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RESUMEN
Laformacidn deredes neuronalesse da principalmente duranteel
desarrollo embrionario, en esta etapa los axones en crecimiento
siguen numerosas sefiales que los guian hasta llegar a su blanco
o sitio de inervacion. Estas sefales guia son de diversos tipos y
su expresion es modulada de manera que en el adulto pueden
desaparecer o expresarse en sitios diferentes en comparacion
con el tejido embrionario. Durante el proceso de regeneracion del
sistema nervioso en adultos también existe una fina regulacién
de la expresion de sefiales guia, influyendo de manera positiva
o negativa en la adecuada regeneracion del tejido dafado. En
la presente revision se abordan los diferentes tipos de sefales
guia y su papel durante el desarrollo embrionario, resaltando la

importancia de conocer su funcién durante el establecimiento de
las redes neuronales, para comprender su posible papel durante
la reparacién del sistema nervioso, y su utilidad para mejorar
los procesos de regeneracion; particularmente en terapias de
sustitucion neuronal o en el desarrollo de biomateriales para
aplicaciones biomédicas.
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ABSTRACT

During development neural axons navigate to reach their
target and to wire the nervous system. Several guidance cues
are involved in the correct innervation and in the targeting of
the axons. Guidance cues can be up or down regulated in the
adult tissue as compared with the embryonic tissue, or can
be expressed in different locations than during development.
During regeneration of the adult nervous system exists a fine
regulation of guidance cues, influencing in a positive or negative
way the regeneration process of the damaged tissue. In this
review the different kind of guidance cues present during the
embryonic development are summarized, focusing on their role
of wiring the nervous system; besides, it will be discussed the
importance to understand some aspects of the adult neural tissue
regeneration, particularly to enhance regeneration through
neuronal replacement therapies and to develop materials for
medical applications.
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INTRODUCCION

La compleja estructura del sistema nervioso central se forma
durante el desarrollo embrionario con la proyecciéon axonal
de neuronas que pueden localizarse cercanas al sitio de
innervacion, o a gran distancia de este. La precision de este
proceso es fundamental para el correcto funcionamiento del
cerebro y es regulado por diversas sefiales guia que se localizan
a lo largo de los sitios por donde proyectaran los axones. Una
vez que los axones llegan a su sitio blanco, cesa la proyeccién y
se forman las arborizaciones y contactos sindpticos que pueden
ser posteriormente refinados y modulados por procesos de
plasticidad neuronal. Tras un dafio o lesidn, la regeneracion
del sistema nervioso central conlleva también a la proyeccion
de axones para restablecer los fasciculos o vias neuronales
perdidas; sin embargo estos procesos no son tan eficientes como
los observados durante el desarrollo. Muchas de las alternativas
planteadas para promover la regeneracién neuronal provienen
del conocimiento generado a partir del estudio de la formacién
de vias neuronales en embriones de diversos modelos animales;
por lo que el emular el ambiente embrionario ha mostrado ser
una alternativa para promover la regeneracién neuronal en el
tejido adulto. En la presente revisién se abordan los mecanismos
celulares y moleculares que determinan la proyeccion neuronal,
y posteriormente se hace un recuento de las principales sefales
que convergen en los axones y que inhiben o estimulan su
proyeccién durante el desarrollo embrionario. Finalmente, se
ejemplifica como la aplicacién del conocimiento obtenido en
embriones ha permitido desarrollar estrategias para tratar de
inducir una regeneracion mas eficiente en el sistema nervioso
central adulto, particularmente desde la perspectiva del
desarrollo de biomateriales que funcionen como andamios y
que emulen el ambiente embrionario.

Mecanismos celulares de la proyeccion axonal

Para comprender de qué manera actuan las sefiales guia sobre
las neuronas en proyeccién, es de suma importancia conocer
los mecanismos celulares que promueven tanto la proyeccion
como la retraccion de axones. El cono de crecimiento es una
estructura localizada al final del axdén y se caracteriza por ser
altamente dinamica y capaz de recibir las sefales del ambiente
implicadas en el avance, retroceso, o cambio de direccion del
axon. La motilidad de esta estructura depende primariamente
de la regulacion del citoesqueleto, formado fundamentalmente
por filamentos de actina y microtibulos®. En este apartado
mencionaremos de manera somera la estructura del cono
de crecimiento y los mecanismos generales que modula su
comportamiento a nivel del citoesqueleto, ya que la compleja
regulacion de su movimiento, particularmente a este nivel,
abarca por si mismo un tema extenso al cual se han avocado

numerosas revisiones.

