte central hacia el extremo guia recorriendo al cono

hacia'delante y de}ando atras una nueva porcién de axon.

Reciclado de Membrana plasmatica

mondémeros de actina
\ Extremo guia
N\
o] o o o © ~ o o ) o ° 5° &
- Movimiento del filamento de Actina  .g——r

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

Los filamentos de actina son movidos hacia atrds por interacciones con moléculas de miosina ancladas a la membrana.
monémeros de actina se agregan a los filamentos en el extremo guia y la despolimerizacion del filamento se da en la regién
central del cono de crecimiento. La extension del extremo gufa se da mediante la polimerizacion de la actina o por el

Los

movimiento de moléculas de miosina en la regién del extremo guia a lo largo de los filamentos de actina (modificado de Smith,

1988 y Sheetz et al., 1992).

ara: Iograr una gufa axonal correcta se requiere un perfecto acople entre las capacidades

qwmlosensnbles de la membrana del cono de crecimiento y motoras de microtibulos y demas

.co stltuyentes del citoesqueleto. Esto solo puede ocurrir si la accién motriz depende del aparato
se Sbrial. Los filipodios no pueden ser entidades meramente de unién, sino que deben fungii’ como

: Peééptores y transductores de senales acopladas a numerosas vias de segundos mensajeros
(Gundersen et al., 1980; Kallen et al., 1990; Usowiks et al 1990; Lankford et al., 1990).
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n neurutlco refleja

o crecumlento“(Skaper et al. ‘2001) La familia de las lntegrlnas constltuye el mayor grupo de receptores

repulsuvas provocan:la perdlda de F-actina en la punta del cono (Fan et al., 1993).

au,’una: de~|as'MAPs mas abundantes (Sayas et al., 1999).

egeneracnon camblan sus niveles de expresion de diversas proteinas (Korneev et al., 1997; Wu et al.,

Se ha mostrado que las neuronas en

vDos p05|bles blancos para la regulacion negativa podrian ser la actina y tubulina, que
uyén en gran medida a la extensién neuritica y predominan dentro de las proteinas sintetizadas
urante Iézformécién neuritica (Fine y Bray, 1971; Hoffman'y Lasek, 1975).

: é-calcm (Caz“) es un segundo mensajero importante. A pesar de que la entrada de Ca® no es
"[necesa a para el crecimiento axonal (Usowiks et al., 1990), varias lineas de investigacion sefalan que




2.2.2 Mecanismos de crecimiento y guia axonal.

Desde principios del siglo pasado se han desarrollado dos ideas generales acerca de la extension
de axones y la formacién de sinapsis especificas. Una teoria propone que las neuronas se encuentran
preespecificadas y por lo tanto solo forman conexiones sinapticas especificas. La otra propone que se
establecen conexiones iniciales relativamente al azar y posteriormente son refinadas de acuerdo a su
blanco, terminando con una eliminacion 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 inicio s.mucho mayor y el patron del adulto se alcanza por eliminacién (Innocenti, 1981;

_ En la guia axonal durante el desarrollo embriolégico, es el reconocimiento
~m Al; ] mlna y la actividad eléctrica modifica los circuitos una que vez que han sido
festablecndos (Hollyday"et aI 1976; O'Brien et al., 1987; Thompson, 1983; Balice-Gordon y Litchman,




Con el fln de nc

xpresen‘y de las moléculas de ECM entre otros factores. En vivo, categorras' i

‘ ~'>irr1vovl‘eidhlarésv;"f En-ambo asos aI hacer contacto con su blanco (ya sea temporal o definitivo) el axon

- déjé de créCer y;coifriie'hza a formar ramificaciones terminales para establecer sinapsis.
nger' Sp»é(ry durante los afios 40’s realizé experimentos cruciales que indicaron que existian las
claves qu'fmit;'a;s para la guia axonal, aunque se desconocia su identidad y funcionamiento. En los
anfibibs el t‘eCtUm del mesencéfalo es el principal centro visual en el cerebro y su nervio éptico tiene la
._capaCIdad de regenerar después de una lesién. Cuando el nervio éptico de la rana se corta y el ojo se
‘glra 180° Ios comportam|entos dependientes de las vias visuales se invierten. Si se le presenta a esta
'ran” un mosca arriba intentara atraparla abajo y viceversa (Figura 3). Esto refleja la reconexién de los

',y~>axones 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 sugirié y probd que los axones
"deﬁla‘ retina habian regresado a sus blancos del tectum, concluyendo que el reconocimiento axén-blanco
- es'quimico y no se vale de reforzamiento funcional de conexiones formadas un tanto al azar.

La demostracion de que el reconocimiento axdn-blanco era quimico, sentd las bases para la
primera evidencia de la existencia de sefiales inhibidoras del crecimiento neuritico.




Esta surgié de los ex'p‘erirﬁéhtbs n'cultivo de Bonhoeffer.y Huf.(1982).y. Waltér;rrie‘ty al (1987), utilizando
explantes de la retina y tectum de,la rana,’ moéifando que los axones‘de la parte posterior de la retina
se dirigen a la anterior. del tectum corroborados posterlormente en, la’ membrana tectal de pez y ratén
(Godement y Bonhoeffer 1989 Vielmetter y Steurmer, 1989). '

). hdependientemente varios grupos de investigacion identificaron un gran grupo de

aprommadamente en E15 comcndlendo con'e momento en que Ia actnvudad inhibidora del tectum

desaparece asf como el establecumlento de. Ios campos termlnales 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 estan rodeadas de moléculas de matriz
extracelular (ECM), formacb.eg su mayoria por diferentes colagenas, 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 actia como una entidad informacional que produce sefales
, lntracelulares via distintos receptores de superficie celular. Por tanto las interacciones entre los
' receptores y la ECM ejercen gran influencia en la mayoria de los programas celulares incluyendo el
crecumlento, la diferenciacién, la migracién y la supervivencia (Scheetz et al., 2000).
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A. Normal . B. Invertido

Obtica
Campo de visién Retina Tectum  Campo de visién Retina Tectum

Conecciones

Accién

Figura 3. Los axones de la retina forman una representacion topografica de ésta en el tectum.

A.

El cristalino proyecta una imagen invertida a la retina, y posteriormente el nervio dptico transfiere la imagen, con otra
inversion al tectum optico. 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 percepc:én vnsual fina (en éste caso atrapar una mosca).

Cuando el nervio dptico regenera postenor a una operacién quirdrgica de un ojo desde su base, el comportamiento guiado
con la vista es |ncorrecto Cu indo se_le presenta una mosca sobre su cabeza, la rana la percibe abajo y viceversa. La
) reconocsmiento de los axones de la retina a su sitio de origen; a pesar de que estas
apa mvemdo del mundo en el tectum. P posterior, A anterior, D dorsal, V ventral,

inversion del comportam
conexiones transfleren 'a o
(modificado de Sanes y Jessel 2000)
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Explante de Retina Membrana Tectal

Posterior

TP VP U >

>

d LY

1 A

A
P
A
P
A
P

Figura 4. Unidn de efrinas a eph cinasas median sefiales inhibidoras que guian a los axones en desarrollo.

Se extrajeron las membranas de las partes anterior y posterior del tectum 6ptico y se colocaron en franjas alternadas.
Los axones de los explantes posteriores (temporales) de la retina crecen selectivamente en la membrana anterior,
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 senales inhibidoras en la membrana posterior. A I1a izquierda se presenta el esquema

simplificado de las imédgenes 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
'ensamblya_davs en una red organizada, asociada intimamente con la superficie de las células que la
producen & :
La ECM estd conformada por dos tipos de macromoléculas basicas:
o 'a)' Los glicosaminoglicanos, que son cadenas de polisacaridos que generaimente se
encuentran ligados covalentemente a proteinas en forma de proteoglicanos.
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por.varios mlembros de este grup,
UIa"sng’iales y constituyen
dad. Entre ellos hay

Estas moleculas son expresadas tanto por neuronas como 0
; ~ré’c§eptores de glicoproteinas y factores de crecimiento modul_a
promotores e inhibidores del crecimiento neuritico. T

Glicoproteinas de matriz extracelular
La mayoria de las glicoproteinas interactiian con las celulas por ‘medio de una familia de
receptores conocidos como integrinas. Los receptores varian en la . composicién 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 cremmvento avance.
: Por su parte, la mayoria de las glicoproteinas son multifuncionales potencialmente. Por
R ejemplo 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, colagena IV, entactina,
gllCOllpldOS y a otros receptores aun no identificados. Asi mismo hay redundancia en la funcion
que ejercen éstas moléculas sobre las células nerviosas. Un ejemplo de esto es la inhibicion del
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para Io cual deben apllcarse L1 N cadenna e lntegrlnas
1988;

en conjunto y A quelnlngun de!estas por separado prewene el cremmuento (leby et al.,

os componentes principales de la lamina basal de vertebrados e

‘ :'siguén
vexpresan nsitot
mfluyendo en Ia gufa axonal y.enla regeneracnon (Venstrom y Reichart, 1993).

o Agrlna : !

