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Principios de la migracién celular.

Los seres vivos son redes de producciones mo-
leculares en las que las moléculas producidas ge-
neran con sus interacciones la misma red que las
produce. Esta propiedad de los sistemas de pro-
ducirse a si mismos es la autopoiesis y define el
acoplamiento de un sistema a su entorno. Aunque
estos sistemas son abiertos (intercambian materia
y energia con el medio), estdn operacionalmente
cerrados (se hacen a si mismos y no estin progra-
mados desde afuera), pues sus operaciones inter-
nas son las que lo distinguen del medio (Varela
et al., 1974). Asi, la autopoiesis intenta definir la
unicidad de la emergencia que produce la vida en
su forma celular fundamental (Varela, 1995).

El movimiento es un fenémeno evolutivo muy
importante a nivel celular. Su aparicién temprana
en la evolucién puede comprobarse por la simili-
tud gendmica y estructural, en bacterias y archae,
de proteinas como: FtsZ, MreB, crescentina y
ParM con el citoesqueleto eucariota (Defeu Sou-
fo and Graumann, 2004). Las células eucariotas
tienen la capacidad de organizar movimientos
para migrar, alimentarse, dividirse y dirigir coor-
dinadamente el transporte de materiales intrace-
lulares. El mecanismo de direccionamiento del
movimiento se realiza asociado a una disipacién
calérica requiriendo contrarrestar la resistencia
externa impuesta por el medio extracelular y la
interna generada por los componentes intracelu-
lares. La resistencia externa resulta de la combina-
cién del grado de viscosidad y rigidez de la matriz
extracelular y del nivel de adhesién de la célula
con el sustrato que la rodea (Rodriguez et al.,
2003). La resistencia interna se origina mayorita-
riamente en el citoesqueleto, cuya estructura debe
mantener un equilibrio siendo lo suficientemente
s6lida para conservar la consistencia de la célula y,
a la vez, flexible para permitir cambios morfolégi-
cos y el transporte de elementos citoplasmdticos
(Small and Kaverina, 2003). El citoesqueleto estd

Migracion Celular

compuesto por una red de filamentos de tres cla-
ses: microtiibulos, filamentos intermedios y fila-
mentos de actina. La combinacién de la actividad
dindmica de cada uno de ellos determina cambios
fisicos y de senalizacién intracelular que permiten
el movimiento celular.

Los microtibulos, como su nombre indica,
son tubos de 22-24 nm. de didmetro cuyas pare-
des estdn formadas por repeticiones de dimeros de
dos proteinas: a- y f-tubulina (Howard and Hy-
man, 2003; Mandelkow and Mandelkow, 1995).
Una propiedad caracteristica de los microtubulos
es su capacidad para generar ciclos de ensamblaje
y desensamblaje fenémeno conocido como ines-
tabilidad dindmica y que se ha observado tanto
in vitro como in vivo (Conde and Caceres, 2009).
Estos filamentos son indispensables para el des-
plazamiento intracelular de orgdnulos y vesiculas,
forman el esqueleto de cilios y flagelos y partici-
pan activamente en la segregacién de cromdtidas
durante la divisién celular. La funcién microtubu-
lar requiere de la participacién de proteinas mo-
toras denominadas proteinas asociadas a microtd-
bulos (MAPs) que se comportan como estructuras
de andamiaje capaces de estabilizar y promover el
ensamblaje en los microtdbulos, como también
arrastrar diversos cargos siguiendo diversas rutas a
través del citoesqueleto (Mallik and Gross, 2004).

Los filamentos intermedios tienen dimensio-
nes de 8-10 nm, que son intermedias a los micro-
filamentos y los microtibulos. Estos filamentos
estdn presentes tanto en el citoplasma como en
el nicleo (Dey et al., 2014). Tienen una funcién
estructural siendo responsables de mantener la in-
tegridad celular puesto que funcionan a modo de
cables intracelulares que se unen a complejos de
unién celular lo que permiten la cohesién entre
células contiguas. Son capaces de resistir tensio-
nes mecdnicas y deformaciones celulares, y al con-
trario, que los otros componentes del citoesque-
leto, los filamentos intermedios estin formados
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por unidades pertenecientes a varias familias de
proteinas entre las que se encuentran: queratinas,
vimentinas, desminas, proteinas acidas fibrilares
gliales (GFAP), periferinas, neurofilamentos, la-
mininas y nestinas (Chung et al., 2013; Dey et
al., 2014; Kim and Coulombe, 2007).

Los microfilamentos, son polimeros de 6-7 nm
de didmetro cuya unidad repetida es la actina glo-
bular o G-Actina. Son los principales responsables
de los procesos de motilidad celular y los cambios
de la forma celular durante el ciclo celular y ante
diversos estimulos extracelulares, como también
la organizacién del citoplasma durante fenéme-
nos de endocitosis, exocitosis y la generacién de
fuerzas mecdnicas intracelulares (Schmidt and

Hall, 1998).

La generacién de nuevos filamentos de actina
(F-Actina) puede ocurrir de dos maneras dife-
rentes: mediante la formacién de novo de un fi-
lamento, o bien a partir de filamentos de actina
preexistentes. En el primer caso, la actina mo-
nomérica (actina G) da lugar a pequefios frag-
mentos inestables capaces de favorecer su elon-
gacién, en lugar de su despolarizacién; mientras
en el segundo caso, el nuevo filamento se genera
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Figura 1. Flementos del citoes-
queleto. El citoesqueleto estd for-
mado por tres tipos de filamentos
de proteinas de diferente composi-
cién, funcién y caracteristicas: los
microtibulos (verde), los filamen-
tos intermedios (violeta) y micro-
filamentos (rojo). From Fletcher et.
al, 2011

por elongacién de filamentos preexistentes (Blan-
choin et al., 2014). Para ello, se desplazan las
proteinas que bloquean las proteinas de capping,
o bien, por accién de la proteina cofilina que es
capaz de despolimerizar dichos filamentos gene-
randose asi nuevos extremos de crecimiento libres
para de monémeros de actina (Pollard and Borisy,
2003). La polimerizacién coordinada de los fila-
mentos de actina, en conjunto, la elevada dini-
mica de la membrana plasmdtica proporciona la
fuerza para diversos procesos celulares, que inclu-
ye, por ejemplo la migracién celular. Durante este

Nucleacién
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Figura 2. Dindmica del citoesqueleto de actina. Hay tres
pasos bdsicos que intervienen en la ramificacién de los fila-
mentos de actina: nucleacién y reticulacion del filamento,
elongacién del filamento y desensamblaje de las subunida-
des del filamento. From Fletcher et. al, 2011



proceso los filamentos de actina se organizan en
complejos ensamblados tridimensionales que se
van modulando constantemente acorde a las ne-
cesidades espacio-temporales de la célula (Mattila
and Lappalainen, 2008).