El cono de crecimiento, originalmente descrito por
Santiago Ramén y Cajal @, se localiza en la parte mas externa
de la neurita o prolongacion neuronal, tiene una regién
periférica constituida por lamelipodios o delgadas extensiones
membranales, y por filopodios o pequefias espiculas que
sobresalen de los lamelipodios (Fig. 1A). Cada una de estas
regiones tiene una distribucidén caracteristica de filamentos
de actina y microtubulos. En los lamelipodios se encuentran
numerosas fibras cortas de actina que forman una red, y en
ocasiones se encuentran también microtubulos; mientras
que en los filopodios se encuentran generalmente fibras de
actina. La parte central del cono de crecimiento estd formado
principalmente por microtibulos y se caracteriza por la
presencia de gran cantidad de organelos celulares. En la zona de
transicion, que se localiza entre la zona central y periférica, se
encuentra la parte mas distal de los microtubulos en interaccién

se aprecia un fragmento del axdn y el cono de crecimiento con sus estructuras
caracteristicas, y la distribucion de las dos principales proteinas del citoesqueleto.
(B) Amplificacién de la zona de los lamelipodios y filopodios donde se representa
la distribucidén y orientacion de los filamentos de actina y los microtubulos. Los
monodmeros de actina son afiadidos en los extremos positivos de los filamentos
que se orientan hacia la parte externa de filopodios y de lamelipodios. Otras
proteinas involucradas en el movimiento del cono de crecimiento y la respuesta
a sefiales guia son la miosina tipo Il que interactian con los filamentos de actina,
y los receptores transmembranales que forman sitios de adhesidn al sustrato.

La proyeccion de las prolongaciones neuronales o
neuritas comprende tres pasos principales que se suceden de
manera continua y ordenada: 1) El avance de la zona periférica
del cono de crecimiento, 2) el “llenado” de la zona periférica
con organelos adquiriendo la caracteristica de zona central, 3)
La consolidacién, mediante la “invasién™ del citoesqueleto en
la zona central, y la constriccion y formacion de una estructura
cilindrica que formara el nuevo segmento del axén . Cuando
no existe movimiento de las neuritas se dice que el cono de
crecimiento estd en un estado estatico-dindmico en donde
hay una exploraciéon continua del medio y los lamelipodios y
filopodios estdn en constante extension-retraccion.

La activacion de receptores membranales por sefales
guia converge en la modulacion del citoesqueleto a través de
diversas vias de transduccion de sefiales. La familia de las
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GTPasas pequeiias, y en especial la familia de las GTPasas Ras
y Rho tiene un papel fundamental modulando la polimerizaciéon
y despolimerizaciéon de los filamentos y activando vias de
transduccion de sefiales como las de ERK o MAP cinasas 9.

Tanto los microtubulos como los filamentos de actina
son estructuras polarizadas con un segmento “positivo” y otro
“negativo”; en el extremo positivo se afiaden los mondmeros
de actina globular o los heterodimeros de tubulina alfa y
beta, y en el extremo menos o negativo existe una constante
despolimerizacion de las subunidades de cada filamento. Los
microtubulos tienen su extremo positivo hacia la zona periférica
del cono de crecimiento en donde se asocian con los filamentos
de actina, mientras que los filamentos de actina tiene su extremo
positivo, también llamado extremo barbado, hacia la parte mas
externa de los filopodios ") (Fig. 1B).

Las sefiales repelentes pueden causar la disminucién en
la adicién de mondmeros de actinay la pérdida o disminucién de
los filamentos en la zona mas externa del cono de crecimiento
induciendo su colapso @ %; mientras que sefiales atrayentes
favorecen la adicion de nuevos mondmeros de actina y el
desplazamiento retrogrado de los filamentos por interaccién
con miosina tipo Il, que produce una fuerza que impulsa al cono
de crecimiento hacia adelante, a través de la extension de la
membrana celular y la extensién de los filopodios &3,

La polimerizacion-despolimeracion de los filamentos
de actina estd regulada por numerosas proteinas accesorias
que favorece la formacién de los filamentos, como profilina,
o proteinas de la familia de Ena/VASP 112y de proteinas
que inducen la despolimerizacién como gelsolina y cofilina
entre muchas otras *3*, Finalmente, cabe mencionar que la
estabilidad o el avance de los conos de crecimiento no seria
posible si no existe un acoplamiento entre el citoesqueleto y el
sustrato a través de receptores transmembranales que forman
sitios de adhesidn, permitiendo que la fuerza generada por la
contractilidad del sistema actina-miosina impulse el cono de
crecimiento hacia adelante *®, De esta manera la repuesta a
moléculas guia también implica necesariamente la regulacion
de la formacién y/o desensamblaje de los sitios de adhesidn,
que mantienen al cono de crecimiento en estrecho contacto con
el sustrato 7 18),

Regulacidn de la proyeccion axonal por sefiales guia

Durante la formacion de las redes neuronales los axones siguen
trayectos especificos que son delimitados mediante sefiales de
naturalezaquimicay mecdnica, yque puedenactuarcomoseiales
atrayentes o permisivas, y repelentes o no permisivas **2°, Una
sefial atrayente induce el crecimiento y atrae a las proyecciones,
pero también una sefial repelente delimita el sitio por el cual las
neuritas deben avanzar contribuyendo a la proyeccién correcta.