La agrma es Ilberada por as motoneuronas, esta localizada en la placa neuromuscular y
,produce la concentracaon de receptores de acetllcolma ACH en fibras muscuiares; de ahi la
capac:dad regeneratlva del musculo. La Iamlna | asal tiene toda la informacién necesaria para
agrupar receptores a ACh. Su expresuon en muchos tipos neuronales del cerebro sugiere un
papel importante en la sinaptogénesis a nivel central (Reichart y Tomaselli, 1991).

o Fibronectina

Participa en la migracién, proliferacién y crecimiento tanto en desarrollo como en
regeneracion. Su expresion temporal y espacial es muy especifica. En el SNC decrece su
expresién cuando comienza la diferenciacién. En etapas del desarrollo en que se encuentra en
bajos niveles, se incrementa considerable y especificamente después de una lesién (Humphries
et'al., 1988).

o Colégenas :
La: gran variedad de colagenas presentes en la ECM desempeiian un papel estructural.
,Algunas del as cuales sirven de anclaje y otras promueven el crecimiento | y IV (Van der Rest y

e Qarrone 1991).
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mlentras‘que expresuon esté restnnglda en el adulto Es capaz de unlrse al factor de
crecnmlento transformante TGF-B formando un complejo actlvo proteglendola de las proteasas,
o (Venstrom yRelchart 1993). = i g

]II‘IIDD.III'..I’..' '/
l..
#

Fibronectina

2 EBARERENRBRRER

Oi

o-mnnnr# '—-IIIIIII{E-O

Tenascina (/1)
i m Dominio fibronectina tipo Il
B Dominio tipo EGF
O « Hélices

Figura 5. Moléculas de Matriz Extracelular

Representacion esquematica de la estructura de glicoprotefnas de matriz extracelular. Tanto la fibronectina como la
tenascina contienen multiples dominios de fibronectina tipolll, la laminina, tenascina y trombospondina contienen
multiples dominios tipo factor de crecimiento epidérmico (EGF) ricos en cisteina. Las lineas punteadas muestran las
posiciones de puentes disulfuro entre sus subunidades y las flechas indican sitios de union celular (modificado de
Lander, 1989).

Laminina
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oTenascma” L et
En contraste con muchas otras gllcoprotemas, la famllla de tenascunas (TN) tiene patrones
degxpreswn ‘en”elvembnon altamente restringidos y dlnamlcos, partlcularmente yen el desarrollo
del sistema nérvioso,léséd y vascular. Estas moléculas se vuelven‘exprés;a’f en el adulto en
. procesos como mcatrlzacuon, regeneracion nerviosa y en estados patologlcos mcluyendo
enfermedades vasculares tumores y metastasis. i
Las tenascnnas, entre otras moléculas de la ECM presentan funcuones celulares contranas

dependlendo de su presentacnon (soluble o como substrato) y de si se unen monémeros lguales o

moléculas de matriz’

itosinas, péptidos vasoactivos,

" .como resuitado diversa varlantes’ pollpeptidlcas que presentan dlferentes combmamones de Ios

ominios de las: protefnas funcnonales :
-a enascukna -C (TN C) fue la pnmera glicoproteina de esta famllla en descubrlrse (Chiquet
989) y. por tanto sobre la que se han hecho mas estudios funcionales y de regulacion.

ehé subunidades de 190 y 300 kDa, formadas por diferentes dominios.
i“Las' tenascinas presentan actividades adhesivas y contradhesivas que coexisten en la
o molécula nativa. Se unen con alta afinidad a varias proteinas y carbohidratos. Durante el
desarrollo neural éstas tienen la capacidad de modular la unidn hetero y homofilica entre familias
de N-CAMs. Existen trabajos que apoyan que la tenascina promueve el crecimiento y otros
proponen que impide la adhesion con el citoesqueleto de actina, induce ei redondeo celular y por
lo 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
o tanto éste como la divisidn celular requieren desprendimiento y adhesion diferencial de las células
<::a:" la_matriz extracelular. Sin embargo varios estudios muestran claramente que la tenascina C
Mf"ivnhibe la-proliferacién celular por medio de su efecto en el pH intracelular y del redondeo celular
: (Crossm, 1991; Krusehel et al., 1994). Asi mismo la TN J1 (janusina) que aparece en 4 formas
"‘::’:di"s:tinta's en el desarrolio se ha identificado por su efecto inhibidor. En etapas tempranas del
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desarrollo embnonarlo aparecen 220 y. 200Kda y en Ias tardfas 180 y 160KDa (Kruse et aI 1984;7
Pesheva y Probstmeler, 2000).

2':;:2.4 'Factores solubles
Los factores solubles son moléculas capaces intervenir en la supervivencia, crecimiento o
" inhibicién y direccién del axén generalmente por medio de gradientes de concentracién mediante
los cuales actuian sobre los conos de crecimiento. Para que estos gradientes sean exitosos en un
medio donde la concentracién basal varfa en varios drdenes de magnitud, los conos de
crecimiento son capaces de desensibilizarse y resensibilizarse consecutivamente. Este
'comportamiento adaptativo posibilita al cono de crecimiento a re-ajustar su sensibilidad a un
,ampllo mtervalo de concentracion de éstos factores guia, lo cual es esencial para la quimiotaxis a

argo alcance’(Guo -li Mlng et al., 2000).
rofinas son factores solubles, que promueven la supervivencia neuronal, asi como

Asa,rrpllo_ del,SIStema‘n‘erylo 0 ¢ ertebrados, lncluyendo diferenciacion

o ento de endocitosis al rapldo (“klss and run") durante la transmisidn sinaptica de alta
C ’e’n«'::i'é, permitiendo una transferencia de informacion mas confiable (Tyler, et al., 2002). Los
vdescbbrimientos de Rita Levi Montalcini y Victor Hamburger sobre la regulacién de la muerte
. nébrbnal por el tamaino del érgano blanco produjo la hipdteis del factor neurotréfico. El factor de
crecimiento neurotréfico (NGF) fue el primero en descubrirse, constituyendo la primer evidencia de
ésta hipdteis (Kandei et al., 2000). Las neurotrofinas mas estudiadas han sido aisladas de
mamiferos y son: NGF, BDNF (factor neurotréfico derivado del cerebro), NT-3 (Neurotrofina 3),
“NT-4/5 (Neurotrofina-4/5).

... Frecuentemente, las moléculas secretadas para la quimiotaxis provienen del blanco, sin
: ‘r‘hb:a'i'{g']o‘rno’siempre son secretadas por éste, como en el caso de los musculos de las
- '"":"ex emldades del pollo (Landemesser et al., 1980} donde la extensién de los axones, la formacién

f:del plexo y nervios musculdres ocurren antes de que se desarrolle el musculo. En casos como
“este, la via se va formando con blancos intermedios, como células poste, que son generalmente
neuronas inmaduras. Esto se ha demostrado tanto en invertebrados como en vertebrados,



aCIones medlante un Iaser ante de que se establezca el

alslamlento ‘de “las netrinas,

de" quummatrayentes condu;o al

: jue pertenecen a las lnmunoglobuhnas Algunas semaforinas se unen a la
membrana y actuan a corto alcance, pero otras (las que son secretadas) pueden servir como
quimiorepulsivas. El efecto de estas proteinas, ya sea en forma soluble o como substrato
depende en gran medida del receptor celular. Asi mismo alteraciones en la concentracion de
mensajeros ciclicos 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 retraccion neuritica (Haydon et al., 1984 y 1987, Mc Cobb et al., 1988). Efectos
SImllares ocurren en conos de crecimiento de dendritas de neuronas piramidales del hipocampo

: de ratas exp estas a glutamato mientras que los conos de los axones no se afectan (Mattson et
mlsmo la estimulacién de los receptores embrionarios a la dopamina D1 impide la

*y’movmdad del: flllpOle yb la extension neuritica en neuronas de la retina de pollo (Lankford et al.,




“A. Conservacién evolutiva de la expresién y funcién de los receptores a netrina

Gusano ) Mosca Vertebrados

unc-40 “frazzled”

DCC

unc-5h

Netrina 1

unc-6

B. La activacién de la PKA modifica la respuesta del cono de crecimiento a las netrinas
PKA activa

PKA inactiva

Figura 6. Moléculas que dirigen el cruce de axones centrales en la linea media estan altamente conservados
filogenéticamente.