Ciclo de motilidad celular.

La migracién celular es un proceso fisico-qui-
mico que involucra la coordinacién tanto espacial
como temporal de los subcomponentes celulares
durante su desarrollo a través de la matriz extra-
celular (Harunaga and Yamada, 2011). La matriz
extracelular (ECM) es un entramado organizado
de distintos tipos de macromoléculas que consti-
tuyen el entorno de las células eucariotas (Miyata
etal., 2005). La composicién de la matriz es espe-
cifica y es capaz de generar un ambiente especifico
para cada tejido y particular para las distintas cé-
lulas del cuerpo. Ademds, de su funcién estructu-
ral contiene informacién codificada, en funcién
del tipo de moléculas que la constituyen, que son
transmitidas a nivel intracelular para ejercer un
papel esencial en el desarrollo de la funcién ce-
lular (Dedhar and Hannigan, 1996; Lafrenie and
Yamada, 1996). La composicién de la matriz ex-
tracelular es compleja y variable dependiendo del
tejido asociado, no obstante, se ha determinado
que la constituyen cuatro tipos de macromolécu-
las: coldgenos, proteoglicanos, glucoproteinas no
colagenosas y elastinas (Hynes and Naba, 2012).

Cortex

Lamelipodios

Durante el proceso migratorio a través de un
determinado medio extracelular, la densidad y la
rigidez del entorno extracelular representan un in-
conveniente en la dindmica de desplazamiento. La
migracion juega un papel crucial en diversos fené-
menos bioldgicos, ya sea en condiciones fisioldgi-
cas regulares como en diversas patologias (Franz
et al., 2002). Asi, por ejemplo, la migracién estd
involucrada en respuestas inflamatorias, en la for-
macion de las capas germinales de un embrién, en
la cicatrizacién de heridas y en metdstasis (Belt-
man et al., 2009).

El ciclo de motilidad celular es la repeticién ci-
clica de una serie de eventos celulares y molecula-
res cuya concrecion permite a las células desplazar-
se. Los principios bésicos de la migracién celular
han sido establecidos a nivel bidimensional (2D),
tridimensional (3D), in vitro e in vivo (Lauffen-
burger and Horwitz, 1996; Ridley, 2004). Bésica-
mente, la deconstruccién del movimiento celular

distingue cinco pasos interdependientes (Friedl
and Wolf, 2003).

I. Polarizacién morfolégica

El primer paso para iniciar el movimiento es
adquirir una configuracién polarizada. Las células
migratorias como los fibroblastos, queratinocitos,
leucocitos o neuronas responden polarizindo-
se ante la presencia de un estimulo extracelular.
Cuando una célula se polariza presenta diferen-

Figura 3. Arquitectura de la actina
en el movimiento celular. Repre-
sentacién esquemdtica de la célula
con sus diferentes arquitecturas del
citoesqueleto de actina, indicando (i)
cortex celular, (ii) fibras de estrés, (iii)
lamelipodios y (iv) filopodios. Las re-
giones de zoom destacan particulari-
dades arquitectdnicas de las diferentes
regiones de la célula. From Blanchoin

etal., 2014.

Filopodios
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ciacién asimétrica de sus dominios celulares a ni-
vel molecular, morfolégico y funcional (Orlando
and Guo, 2009). En particular, durante el proceso
migratorio se observa un polo en la direccién del
movimiento (frente de avance o leading process) y
un polo diametralmente opuesto (extremo poste-
rior o trailing process), con el ntcleo y los orginu-
los en medio de ambos extremos (Lauffenburger
and Horwitz, 1996). Este proceso de polarizacion
puede surgir como respuesta espacio-temporal de
un gradiente fisico o molecular (Parent and De-
vreotes, 1999) o fluctuaciones mecdnicas que al-
teran la cinética celular variando de esta manera
la simetria azimutal de la F-actina presente en el
cértex de la célula (Coates et al., 1992).

II. Extensién de protrusiones de membrana.

En segundo término, la célula debe interpretar
la sefal extracelular y localizar la region de su su-
perficie en contacto con el estimulo extracelular.
Esto requiere de un mecanismo de comparacién
de senales a lo largo de la superficie celular y la
restriccién de la actividad a la regién mds estimu-
lada. Como efector final de la sefal quimiotictica,
el citoesqueleto cambia su dindmica en funcién
del estimulo provocando el crecimiento orientado
de protrusiones y el desplazamiento de la célula
(Bergman et al., 2014; Bourne and Weiner, 2002;
Weiner, 2002).

Asf una consecuencia primordial del proceso
de polarizacién celular es la extensién de procesos
activos de membrana, tales como: lamelipodios,
filopodios o extrusiones irregulares que van indi-
cando la direccién de movimiento y ,por tanto,
definen el extremo gufa. Estas estructuras se ex-
tienden tridimensionalmente, en forma reversible,
contribuyendo al proceso migratorio dependien-
do de circunstancias especificas. Los lamelipodios
son protrusiones de la membrana que se forman
en el borde frontal de la célula y que pueden ex-
tenderse durante largas distancias arrastrando de
las células a través del tejido (Small et al., 2002).
Los filopodios son proyecciones finas de membra-
na que sirven para explorar los alrededores de la
célula y son particularmente importantes, para la
orientacién de los conos de crecimiento neurona-
les y angiogénesis de los vasos sanguineos (Mattila
and Lappalainen, 2008). Las extrusiones irregu-
lares (del inglés, Cellular Blebs) se han descrito

para conducir la migracién de algunas células
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durante el desarrollo y enfermedades. Este proce-
so migratorio es conducido mediante la presién
hidrostdtica generada en el citoplasma por el cér-
tex contrictil de actinomiosina (Paluch and Raz,
2013). Estos diferentes tipos de protrusiones de
membrana pueden coexistir en el frente de avance
(Diz-Munoz et al., 2010); ello s, sin la existencia
de una correlacién establecida entre la velocidad
de translocacién celular y la velocidad de la dind-
mica de estas protrusiones de membrana (Conde-

elis, 1993).

