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Inhibicion del crecimiento axonal por proteoglicanos
de condroitin sulfato en el sistema nervioso central
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Axonal growth inhibition
by chondroitin sulfate proteoglycans
in the central nervous system

ABSTRACT

Chondroitin sulphate proteoglycans (CSPG) are components
of the extracellular matrix, consisting of peptides chemically
attached covalently to chains of glycosaminoglycans. There
are 4 families of CSPG including lecticans, which are found
mainly in the central nervous system (CNS) of vertebrates. In
vitro studies have shown a negative effect of these proteogly-
cans on axonal growth, mediated by depolymerization of actin
filaments in the neuronal cytoskeleton. In some neurodegen-
erative diseases, and especially after traumatic injuries of
adult CNS, there are increased levels of CSPG expression. Ax-
onal growth inhibition by CSPG has been observed also in
vivo, and therefore a strategy aimed to counteract the inhibi-
tion of axonal growth might lead to new therapies designed to
restore neural circuits. There is compelling in vivo evidence
that CSPG degradation by Chondroitinase ABC allows both
axonal growth and functional recovery in models of injury in
the mammalian CNS. These data suggest that manipulation
of the response to damage could result in effective ways to
promote recovery of nerve functions in neurological disorders
that affect humans, such as spinal cord lesions or Parkinson
disease.

Key words. Extracellular matrix. Neurite regeneration. Cen-
tral nervous system damage. Axonal growth and inhibition.

INTRODUCCION

Los proteoglicanos de condroitin sulfato (PGCS)
son un grupo de glicoproteinas localizadas en la su-
perficie celular y en el espacio extracelular de los te-
jidos animales. En lo que se refiere a los vertebrados
y en especifico al sistema nervioso central (SNC), se
ha descrito que estan involucrados en varios even-
tos celulares como la migracién, la diferenciacion, la

RESUMEN

Los proteoglicanos de condroitin sulfato (PGCS) son compo-
nentes de la matriz extracelular que quimicamente estan
constituidos por péptidos unidos en forma covalente a cade-
nas de glicosaminoglicanos. Existen cuatro familias de PGCS
y una de ellas, los lecticanos, se localizan principalmente en el
sistema nervioso central (SNC) de vertebrados. Estudios in vi-
tro han demostrado una participaciéon negativa de los PGCS
en el crecimiento neuritico de células en desarrollo, asociada
con la despolimerizacion de filamentos de actina en el citoes-
queleto neuronal. Asimismo, se ha observado una expresion
incrementada de los PGCS en algunos padecimientos neuro-
degenerativos, y méas consistentemente en lesiones traumati-
cas del SNC en organismos adultos. Se ha reportado que estos
PGCS también inhiben el crecimiento axonal in vivo, por lo
que el bloquear esta inhibicién podria resultar en terapias
efectivas dirigidas al reestablecimiento de circuitos neurona-
les. Existe suficiente evidencia que muestra que la degradacion
de PGCS con la enzima condroitinasa ABC in vivo permite
tanto el crecimiento axonal, como la recuperacién funcional
en modelos de lesién en el SNC de mamiferos. Estos datos per-
miten pensar que la manipulaciéon de la respuesta al dafio
puede resultar en formas eficaces de promover la recupera-
cion de funciones nerviosas en padecimientos neuroldgicos
que afectan al humano, como la lesién medular o la enferme-
dad de Parkinson.

Palabras clave. Matriz extracelular. Regeneracién de neuri-
tas. Dafio al sistema nervioso central. Crecimiento e inhibicion
axonal.

proliferacion, el crecimiento axonal y la sinaptogéne-
sis,1? por lo que desempefian un papel importante en
la morfogénesis, la citoarquitectura y el manteni-
miento de este sistema, tanto en etapas tempranas
del desarrollo,® como en el organismo adulto.

El papel fundamental de los PGCS en el SNC se
hace evidente en los procesos iniciales del desarrollo
en mamiferos, ya que estan involucrados en la for-
macion de conexiones especificas y en el estableci-
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miento de las sinapsis neuronales para la generacion
de circuitos nerviosos.'* Estos PGCS son sintetiza-
dos por las neuronas, asi como por las células glia-
les en patrones de expresion espacio-temporal
precisos y bien delimitados.>® Ademas, los PGCS
pueden presentar interacciones con la matriz extra-
celular (MEC)’, teniendo un papel importante du-
rante la histogénesis del SNC. Sin embargo, en el
SNC de mamiferos adultos se ha comprobado una
escasa capacidad para la regeneracion y crecimiento
axonal sobre todo en condiciones patoldgicas. Esta
inhibicion en el crecimiento esté asociada a cambios
en la expresiéon de componentes estructurales de la
MEC,%1° con un incremento en la expresion de
PGCS delimitando el sitio de lesiones fisicas o qui-
micas'! en los organismos adultos, por lo que ad-
guiere importancia analizar el papel de los PGCS
después de estimulos dafiinos al SNC. En esta revi-
sion hacemos un recuento de las caracteristicas es-
tructurales de los proteoglicanos (PG),
posteriormente describimos el papel que desempefian
los PGCS en la inhibicion del crecimiento axonal y
presentamos algunas estrategias que son eficaces
para remontar dicha inhibicién y promueven la rege-
neracion.