Un ejemplo son las proteinas quimiotrdopicas semaforina y slit
que delimitan la proyeccion del fasciculo longitudinal medio
(FLM), uno de los tractos mas prominentes y conservados
en los vertebrados, y de los primeros tractos en proyectar a
partir de la zona limitrofe entre el mesencéfalo y el diencéfalo
embrionario. El FLM es dirigido hacia la zona caudal del embrién
extendiéndose como un denso fasciculo por la zona ventral del
tubo neural; La semaforina 3A y slit tienen un importante papel
al restringir la proyeccidn de los fasciculos en la zona rostral
del embrién, y mantener una proyeccion caudal, ventral y
longitudinal, evitando que los fasciculos del FLM crucen la linea
media del tubo neural y proyecten contralateralmente de modo
aberrante " (Fig. 2). La falta de proyeccion axonal o la proyeccion
aberrante de los axones puede llevar a fallas en la funcionalidad
del sistema nervioso, de manera que las mutaciones o ausencia
de algunas de las proteinas implicadas en la guia axonal se han
relacionado con patologias como la esquizofrenia, desordenes
bipolares, retardo mental, dislexia, autismo e inhibicion de la
regeneracion del sistema nervioso central %29,

Telencefalo

Rombencéfalo

Figura 2. Representacion del tubo neural en desarrollo donde se sefiala el sitio
de proyeccion del fasciculo longitudinal medio (FLM) a partir de la zona del
pretectum en el diencéfalo. Este tracto longitudinal de proyeccion caudal esta
delimitado por la expresion de semaforina 3A que impide su proyeccion rostral,
y por las proteinas slit en la zona dorsal y ventral del tubo neural, ubicando asi la
proyeccion del fasciculo en la zona ventral del embridn. D, dorsal, V, ventral, R,
rostral, C, caudal. (Modificado de Ahsan y cols. 2007).

Moléculas Quimiotrdpicas

Las moléculas quimiotrdpicas son sefiales quimicas que pueden
ser secretadas y difundidas a gran distancia, o estar ancladas
a la matriz extracelular o a la membrana de otras células, y
se caracterizan por formar gradientes de concentracién que
determina la direccion de las neuritas 2%, Experimentos pioneros
realizados con explantes del ganglio trigémino mostraron que
las neuronas del ganglio son incapaces de proyectar sus axones
cuando son cultivadas in vitro en una matriz de coldgena, aun
con la presencia del factor de crecimiento neural (NGF); sin
embargo al estar en presencia del sitio blanco de inervacién en
el embridn, un explante del arco maxilar, se induce la proyeccién
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de los axones en direccion del explante ?7). Posteriormente
se describid que el arco maxilar tiene efectos atrayentes o
repelentes para el ganglio trigémino dependiendo del estadio
embrionario del que se obtenga ), mostrando que la regulacion
espacio-temporal de la expresidon de proteinas quimiotrdpicas
es determinante para la correcta inervacion.

Entre las moléculas quimiotropicas mas importantes
encontramos a las proteinas netrinas, slits, semaforinas y
efrinas.

Las netrinas fueron descubiertas primeramente en el
nematodo Caenorhabditis elegans al observar que mutantes
de la proteina unc-6, la versidon de netrina en este nematodo,
presentaba alteraciones en la proyeccién de los axones que
proyectan de la zona dorsal a la ventral ?°. Posteriormente,
también en este nematodo, se identificaron la proteinas
transmembranales que fungen como receptores a netrina %39,
Al igual que en el caso de otras moléculas quimiotrépicas, las
netrinas y sus receptores presentan homologos en vertebrados
(134 |o que destaca la permanencia y conservaciéon de estos
sistemas de guia a lo largo de la evolucidn. Las netrinas son
proteinas secretadasy bifuncionales con efectos tanto atrayentes
como repelentes; asi en presencia del receptor DCC (siglas que
corresponden al nombre en ingles deleted in colorectal cancer™),
el efecto es atrayente, y si interacciona con el receptor Unc 5 o
con el heterodimero DCC-Unc5 el efecto es repelente ©9),