ITII. Anclaje y estabilizacién acoplamiento
célula-sustrato.

Una vez formadas las protrusiones, éstas se
estabilizan gracias a la unién de receptores trans-
membrana al sustrato formdndose un complejo
de adhesién denominado contacto focal (FA).
Estos complejos de adhesién son estructuras al-
tamente dindmicas y que se estdn constantemente
ensamblando y desensamblando durante el pro-
ceso migratorio. La composicién del complejo
incluye: proteinas estructurales, adaptadoras y de
senalizacién. Asi, por ejemplo, pueden apreciar-
se, generalmente, grandes complejos de adhesién
compuestos de diversas proteinas que promueven
un anclaje muy estable, por lo tanto, reducen la
migracién; como también, pueden observarse
complejos de adhesién mds pequenos y de menor
complejidad estructural asociados funcionalmen-
te a células de alta tasa migratoria (Fraley et al.,
2010; Geiger et al., 2009; Petit and Thiery, 2000).

o-Actinina

Tensina

Talina

Integrina

. — L —
e, Extracellulal mr{\-’h‘-

Figura 4. Contacto Focal. Esta unién célula - MEC vie-
ne otorgada por proteinas de unién transmembranas del
tipo integrinas. El dominio intracelular de la integrina se
asocia a diversas proteinas de unién a los microfilmentos,
mientras que el dominio extracelular se une a la matriz ex-
tracelular. From University of Reading. Migration Cell Lab.



Este anclaje célula-sustrato es mediado, gene-
ralmente, mediante las integrinas que son recepto-
res heterodimeros constituidos por una cadena oy
B con un dominio largo y un dominio corto y que
son capaces de interactuar con el citoesqueleto de
actina, siendo esta interaccién estabilizada por un
complejo proteico formado por diversas proteinas
asociadas (p.e o-actinina, paxilina, talina, tensina
y vinculina) (Harburger and Calderwood, 2009).
Asi la unién de diversos ligandos a la porcién ex-
tracelular de las integrinas desencadena cambios
conformacionales en el receptor que genera el ini-
cio de senales intracelulares, tales como: fosforila-
cién de tirosinas, activacién de pequefias GTPasas
y cambios en la biosintesis de los fosfolipidos que
regulan la formacién y el fortalecimiento de los si-
tios de adhesion, la dindmica del citoesqueleto y la
polarizacién celular durante el proceso migratorio
(Zamir and Geiger, 2001).

Asf a medida que la célula avanza este comple-
jo se va disociando, permitiendo a la célula des-
acoplarse de la ECM y volver a posicionarse en un
nuevo punto de contacto. Asi cuando, la célula
llega a su destino es capaz de establecer centros de
adhesién maduros y estables. Los puntos de ad-
hesién reclutan ademds proteasas de la superficie
celular para degradar la matriz y generar un frente
de avance durante el desplazamiento celular (Gei-
ger et al., 2009). Diversos andlisis te6ricos y pric-
ticos indican que la tasa de adhesién de una célula
sobre un sustrato contribuye de manera bifdsica a
la velocidad de migracién (DiMilla et al., 1991;

Extremo guia

a
C
Actina
d © Adhesion
= Fibras de estrés

Fibras de retraccién

DiMilla et al., 1993).

IV. Formacién fuerzas contrictiles y trac-
cién celular.

Durante el proceso de migraciéon celular se
producen, por lo menos, dos tipos de fuerzas in-
dependientes entre si: fuerzas de protrusién nece-
sarias para el proceso de extensién de membrana
durante la formacién de lamelipodios y filopodios
mediada por polimerizacién de haces de F-Acti-
na y fuerzas intracelulares asociadas al desplaza-
miento hacia el extremo delantero por parte de la
célula (Ji et al., 2008b; Renkawitz et al., 2009).
Este mecanismo de traccion del citoesqueleto es
a causa de la accién de un mecanismo contractil,
basado en un sistema actina-miosina, que desen-
cadena el arrastre del cuerpo celular hacia eje de-
lantero (Giannone et al., 2007; Ridley, 2004). No
obstante, la magnitud de la generacién de fuerzas
contrictiles no determina necesariamente la velo-
cidad de migracién de las células.

V. Desprendimiento del tren posterior y ge-
neracién de nuevos contactos.

Por dltimo, en la parte posterior de la célula se
desprenden los puntos de unién de los receptores
de adhesién y la membrana plasmética remanente
se retrae contribuyendo a determinar la velocidad
global de migracién (Morin et al., 2008). Este
fenémeno de desestabilizacién de la membrana
plasmdtica en el tren posterior celular durante el

Figura 5. Migracién celular. (a) El proceso migratorio
se inicia con la formacién de lamelipodios y filopodios
en el frente de avance. (b) Durante la extensién celular,
nuevas adherencias con el sustrato se forman en el fren-
te de avance. (c) Luego, el nicleo y el cuerpo celular
translocan hacia adelante a través de fuerzas contractiles
intracelulares. (d) Asi, la parte trasera de la célula tira
hacia adelante y se desmonta el tren posterior generan-
do una dindmica migratoria hacia el frente delantero.
From Mattila et al., 2008.
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proceso de migracién ha sido informada tanto in
vitro como in vivo (Bard and Hay, 1975; Chen,
1981).