MATRIZ EXTRACELULARY
PROTEOGLICANOS DE CONDROITIN SULFATO

La MEC esta compuesta por varios tipos de molé-
culas, incluyendo factores neurotrdéficos, moléculas
de superficie para la adhesidn celular, colagena, fi-
bronectina, laminina, acido hialurénico y PG entre
otros componentes.’?13 |_os PGCS son un grupo he-
terogéneo de glicoproteinas que presentan variacio-
nes importantes aun de un tejido a otro en un
mismo organismo. Debido a sus caracteristicas es-
tructurales y funcionales, los PGCS han adquirido
un papel primario durante el desarrollo y mas tarde
como inhibidores de la plasticidad neuronal en el
SNC de organismos mamiferos adultos.!?

Los PG son macromoléculas de elevado peso mole-
cular compuestas de un cuerpo glicoproteico, consti-
tuido por péptidos unidos a cadenas laterales de
glicosaminoglicanos (GAG) mediante enlaces de tipo
covalente. Cada cadena de GAG consiste de multiples
unidades de disacaridos arreglados en forma lineal,
las cuales estan constituidas por una forma del aci-
do uronico (ya sea acido glucurdnico o acido iduré-
nico que son estereoisomeros) y otro carbohidrato
gue puede ser N-acetilglucosamina o N-acetilgalacto-
samina'* (Figura 1). Las cadenas de disacaridos
pueden llegar a secuencias de hasta cientos de uni-

dades de GAG. Por esta razon, existe una gran va-
riabilidad tanto en el tipo de cuerpo proteico que se
puede encontrar en un organismo adulto, asi como
en la composicion y el nimero de las cadenas de
GAG que conforman la molécula completa.t®

Estructura de las
cadenas de glicosaminoglicanos

Las cadenas de GAG estan conformadas por poli-
meros de hasta 200 repeticiones de disacaridos uni-
das al cuerpo proteico en el aminoacido serina por
medio de uniones tipo azlcar conformadas por xilo-
sa-galactosa-galactosa-acido glucorénico. De esta
forma, la xilosa se une a la serina del cuerpo protei-
co y el acido glucordnico se une al heterodimero es-
pecifico del GAG.1617

Estas cadenas de GAG se pueden clasificar de
acuerdo con la repeticion del disacarido que lo cons-
tituye, de esta forma se tienen al condroitin sulfato,
que es un disacarido de acido glucorénico y N-acetil-
galactosamina (Figura 1B), el dermatan sulfato que
es un acido idurdnico unido a N-acetilgalactosami-
na, el heparan sulfato que es conformado por un di-
mero de &cido glucorénico y N-acetilglucosamina y
finalmente el queratan sulfato que es un dimero de
galactosa y N-acetilglucosamina.’

La presencia de grupos sulfatados en las cadenas
de GAG y de los PGCS determina que sean molécu-
las sumamente anidnicas con tendencia a unirse a
moléculas catidnicas. Estas interacciones quimicas
desempefian un papel muy importante en la forma-
cion de grandes agregados moleculares dentro de la
MEC.'® De acuerdo con las propiedades estructura-
les de los PG, éstos se pueden clasificar en cuatro fa-
milias: los hialectanos o lecticanos, los glipicanos,
los sindecanos y un grupo IV o miscelaneo que por
sus caracteristicas no es incluido dentro de estas
tres familias anteriores, por no tener cadenas de
GAG unidas al cuerpo proteico.’

FAMILIAS DE PROTEOGLICANOS

Grupo 1.
Lecticanos en el SNC

Los lecticanos, también conocidos como hialecta-
nos, constituyen el grupo de PG mas abundantes
dentro del SNC, no asi para otros tejidos. Muestran
una estructura molecular similar a la de todos los
PG conformada por una proteina eje con cadenas la-
terales de GAG de tipo condroitin sulfato (Figura 1).
Debido a sus caracteristicas, la familia de lecticanos
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Figura 1. A) Esquema de algunos
de los proteoglicanos de condroitin sulfato
presentes en el sistema nervioso central
de mamiferos, mostrando el extremo car-
boxilo (COOH) anclado a la membrana

A hos M \I/CHs

Matriz extracelular
NH,
NH, L
e L Cadenas laterales de
— glicosaminoglicanos
Cuerpo proteico
COOH COOH _COOH ... Membrana
TO0F plasmatica
Agrecano Versicano Brevicano Neurocano
B Condroitin sulfato
COCOH
CH,OH

. 0
Acido (B-glucorénico (1-3))-N-acetil-3-galactosamina-4-sulfato

celular en el caso del neurocano, mientras
que agrecano, brevicano y versicano se
localizan en la matriz extracelular (som-
breada en gris). Los extremos amino de
los péptidos se marcan con NH,. El cuer-
PO proteico se representa con una linea y
las cadenas de glicosaminoglicanos son
representadas con circulos. B) Estructura
del condroitin sulfato, constituido por dci-
do glucurénico y N-acetilglucosamina.
Modificados de Galtrey y Fawcett (2007)?
y Banatlow y Zimmermann (2000)"”.

sirve como base para describir a todos los PG en
general.