Las proteinas slit son proteinas secretadas de efecto
repelente, originalmente se describieron en la mosca Drosophila
melanogaster durante la guia de las neuronas comisurales que
se localizan en la zona dorsal del tubo neural y proyectan hacia
la zona ventral para atravesar la linea media ventral o placa del
piso, y continuar su proyeccion en el lado contralateral a su sitio
de origen ©%37, En esta proyecciéon también estan implicadas
las netrinas aunque con efectos contrapuestos. Las netrinas
atraen los axones favoreciendo el cruce de las neuritas hacia
el lado contralateral, mientras que las proteinas slit los repelen
induciendo que las neuritas dejen la placa del piso y continten
su proyeccion en la zona contralateral, o que las que han cruzado
no regresen al lado ipsilateral ®%39, La proyeccion de los axones
de neuronas comisurales esta regulada por un fino control de la
expresion de los receptores tanto para netrina como para slit.
En el caso de los vertebrados, el receptor a slit conocido como
Rig-1 o Robo3, y particularmente la isoforma 3.1, se expresa
cuando los axones se aproximan y cruzan la placa del piso. Esta
isoforma del receptor interfiere con el efecto repelente de slit
mediado por los receptores Robol y Robo 2. Posteriormente,
al aumentarse la expresiéon de Robo 1, 2 y la isoforma 3.2, se
transduce el efecto repelente y se favorece la salida de los
axones de la linea media ventral, evitando asi que recrucen la
placa del piso. Ademas se ha reportado la interaccién de Robo

con el receptor a netrina DCC, impidiendo la accién atrayente
de esta proteina en los axones que han cruzado la linea media
(39»42).

Las semaforinas son también proteinas secretadas
con efectos bifuncionales. Originalmente se describieron por
su efecto en el colapso de conos de crecimiento de axones de
neuronas sensoriales, recibiendo el nombre de colapsinas *3),
posteriormente se han descrito otros miembros de la familia de
las semaforinas, todos ellos caracterizados por poseer un dominio
de aproximadamente 500 aminodacidos, denominado dominio
sema “Y, Actualmente hay descritas 8 familias de semaforinas
entre las que se encuentran las de tipo 1y 2 en invertebrados,
3-7 en vertebrados y la familia V codificada por virus “*). Aunque
su papel enlaguiayregulacion de las proyecciones neuronales es
la mas caracteristica, las semaforinas estan implicadas también
en otros eventos celulares como la migracion y direccion de
las interneuronas provenientes del telencéfalo en zonas de la
corteza y el estriado &7, la apoptosis en neuronas del ganglio
de la raiz dorsal (DRG) “®, la formacién de espinas y dendritas en
neuronas corticales “Y, y la transmisidn sindptica en neuronas
del hipocampo %53, Las semaforinas pueden ser secretadas
o estar ancladas a la membrana celular, y actian a través del
receptor transmembranal denominado plexina, o en el caso
de las semaforinas de clase 3 que son secretadas, a través del
heterodimero formado por las proteinas transmembranales
plexina-neuropilina ¢4,

Las efrinas son proteinas quimiotrépicas ancladas a la
membrana celular y se han divido en dos subclases de acuerdo
a su homologia, las efrinas de tipo A ancladas a la membrana a
través de glucosilfosfatidilinositol (GPI), y las efrinas de clase B
ancladas a través de un dominio transmembranal ©°, Las efrinas
actuan a través de receptores transmembranales con actividad
de cinasas de tirosina denominados EphAy EphB ©9. El complejo
receptor-ligando transduce sefales en ambas direcciones, es
decir tanto en la célula que tiene el receptor como en la que
expresa el ligando, por lo que se dice que las efrinas actuan de
manera bidireccional ©7 %8, Al igual que para otras proteinas
quimiotrodpicas las efrinas estan altamente conservadas en la
evolucion, encontrandose en organismos multicelulares simples
como C. elegans, hasta vertebrados. En el caso de los mamiferos
se han descrito al menos 8 tipos de efrinas y 13 tipos diferentes
de sus receptores ©7), El papel de las efrinas durante el desarrollo
embrionario es muy extenso ya que no solo estan involucradas
en la guia axonal o en la arborizacion y extension de dendritas;
sino también en la segmentacion, la migracién de las células de
la cresta neural y la angiogénesis; ademas de que se encuentran
distribuidas en una gran cantidad de tejidos %2, Originalmente
se describié su efecto repelente durante la proyeccion de las
neuronas ganglionares de la retina hacia el tectum oéptico. El
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patron estereotipado de esta proyeccion esta dirigido por un
gradiente antero-posterior de efrina A2 y por la alta expresion
de la efrina A5 en la parte posterior del mismo; asi como por la
expresion diferencial de los receptores a efrinas en las neuronas
ganglionares de la retina . También se han reportado efectos
atrayentes de efrinas en neuronas motoras ©, y durante la
formacién del sistema vomeronasal, implicado en la deteccidon
de feromonas, en donde la atraccion de las neuronas del 6rgano
vomeronasal hacia el bulbo olfatorio esta mediado por efrina
A-5 4, entre otros muchos ejemplos.