A. En tres phyla estudiados factores especificos son secretados por células de la linea media e interactian 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 desempeia un papel predominante en los axones que crecen lejos de la linea media, por el contrario el receptor unc-40
es responsable del crecimiento hacia la linea media. Los factores homdlogos de la linea 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 guia axonal en circunferencia se encuentra filogenéticamente
conservada, a pesar de que la arquitectura del sistema nervioso varfa drasticamente entre los phyla. B. E! estado de activacion
de la proteina 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
atraidos; mientras que bajo condiciones donde la PKA esta inactiva, los conos son repelidos (modificado de Ming et al., 1997).
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“En cultlvos de celulas dlsomadas de la:.retina de rata se ha- encontrado acetilcolina ACh,
aparentemente de orlgen endogeno proveniente probablemente de las células amacrinas (Lipton,
1988) Sx se bloquean farmacologlcamente los receptores nicotinicos se induce el crecimiento y la re- -
; elongamén de las celulas ganglionares de la retina, lo que sugiere que niveles ténicos de ACh presentes

medlo de cultlvo inhiben el crecimiento (Llpton 1988) El efecto inhibidor producndo por .

Si se estimula la sinapsis, se incrementa la
eI musculo (O’Brlen et al., 1978) Mientras que si se elimina la actividad

capa 4 ‘dela corteza y postenormente en columnas separadas para el ojo izquierdo y derecho. En este
caso el patrén de actlwdad en las terminales tiene un papel decisivo en el resultado de la competencia.

2.3 LA SANGUIJUELA EN ESTUDIOS DE REGENERACION NEURITICA
El sistema nervioso central de la sanguijuela ha sido de gran utilidad para estudiar las bases
celulares de la regeneracién. Las sanguijuelas son animales segmentados que pertenecen al Phyllum
Anellida. Su sistema nervioso central SNC estd constituido por una cadena de 21 ganglios
segmentales, un crebroide y uno caudal que corren ventraimente a lo largo del animal. Tanto el
ganglio cerebroide como el caudal estan formados por la fusion de varios ganglios segmentales;
o mlentras que los otros 21 son iguales entre si, con excepcidn de los que inervan al corazén y érganos
xuales\ (5 y 6). Todos ellos estan unidos por medio de 2 nervios conectivos, formados por el conjunto

de as neuronas contenidas en los ganglios y envueltas por una vaina de glia y tejido
Vo | (Flgura 7). Cada segmento del animal esta inervado por un ganglio a través tractos
i os que emergen por 2 raices a cada lado de éste. ’
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Soporta:

crecimiento
eurmco como

Propledades extraala mhnblcién neurmca
K (v[a inhibicién)

Regulacién ytémca del crecimiento neuritico,

bloqueando la expresion de genes
~asociados al crecimiento de células
neuronales y no neuronales. Via la familia

e GTPasas pequefias (Rh Q Produce un
72"~ incremento Ca
(Glicgﬂ;}?terna I or medlo de unidn a 4cido sialico. Via Rho
- mielina - clnasa ‘aumento en cAMP bloquea la
asociada a la e : inhibicién.
mielina) ) :
Efrina A5 : .
(derivada del 33 ’ (N;"I"gll)z"g_';ﬂ) 'Colapso del cono de crecimiento
tectum) P et
Den;/gg]silt:e la 48/55 ;“(4;?"2';%?' 'Sl}‘ .Colapso del cono de crecimiento . . | -
Derivada del - De membrana 'Actua sobre neuronas sensoriales y de. -
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Cépsula o . be eI creclmlento neuritico, formacién de )
nalionar Sanguijuela (ECM) 8l neurltas primarias y ramificaciones de"
9ang " neuronas identificadas. (AP y AE)
" 1000- ECM A S
Tenascina 1900 . (Astrocitos) — sl -
- Posible sefial derivada del blanco para
Laminina-s . ECM ‘ mduclr que el axén se detenga y se
. diferencie.
Semaforinas: o k
Sem | ‘Grillos : : Inhibe ramificacién y defascilulacién. inhibe
(Fasciclina) I— ’ Droso h%lla o L sinaptogénesis
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Sem soluble
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Robo (gen)

Drosophila

normalmente crecian a lo largo de la s vias

“inhibicién putativa”
“Knock out” hace que los axones que

longitudinales ahora lo hagan a través de

éstas.

Tabia 1. MOLECULAS INHIBIDORAS DEL CRECIMIENTO NEURITICO
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Cada gangllo segm”  estd ¢ Jid
somas neuronales aproanadamente recubiertos por una glfa glgante' y;.:su arboles dendrltlcos
formando el neuropllo en elr_antenor (Figura 8) a excepcuon de los gangllos 5 y 6 que contlenen_
alrededor de 700 _‘Todoﬁesto esta contenido por la capsula de matriz extracelular que se continua .

n a, especxe H/rudo med/cma//

hacia los conectv ‘ afces Muchas de éstas neuronas estan identificadas ademas de por.su. . .

locallzacmn por S| gqa, electroflswlogfa, neurotransmisores, conexiones sinapticas y algunas

de ellas por su funcnon

I cion no esysolo anatémica sino que Ias neuronas se reconectan con precns:on (Muller 1979)
Para ue esto suceda se requiere, entre otros factores que las neuronas recuperen su capacidad de

_cremmlento dirigido y sinaptogénesis; aunado a la presencia de una combinacién adecuada de
j moléculas de matriz extracelular promotoras o inhibidoras para producir el patrén de inervacién
.especifico de cada tipo neuronal.

2.3.1 Regeneracion en cultivo

Substratos que contienen laminina o tenascina incrementan la tasa de crecimiento en neuronas
de sanguijuela e influencian su patrén de ramificacidén y la distribucién de sus canales de Ca®*
Diferentes neuronas responden a moléculas de MEC de manera individual y asi con pocas moléculas
se pueden obtener varios efectos (Masuda-Nakagawa et al., 1991; Fawcett, 1964). Posterior a la
extraccidon del paquete neuronal, las capsulas son un buen substrato para la adhesién y crecimiento
neuritico; en el que las neuronas despliegan patrones de crecimiento caracteristicos.

T"‘?"'q CON
FALLA Di ORIGEN

23




Ganglio
Ventosa Cerebroide
Cabeza anterior

Anillo . .
/ Segmento Central Sencilas  Ganglio ventosa

Caudal  posterior

Segmentos B X 3 1
Ganglionares 123 43 Yo 1100 n

w0
-
~N
€

i
b2 1314 VIS 6 17 18 192021

Musculo circular
Musculo oblicuo
Musculo longitudinal

Musculo dorsoventral
Seno dorsal

Rama dorsal,
Raiz posterior

I

=

Ganglio Raiz anterior
Segmental

[\

\
"~ Conectivos Seno lateral

T~ Raiz posterior Seno Ventral

anura 7. Slstema Nervioso Central de la Sanguijuela.

) A ~En Ia parte superior, una vista dorsal de la sanguijuela. En la inferior, una vista ventral mostrando el snstema nerwoso

central de la san;,uljuela esta formado por una cadena de 21 ganghos segmentales un cerebronde 0 audal los dos

: ulumos consmuldos por la fusién de varios segmentales. El segmento metaménco estd fomﬂdo p

: 'Corte lransversal de una sanguijuela mostrando el sistema nervioso central formado por ganghos umdos entre sf por

: ,;_Vlos nervnos conecuvos y se encuentra recubierto por el seno ventral. Cada ganglio de la cadena se encarga de mervar :
“un segmento met'lmérlco del animal por medio de raices (Nichollis et al., 2001).
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Figura 8. Ganglio Segmental de la Sanguijuela.
Esta es una vista ventral de un ganglio de la sanguijuela con sus conectivos y raices. La A seiiala la parte anteriory la P la

posterior del animal. Las neuronas mas grandes son las Retzius (Rz), posteriormente las Pagoda Anterior (AP) y las més
posteriores son las Erectoras del Anillo (AE). Asi mismo se observan neuronas mecanosensoriales que responden a tacto
(T), de presion (P) y a estimulos nociceptivos (N), (moditicado de Nicholls y Baylor 1968).
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capsula del gangllo presentan un patron de’ cremmuento blpolar muy estereotlpado :

:9 de su d» sarr embnonarlo (Gao A% Macagno, 1987). Este patrén consiste en as prlmarlas

L cremendo en dlrecmones opuestas, permltiendo una cuantificacién precisa y evaluar sus camblos al

modlflcar varlables AI reallzar estudlos de perturbacion en la cara mterna de la capsula utilizando

:PNA a dlferentes dosns se |ncrementa la longltud neuritica total, el nimero de nueritas primarias y se
*plerde eI patron bxpolar en forma dosis dependiente (De-Miguel et al., 2002) En otros substratos

o ;'c_:omo son la Con A, el _exterior de la capsula o extractos de laminina, éste mismo tipo neuronal
presenta un crecimiento mucho mayor tanto en longitud como en area ocupada.