El cuerpo proteico esta constituido por grandes
secuencias de aminoacidos, en donde la union a cada
cadena de GAG se da en el aminoacido serina, ade-
mas de la presencia de este aminoacido, se requiere
de una conformacion espacial especifica del cuerpo
proteico.'619 La sintesis de estas proteinas tiene lu-
gar en los ribosomas del reticulo endoplasmico rugo-
so mediante la unidn de aminoacidos mediante
enlaces peptidicos. Posteriormente el polipéptido se
transportard por el reticulo endoplasmico rugoso y
llegara al complejo de Golgi mediante vesiculas de
transicion, para que finalmente en los dictiosomas
de este complejo, el cuerpo proteico sufra modifica-
ciones especificas, y es a este nivel donde se le uni-
ran las cadenas de azUcares que componen las
cadenas de GAG.?°

En los lecticanos solubles las interacciones de és-
tos con otras moléculas de la MEC (tenascinas, hia-
luronato, etc.) tienen lugar en ambos extremos.?!
Sin embargo, si la molécula permanece unida a la
célula que lo sintetiz6 (por ejemplo, el neurocano),
ya sea neurona o célula glial dependiendo del tipo de
PG que se trate, el anclaje se realizara por el extre-
mo carboxilo quedando libre la porcién amino termi-
nal que puede relacionarse con otras moléculas de la
MEC.

Dentro de esta familia, encontramos al versicano,
al neurocano, al agrecano y al brevicano (Figura 1A),
todos ellos poseen la caracteristica de que una vez
sintetizados por la célula son liberados hacia la
MEC.?? El versicano se localiza en la materia blanca
del SNC vy se relaciona estrechamente con la forma-
cion de mielina, ya que es sintetizado por los oligo-
dendrocitos.?® En los mamiferos, la porcion central
de la proteina eje del versicano se codifica en dos
exones diferentes denominados o y B, que poseen la
informacién de las cadenas de aminoacidos especifi-
cas para la unidn de aproximadamente de cinco a 20
cadenas de GAG,?? existiendo al menos cuatro iso-
formas descritas en el raton (VO, V1, V2 y V3).24

El brevicano posee un dominio central de 300 ami-
noacidos y al igual que el versicano, es sintetizado por
células gliales. El neurocano tiene un cuerpo proteico
de 1,257 aminoacidos y un peso molecular de 136 kDa.
La regién N-terminal de este Ultimo esta formada por
dos dominios de unién al hialuronato, con una por-
cion central no globular de tipo mucina.?? Ademas de
interaccionar con el hialuronato, el neurocano puede
establecer interacciones con otros tipos de moléculas,
principalmente moléculas de adhesion celular neuronal
(NCAM), glicoproteinas axonales y proteinas de adhe-
sion celular como la tenascina Ry C.2!

Una caracteristica importante de este grupo es
gue presentan patrones de expresion distintos en el
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SNC. Durante la etapa postnatal de mamiferos, la
expresion del neurocano y el versicano tienen un
pico que paulatinamente disminuye alrededor del
dia 20 después del nacimiento, mientras que la ex-
presion del brevicano y del agrecano en ambos ca-
sos permanece baja durante la ontogénesis e
incrementa en el cerebro adulto.'? Estos cambios en
la expresion de los lecticanos pueden estar asocia-
dos con las propiedades biofisicas de la MEC, que
pudieran afectar la plasticidad neuronal en el indi-
viduo adulto y aiin mas después del dafio, puesto
gue todos estos PGCS se inducen en el SNC des-
pués de una lesién (Figura 2).

Grupos
2 (glipicanos), 3 (sindecanos)
y 4 (miscelaneo)

Los glipicanos y sindecanos constituyen dos gran-
des familias de PG cuya principal caracteristica es
gue ambos presentan cadenas de GAG de tipo hepa-
ran sulfato unidas al cuerpo proteico. Sin embargo,
poco es sabido acerca de las diferencias funcionales
gue presentan entre miembros de la familia o inclu-
sive entre glipicanos y sindecanos.’