Fasciculacion

Dentro de los mecanismos que guian la proyeccion axonal
es importante destacar el papel que tienen las interacciones
entre axones, conocida como fasiculacién, y que es mediada
a través de proteinas denominadas genéricamente como
proteinas de adhesion. De particular importancia son las
proteinas de adhesidn pertenecientes a la super familia de las
inmunoglobulinas (IgCAMs, siglas provenientes de su nombre
en inglés Immunoglobulin cell adhesion molecules). Las IgCAMs
participan tanto en la fasciculacion como en la desfasciculacion
que evita la interaccion y la formacion de haces de fibras
nerviosas o fasciculos ®). La interaccién entre proteinas de
adhesion puede ser homofilica, es decir entre proteinas del
mismo tipo que se encuentren en células o axones diferentes;
o heterofilica entre diferentes tipos de proteinas de adhesién
u otras proteinas transmembranales. Ademds de mediar
la interaccidon entre axones, algunas proteinas de adhesion
participan como co-receptores a moléculas quimiotropicas vy
factores de crecimiento, modulando los efectos de crecimiento,
atraccion o repulsién que ejercen en los axones. Tal es el
caso de L1 y TAG-1 que interaccionan con el co-receptor a
semaforinas, neuropilina 1, modulando su efecto repelente en
neuronas corticales y sensoriales respectivamente % °7; o de
la proteina de adhesion de la familia L1 denominada NrCAM,
que interacciona con el co-receptor neuropilina 2 modulando
el efecto de repulsion o atraccion de la semaforina 3B y 3F (68),
Factores de crecimiento como el factor neurotréfico derivado
de la glia (GDNF), que al interaccionar con NrCAM potencia su
efecto en el crecimiento y proyeccion de neuronas hipocampales
®9son algunos otros ejemplos.

Laimportanciadelas proteinasde adhesionysus efectos
enlafasciculacion se evidencia ante las diversidad de alteraciones
en las proyecciones axonales que se presentan en animales
experimentales knockout, a los cuales se les ha suprimido la
expresion de alguna de estas proteinas %73, 0 en enfermedades
y sindromes presentes en humanos que estan ligados a
mutaciones en proteinas de adhesién tales como esquizofrenia
2674 retardo mental ), o el sindrome de CRASH caracterizado

por presentar hidrocefalia, retardo mental, hipoplasia entre otras
alteraciones ), En algunos casos como en el de la proteina de
adhesion NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule), la adhesion es
regulada por modificaciones postraduccionales como la adicion
de acido polisidlico, que forma un impedimento estérico y evita
las interacciones homofilicas y heterofilicas de las NCAMs,
impidiendo la interaccion entre axones. Esta modificacion
postraduccional es también finamente regulada durante las
diferentes etapas del desarrollo embrionario, por lo que en
estadios muy tempranos esta ausente, aumenta durante etapas
posteriores del desarrollo y desaparece en etapas posnatales,
manteniéndose sélo en sitios donde se lleva acabo neurogénesis
o0 en sitios con gran plasticidad neuronal (79,

La fasciculacién es particularmente relevante para la
interaccion con tractos o fasciculos que sirve como guia para otros
axones que tienden a elongarse siguiendo las rutas previamente
trazadas por axones “pioneros’. Los axones “pioneros” son
aquellos que proyectan sin la presencia de otros axones con
los que puedan interaccionar, y funcionan como “andamios”
al influir en las rutas que posteriormente seguirdn las demas
neuritas 7 7®, Los tractos pioneros se encuentra altamente
conservados durante la evolucidn por lo que en diferentes
organismos como el pez cebra, Xenopus, o el ratén, los tractos
longitudinales descendentes como el de la comisura post-dptica
(TPOC), el FLM y el tracto descendente mesencefalico del nervio
trigémino (MesV), son los primeros en proyectar sus axones 7.

Matriz extracelular
La matriz extracelular (ME) esta compuesta por glicoproteinas y
proteoglicanos que forman un sustrato semisélido y proporciona
no solo soporte a las células sino también informacidon mecanica
y quimica. La ME influye en la adhesion, motilidad y guia de las
neuronas y sus proyecciones . Entre las glicoproteinas de ME
que tiene mayor influencia enla proyecciény guia de las neuronas
se encuentran la laminina y la tenascina. La laminina es una
glicoproteina compuestas por tres subunidades denominadas a,
By vy, cada una con diversas isoformas que se combinan entre si
para formar estructuras cruciformes ®%, Existen 15 isoformas de
laminina con diversas funciones en la regulacidn de la adhesidn,
motilidad y diferenciacién celular. En el caso de las neuronas
sensoriales por ejemplo, las lamininas 1 y 10 promueven el
crecimiento axonal incluso en ausencia de factores troficos 2,
Por otra parte las lamininas también pueden modular el efecto
de proteinas quimiotrépicas, se ha mostrado que la presencia de
laminina-1 puede convertir el efecto de atraccién ejercido por
netrina en un efecto repelente para las células ganglionares de
la retina ®3),