A 2 B C
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a " i
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Figura 9. Composicidn glicoprotéica de capsulas ganglionares y su reconocimiento mediante lectinas

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

(-DTT) y después (+DTT) de su reduccién con ditioetiol (DTT). E! asterisco sefala bandas de 900kDa,
correspondientes a la laminina de sanguijuela. Las cabezas de flecha sefalan bandas de 220, 340 y 160- 180 kDa,
presumiblemente subunidades de laminina. B. El patrén de reconocimiento de la lectina PNA sobre transferencias en
nitrocelulosa no se modificé después de reduccién con DTT, sin embargo las bandas de 340 y 180 kDa se
incrementaron. C. Por el contrario el patrén de reconocimiento de la lectina GNA si se modifica después de la
reduccién (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 prbcesos,
de formacién y regeneracién del sistema nervioso estan muy conservadas filogenéticamente, por lo
que los hallazgos en este tema representan posibles mecanismos de accién generales.

Moléculas de la-matriz extracelular extraidas del sistema nervioso central de la sanguijuela
|nducen ecimiento de neuronas identificadas del mismo animal en cultivo. Entre ellas se

: han ldentlflc do pecfﬁcamente tres tipos; la laminina, la tenascina y la colagena tipo IV. Subgrupos

B |dent|f|cada‘jdél snstema nerwoso central de sanguuuela, se sabe que éstas inhiben el crecimiento -
neuritico. Debido a la semejanza entre algunos pesos moleculares de las bandas reconocidas por
estas dos lectinas podriamos, 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 glicoproteinas del sistema nerviosos central de
la sanguijuela que une PNA, se sabe que son 4 polipéptidos que inhiben el crecimiento neuritico de las
neuronas Pagoda Anterior en cultivo. (De-Miguel, 2000).

Laminina

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‘k 3‘40,“} 220,180 y 160kDa, las cuales son reconocidas por la lectina GNA posteriormente al
‘travtvami‘ento.cori DTT, concordando con lo descrito por Chiquet et al 1998. Como substrato, tanto la
vjrila'rh’injrja"_c:orVnO'la tenascina inducen crecimiento extenso y rapido en neuronas de Retzius (Rz) y
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7 Pagoda Anterior (AP) e cultlvo Masuda Nakagawa et al: 1991 Masuda Nakagawa et: al 1992 De- -
MlguelF eta 199 )

por celulas gliales y

namente durante el desarr

i snguen S|endo sen3|bles ‘res como las células ganglionares de la retina de

’”'uvertebrados la sensnbllldad ala Iamlnina se plerde répldamente (Cohen et al., 1986).

Durante el desarrollo y la- regeneracion el cono de crecimiento interactia con el medio,
perC|b|endo senales y reaccnonando de manera especifica para dirigir al axén hasta sus blancos. Las
senales prov:enen de moleculas de matriz extracelular, factores solubles, contacto con otras células,

- neurotransmlsores y act:vndad eléctrica. El comportamiento de la neurona dependera de la interaccidn

B de sus’ receptores con las sefnales ambientales. Estas pueden ser promotoras, inhibidoras, atrayentes

'vocar que el cono de crecimiento continie creciendo, se ramifique, se colapse o

studio especuflcamente al papel que desempeiian glicoproteinas inhibidoras que unen PNA en la
! 'de los patrones de regeneracion neuritica. Se eligieron éstas glicoproteinas debido a que se-
cuenta cph evidencia contundente de que proteinas glicosiladas de tal manera que unan PNA, inhiben
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el crecnmlento neurftlco en vertebrado y.en la atr,ilz‘\,ex't‘i'aCelulaff'dell‘_sisvtema’nerv oso-central - de:la - -

sanguuuela
~Nos mteresé saber ,
en los patrones’ de crecumlento se debleran a una sensibilidad diferencial a Ia inl _|b10|on produmda por

o se trataba de un mecanismo gene

éstas moléculas. De ahf ‘que seleccnonaramos 3 tipos neuronales con patrones de regeneracnon en
‘ la capsula La ventaja de utilizar el |ntenor de la capsula como

capsula radlcalmente distin
un: punto intermedio entre realizar experimentos in vivo (donde es

cultivos en substratos exégenos, permitiendo un ‘mejor acercamiento a lo

preparacién radlca
imposible alslar vanables)

que esta sucedlendo en'el‘animal.-
om base el de las neuronas AP, debldo a que su patrén bipolar facilita la
e crecen profusamente y las

En pnnmplo se tom

‘dmcacmnes Las neuronas de Rz

creC|m|en oX n a capsu a y que éste no se debfa unlcamen e asui éntldad
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3. HIPOTESIS

> Si el subgrupo de gli ' proteinas de matrlz extracelular que unen la lectlna PNA inhibe del

entonces eI bloqueo de. la interaccién de éstas gllcoprotelnas con sus

crecimiento neuritic
receptores celulares: medlantevaNA producird un incremento en el crecimiento neuritico
dependiente del tipo neuronal. .

> Si se tr'ata‘"' neUrona con crecimiento limitado en el interior de la capsula en
comparamon "con otros subétratos, como es el caso de las neuronas Pagoda Anterior (AP) y
'ntonces al bloquear la inhibicién ejercida por el subgrupo de

2

glicoprbtéln'

NA se espera obtener un aumento en Ia longitud neuritica total.

> S| es una‘neurona con crecimi nto profuso en el’interio déilaiycépsula igualmente que en ’

otros substratos domo la’ de:Retzius(Rz)::al bloquear. las glicopf&;tgrn'asvque_une’,n PNA se

espera que su Iongltug

4. OBJETIVOS.

» Cuantificar las diferencias entre los patrones de regeneracién de las neuronas AE, APy Rz
creciendo en cépsulaé en presencia y en ausencia de la lectina PNA. De esta manera sera
posible deducir el papel que desempeian en la regeneracion neuritica las glicoproteinas de
matriz extracelular que unen PNA en relacién con el tipo neuronal.

Cuantificar los patrones de crecimiento por medio de la comparacion de los siguientes
parametros Iongltud neuritica total, nimero de neuritas primarias y niumero de puntos de

‘ ramlflcamon

Comparar los registros intracelulares de las neuronas AP, AE y Rz con y sin PNA para ver
si-las dlferenmas observadas en los patrones de crecimiento también se ven reflejadas en su

- actsv:dad electnca
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5. METODOS:
5.1 Diseccion de sanguijuelas y obtencion capsulas:

Los experimentos fueron realizados en sanguijuelas adultas de la especie Hirudo medicinalis.
Para aislar la cadena nerviosa se fij6 a la sanguijuela (con el lado ventral haC|a arriba) con minutas
en una caja de petri recubierta con sylgard. Se cortd la epudermls y Ios musculos con un bisturi hasta
visualizarla cuudando de mantenerla todo:elftlempo,sumer |d en nger (solumon f|S|oIog|ca para

mues'tra_env la Figura 10 (Fernandez De-Miguel, 1997). Mediante éste

VF‘ernéndez De- Miguel 1997).

: 'optlca Nomarsk: Se cundo de mantener Ia cara |nter|or de Ia capsula hacia arriba donde se sembraron

- 'las neuronas

5.2 Obtencion 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 abri6 la
capsula ganglionar dejando expuestos los somas celulares. Los ganglios (exceptuando el 5y 6) se
descapsularon y se mantuvieron en medio de cultivo L-15 (Gibco, México, DF) supleméntado 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 agitaciéon por 1 hora en 2 mg/mi de
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Figura 10. A la derecha se encuentra un ganglio con los somas neurcnales expuestos. Para la obtenmén de -
cépsulas, se cortan (a) los axones que forman los nervios conectivos y ralces. Posteriormente con unas pinzas
pequefias se remueve (b) el paquete celular,( tp_mado de Fernandez de Miguel, 1997)

colagenasay/dis s Défmétadt Germany). Des uék e tratamiento

eron ldentmcadas visualmente c ' rdo a su tamafio y

Las neuronas fueron sembradas con el muidn en contacto con el substrato. Una vez
el sembradas las células se agregd (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 manana siguiente se agregd (20 mi/ ml) suero a

todas las cajas.