Los glipicanos se unen a la membrana celular por
medio de un anclaje de tipo glicofosfatidilinositol.?®
En mamiferos se han aislado por lo menos seis tipos
diferentes de glipicanos,?® cada uno con caracteristi-
cas estructurales bien definidas. El cuerpo proteico,
al igual que los hialectanos, posee tres dominios.
Otra caracteristica que los separa de otros grupos es
que la proteina eje de los glipicanos posee 14 aminoa-
cidos cisteina. Estos aminoacidos forman puentes di-
sulfuro entre cisteinas consecutivas, lo cual
determina que el cuerpo proteico tenga una conforma-
cion estructural plegada y compacta.?” Por otro lado,

nos después de una lesion. Mo-

190 Post-lesion  qificado de Milev et al. (1998)°.

los sindecanos se caracterizan por tener un cuerpo
proteico con dominios transmembranales formados
por 34 aminoacidos. Ademas poseen el dominio extra-
citoplasmatico (ectodominio) y el dominio intracito-
plasmatico.?® Estos sindecanos, al ser pobres en
residuos de cisteina, no tienen la capacidad de formar
puentes de disulfuro y, por lo tanto, se pueden exten-
der a mayores distancias desde la superficie celular al
espacio extracelular, al contrario que los glipicanos,
cuya conformacion es plegada.??-3°

El grupo 4 de PG presenta una gran variabilidad
estructural y conformacional basada en el hecho de
que pueden tener un cuerpo proteico con caracteris-
ticas muy distintas en comparacién con los tres gru-
pos anteriores, y que en general no presentan
cadenas de GAG. Los miembros de este grupo pue-
den permanecer unidos a la membrana celular o
pueden liberarse al espacio extracelular.’” Un PG de
este grupo es el receptor tipo fosfatasa de tirosina
beta (RPTPR), del cual se conocen tres isoformas di-
ferentes. Dos de estas proteinas se comportan como
ejes para el anclaje de cadenas de tipo condroitin
sulfato, mientras que la tercera carece de lugares de
union de cadenas de GAG, siendo ésta una razon su-
ficiente por la cual no puedan ser considerados dentro
de las tres familias de PG anteriormente descritas.
Una variante del RPTPJ es denominada fosfocano;
este PG contiene casi toda la secuencia de aminoaci-
dos del dominio extracelular, incluyendo los sitios
de union para las cadenas de GAG.33!

INHIBICION DEL
CRECIMIENTO AXONAL POR PGCS

A continuacion se describen ejemplos especificos
de como los PGCS interfieren con la regeneracion
axonal y algunas estrategias para contrarrestar es-
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tos efectos inhibitorios. La respuesta del SNC al
dafio neuronal resulta en la proliferacion y migra-
cion de astrocitos hacia el sitio de lesion, formando
una cicatriz glial que contiene en gran proporcién
moléculas de PGCS, las cuales impiden el crecimien-
to y la regeneracion axonal.®? Particularmente neu-
rocano, versicano y brevicano son sobre-expresados
por astrocitos, células precursoras de oligodendroci-
tos, y aun por células de las meninges si el dafio ocu-
rrié superficialmente. Varios grupos de investigacion
han demostrado el papel que desempefan las cade-
nas sulfatadas de GAG o el cuerpo proteico de los
PGCS como inhibidores del crecimiento axonal. Sin
embargo, el mecanismo por el cual esta inhibicion se
presenta no esta completamente comprendido.

Se ha sugerido que la inhibicion sucede mediante
la activacion de proteinas pequefas del tipo GTPa-
sas Rho que reconocen PGCS, bloqueando la polime-
rizacion de filamentos de actina en neuritas en
crecimiento o en regeneracion. Ademas, las cadenas
de GAG presentan una alta capacidad para unirse
con otras moléculas inhibidoras del crecimiento axo-
nal. Entre ellas destacan las glicoproteinas asocia-
das a mielina (MAG), glicoproteinas de mielina en
oligodendrocitos (OMgp), la proteina NOGO y su re-
ceptor NOGO-66, la semaforina transmembranal
4D, asi como la efrina B3.33 Todas estas proteinas
se encuentran directamente en sitios de lesion y po-
seen en comun la activacion de la via RhoA-ROCK
mediante sus receptores neuronales, para interrum-
pir el crecimiento axonal, un mecanismo que apa-
rentemente también presentan los PG.343% Dada la
complejidad de las moléculas de PGCS, se cree que
existen varias formas en las que pueden actuar inhi-
biendo el crecimiento de axones y neuritas. A conti-
nuacion se daran algunos ejemplos del papel que
desempefan los PGCS en este tipo de acciones.