Cuando la célula se libera del sustrato para
progresar su avance, las moléculas de integrina
localizadas en la parte posterior de la célula re-
tornan al interior de la célula mediante procesos
de endocitosis, siendo enviadas en vesiculas a la
regién perinuclear donde serdn devueltas a la su-
perficie. Es decir, son recicladas constantemente
permitiendo que la célula tenga elementos de an-
claje de renovacién en la zona frontal. Una vez
alli, se forman nuevos complejos de adhesién que
se van posicionando acorde la célula se desplaza
hacia el extremo guia frontal. De esta manera, la
parte trasera de la célula, se va liberando y la célula
va avanzando; en paralelo, la integrina que forma-
ba parte del tren posterior se integra al borde de
avance ya sea por proceso de internalizacién o me-
diante difusién a través de la membrana plasmi-
tica (Bretscher, 2008; Puklin-Faucher and Sheetz,
2009).

Todo el proceso migratorio a lo largo de sus
5 etapas estd regulado por proteinas de la fami-
lia Rho, subgrupo dentro de la superfamilia de
GTPasas Ras, que actiian como interruptores mo-
leculares siendo activados por una gran variedad
de estimulos extracelulares (Etienne-Manneville
and Hall, 2002). En las células de mamiferos las
proteinas Rho (RhoA, Cdc42 y Rac) estdn acti-
vadas por senales extracelulares especificas y diri-
gen la organizacién de la actina del citoesqueleto
para inducir cambios morfoldgicos caracteristicos
(Schmidt and Hall, 1998). Asi, por ejemplo, la
microinyeccién de la proteina Rho o la activacién
de Rho por 4cido lisofosfatidico (LPA) produce la
aparicién de grandes haces de filamentos de acti-
na, conocidos como fibras de estrés, como tam-
bién clusterizacién de las integrinas y las proteinas
asociadas en la formacién de contactos focales
(Ridley and Hall, 1992). En cambio, se ha obser-
vado en lineas celulares que la microinyeccién de
la proteina Rac provoca polimerizacién de actina
en la periferia de la célula e implica la formacién
de lamelipodios y ondulaciones de membrana
(del inglés, Rufflings) (Hall, 1998; Ridley et al.,
1992), asi es como, mutantes negativos de Rac
inhiben la formacién de lamelipodios inducidos
normalmente por diversos factores de crecimiento
como factor de crecimiento derivado de plaque-
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tas (PDGF), el factor de crecimiento epidérmico
(EGF) o insulina, indicando que la respuesta a
estos factores es dependiente de Rac; mientras la
activacién de Cdc42 por bradicinina provoca la
formacién de filopodios que son de protuberan-
cias filiformes de actina (Hall, 1998; Kozma et al.,
1995). Los roles que cumplen las Rho GTPasas
sobre el citoesqueleto de actina se pueden apreciar
en la regulacién de la morfologia celular, las inte-
racciones célula-célula, la polaridad celular y los
procesos migratorios (Khosravi-Far et al., 1998;

Nobes and Hall, 1995).

El grupo de proteinas efectoras para la familia
de las GTPasas Rho es diverso. Para el caso de Rho
los efectores mds conocidos involucrados en la re-
organizacién del citoesqueleto de actina en el en-
samblaje de fibras de estrés, la formacién de fibras
de estrés y la unién de actina a la membrana plas-
mitica son, al menos, dos efectores: las proteinas
ROCK vy formina mDia (Thumkeo et al., 2013).
Por otra parte, proteinas efectoras de Cdc42 como
N-WASP, se unen directamente a mondmeros de
actina y activan al complejo Arp2/3, el cual actiia
como un sitio de nucleacién para comenzar la po-
limerizacion del citoesqueleto de actina y la for-
macion de microespinas y/o filopodios (Miki and

Filopodios

Lamelipodios

Lamela

Fibras de Estrés

Contacto Focal

Figura 6. Rho GTPasas y migracién celular. La familia
de Rho GTPasas cdc42, rac y Rho acttan en diferentes
regiones en la célula (indicadas por las flechas) para orques-
tar el proceso migratorio. Cdc42 generalmente controla la
polaridad celular, la formacién de los filopodios y adhe-
siones focales nacientes. Rho influye en la maduracién de
las adhesiones celulares y ademds la formacién de fibras de
estrés. Rac controla principalmente el ensamblaje de actina
y la formacién de los lamelipodios. From Mechanobiology
Institute, Singapore.



Takenawa, 2003; Takenawa and Suetsugu, 2007).
Por su parte, Rac también es capaz de activar el
complejo Arp 2/3 mediante la interaccién con
WAVE provocando la formacién de lamelipodios
(Bisi et al., 2013). Otra diana efectora de Rho son
las proteinas LIMK. Estas quinasas puede ser fos-
foriladas y activadas por ROCK, como también
por PAK, el principal activador de Rac y cdc42
revelando un punto de convergencia entre las vias

de cdc42, Rac y Rho (Bernard, 2007).

En conclusién, la ejecucién de los cinco pasos
del proceso migratorio no se considera una con-
dicién sine qua non para la migracién celular de-
bido a que existen variaciones especificas de cada
tipo celular de acuerdo a su repertorio molecular y
las caracteristicas de la matriz extracelular a través
de la cual se desplazan (Friedl and Wolf, 2003).
Sin embargo, los detalles de cémo las células inte-
ractian con el microambiente en el que maltiples
sefales se presentan simultdneamente estdn lejos
de ser clara aun. Por ello, con el fin de predecir
las respuestas de migracién celular en entornos
complejos como el organismo, es imprescindible
entender como las células integran la informacién
migratoria de estds multiples senales extracelula-
res.

Tipos de migracién celular.

La mayoria de las células que forman los orga-
nismos tienen la capacidad de migrar en respuesta
a estimulos externos o programas internos. Las
variaciones en el proceso migratorio dan origen a
distintos patrones de comportamiento migratorio
que se pueden clasificar en: (i) migracién mesen-
quimal, (ii) migracién ameboide y (iii) migracién
colectiva (Friedl, 2004).

Migracién Mesenquimal.