5.3 Crecimiento en diversos substratos y experimentos de perturbacion:

Para los experimentos de perturbacion se sembraron las neuronas de Retzius, AP y AE en la
cara interna de la capsula y se le ainadid 1.0ug/ml la lectina PNA, concentracion que causa la pérdida
del patrén bipolar en neuronas AP (De-Miguel, 2002). Como control se utilizé la misma preparacion
sin PNA. Para probar que la lectina PNA no tuviera efectos promotores o inhibidores por si misma
(mediante la unién a receptores celulares), se sembraron los tres tipos neuronales sobre cajas de

petri recubiertas con PNA (2 ug/ml). Como controles también se sembraron sobre Con A a la misma
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motor del’ ‘creclmlento de esta lectina en los tres tipos neuronales
estudnados esta repor ado (Chlquet y Acklln, 1986; De-Miguel, 1997). Otras se sembraron
dlrectamente sobre plastlco para comparar los patrones de crecimiento producidos con los generados

Ven presenC|a de las lectinas.

5 4 Momtoreo del crecimiento:

Las neuronas sembradas en capsulas ganglionares fueron’ examlnadas con 6ptica Nomarski
con un objetivo de 40X y contraste de fase con un objetivo 20X para las sembradas sobre Con A
PNA vy plastico. Se tomaron imagenes digitales con una camara ccD acoplada aun mlcroscopio :
invertido cada 12 horas utilizando el programa de adquisicién de imagenes Metamorph. Para Ias :
neuronas sembradas en capsulas, fue necesario adquirir varias imagenes de la misma neurona ya :
que las neuritas crecen en diferentes planos. Asi mismo, muchas veces hubo que pegar varias ya que
la longitud de ciertas neuritas rebasd el campo visual de adquisicion.

5.5 Reconstruccion y cuantificacion de los patrones de crecimiento neuritico:

Las imagenes de cada célula a diferentes planos focales se empastaron usando el programa
Adobe Photoshop. Una vez reconstruido el patron de crecimiento completo, se cuantificaron tres
parametros: la longitud neuritico total, el nimero de neuritas primarias y el nimero de puntos de
ramificacion con el programa Metamorph. Utilizando una reglilla se obtuvo una equivalencia entre pixles
Zy mlcras De esta manera se obtuvo Ia Iongltud de las lineas que se dibujaron sobre las neuritas. Asi

. msmo se, contaron ~ A 3 eurltas pnmarlas y los puntos de ramificacién como se muestra en el

‘neurltas |nd|v1duales
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5.6 Registros electroﬂsuologlcOS'

o Clty, Callfornla EU) y el programa Pclamp8. Los datos fueron almacenados en una computadora PC

o para su andlisis.

5.7 Analisis de los registros » ;
Se compararon cualitativamente‘lb - 0s  almacenados en computadora del mismo tipo
‘se detectaron diferencias la amplitud y las fases de

celular con y sin PNA. Para los reg ,
te (desde el umbral) utilizando Clampfit 8. Asi mismo se

subida y caida fueron mediadas man
midié la integral de su potencial, ;‘(igualmente desde el umbral) trasladando sus datos

numeéricos de Clampfit 8 a Origin."

5.8 Estadistica
Todos los valores con los que se construyeron las gréficas referentes a los patrones de
ramificacién neuritica a lo largo del tiempo son promedios + la desviacién estandar. Se analizaron
mediante una t de student con 2 colas fijando el nivel de confianza en 90 %. Los datos referentes a los
; poténciales de accién se presentan como promedios por célula sin ninguna prueba estadistica debido a

una muestra demasiado pequeia.
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6. RESULTADOS

6.1 Patrén de regeneracion neuritica de las neuronas AP en capsulas.

Cuando las neuronas AP se adhirieron al interior de las capsulas, comenzaron a crecer dentro de
las 36 primeras horas de cultivo. En este lapso el 100% (n = 8) de las neuronas formé un patrdn
bipolar de regeneracion neuritica caracteristico y estereotipado (Fernandez de Miguel 1997). A pesér
de que todas las neuronas desarrollaron un patrén bipolar, después de 48 h de crecimiento, el numero
de neuntas pnmanas tuvo varnacuones En 3 de las 8 neuronas detectamos solo 2 neuritas prlmanas,
o 'ento en sentldo opuesto Otras 4 neuronas produjeron 3 neuritas y la otra

) ,cada una de s c

S vanacuones en el numero de neuritas primarias y de sus

" Perturbacién del patrén de regeneracién neuritica de neuronas AP en capsulas.

El patrén de regeneracion de las neuronas AP se modificd al agregar la lectina PNA (1ug/ml) al
medio de cultivo (De-Miguel; et al 2002). Bajo estas condiciones se observé un aumento considerable
del nimero de neuritas primarias y el nimero de sus ramificaciones, lo cual ocasiond la pérdida del
patrén bikpolar. En 6 de 12 neuronas se duplicé el nimero de neuritas primarias y ninguna disminuyé
en comparaqién con el control. El patrén bipolar se perdié por completo en 4 de 12 neuronas, otras 6
neUrdynég,,’a"pééar de aumentar el nimero de neuritas primarias y puntos de ramificacion, mantuvieron
un patréh bipblar. Unicamente 2 neuronas de 12 no presentaron modificaciones. En la Figura 12A se
muestra el curso temporal del crecimiento neuritico de una neurona AP adicionando PNA al medio de
cultivo. En B se muestra el patron de regeneracion de otras tres neuronas AP en las mismas

condiciones, 48 horas de crecimiento.

Cuantificacion del patrén de regeneracion neuritica de neuronas AP con y sin PNA.
El adicionar la lectina PNA al medio de cultivo ocasiond en todas las neuronas AP un aumento
significativo en los tres parametros a partir de las primeras 12 h de crecimiento. A las 48 horas, se
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i me‘ lo‘cada 12 horas), comparando entre las neuronas en presencia y ausencia de PNA en medlo de

'CUItIVO

Figura11. Patron de regeneracion neuritica de las neuronas AP en capsulas.

A. Curso temporal del crecimiento de una neurona AP sembrada en la cara interna de la
Capsula. B. Tres neuronas AP, 48 horas después de comenzar su regeneracion neuritica
en la cara interna de la capsula. Las flechas sefalan las neuritas primarias y las cabezas

de flecha secundarias, escala = 40 pm.
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1.4 ED

Figura 12. Perturbacion del patron de regeneracion neuritica de neuronas AP en capsula.

A. Curso temporal de una neurona AP sembrada en el interior de la capsula adicionando el
medio de cultivo con la lectina PNA. B. Tres neuronas AP a 48 horas de comenzar su
regeneracién neuritica en el interior de la capsula, con PNA en el medio de cultivo. Las flechas

sefialan neuritas primarias, escala =40 um
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800" o AP_PNA x
. —O— AP_control - {

)
o
(=)

Longitud Neuritica Tota
0 (um)
8 .3
o o

Tiempo (hrs)

B NEURITAS PRINCIPALES

o

=]

N

o .

24 36 48
Tiempo (hrs)

Namero de Neuritas Primarias
D

[=3%
-
N

C PUNTOS DE RAMIFICACION

— e b
ONHO®ONSD

Ntmero de Puntos de
Ramificacion

0
0 12 24 36 48
Tiempo (hrs)

Figura 13. Cuantificacion de los patrones de regeneracion neuritica de neuronas
AP con y sin PNA. )

A. Curso temporal de la longitud neuritica total de las neuronas AP con y sin
PNA. B. Curso temporal del nimero de neuritas primarias. C. Curso temporal del
numero de puntos de ramificacion. 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 patrén de regeneracién en las neuronas AP.

Algunas lectinas vegetales promueven el crecimiento neuritico; por ejemplo la Con A, substrato en
el que se conocen bien los patrones de crecimiento de neuronas AP (Chiquet y Acklln 986) Por lo
anterior y debido a que nuestro interés radicaba en el papel desempenado por gllco roteinas de la‘

matrlz extrac Iula Y no en el de la lectina PNA, fue necesario descartar que_ esta tu

: mostré que la lectina PNA en si misma, no tiene efectos directos scbre el patrén de regeneramon
neuritica de éste tipo neuronal (De-Miguel et al 2002).