Estudios in vitro

Para determinar la expresion de los PGCS y si el
papel que desempefian durante el desarrollo del SNC
es similar al observado en adultos después de la le-
sién, se han realizado los siguientes estudios: se
comparé el crecimiento axonal de cultivos prove-
nientes de tejido embrionario hipocampal de rata, en
la presencia de PGCS obtenidos de tejido neonatal y
de adulto lesionado con acido kainico. En el cerebro
postnatal se encontré un PG que tenia un cuerpo
proteico similar al de un PGCS inhibidor del creci-
miento identificado en adultos después de la lesion.
Mas aun, los cultivos de neuronas incubados con el
PG proveniente de ratas perinatales mostraron una

menor cantidad de proyecciones en comparacion con
la condicién que no tenia PGCS (grupo control),
mientras que en las neuronas cultivadas con el teji-
do adulto no se observo crecimiento axonal. Este
blogueo se revirtié al incubar estos PGCS con anti-
cuerpos monoclonales en el grupo de tejido postna-
tal y el crecimiento neuronal se reestableci6 de
manera muy similar al grupo control,®® lo cual indi-
ca que estos PGCS son los responsables directos de
la inhibicion del crecimiento de las neuritas y que es-
tos componentes se encuentran tanto en el desarro-
Ilo como en SNC adulto. En otros estudios, al
co-cultivar células provenientes de tejido cerebelar
al dia 4-5 postnacimiento en presencia de PGCS, los
procesos dendriticos crecieron en direccion lineal
evitando el contacto con la forma purificada del neu-
rocano, evidenciando el papel que desempefian en la
repulsion axonal.3”

Por otra parte, en estudios realizados con protei-
nas de la MEC, se ha demostrado que las NCAM pro-
mueven la adhesion celular y la migracion, lo cual, a
su vez, favorece la proyeccion dendritica.®383° Sin
embargo, en neuronas obtenidas del cerebro embrio-
nario de pollo que fueron cultivadas en superficies
previamente cubiertas con NCAM y adicionados con
la forma soluble de neurocano, las neuronas no ex-
tendieron sus proyecciones, como lo hicieron en la
condicion control. De igual forma, el grupo del Dr.
Peter Milev, utilizando células de médula espinal
embrionaria y de cerebelo de ratas neonatales culti-
vadas con el PG fosfocano, observaron un efecto si-
milar al no permitirse el crecimiento dendritico de
los cultivos.'®3° Estos resultados muestran un papel
inhibitorio del neurocano y fosfocano al interferir
en el crecimiento de neuritas asociado a la union de
moléculas de adhesion celular.

También se ha demostrado que la glia reactiva
crea una barrera que impide el crecimiento axonal
en lesiones del sistema nervioso,*° por lo que se de-
terminaron los efectos de los PGCS y la tenascinas
en este fendbmeno. Gates et al. reportaron un incre-
mento en la expresion de PGCS alrededor del sitio
del implante de células provenientes del mesencéfalo
ventral fetal en rebanadas obtenidas del SNC de ra-
tones previamente lesionados en el neostriado, con
un pico maximo de expresion al dia 3-4 post-lesion,
sugiriendo que la presencia de tenascinay los PGCS
podrian favorecer la union del tejido mesencefalico
implantado en las rebanadas de cerebro. Sin embar-
go, la expresion de estas moléculas tiene también un
efecto negativo en el crecimiento de neuritas, ya que
en donde no se observo la expresion de PGCS hubo
una mayor proyeccion dendritica.*!
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Para tratar de revertir la inhibicion del creci-
miento axonal debida a la presencia de PGCS, se han
utilizado varias estrategias de manera experimental,
destacando entre ellas la digestion enzimatica de los
PGCS y la inhibicion de la sintesis de su cuerpo pro-
teico mediante acido ribonucleico (ARN) de interfe-
rencia; en este ultimo caso, los ARN inhibitorios
decrementan la traduccion del factor polimerizante
de condroitina, enzima necesaria para la adicion de
GAG en la biosintesis de PGCS. Utilizando la linea
celular astrocitica Neu7 y astrocitos primarios de
raton, se obtuvieron reducciones de hasta un 70%
en los niveles de ARN mensajero en ambas condicio-
nes, lo que result6 en la disminucién de los niveles
de proteina del factor polimerizante de condroitinay
una cantidad significativamente menor de PGCS
con cadenas de GAG secretados al medio donde fue-
ron cultivadas estas células. De esta forma, se eva-
luo la capacidad de inhibir el crecimiento axonal de
neuronas granulares de cerebelo de raton, las cuales
fueron cultivadas en presencia del medio condiciona-
do de células con o sin el ARN de interferencia. Es-
tos autores demostraron que la trasfeccion con el
ARN de interferencia disminuyo la actividad inhibi-
toria en el crecimiento axonal asociada a los PGCS
en comparacion con el grupo control.*?

Otras estrategias plantean la degradacion de
PGCS mediante la adicién de la enzima condroitinasa
ABC (ChABC), enzima que rompe los enlaces glucosi-
dicos de las cadenas de GAG entre la N-acetilglucosa-
mina y el acido urénico de tipo condroitin sulfato.
La accion de esta enzima sera discutida en la proxima
seccion de esta revision.