Los fibroblastos y mioblastos se desplazan se-
gin el modelo mesenquimal. El elemento dis-
tintivo de este tipo de migracién es el papel pre-
ponderante de las integrinas en la formacién de
adhesiones fuertes que funcionan como puntos
de anclaje para la traccién y arrastre del cuerpo
celular. En modelos migratorios 3D, los elemen-
tos bésicos de este tipo de migracion se mantie-
nen: polarizacién, extensién de protrusiones en el
frente de avance y adhesién, contraccién del cuer-

po celular, y liberacién de adhesiones posteriores
(Haemmerli et al., 1983).

Migracién Ameboidea.

En los eucariotas, este tipo de movimiento ha
sido observado en leucocitos (Friedl et al., 2001).
Los leucocitos son células muy deformables que se
mueven a gran velocidad debido a la debilidad de
los puntos de adhesién (Friedl et al., 1998). La de-
formacién de la morfologia celular es producida
por los filamentos de actina cortical. Esta versati-
lidad morfolégica permite a los leucocitos adap-
tar su volumen al espacio extracelular y extender
protrusiones muy pldsticas. Su desplazamiento se
basa en alternar ciclos de expansién y contraccién
celular. A pesar de no expresar integrinas, utilizan
otros receptores que le confieren adhesividad al
sustrato extracelular, aunque muy baja y marca-
damente transitoria (Fey et al., 2002). Las células
con movimiento ameboide migran de forma ex-
tremadamente rdpida y con gran autonomia con
respecto al medio extracelular (Renkawitz and
Sixt, 2010), por ejemplo, los linfocitos migran en
promedio a una velocidad de 20 pm/min, mien-
tras que un fibroblasto a s6lo unos 0,5 pm/min
(Lammermann and Sixt, 2009; Renkawitz and
Sixt, 2010).

Migracién Colectiva.

La migracién colectiva es un modo de migra-
cién importante durante el desarrollo embrio-
nario, cicatrizacién celular y en algunas formas
de cédncer durante la metdstasis. Existen diversos
aspectos que caracterizan la migracién colecti-
va, tales como: (i) las células permanecen fisica y
funcionalmente conectadas, de manera que exis-
te una interaccién célula-célula que se conserva
durante el proceso migratorio; (ii) la presencia de
propiedades emergentes, tales como: polaridad
multicelular, sefalizacién colectiva y organizacién
supracelular del citoesqueleto de actina durante el
proceso de avance colectivo; (iii) el conjunto de
células opera como una unidad migratoria que
incluso puede modificar estructuralmente la ma-
triz extracelular durante su migracién (Friedl and
Gilmour, 2009).

Independiente de los diferentes modos de mi-
gracion colectiva, el principio molecular y celu-
lar de todos ellos requiere cohesién, polarizacién
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colectiva, coordinacién de la actividad del cito-
esqueleto, orientacion por senales fisicoquimicas
y dindmica espacio-temporal respecto al sustrato
(Friedl and Gilmour, 2009). Este comportamien-
to colectivo requiere de una organizacién supra-
molecular del citoesqueleto, es decir, que el con-
junto de células funcione como un conglomerado
celular tnico durante el proceso de migracién
celular y remodelado de la ECM (Kolega, 1981).
El mecanismo por el cual se organiza supramole-
cularmente el citoesqueleto en el movimiento es
casi desconocido (Farooqui and Fenteany, 2005).

En la migracién colectiva en algunos casos se
observa conectividad intracelular bien establecida,
no obstante, en otros casos se observa un mecanis-
mo de migracién sin un patrén claramente defi-
nido. Como criterio se establece que la dindmica
colectiva debe involucrar a un conjunto de células
independientes entre si, pero que actiien de ma-
nera asociada afectando la dindmica del grupo, al
menos una parte del tiempo, durante el proceso
migratorio (Rorth, 2012). La variabilidad del gra-
do de conectividad celular conlleva a varios tipos
de migracién colectiva: (i) migracién laminar (del
inglés, Sheet Migration), las células mantienen

Morfologia
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un estrecho contacto y continuidad estructu-
ral mientras ocurre el proceso migratorio; como
el caso de las células epiteliales (Poujade et al.,
2007), (ii) migracién en racimo (del inglés, Bran-
ching Migration), se caracteriza por la formacién
de un grupo de células a partir de una estructura
preexistente y se encuentra asociado a la genera-
cién de redes celulares elaboradas; como el caso
de la formacién de la glindula mamaria (Ewald et
al., 2008), (iii) corrientes migratorias (del inglés,
Stream Migration), las células migran de mane-
ra coordinada, pero mediante disposicién libre,
es decir, corresponde a un movimiento masivo
coordinado mds que cooperativo; como el caso
de la cresta neural y la corriente migratoria rostral
(LaBonne and Bronner-Fraser, 1999; Murase and
Horwitz, 2004) y (iv) modelos especificos colecti-
vos (del inglés, Slug-Like and Free Group: As Mo-
del Collective), hace referencia a modelos especia-
lizados en que se forma un grupo celular que se
encuentra estrechamente asociado y que es capaz
de migrar libremente en un determinado espacio
tisular; como el caso del primordio de la linea la-
teral de pez cebra y células del borde en mosca de
la fruta (Ghysen and Dambly-Chaudiere, 2007;
Montell, 2003).

Modo de migracién

Ameboide

-

-

Figura 7. Modos de migracién y tran-
siciones. Cada modo de migracién se
basa por un conjunto de mecanismos
moleculares que regulan cambios en la
dindmica migratoria desde células indi-
vidualizadas hasta dindmicas colectivas
celulares. Las flechas grises indican la
direccién de la migracion. From Fried]

and Wolf; 2009.




Andlisis microscépico de migra-
cién celular.