6.2 Patron de regeneracion neuritica de las neuronas de Retzius en capsulas.

Cuando las neuronas de Retzius se adhieren al interior de las cépsulas, regeneran multiples
neuritas robustas y ramificadas con grandes conos de crecimienté en todas direcciones (Fernandez
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 demas. La Figura
15 A muestra el curso temporal del crecimiento neuritico de una neurona de Retzius. En el panel B se
pueden observar los patrones de regeneracion neuritica a las 48 horas de crecimiento de otras dos
neuronas de Retzius.

Perturbacion del patrén de regeneracion neuritica de neuronas de Retzius en capsula.

Al agregar PNA al medio de cultivo, el patron de regeneracién neuritica no cambio
cualitativamente. Las neuritas crecieron robustas, con conos de crecimiento grandes hacia todas
direcciones. Sin embargo en este grupo asi como en el control, algunas neuronas presentaron un
crecimiento menor ( 2 de 7 neurcnas) que el de las demas. En general se observé un area menor
' _pero mas densamente ocupada por sus neuritas debido a que la mayoria de ellas fueron de menor
: ongltud y. se encontraban mas juntas entre si que las de las RZ control. La Figura 16 A muestra el

urso: temporal del crecimiento neuritico de una neurona de Retzius en el interior de la capsula con
PNA mlentras que en B tenemos dos ejemplos mas a las 48 de crecimiento.
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Cuantificacién de los patrones de regeneracion neuritica de neuronas Rz con y sin PNA.
El adicionar PNA al medio de cultivo no causé un aumento significativo ni en la longitud neuritica
total de 1523.16192.32 um a 1758.0£453.32 pm ni el numero de puntos de

Figura 14. Efecto de la lectina PNA sobre el patron de regeneracion neuritica de las neuronas AP.

A. Patrén de regeneracidon neuritica sobre plastico de neuronas AP. B. sobre PNA y C. sobre Con A.
Todas las neuronas 48 horas después de comenzar su crecimiento, escala = 40 um.
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Figura 15. Patrén de regeneraciéon neuritica de las neuronas de Retzius en capsulas.

A. Curso temporal de una neurona de Rz sembrada en la cara interna de la capsula. B. Dos
neuronas de Rz a 48 horas de comenzar su regeneracion neuritica. Las flechas sefalan

neuritas primarias, escala = 50 pm
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Figura 6. Perturbaciéon del patrén de regeneracion neuritica de neuronas de Retzius en
capsulas. :

A. Curso temporal de una neurona de Rz en la cara interna de la capsula. B. Dos neuronas
de Rz a 48 horas de comenzar su crecimiento neuritico, escala = 40um.

I {
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Figura 17. Cuantificacion de los patrones de regeneracién neuritica de neuronas de
Retzius con y sin PNA.

A. Curso temporal de la longitud neuritica total de neuronas de Rz con y sin PNA en
capsula. B. Curso temporal del nimero de neuritas primarias C. Curso temporal del
numero de puntos de ramificacién. Rz control (n = 7) con PNA (n = 6) * Diferencia
significativa con T-Student 90% confianza.
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‘Unlcamente ha un aumento significativo_de 56% en eI numero de neuntas nmanas en' resenCIa
P P

: PNA (C) de 12.4+3.49 a 19.312.5en capsula.

Efecto de la lectina PNA en las neuronas de Retzius. : . R
Utilizando la lectina PNA como substrato, se descarté al lgual que con Ias neuronas AP la
posibilidad de que ésta pudiera tener algtn efecto por si mlsma en el crecumlento neurmco de Ias E
neuronas de Rz. Los patrones de regeneracion neuritica son muy similares en plastico.y - en PNA
como se muestra en la Figura 18 A y B. Sobre Con A se observa claramente un aumento en>‘el g
crecimiento neuritico debido a su efecto promotor, asi como un patrén muy distinto al del énim_al‘
(lamelas mas que neuritas) concordando con lo reportado anteriormente (Chiquet y Acklin 19886,
Grumbacher-Reinert 1989, Fernandez de Miguel et al., 1997). A ‘

6.3 Patrén de regeneracion neuritica de las motoneuronas AE en céapsulas. :

Cuando las motoneuronas AE se adhieren al interior de las capsulas, regeneran un patrénv 'nevrurl’tico'
bipolar, formado por grupos de neuritas ramificadas en lados opuestos. La Figura 19 A muestra el
curso temporal del crecimiento neuritico de una motoneurona AE, mientras que en B se pueden
observar los patrones de regeneracion a las 48 horas de crecimiento de otras tres motoneuronas AE.
En nuestros experimentos el crecimiento neuritico de las motoneuronas AE fue mayor que el reportado
(Fernandez de Miguel y Vargas 1997), sin embargo es distinto al generado tanto por las neuronas AP
como por las Rz y podriamos decir que limitado en comparacion con el que presentaron sobre Con A o

en presencia de PNA en el medio de cultivo.

Perturbacion del patron de regeneracién neuritica de las motoneuronas AE.

El patrén de regeneracion de las motoneuronas AE se modificd considerablemente en presencia
PNA en el medio de cultivo. Aumenté tanto el drea que ocupada por las neuritas como el nimero de
ramificaciones en comparacién con la ocupada en ausencia de PNA. Lo cual ocasion6 una pérdida
del patron blpolar debldo a un mayor numero de neuritas primarias de mayor longitud individual. De 6
neuronas 4 perdleron ‘el -patrén bipolar por completo, 2 lo conservaron, pero se incrementd

',;ico‘nslderavble ente la longu‘tud neuritica total. Las 2 neuronas restantes no presentaron modificacion
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arlgghra‘.En'la Figura 20 A se muestra el curso temporal del crecimiento neuritico de una motoneurona
AE,adicidnando PNA al medio de cultivo, mientras en B tenemos otros dos ejemplos a las 48 horas de

crecimiento.

Figura 18. Efecto de Ia lectina PNA sobre el patrén de crecimiento neuritico de las
neuronas de Retzius. .

A. Patrén de regeneracion neuritica sobre plastico de neuronas de Rz. B. sobre PNA y

C. sobre Con A. Todas las imagenes estan en contraste de fases a 48 horas de comenzar
su crecimiento, escala = 50 um.




Figura 19. Patron de regeneracion neuritica de las motoneuronas AE en capsulas.

A. Curso temporal de la regeneracion neuritica de una motoneurona AE. B. Dos
motoneuronas AE a 48 horas de comenzar su crecimiento. Las flechas sefnalan neuritas

primarias, escala = 50 um.
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Figura 20. Perturbacion del patron de regeneracion neuritica de motoneuronas AE
en capsulas.

A. Curso temporal de la regeneracion neuritica de una motoneurona AE. B. Dos
motoneuronas AE a 48 horas de comenzar su regeneracion neuritica. Las flechas sefialan

neuritas primarias, escala = 50 um.
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Cuantificacion del patron de regeneracion neuritica de motoneuronas AE con y sin PNA.

El adicionar la lectina PNA al medio de cultivo ocasiond un aumento significativo en los tres
parametros medidos para analizar los cambios inducidos por Ia lectina en los patrones de crecimiento.
La longitud neuritica total se duplicé (100%) de 524.0+46.0 um a 1158.0+198.0 um, el nimero de

neuritas primarias se incrementd en un 70% de 5.6 £0.4a 9.532.6 y el nL'Jm,erQ puntos de ramificacion . .

un 155% de 5.442.0 a 13.8+4.0. La Figura 21 muestra el incremento significativb'fén'éétos 3

parametros cada 12 horas con y sin PNA,

Efecto de lalectina PNA sobre las motoneuronas AE.

Al igual que en las demas neuronas probadas, el patrén de regeneracion neuritica de las AE en
plastico y en PNA como substrato es indistinguible, permitiendo descartar su posible efecto sobre el
patrén de crecimiento neuritico. En la Figura 22 A y B podemos observar que no hay diferencia en el
patrén presentado sobre plastico y PNA. Mientras que en C sobre Con A el crecimiento es mayor,

debido al efecto promotor de esta lectina.