Estudios in vivo

En afios recientes se ha llevado a cabo el trasplan-
te de células provenientes del ganglio de la raiz dor-
sal de la region lumbar y cervical de ratas adultas
en el cuerpo calloso de roedores mediante una técni-
ca de microtrasplante estereotaxico que reduce al
minimo la formacién de la cicatriz glial. La técnica
consiste en inyectar muy lentamente la suspension
celular a través de una micropipeta con un diametro
externo e interno de 90 y 70 micras, respectivamen-
te. En este estudio se observo que las neuronas im-
plantadas podian extender sus axones hacia la
sustancia blanca en el sitio donde no habia inmuno-
rreactividad para PGCS. Sin embargo, cuando las
neuronas injertadas se encontraban rodeadas por
una regioén rica en moléculas de PGCS habia deteni-
miento en el crecimiento de los axones. El marcaje
contra la proteina glial fibrilar acida mostré que la

presencia de PGCS se localiz6 en el sitio de la micro-
lesion, al igual que los astrocitos reactivos.*® Afios
mas tarde, este mismo grupo demostr6 que cuando
neuronas sensoriales provenientes de un ratén
transgénico que expresaba la proteina verde fluores-
cente de manera constitutiva se trasplantaban unos
milimetros adelante o atras a una zona previamente
lesionada en la region cervical de la médula espinal
de ratas adultas, la regeneracion de los axones era
robusta y permitia el crecimiento en ambas direccio-
nes, pero permaneciendo libre del contacto con
PGCS,* sugiriendo fuertemente el papel inhibitorio
de estas moléculas sobre el crecimiento axonal, que
se presenta de manera localizada en el sitio del dafio
mecénico en el caso del SNC.

En otro estudio, cuando se realizaron cortes de 5
milimetros con una fina cuchilla insertada estereo-
taxicamente de manera unilateral en la corteza cere-
bral de ratas adultas, se observé un incremento,
después de siete dias, en la expresion de neurocano
confirmado mediante técnicas inmunocitoquimicas y
mediante extractos de PGCS de cerebros que fueron
lesionados y de animales intactos, teniendo un in-
cremento significativo en los animales que recibie-
ron un dafio previo al estudio, mediante la técnica
Western blot.3” Asimismo, se han determinado los
niveles de ARN mensajero y proteina del neurocano
y brevicano en un modelo in vivo de gliosis reactiva,
el cual consiste en implantar una pieza de nitrocelu-
losa en la corteza cerebral de ratas adultas, lo cual
genera un infiltrado de astrocitos reactivos que se
mantuvo de manera crénica en el sitio del implante,
evidenciado por la presencia de la proteina glial fi-
brilar acida. Treinta dias después de la implantacion
fueron detectados, mediante hibridacién in situ e in-
munohistoquimica, los PGCS en el sitio de lesién y
usando RT-PCR se determiné la cantidad de ARN
mensajero en el mismo sitio. Esta expresion fue ma-
yor en el tejido con la cicatriz glial al compararse
con adultos sin lesionar y con cultivos de astrocitos.
Los autores encontraron que la expresion especifica
de los PGCS persiste después del dafio cortical y en
particular el neurocano es sobrerregulado por la pre-
sencia de astrocitos reactivos, sugiriendo que estos
PGCS pueden contribuir a la escasa regeneracion
axonal después del dafio en el SNC.*°

Por otra parte, Moon et al. realizaron un corte
estereotaxico de los axones que comunican la subs-
tancia nigra pars compacta con el estriado con una
cuchilla en ratas adultas, canulando transcraneal-
mente para permitir infusiones repetidas cercanas al
sitio de la lesidon durante 10 dias de solucion salina
sola, o conteniendo hialuronidasa. Al onceavo dia
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después del tratamiento, se observo en el grupo con-
trol un incremento en la expresion de neurocano y
versicano que impidié el crecimiento axonal de las
neuronas dopaminérgicas que conforman esta via
nigro-estriatal. Sin embargo, mediante la infusién in
situ de la enzima hialuronidasa, que degrada al aci-
do hialurénico, pudieron observar extensiones dopa-
minérgicas creciendo hasta 800 um delante del sitio
de la transaccién, atravesando la cicatriz glial. En
paralelo, hubo una disminucién en la expresion de
los PG en comparacion con el grupo que Unicamente
recibi6 solucion salina.*® Sin embargo, la digestion
parcial de hialuronato y la concomitante disminu-
cion de PG sostuvo la respuesta de crecimiento axo-
nal Unicamente en los sitios carentes de PG. Cabe
resaltar que el acido hialuronico, a diferencia de los
glicosaminoglicanos presenta azucares de tipo no
sulfatados, y al no estar asociado a proteinas,
no forma un proteoglicano como tal.

Todos estos estudios coinciden en el incremento
de la expresion de PGCS en el sitio de lesion, hallaz-
go de particular interés debido a que tanto el cuerpo
proteico como las cadenas de glicosaminoglicanos
estan implicados en la inhibicién del crecimiento
axonal,*? ademas de bloquear la respuesta regenera-
tiva de las neuronas en el caso del SNC de organis-
mos adultos, tanto in vitro como in vivo.