Conceptualmente, el direccionamiento celu-
lar durante el proceso migratorio tiene dos fo-
cos inductores de generacién, por un lado, una
direccionalidad intrinseca que se observa, por
ejemplo, cuando las células responden a una senal
motogénica no-direccional como en el caso de la
aplicacién uniforme de PDGF que activa la ma-
quinaria de motilidad celular en ausencia de fac-
tor(es) externo(s) que determinen la orientacion
de migracién (Seppa et al., 1982) y, por otro lado,
una direccionalidad dirigida si el estimulo moto-
génico se presenta como un gradiente quimico,
un campo eléctrico, una topografia extracelular o
una orientacién mecdnica predeterminada, y con
ello, el desplazamiento estd inducido por senales
asimétricas en el medio externo generando una
migracién dirigida (Arrieumerlou and Meyer,
2005). Asi, si la senal es espacialmente homogé-
nea, la migracién es al azar (del inglés, Random

a

Superdifusividad

Difusividad

S
-

Subdifusividad

Migration), mientras si es espacialmente localiza-
da, la migracién puede ser dirigida (del inglés,
Directional Migration) (Petrie et al., 2009).

La comprensién de cualquier sistema vivo,
tanto en condiciones normales como patoldgicas,
necesariamente nos conlleva a no sélo estudiar
sus propiedades estructurales (espaciales), sino
también sus propiedades dindmicas (temporales)
(Meijering et al., 2012). El andlisis microscépico
de la migracién celular permite la cuantificacién
de diversos tipos de medidas, como: la motilidad,
la velocidad, la difusividad y la morfologia celular,
respectivamente (Beltman et al., 2009).

El anilisis de motilidad celular (del inglés, Plot
Track) permite la reconstruccion de la trayectorias
de los objetos rastreados a partir de coordenadas
(x,y) como cambios angulares del objeto durante
el movimiento. Su representacién grafica conside-
ra un punto inicial comdn para todas las células
en andlisis permitiendo determinar la existencia

—15 min

<>

Figura 8. Anilisis microscépico de migracién celular. Técnicas de microscopia en tiempo real permi-
ten la cuantificacién de la dindmica celular a lo largo del tiempo mediante diversos andlisis, tales como:
(a) motilidad celular, (b) seguimiento celular, (c) difusividad celular y (d) morfologfa celular.
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de alguna orientacién preferencial en el compor-
tamiento migratorio de las células (Beltman et al.,
2009).

El andlisis de velocidad celular (del inglés, Ve-
locity Measure) es uno de los pardmetros migra-
torios mds estudiados. La velocidad media corres-
ponde a la distancia recorrida por la célula en un
intervalo de tiempo entre dos fotogramas (del in-
glés, Frames) secuenciales (Meijering et al., 2009).

El andlisis de difusividad viene dada por el des-
plazamiento medio cuadrdtico (MSD) que corres-
ponde a la medicién mds cominmente utilizada
para aleatoriedad migratoria (del inglés, Random
Motion) en un objeto. (Qian, 2000) (i) Un M.S.D
lineal significa que las células se comportan como
objetos que se desplazan azarosamente en el tiem-
po. (i) Un M.S.D que incrementa en el tiempo
(fenémeno superdifusivo) es indicativo de movi-
miento dirigido. Las células exhiben movimientos
dirigidos, generalmente durante corto tiempo,
lo que significa que estadios de tiempo breves las
células tienden a moverse en linea recta (en una
direccién persistente), no obstante, si se observa
movimiento dirigido en escalas de tiempo pro-
longadas es indicativo de perdida de aleatoriedad
en el movimiento debido a quizds algtin tipo de
gradiente mecdnico y/o quimico. (iii) Un M.S.D
que decrece en el tiempo (fenémeno subdifusivo)
es indicativo de que las células estdn limitadas por
alguna variable extracelular, por ejemplo, interac-
ciones inhibitorias célula-célula o célula-sustrato

(Saxton and Jacobson, 1997).

El andlisis de morfologfa se basa en algoritmos
que obtienen informacién mediante registro se-
riado de imdgenes de la forma celular. La forma
celular viene otorgada, en gran medida, por los
filamentos de actina que se encuentran en la zona
periférica de la membrana plasmdtica denomina-
da cértex celular (Salbreux et al., 2012). La visua-
lizacién de la actina filamentosa (F-actina), a nivel
celular, es crucial para estudios de procesos mor-
fogenético, como: la migracién, la polarizacién
y la divisién celular. Para ello, se puede utilizar
diversos marcadores, como por ejemplo, LifeAct
que es una cadena pequena peptidica (17 AA) de
F-actina con marcaje fluorescente que no genera
efectos adversos sobre la dindmica de la actina en
células y estructuras tisulares eucariotas eucariotas

(Riedl et al., 2008).
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Biomecanica celular.

Conceptualmente, la atencién ha sido enfoca-
da en la comprensién de cémo senales bioquimi-
cas difusibles asociadas a la matriz extracelular son
transducidas como sefalizacién intracelular per-
mitiendo regular la dindmica del citoesqueleto.
No obstante, diversos estudios ponen de relieve la
importancia de sefiales fisicas, como la topologia
o la rigidez del medio extracelular en procesos mi-
gratorios (Lara Rodriguez and Schneider, 2013).
Asi es como las células requieren de elementos
celulares capaces de identificar la variabilidad del
microambiente extracelular mediante integrinas
y sus proteinas asociadas (p.e vinculina, paxili-
na, FAK) que actian como sensores de la matriz
extracelular con el objetivo de emprender rutas
migratorias a través de espacios fisiolégicos con
topografia y rigidez bien definidos (Plotnikov and
Waterman, 2013).

Entonces, ;por qué estudiar las fuerzas mecd-
nicas celulares? Es sabido que actualmente una
amplia variedad de procesos biolégicos son regu-
lados por fuerzas mecdnicas a nivel tisular, como:
la diferenciacién de células madres, transicién
epitelio-mesenquimadtica, inmunidad innata, de-
sarrollo del sistema nervioso y diseminacién me-
tastasica (Lee and Lim, 2007).