6.4 Comparacion de los registros electrofisiolégicos
Cada tipo neuronal estudiado presentd un patrén de disparo caracteristico, del cual hicimos
uso para la identificacion neuronal. La frecuencia de disparo, forma y amplitud del potencial de accién
difiere entre las neuronas AP, AE y las de Retzius. Unicamente las neuronas de Retzius dispararon
espontaneamente.. En el panel A de la Figura 24 se aprécian las diferencias cualitativas en la forma
del potencial derac‘cio’n entre una neurona AP con y sin PNA. Mientras la amplitud aumenta la
duracién dlsmlnuye en presencia de PNA. En B se muestra el patrén de disparo de las motoneuronas
AE que conSIste en potenmales de accién muy pequeiios (lejanos) de ahi que se requiera de pulsos
de muchaj comente y larga duracién (200ms) para observar respuesta. En C se muestra el potencial
de acéiéh’de léé neuronas de Rz; que al igual que las AE no presenta modificaciones cualitativas en
- : presenma de PNA El andlisis de la duracién del potencial de accién de las neuronas de Rz apunta
‘ »mcremento de 1Tms (con y sin PNA n=8) en presencia de PNA; mientras que para las

ronas AE no se cuentan con suficientes registros con el mismo protocolo de estimulacién
“pareciera que disminuye la duracién en presencia de PNA al igual que en las AP). Debido a
s més significativos ocurrieron unicamente en las neuronas AP decidimos hacer un analisis mas
:fu"rfdd de ias variaciones para explicar que podia estar sucediendo al bloquear las glicoproteinas
e unen PNA.
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Figura 21. Cuantificacion de los patrones de regeneracion neuritica de motoneuronas AE cony
sin PNA de cultivo.

A. Curso temporal de la longitud neuritica total de motoneuronas AE. B. Curso temporal del numero de
neuritas primarias. C. Curso temporal del nimero de puntos de ramificacién, AE control (n=6) PNA (n =
6) *Diferencia significativa T-Student 90% confianza.
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Figura 22. Efecto de PNA sobre el patron de crecimiento neuritico de las motoneuronas
AE.

A. Patron de regeneracion neuritica de motoneuronas AE sobre plastico, B. sobre PNA
C. sobre Con A., escala = 50 um.
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Figura 24. Comparacion de los registros electrofisiologicos de neuronas en cultivo

A. Comparacion del potencial de accion de una neurona AP en capsula con y sin PNA
en el medio de cultivo. B. Potencial de accién propagado de una moteneurona AE control
y con PNA. C. Potencial de accién 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. Comparacion del patron de regeneracion neuritica

A. En las neuronas AP y AE la longitud neuritica total se duplicé (100% aprox.), mientras que las Rz
no presentaron diferencias significativas en éste parametro. B. Los tres tipos neuronales presentaron
un incremento significativo 100, 70 y 56 % respectivamente en el nimero de neuritas principales en
presencia de PNA. C. El nimero de puntos de ramificacion se triplicé en neuronas AP, se
incrementd 155 % en neuronas AE; mientras que las Rz no presentaron un incremento significativo.
Cuantificacidn a 48 horas de comenzar su crecimiento, * diferencia significativa.
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o . ,capsula con PNA a diferentes voltajes no es SIinflcatlva de 14

6.5 Analisis del Potencial de Accién en neuronas AP

Comparacion de la Integral del Potencial de Accion con y sin PNA ]
Una vez detectada la variacion entre los registros controles y en condncnones de perturbacnon )
de las neuronas AP, se cuantifico la integral de su potencial de accion (PA)' ya que éste refleja‘

indirectamente la carga que ocasiona el cambio de voltaje. : -
Como podemos observar en la Figura 25 A la integral del: PA (3 ‘ [epé‘so)"' se
duplicé en presencia de PNA. Asi mismo se hizo la comparacnon | ibstra

contra potenciales evocados en neuronas sembradas en capsul _ : 5m en reposo).
ntre registros de AP en
32U Mlentras que PNA y plastico

I’ aufnento de la integral del PA en

Los valores estan reportados en unidades' arbitrarias (U)

' ‘son ccasi idénticos de 96 a 98U (Flgura 25 Ay B). Por‘el contrario
, n'euronas sembradas en capsula PNA si es S|gnlf|cat|vo(A

umento en el crecimiento neuritico se
ritica: la longitud neuritica total y el

le la integral del PA/longitud neuritica

numero de neuntas prlmanasﬁ En,C{se u
-en D que la integral PA/ nimero de

total se trlpllca 200% de 0.16 a 0. 48 U :
neuritas se duplica (100%) de18 a 37 en pr

Amplitud del Potencial de Acciéon -

La amplitud refleja la diferencia de potenmal méxima alcanzada. La Fvgura 26 A muestra que
la amplitud promedio del potencial de accién se incrementé en un 50% (de -25 a -38mV) en presencia
de PNA. En B tenemos la comparacion de las amplitudes del potencial de accién de neuronas AP
creciendo en el interior de la capsula con PNA otras sembradas sobre PNA y plastico como substratos.
No hay diferencia entre las amplitudes de los potenciales de accién de neuronas sembradas sobre

PNA y plastico (32mV en ambas) sin embargo, son menores (no significativamente) con respecto a
las sembradas sobre capsula con PNA al mismo potencial de reposo (42.6mV). Las neuronas AP
producenpotenciales de accién de mayor amplitud a potenciales mas hiperpolarizados, como
podemds observar al comparar la barra negraen Ay B.
.- Un incremento en 50% en la amplitud no explica que la integral del potencial de accién se
- " tfipliqUe (se esperaria un incremento del 50%), para lograrlo tenia que estar implicada la duracién del
':Zipdtencial. El analisis de ésta se hizo separando la fase de subida de la caida del potencial de accién,

lo cual permite obtener informacion sobre la identidad iénica.
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Figura 25. Integral del potencial de Accion y su relaciéon con el crecimiento neuritico

A. La integral se incrementa un 60% (de x =77.75 a x = 130.5) en las neuronas AP creciendo
con PNA (Vm = -30/-835 mV).B. Sobre plastico, PNA y capsula con PNA no parece haber
diferencia significativa (Vm = -40/-45 mV). C. La relacion de la integral con la LNT se triplico (
de x =0.16 a x=0.48) en presencia de PNA, D. mientras que la relacion con el niumero de

neuritas primarias se duplicé, de x =18 a x =37, U = unidades arbitrarias, Cy D Vm= -30/-
35mV.



A Amplitud del Potencial de B Amplitud del Potencial de

Accidn Accion

501 501
@

4ol [ J 40 P 4 .
®

> 304 s L4 - 304 - s AV'
: [

201 201

10'1 104

0 — v - 0 — —

cépsula PNA capsula cdpsula plastico PNA
n=3 n=5 PNA n=6 n=6
n=3

Figura 26. Amplitud del Potencial de Accion de neuronas AP

A) La amplitud del potencial de accién se incrementa un 50% (de x= -25 a' x= -38mV) en
neuronas AP sembradas en el interior de la capsula. (vm =-30/ -35mV)

B) La amplitud del potencial de accion de neuronas AP sembradas en el interior de la capsula con
PNA ( x=-42.6mV) es un poco mayor a las sembradas sobre PNA ( x= -32.24mV) y plastico
( x=-32.9mV), sin embargo esta diferencia no parece ser significativa. (Vm =-40/ -45mv)

Cambios en los componentes i6nicos del potencial de accion.

Al analizar por separado la fases de subida y caida del potencial de accion en
neuronas AP creciendo en cdpsulas 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 caida no presenta cambios significativos de 8 a 1 1mV/ms como se muestra
en la (B). -El mismo analisis se realizé para neuronas AP creciendo sobre PNA y plastico C y
D respectlvamente En éstas condiciones no hubo diferencias significativas entre ambos

grupos ‘en:la ’f'ase‘,_ de subida (20mV/s) ni en la fase de caida de su potencial de accion

En. C;'podemos observar claramente que la fase de subida de las neuronas AP

creccendo sobre PNA, plastico y en capsula con PNA no presentaron diferencias entre si.

: :"Sl comparamos la fase de subida en A (21mV/ms) con la de C (31mV/ms) en

: ’pr‘ésjencia de PNA, es mas rapida a potenciales mas hiperpolarizados, coincidiendo con una
; 'ym‘éyory amplitud.
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Figura 27. Cambios en los componentes idnicos del potencial de accion.