Estos hechos permiten pensar que la inactivacion
farmacologica o la degradacion de PGCS presentes
en la cicatriz glial después de una lesién o padeci-
miento neuroldgico pudiera detener su accién inhi-
bitoria sobre la regeneracion axonal, ya que en
lesiones medulares y traumatismos craneoencefali-
cos uno de los principales problemas es la incapaci-
dad de los axones para crecer después de ser
seccionados. Ademas de que los PGCS se asocian
con lesiones agudas en el cerebro, también existen
evidencias que muestran un aumento de PGCS en di-
versas patologias del SNC. Algunos procesos neuro-
degenerativos cursan con la sobreexpresion de
PGCS. Tal es el caso de la esclerosis hipocampal, el
hallazgo patolégico mas frecuente en pacientes con
epilepsia del l6bulo temporal mesial, la cual esta
asociada con pérdida de neuronas, gliosis reactiva y creci-
miento aberrante en las proyecciones. En pacientes
con esta alteracion se han observado incrementos
significativos en el contenido de PGCS al analizar el
tejido proveniente de lobectomias.?>4” En la enferme-
dad de Alzheimer se ha demostrado la deposicion de
PGCS con la proteina beta amiloide, lo cual pudiera
reflejar una interaccion en este proceso neurodege-
nerativo.?*® También se ha observado que los PGCS
co-localizan con los corpusculos de Lewy presentes

en las neuronas pigmentadas de la sustancia nigra
pars compacta en pacientes con la enfermedad de
Parkinson.*® Sin embargo, no se ha establecido una
relacion causal entre los PGCS y la muerte neuro-
nal de este grupo especifico de neuronas.

De forma experimental se ha tratado de eliminar
la inhibicién del crecimiento axonal mediada por los
PGCS mediante la utilizacién de enzimas como la
hialuronidasa, la heparitinasa y la condroitinasa.
Esta ultima ha demostrado tener mejores resultados
al ser utilizada en modelos animales de regeneracion
axonal, razon por la cual actualmente es la enzima
mas utilizada e investigada en relacién con la inhibi-
cion del crecimiento relacionada con la sobreexpre-
sion de PGCS.

TRATAMIENTO EXPERIMENTAL
CON CONDROITINASA ABC PARA
ABATIR LA INHIBICION DEL CRECIMIENTO
AXONAL DEBIDA APGCS

Se ha demostrado que la degradacion de los PGCS
mediante enzimas especificas puede recuperar par-
cialmente la plasticidad del tejido, tanto de neonatos
como de adultos. De esta forma, Mingorance et al.,
al cortar los axones entorrino-hipocampales en reba-
nadas de cerebros de ratones neonatos, demostraron
la sobreexpresion del neurocano y el versicano me-
diante inmunocitoquimica e inmunoblot. La degra-
dacién parcial de estos PGCS con la enzima ChABC
promovio el crecimiento axonal en los primeros dias
posteriores a la lesion.®°

Recientemente se ha reportado la actividad permi-
siva de la ChABC, ya que la degradacion de las cade-
nas de GAG presentes en los PGCS mediante el
tratamiento prolongado con esta enzima disminuye la
actividad inhibidora sobre el crecimiento de axones,
lo cual fue demostrado en ratas adultas con lesiones
bilaterales en la médula espinal a nivel dorsal, me-
diante la deteccidn de transporte axonal retrogrado
cerca del sitio de lesion e inmunocitoquimica. En los
animales tratados con esta enzima, los autores encon-
traron una extensa inmunorreactividad contra los
PGCS parcialmente digeridos; asimismo, los animales
tuvieron una marcada recuperacion funcional al ser
evaluados anatdmica, electrofisioldgica y conductual-
mente en comparacion con el grupo que solo recibio
la inyeccidn de solucion salina en el sitio de lesion.
Estos datos correlacionan positivamente la degrada-
cién parcial de PGCS y el crecimiento de axones des-
pués del dafio medular agudo en ratas adultas.5152

Un efecto similar pudo observarse al inyectar in-
traventricularmente la enzima ChABC en ratas con
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una lesion medular a nivel cervical, teniendo una
mejor respuesta al ser evaluadas en pruebas conduc-
tuales de marcha y habilidad de miembros toracicos
a los 42 dias. El tratamiento enzimatico se realizé a
los dos, cuatro o siete dias después del dafio. EI mar-
caje axonal anterégrado con amino dextran biotini-
lado fue mas evidente en los animales tratados poco
tiempo después de la lesion en comparacion con los
que fueron tratados una semana después, o los que
solo recibieron la administracion de penicilinasa
(tratamiento enzimatico control). Uno de los mayo-
res objetivos de este estudio fue mostrar que la enzi-
ma no requeria ser aplicada necesariamente en el
sitio de la lesidon y que el periodo de tiempo en la
aplicacién del tratamiento es critico en la recupera-
cion y en el prondstico de las ratas lesionadas.53