La tenascina comprende a una familia de glicoproteinas
muy relacionadaconeldesarrollodel sistemanervioso, se expresa
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tempranamente en el neuroepitelio y posteriormente en la glia
y las células mesenquimales ®%, y se re-expresa tras una lesion
en el sistema nervioso central y periférico ®. Al igual que otros
componentes de ME, la tenascina tiene diversos dominios que
ejercen funciones diferenciales sobre las neuronas; por ejemplo,
dominios semejantes al factor de crecimiento epidermal (EGF-
like regions) tienen un efecto antiadhesivo, mientras que
dominios de fibronectina tipo lll (FN-IIl) promueven la adhesién
y crecimiento axonal 9, La expresién de diferentes isoformas de
tenascina tipo C, son expresados en el desarrollo embrionario
durante la etapa de proyeccién axonal, de manera que la
variante de mayor tamafio estimula la proyeccién axonal, no asi
la versidn pequefia de la proteina 7%, Ademas se ha observado
que la pequefia secuencia de aminoacidos VFDNFVLK (Val-Phe-
Asp-Asn-Phe-Val-Leu-Lys), que se encuentra en los dominios de
fibronectina tipo Il de la variante de mayor tamafio, es suficiente
para estimular el crecimiento in vitro de neuronas de cerebelo
), Todos los componentes de ME mencionados actuan a través
de los receptores heterodiméricos formados por subunidades a
y B deintegrinas ®, La activacién de integrinasy el reclutamiento
posterior de numerosas proteinas forma sitios de adhesion a la
ME que se encuentran anclados al citoesqueleto, modulando
los diferentes efectos de crecimiento, proliferacion, adhesion y
orientacion de los conos de crecimiento &%),

Por otra parte, la unién de proteinas secretadas a la ME
permite la formacion de gradientes de concentracion que guian
y polarizan la proyeccién de las neuritas. Experimentoss in vitro
mostraron que al formar gradientes de concentracién de BDNF o
netrina se puede modular el efecto atrayente o repelente sobre
neuronas de hipocampo; asi en zonas donde la concentracion
de BDNF es menor, su efecto es atrayente, y conforme aumenta
la concentracion las neuronas son repelidas por el factor ©¥. Por
otra parte algunos componentes de la ME funcionan como co-
factores para la union y efecto de factores de crecimiento, tal
es el caso del hepardn sulfato que modula la accién del factor
de crecimiento de fibroblastos (FGF) ©?. La ME es también
un sustrato activamente remodelado por efecto de enzimas
proteoliticas como las metaloproteinasas de matriz que pueden
liberar factores de crecimiento o moléculas quimiotropicas
unidas a ella, o dejar expuestos sitios especificos de interaccion
con los axones 3, La ausencia de la metaloproteinasa de matriz
9 (MMP-9) por ejemplo, ocasiona defectos en la proyeccién y
proliferacidn de las células granulares del cerebelo ©.

Los proteoglicanos de condroitin sulfato (PGCS) son
también componentes de la matriz extracelular ampliamente
estudiados dada su relevancia en la inhibicidn de la proyeccion
axonal, particularmente en procesos de regeneracién
donde se ha demostrado que su expresién estd aumentada
considerablemente tras una lesién, formando parte del

ambiente inhibitorio que impide la regeneracién . Los PGCS
son expresados principalmente por astrocitos que forman parte
de la cicatriz glial que se forma tras una lesion, y que impiden
el crecimiento de los axones no solamente a través del efecto
inhibitorio de los proteoglicanos; sino también de otras moléculas
que son capaces de unirse a este componente de ME como las
glicoproteinas asociadas a mielina (MAG), las glicoproteinas de
mielina en oligodendrocitos (OMgp), o la proteina NOGO entre
otras %9,

Propiedades Fisicas de la Matriz Extracelular

Las propiedades fisicas de la ME, como la rigidez y la topografia,
son un aspecto muy interesante y que recientemente ha tomado
relevancia como parte de los factores que regulan la proyeccion
axonal. Anteriormente se habia observado que la orientacién
tanto de axones como de componentes de ME determinan la
orientacion de la proyeccion neuronal. Se demostré que axones
de neuronas de ganglios de la raiz dorsal proyectan siguiendo
la orientacion de fibras de colagena alineadas paralelamente
®7) mas recientemente se mostré que los axones de ganglios
de la raiz dorsal migran paralelamente sobre astrocitos que
previamente han sido alineados utilizando campos eléctricos
8 Este fendmeno tiene representacion in vivo en la migracion
neuronal durante el desarrollo embrionario, donde las neuronas
migran siguiendo la glia radial ©®?, o sobre axones previamente
establecidos en trayectorias longitudinales a lo largo del tubo
neural 1%, E| desarrollo de sustratos a escalas nanométricas
ha permitido revelar que el nivel topografico del sustrato es
relevante para la proyeccion axonal, de manera que surcos de
profundidad de 345 nm o mas tienen efecto en el crecimiento
orientado de células de las meninges, esto ademas influye en
la organizacion del citoesqueleto y la formacién de adhesiones,
las cuales también aparecen orientadas paralelamente al surco
(101 En el caso de las neuronas hipocampales, se ha mostrado
que orificios de 300 nm tiene un fuerte efecto inductor de la
formacidn de proyecciones en comparacion con surcos u orificios
de 2 um @9 M3s adn al exponer neuronas hipocampales a
sustratos con proteinas como laminina o NGF, o a un sustrato
con microsurcos, las neuronas mostraron una preferencia de
alrededor del 70% por el sustrato con microtopografia, que a
uno con sefiales quimicas %), destacando la importancia de las
propiedades topograficas para la estimulacion de proyeccion
axonal.