Desde el punto de vista biomecdnico, la gene-
racién de fuerzas en la unidad célula-ECM genera
la formacién de deformaciones estructurales y re-
ordenamiento de la ECM, transmisiéon de fuer-
zas a través de las FA y deformacién en casi todos
los aspectos intracelulares, incluyendo posiciona-
miento de las mitocondrias, reticulo endoplas-
mitico y ndcleo. Sin embargo, la transmisién de
fuerzas ”de fuera hacia a dentro” es sélo la mitad
del proceso, de la generacién de fuerzas. Paralela-
mente, los microtibulos se estdn polimerizando y
despolimerizando (Dogterom et al., 2005), con-
duciendo a la activacién de miosina II que genera
fuerzas de traccién sobre los filamentos de actina
que transmiten la senal a contactos focales que
son capaces de inducir cambios en la membrana
celular, y con ello, deformar la microarquitectura
de la matriz extracelular (Vicente-Manzanares et
al., 2009), en un sentido inverso y complementa-
rio, mediante transmisién de fuerzas de “adentro
hacia fuera” .



El desarrollo de la mecanobiologia se encuen-
tra estrechamente conectado con la presencia de
nuevas herramientas para la medicién y manipu-
lacién de fuerzas de traccién del orden de la na-
noescala en células. Para la identificacién de las
fuerzas involucradas en la dindmica celular se han
desarrollado diversos enfoques que permiten la
medicién cuantitativa de las fuerzas de traccién
celular. Asi es como producto de la evolucién de
la bioquimica de polimeros y programacién avan-
zada ha permitido la vinculacién entre sustratos
blandos y la matriz extracelular en la medicién
de fuerzas generadas por las células individuales

(Eyckmans et al., 2011).

El concepto bdsico fue incorporado por Harris
y cols., en donde fibroblastos causaban deforma-
cién en una delgada membrana de silicona que
actuaba como substrato eldstico para las células
(Harris et al., 1981; Harris et al., 1980). No obs-
tante, la no linealidad inherente de las deforma-
ciones y la complejidad generada por el campo de
desplazamiento celular fueron indicativos de que
estd técnica no era aplicable para una cuantifica-
cién precisa de la biomecdnica celular. Esto fue
asi, hasta que Dembo y Wang desarrollan la mi-
croscopia de fuerza de traccién (TFM) (Dembo
and Wang, 1999). En este método se usan mi-
croesferas fluorescentes embebidas en un gel de
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poliacrilamida como marcadores de seguimiento
de la deformacién del gel producto de las fuerzas
ejercidas por las células adherentes. Luego, de la
obtencién del vector de desplazamiento para cada
microesfera, se resuelve mediante algoritmos ma-
temadticos la fuerza realizada por la célula (Butler
et al., 2002; Dembo and Wang, 1999), la TFM
asume las fuerzas en el plano horizontal presu-
miendo que las fuerzas normales o perpendicu-
lares al plano focal analizado son insignificantes
(Hersen, 2010). Interesantemente, se han realiza-
do investigaciones con células embebidas en hi-
drogeles 3D que sugieren que el mecanismo de
mecanotransduccion puede ser conservado en la
dindmica 2D y 3D (Legant et al., 2010).

Otro método para estudiar fuerzas de traccién
consiste en utilizar un conjunto de nanopilares
aislados que consiste en un arreglo discreto de
sensores de fuerza. Estos pilares son desviados por
las células y su magnitud de deflexién depende
de la direccionalidad en que la célula se despla-
za. Dado que las adhesiones estén unidas a luga-
res discretos especificos del arreglo de sensores, la
resolucion espacial de la medida de la fuerza esta
bien definida por la geometria de la matricial de
los nanopilares (Kuo et al., 2010). Sin embargo,
estd geometria también pone restricciones geomé-
tricas en las adherencias celulares y presenta se-

750
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Figura 9. Biomecdnica Celular.
Ilustraciones esquemdticas de téc-
nicas de nanobioingenierfa para el
andlisis mecanobioldgico en células
individuales. From Schwarz and Gar-
del, 2012.
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fiales topograficas que pueden alterar la fisiologia
celular nativa.

Ademds, de la rigidez del sustrato se debe con-
siderar también la topografia de la superficie y las
moléculas extracelular asociadas. Un método in
vitro denominado ensayo de banda (del inglés,
Stripe Assay) que consiste en la generacién de un
sustrato con un patrén geométrico binario, es de-
cir, que consta de dos franjas dispuestas de manera
alterna asociadas a dos senales moleculares especi-
ficas que permiten determinar el comportamiento
y la adherencia celular frente a determinadas sena-

les moleculares (Knoll et al., 2007).

12
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Neurobiologia Celular

Morfofisiologia neuronal.

En la formacién de redes neuronales funcio-
nales durante el desarrollo, las neuronas elaboran
estructuras altamente dindmicas que son cruciales
en los procesos de migracion, polarizacion inicial,
gufa axonal y formacién sindptica. La neurona es
una célula extraordinariamente especializada que
posee una compleja organizacién morfoldgica y
funcional (Goldman and Kennedy, 2011). In-
terdependiente de la morfologia neuronal, o de
la funcién de la misma, casi todas las neuronas
contenidas en el sistema nervioso se ajustan a un
modelo general, bien descrito por el principio de
polarizacién dindmica de Cajal (Cajal, 1891),
donde una neurona presenta una zona receptora
de mensajes (dendrita), una zona integradora de
los mismos (soma neuronal), una zona conduc-
tora (axén) y, en su extremo terminal, otra que
se encarga de codificar ese mensaje y trasladar a
la siguiente neurona la informacién procesada; es
la zona transmisora (terminal sindptico). Por tan-
to, la funcién primordial de la neurona como una
estructura aislada del sistema nervioso es recibir
informacién y ofrecer ésta tras ser sometida a un
procesamiento bésico.

El inicio de la funcionalidad neuronal comien-
za con la formacién del axén, que conlleva la
generacién de dos dominios funcionales: axonal
y somatodendritico. La secuencia de diferencia-
cién de las neuronas, como el establecimiento de
sus dominios celulares, se puede dividir en una
secuencia estereotipada de 5 estadios diferencia-
bles (Dotti et al., 1988). Los mecanismos intra-
celulares que regulan la especificidad del axén y
su posterior crecimiento se ha indicado implica-
rian al menos dos rutas de sefalizacién, la ruta de
PI3-quinasa (Bradke and Dotti, 1999; Shi et al.,
2003) y una ruta menos conocida en la que juega
un papel importante la proteina LKB1 (Shelly et
al., 2007).