En otra serie de experimentos se realizaron dos mi-
croinyecciones intramedulares de ChABC después de
una hemilaminectomia cervical en ratas adultas se-
guida de la aspiracion de un cuadrante medular
aproximado de 2-3 mm?. Tejido obtenido del nervio
tibial de rata fue trasplantado en el sitio de la lesion
y fijado con material de sutura absorbible. Dos se-
manas después los animales fueron anestesiados
nuevamente y se les administré un microlitro de
ChABC o solucion salina de forma rostral y caudal
al sitio de lesidn y esta administracion fue repetida
dos y cuatro dias después. Para conocer si estas mi-
croinyecciones ocasionaban un dafo traumatico al
tejido y de esta forma limitar aiin mas su efecto tera-
péutico por parte de la enzima, se realizaron inmu-
notinciones en el sitio de la inyeccion contra un
marcador de células fagociticas del sistema inmune
en ambas condiciones, revelando una respuesta simi-
lar. En los cortes de animales donde se administrd la
ChABC, la digestion de los PGCS fue mayor en com-
paracion con el grupo inyectado con solucion salina,
por lo que el siguiente paso fue relacionar si esta di-
gestidn era suficiente para permitir el crecimiento
axonal en este modelo de lesion medular. Al evaluar
histoldégicamente el sitio del injerto, se encontro que
los axones atravesaron la interfase entre el tejido
huésped y el injerto hasta por 500 micras en el caso de
los animales tratados con la enzima. El efecto per-
misivo de la degradacion fue muy evidente. Sin em-
bargo, no se realizaron pruebas funcionales en estos
animales, por lo que la recuperacion funcional debe-
ré ser investigada en préximos estudios.>*

Por otra parte, para determinar los efectos de una
sola administracion de ChABC, se utilizaron ratas
lesionadas de la via nigro-estriatal mediante el corte
estereotaxico con una cuchilla fina, al tiempo que se
infundieron 0.15 unidades de la enzima ChABC o la

cantidad equivalente de penicilinasa en el caso de los
controles. Para determinar si la administracion de
la condroitinasa era capaz de degradar los PGCS en
el sitio de lesidn, se realizaron inmunocitoquimicas
contra la forma parcialmente digerida de los PGCS,
teniendo como resultado la ausencia en los animales
que recibieron la penicilinasa y una expresioén incre-
mentada en los tratados con la condroitinasa. Para-
lelamente a estos resultados, la sefial debida al
anticuerpo que reconoce la forma intacta de los
PGCS fue disminuida en el caso de la ChABC, pero
no en los controles. Esta degradacion fue confirma-
da por Western blot en extractos de tejido proximos
a la lesion. Ademas, para validar la lesion y determi-
nar si la inyeccidon de condroitinasa era suficiente
para promover el crecimiento axonal dopaminérgico,
se realizaron inmunotinciones contra tirosina hi-
droxilasa (TH) evidenciando el paso de 2,123 axones
positivos a TH cruzando el sitio de lesiéon. En con-
traste, menos de 100 axones fueron hallados en el
caso de la penicilinasa después de 28 dias. Para de-
terminar si la enzima tenia actividad ex vivo des-
pués de tres, siete y 10 dias, se utilizaron discos de
poliacrilamida conteniendo 7.5 pug de PGCS, a los
cuales se les incub6 con un homogeneizado de tejido
proveniente del sitio de lesion tratado con ChABC.
En este ensayo, la degradacion de PGCS se observo
en todas las condiciones de administracién de ChA-
BC, al contrario de los discos incubados con homo-
geneizados de animales tratados con penicilinasa, en
los cuales no se observd esta actividad. Estos resul-
tados sugieren que la actividad enzimatica de la
ChABC esta presente hasta por 10 dias y esta activi-
dad es suficiente en este modelo para disminuir el
nivel de expresion de los PGCS hasta por 28 dias, lo
que permitio el paso de axones positivos a TH en el
sitio de lesion.%®

Todos estos datos sugieren que la sobre-expresion
de los PGCS en el sitio de lesion desempefia un freno
importante para la regeneracion axonal. La principal
consecuencia de esta interrupcion del crecimiento
neuritico es que se imposibilita la plasticidad anato-
mica requerida para una correcta recuperacion de la
funcion fisioldgica de las neuronas involucradas. Re-
sulta interesante que una disminucion de los PGCS
tenga un efecto benéfico sobre los axones para atrave-
sar la cicatriz glial, lo cual podria ser utilizado para
el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para
enfermedades o procesos patologicos que involucran
la interrupcion axonal ocasionados por traumatismos
fisicos en la médula espinal o el cerebro, o bien por
una denervacién asociada a procesos degenerativos
como las enfermedades de Alzheimer o Parkinson.
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