La rigidez del sustrato es otra propiedad de la matriz
extracelular que parece tener efectos importantes en la
proyeccién axonal. Se entiende como rigidez la capacidad de
un sustrato de soportar un esfuerzo sin adquirir deformacion. El
cerebro es uno de los tejidos mas suaves del cuerpo (0.1-10kPa)
(104,105 " en comparacion con el musculo (100 kPa) (106107 g g|
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hueso (10°kPa) %), Se ha reportado que los axones de neuronas
de ganglios de la raiz dorsal incrementan su longitud en sustratos
suaves 1819 yn efecto similar se ha observado en neuronas
hipocampales % ademds, la ramificacién de las neuronas
parece ser estimulada en sustratos suaves en comparacion con
sustratos rigidos %), Finalmente la rigidez del sustrato parece
tener efectos en la diferenciacién y sobrevivencia neuronal.
Los sustratos mas rigidos estimulan la sobrevivencia de la glia,
mientras que sustratos blandos inducen la presencia de neuronas
corticales "'V, e incluso la rigidez del sustrato tiene un importante
papel en procesos de diferenciacion de células mesenquimales
hacia fenotipos neuronales ), Lo anterior hace patente que
las propiedades fisicas de la matriz extracelular son un aspecto
mas que habra que estudiar y tomar en cuenta sobretodo y con
especial relevancia en el desarrollo de biomateriales que puedan
ser usados como andamios para el crecimiento de neuronas y
para la reparacion de lesiones en el sistema nervioso.

Proyeccidn axonal y neuroregeneracion

La recuperacién funcional del tejido daflado tras una
lesion en el sistema nervioso, conlleva la reparacion de los
circuitos neuronales a través de la regeneracion axonal y del
restablecimiento de las conexiones especificas; sin embargo la
capacidad de regeneracién del sistema nervioso es limitada.
En general se sabe que el sistema nervioso periférico (SNP)
tiene una mayor capacidad de regeneracion en comparacion
con el sistema nervioso central (SNC). Al parecer esto se debe
al ambiente en el cual unos u otros axones tienen que crecer
y regenerarse, a la diferencia en los procesos inflamatorios,
asi como a las propiedades intrinsecas de las neuronas (12,
Los axones seccionados en el SNP tienden a crecer distancias
mayores que los del SNC, y al parecer la presencia de células de
Schwann alineadas longitudinalmente y que forman estructuras
conocidas como bandas de Biingner facilitan y promueven el
crecimiento axonal *3), Los estudio de implantes de nervios
periféricos a manera de “puentes’ mostraron que promueven
el crecimiento de axones de neuronas del SNC 4, A diferencia
del SNP, en el SNC existe la formacién de una cicatriz glial que
consiste en astrocitos, microglia y fibroblastos que forman no
solo una barrera fisica que impide el crecimiento axonal, sino
que también contiene factores inhibidores del crecimiento
como las MAG o proteinas quimiotrépicas inhibidoras. En el
caso del tejido embrionario los astrocitos aparecen de manera
tardia y no intervienen en procesos de regeneracién en esta
etapa %), Un ejemplo interesante es la semaforina 3A que como
se menciond anteriormente, estd implicada en la formacién de
diversos tractos en el desarrollo embrionario y en general su
expresion disminuyen en el cerebro adulto; sin embargo tras
una lesidn se re-expresa. Se ha observado que en lesiones de la

médula espinal, los fibroblastos de las meninges invaden el sitio
de la herida formando parte de la cicatriz y secretan semaforinas
y componentes de matriz extracelular como PGCS, a los cuales
se asocian las semaforinas ¢ 7). De manera interesante
la inhibicion de la sefializacion de la semaforina 3A por el
compuesto SM-216289 derivado de un hongo, ha mostrado
promover la regeneracién anatémica y funcional en lesiones de
la medula espinal en ratas %8,