Al analizar el cambio de voltaje en el tiempo durante las fases de subida y caida de los potenciales de accién de
las neuronas AP con y sin PNA, observamos que la diferencia radica en la primera. A. La dV/dt de la fase de
subida del potencial de accién casi se triplica en las neuronas AP en cdpsula con PNA (de x = 12 a x = 32
mV/ms); mientras que B. el aumento de la fase de caida no es significativo, (A yB Vm = —30/-35 mV). C. La dv/dt
de la fase de subida de neuronas sembradas sobre capsulas con PNA es mayor a la de las sembradas sobre
plastico, que es practicamente indistinguible de las sembradas sobre PNA.D. La fase de caida no parece presentar
diferencias significativas entre neuronas AP sembradas en capsula con PNA, sobre PNA y plastico, (Cy D Vm=a
-40/-45 mV).
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7. DISCUSION e e

Nuestros resultados mostraron que el grupo de ghcoproternas que une PNA del |nter|or de la
cépsula ganglionar inhibe el crecimiento neuritico. Este efecto fue dependleme del tipo neuronal El
adicionar PNA al medio de cultivo indujo un incremento en el crecimiento neuntlco en las neuronas AP..
y AE, acompaiado por la pérdida del patrén bipolar. En contraste el patrén de regeneracwn ‘de las
neuronas de Retzius se mantuvo parcialmente inalterado. De manera colateral encontramos que las
glicoproteinas que unen PNA indujeron cambios en la actividad eléctrica en las neuronas AP.

Identidad Molecular .

Adicionando PNA al medio de cultivo, bloqueamos la interaccion de un grupo glicoproteinas de
matriz extracelular, con sus respectivos receptores neuriticos. De ésta manera fue posible deducir el
efecto que desempefian estas glicoproteinas. Las 4 bandas que unen PNA podrian constituir
subunidades de una o .v 'as gllcoprotemas de matriz extracelular. De acuerdo con sus pesos

moleculares, po‘dria,mqsl nsar{que se trata de tenascina o fibronectina (Kruse et al 1884). La

fibronectina une PNA’ on de expresion (espacio temporal) es variable durante el desarrolilo y
la regeneracion, ‘I:of ‘ al suglere que interviene activamente en la guia -axonal (Orden 1979,
Trejdosiewicz 1985) Con respecto a la tenascina, la cual podria considerarse una buena candidata
debido a que presenta patrones de expresion altamente restringidos y dinamicos en el desarrollo del
sistema nervioso, induce inhibicién en varios sistemas bioldgicos (Pesheva y Probstmeier 2000, Jones
y Jones 2000) y esta 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, esta reportado
que induce crecimiento neuritico en neuronas AP y Rz en ésta especie de sanguijuela (Masuda-
Nakagawa y Wiedemann 1992). Por lo anterior ya que el patrén de reconocimiento de PNA con DTT
(ditioetiol) no se modifica, pensamos que las bandas podrian representar 4 glicoproteinas distintas, lo
cual concuerda con los resultados de este trabajo. Sin embargo para valorar la relevancia de la
interaccion de la matriz extracelular con el tipo neuronal en la formacién de un patrén de crecimiento
determinado, nos parece mas importante comprender la funcién y posible mecanismo, que la identidad

molecular de éstas glicoproteinas.




Efecto de Glicoproteinas que unen PNA en el Patron de Regeneracion

El efecto inhibidor del crecimiento neuritico de las glicoproteinas que unen PNA fue valorado
mediante la comparacidn de tres parametros cuantificables del patrén de crecimiento. De acuerdo con lé’
respuesta obtenida para 3 tipos neuronales podemos generar un esquema de sensibilidad a la inhibi'cié}i@

mediado por éstas glicoproteinas, donde la neurona AP es la méas sensible, la neurona AE present ]
sensibilidad intermedia y la neurona de Retzius minima. El parametro mas afectado por el bloqueo con_‘
PNA es el numero de neuntas primarias, que presentd un incremento significativo en los tres tlpos

neuronales estu lad s -Sin embargo los otros dos parametros tuvieron un fuerte efecto scbre las

N neuronas AP 'AE; apoyando la hipdtesis de que le grupo de moléculas que unen PNA esté formado por
; ‘dlstmtas con receptores y efectos partlculares Si éste fuera el caso podriamos

combinacién de receptores a moléculas promotoras de crecimiento (capaces de enmascarar o filtrar la

7_iﬁhibici6n) o a distintas moléculas inhibidoras.

Efecto de Glicoproteinas que unen PNA en el Potencial de Accién

Colateralmente analizamos la influencia de las glicoproteinas que unen PNA en el patrén de
disparo de las neuronas AP. El incremento en la integral del potencial de accién con PNA indica que
en éstas condiciones, la duracién 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 relacion de la integral
del potencial de accién con el crecimiento neuritico (longitud neuritica 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 i6nicos por unidad de area. De
estas dos mediciones la que mas se aproxima al incremento neto en membrana es la longitud
neuritica total ya que en el caso del nimero de neuritas principales, se desprecian las ramificaciones
secundarias, que en presencia de PNA aumentaron significativamente.

Ei incremento en la amplitud del potencial de accidn en presencia de PNA indica que las *
caracteristicas eléctricas de la membrana se modifican. El andlisis ae la &V/6t de las fases de subida y
caida del potencial de accién brinda informacion sobre la posible identidad iénica responsable de éstas

modificaciones. En éste caso en particular el incremento en 8V/t de la fase de subida indica que el
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subgrupo de gllcoprotefnas que unen'PNA modlflca‘ la sintesis o mcorporacnon de canales de Na*ala

membrana neuritica. Sin’ embargo para que Ia 8V/8t de la fase de calda se mantenga constante se
requiere un incremento en los canales de K, ya que si esto no ocurriera, la fase de repolarizacién

seria mas lenta.

Esquema de la interaccion de glicoproteinas que unen PNA con el tipo neuronal
Pensamos que las glicoproteinas hipotéticas compartirian el sitio inicial de reconocimiento con su - :
receptor (galactosa terminal unida a B(1-3)-N-acetilgalactosamina) que es también, el sitio de unién con =
PNA; de ahi que diversas proteinas que unen PNA en otros sistemas presenten el mismo efecto. Sin
embargo, pensamos que la parte protéica se uniria a otra parte del receptor permitiendo efectos distintos
por parte de cada glicoproteina, muy probablemente mediante receptores distintos.
Nombremos a cada una de las glicoproteinas hipotéticas: A, B, C, D y pensemos en los posibles

efectos que éstas pudleran inducir dependiendo de los receptores neuronales presentes. De esta

‘la membrana, en éste caso de Na* y K*; las

neuronas AP tendrfan Ios 4 tlpos de receptores Ias motoneuronas AE tendrian los tres primeros, sin

egurar que carecen de D. Mientras que las neuronas de Rz solo presentarian receptores para la

i ghcdprotema tipo A.

ASpectos Generales

La interaccién 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 formacién del sistema
nervioso y es crucial para un buen funcionamiento del sistema nervioso de todas las especies animales.
Mediante ésta interaccion se generan patrones de crecimiento y ramificacién determinantes para que las
neuronas logren encontrar y conectarse con sus blancos. ’

El papel desempefiado por proteinas glicosiladas con B(1-3)-N-acetilgalactosamina, es decir
glicoproteinas que unen PNA podria ser generalizable al desarrollo del sistema nervioso de otras
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vencuentra amphamente ocumentada su parﬂclpacuon en el desarrollo (Daws et .

‘ Vespecnesr'D
- al; 1990 Vermeren et al., -2000). ' Se sabe: 'que\las moleculas que intervienen en la- gufa’ axonal .
|ncluyendo Ias de matnz extracelular estan altamente conservadas filogenéticamente. :
o estudlo se desprende que las gllcoprotemas que unen PNA participan actlvamente enfff

acn n de los patrones de ramificacién neuritica en animales adultos. Nuestros experlmentos;; '

no' ueron eallzados en embriones y sabemos la sintesis de éstas moléculas no comenzo6 ni se

lncremento al_ momento de la lesidn, sino que éstas mantienen una presencia consecutiva, indicando
"qu desempenan un papel estabilizador de la citoarquitectura del sistema nervioso central adulto. Por-

’esto, es posnble suponer que participan activamente tanto en el desarrollo embriolégico como en

procesos de regeneracion.

8. CONCLUSIONES

e Las glicoproteinas que unen’ PNA de la matrlz extracelular del SNC de la sanguijuela |nh|ben la -
formacién de neuritas pnmanas enlos tres tlpos neuronales estudlados .
niento neurltlco, lo que se refleja tanto en Ia Iongltud..? .

e De la misma manera |nh|b
neuritica total como e mlflcamon en dos tlpos neuronales las neuronas AP y Ias

motoneuronas AE

. Por otro. lado modlflcan la actlwdad electnca de Ias euronas ., P Ilmltando tanto la amplitud

flcamente en 8V/&t de su fase de

como Ia |ntegral de su potencial de accioén; ln,fluyend
subida.

 - Todas estas glicoproteinas comparten su patréon de glicosilacion, que es el sitio inicial de
reconocimiento con su receptor asi como con la lectina PNA; de ahi que al adicionarla al medio
sea posible bloquear su efecto de manera dependiente de la dosis.
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