Cabe sefialar que las semaforinas tiene también un
papel importante en el mantenimiento de las sinapsis y los
fenédmenos de plasticidad neuronal, se plantea que no solo tiene
un efecto negativo en la regeneracion, sino que podrian dirigir y
promover la inervacidn correcta de los axones en regeneracion
119 g incluso de neuronas implantadas en terapias de sustitucion
celular 29, Por otra parte, la interacciéon de las proteinas
quimiotropicas con los componentes de matriz extracelular
pueden modular los procesos de regeneracién. Se ha observado
que al interferir con la interaccién entre semaforina 3A y los
PGCS se pierde el efecto repelente de la proteina quimiotrépica
(116) | os PGCS tiene ademas un papel importante en la adhesion
de las células de Schwann tras una lesién en la médula espinal,
las cuales a su vez expresan moléculas de adhesion celular como
L1 y NCAM que pueden funcionar como sustratos permisivos
para el crecimiento axonal 2%,

Desarrollo de Biomateriales

El conocimiento de los factores que favorecen el crecimiento
axonal estd siendo aplicado para disefiar biomateriales que
mimeticenlossustratos permisivos ypermitanlaregeneracion.Un
ejemplo interesante es el uso de biomateriales como andamios.
Se han disefiado materiales poliméricos “funcionalizados”, ya
sea utilizando moléculas de adhesion tales como L1, NCAM
o TAG1, o proteinas de ME como laminina o tenascina, o
incluso péptidos que corresponden a los sitios activos de estos
componentes de matriz extracelular, que proveen un sustrato
permisivo para la adhesion y el crecimiento axonal 12212 (Fig. 3).
Actualmente, la ingenieria de tejidos desarrolla biomateriales
gue imitan las bandas de Blingner que permiten el crecimiento
alineado de las células de Schwann y favorecen la proyeccién de
axones. A este respecto se han usado por ejemplo nanofibras
alineadas que permiten la orientacién longitudinal de las células
de Schwann, y que estimula la expresion de mielina *?®, por otra
parte microsurcos o microporos que permiten la alineacion de
las células de Schwann favorecen el crecimiento de axones de
las neuronas de los ganglios de la raiz dorsal 127129,

Una de las estrategias que se aplican en la regeneracion
de lesiones en el sistema nervios periférico es el uso de implantes
de fibras nerviosas autélogas; sin embargo estos procedimientos
tiene inconvenientes como perdida de funcion del sitio donador,
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posible desarrollo de neuromas, y escases de material para
implantar; por lo que se han desarrollando canales de diversos
biomateriales que tiene mayor disponibilidad y favorecen el
crecimiento de los axones, impidiendo la formacion de cicatrices
gliales, y liberando factores de crecimiento implicados en la
estimulacion del crecimiento axonal %9, Estas estrategias han
sido particularmente probadas en lesiones de la médula espinal
eincluso existen algunos productos ya aprobados por la FDA para
el tratamiento de lesiones en nervios periféricos 3V, Por otra
parte el uso de biomateriales con caracteristicas topograficas
nanométricas, y sustrato con rigidez controlada parecen ser
una alternativa viable para estimular el crecimiento axonal 9,
Las técnicas de microlitografia utilizada en la elaboracion de
microcircuitos en la industria electréonica han sido adaptada
para la generacién de micro y nano- patrones en materiales
poliméricos biocompatibles™Y, que permiten el crecimiento y
alineacién de las neuronas y sus proyecciones. Finalmente, se
estan utilizando también biomateriales que permiten simular
gradientes tanto quimicos como mecdnicos que emulan los
gradientes presentes durante el desarrollo embrionario y que
son determinantes para la proyeccion y guia axonal 32,
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figura 3. esquema que representa algunas de las diferentes estrategias para
promover la proyeccién de neuritas utilizando biomateriales funcionalizados, o
con topografia o rigidez especifica.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La comprensidn de los elementos que determinan la capacidad
de elongacién e inervacion neuronal durante el desarrollo
embrionario, cuando las redes neuronales se encuentran
en formacion, ofrece informacién sumamente importante
para promover la neuroregeneracidn en etapas posteriores.
Numerosas estrategias se han encaminado a mimetizar o
reproducir un ambiente extracelular propicio semejante al
que se observa cuando la proyeccién neuronal es favorecida.
Entre las estrategias se encuentra el disefio de biomateriales
con propiedades quimicas vy fisicas semejantes a las de la ME,
mostrando que es posible inducir, estimular, y guiar la proyeccion
neuronal, utilizando estos sustratos como “puentes” que eluden
las sefiales y sustratos inhibidores. Aunque a la fecha los
resultados son prometedores, muchas de estas estrategias se

encuentran en fase experimental y serd necesario mantener la
relacion multidisciplinaria entre la neurobiologia del desarrollo,
el campo de los biomateriales y la neurologia clinica, para
llevar los resultados experimentales a su aplicacion final en los
pacientes.
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