Cada dominio neuronal tiene caracteristicas
bioquimicas y morfoldgicas propias que le otor-
gan una determinada polaridad dindmica en
cuanto a su disposicién estructural y funcional, y
por ello, cada dominio tiene caracteristicas mor-
fofuncionales propias. Esto es indicativo de que
cada dominio neuronal debe ser comprendido en
aspectos estructurales, funcionales e interacciona-
les por separado (Horton and Ehlers, 2003; La-
siecka et al., 2009).

Figura 10. Polari-
zacién  neuronal.
Esquema de Cajal
que expone el flujo
de informacién (fle-
chas) en los sistemas
(a) olfativos, visuales
y (b) cortex cerebral
como soporte a la
Ley de Polarizacién
Dindmica. From Ca-
jal, 1891.
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Figura 11. Polarizaciéon de neuronas corticales iz vitro. En cultivos de neuronas corticales postmitéticas se observan
las transiciones cldsicas descritas. Estadiol, las neuronas postmitéticas inmaduras presentan protrusiones de membrana;
Estadio2, se observa la aparicién de extensiones neuriticas inmaduras; Estadio 3, se produce ruptura de la simetria neuronal
y una neurona se diferencia en ax6n (color morado), mientras que otras adquieren actividad dendritica; Estadio 4, se carac-
teriza por un rdpido crecimiento axonal y dendritico; por tltimo, Estadio 5 se observa neuronas diferenciadas terminales .

From Barnes and Polleux, 2009.

Para que la maquinaria neuronal funcione co-
rrectamente cada dominio debe cumplir sus fun-
ciones de manera especifica y para ello necesitan
de un conjunto propio y especifico de proteinas
funcionales (p.e. receptores de neurotransmiso-
res, canales iénicos y proteinas de reciclaje) que se
posicionan en lugares bien definidos de la mem-
brana celular. Por lo tanto, la desregularizacién a
cualquier nivel de sefalizacién del citoesqueleto,
la ausencia de funcionalidad de las proteinas de
membrana, como también su localizacién impre-
cisa, asociada a cada dominio neuronal puede ge-
nerar disfuncién de la red de neuronas generando
diversas enfermedades neurodegenerativas (Garri-

do and Diaz, 2009).

Las neuronas no son las tnicas células regu-
ladoras del funcionamiento del sistema nervioso
sino que se encuentran acompanadas de células
que durante mucho tiempo fueron ignoradas, la
denominadas células gliales (Barres, 2008). Du-
rante décadas, neurofisidlogos han dirigido su
centro de atencion hacia la neurona dejando a las
glias relegadas a funciones de soporte neural, no
obstante, en la actualidad se ha determinado que
las células gliales cumplen funciones indispensa-
bles tanto en el desarrollo, como en la funcién
normal de un organismo maduro; asi como tam-
bién son los principales protagonistas en diversas
enfermedades y procesos traumdticos del sistema
nervioso (Allen and Barres, 2009).

A nivel morfofuncional, las células de la glia
no son iguales entre si, en razén de su estructura,
localizacién y funcién se distinguen varios subti-
pos. Las funciones establecidas por la glia inclu-
yen: soporte en la neurotransmisién, mantencién
del balance iénico en el espacio extracelular y el
aislamiento axonal.
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Comunicaciéon neuronal: uniéon
neuromuscular.

La migracién y el posicionamiento apropiado
de las neuronas durante el desarrollo es esencial
para la construccién de circuitos sindpticos fun-
cionales en el cerebro (Ghashghaei et al., 2007).
La mayor parte de las neuronas nacen en lugares
distintos a los que finalmente ocupan en el CNS
(p.e. cerebro adulto). Durante el desarrollo y la
formacién del sistema nervioso, las neuronas son
capaces de viajar a través del mismo para alcanzar
su posicion final. En este proceso que se denomi-
na migracién neuronal, las neuronas responden a
diferentes tipos de factores guia que acttian como
semdforos dirigiendo el trifico de forma contro-
lada. Estos factores proceden en su mayorfa de
otras neuronas que ya han alcanzado su posicién
definitiva, lo que ilustra la exquisita precisién que

Figura 12. Migracién neuronal y sefializacién. En el sis-
tema nervioso en desarrollo, las células migran y sus axones
son guiados a sus blancos por quimiotaxis. La combina-
cién de sefiales quimioatractivas y quimiorepulsivas es ca-
paz de generar el avance de los cono de crecimiento From

Arakawa, H; 2004 .



requiere este proceso para completarse de forma
adecuada (Marin et al., 2010; Valiente and Marin,
2010).

Durante el proceso de migracién neuronal
por delante del cuerpo neuronal, se extiende una
prolongacién neuritica (proceso guia) que puede
realizar maniobras exploratorias complejas en el
medio extracelular dando lugar a la formacién
del cono de crecimiento (Martini et al., 2009). El
cono de crecimiento es una estructura sumamente
activa que recibe senales de distinta indole, que al
ser integradas permiten interpretar y decidir sobre
el direccionamiento migratorio neuronal. Estas
sefiales denominadas moléculas de guia axonal
tienen una actividad quimiotdctica induciendo
el movimiento del axén neuronal hacia la fuente
del factor guia (quimioatraccién) o lejos de ella
(quimiorepulsién) y que se expresan in vivo en un
momento y un lugar adecuado para influir sobre
la migracién axonal de una poblacién neuronal
concreta mediante generacion de estimulos tanto
atractivos, como repulsivos (Vitriol and Zheng,
2012). Una vez alcanzada su posicién definitiva,
o incluso antes de llegar a ella, las neuronas em-
piezan a emitir un conjunto de dendritas caracte-
ristico de su fenotipo, y un axdn que se extiende
a través de rutas determinadas para contactar es-
pecificamente con su diana respectiva (Song and
Poo, 2001).

La actividad del sistema nervioso es posible
gracias a la sinapsis, contactos formados ya sea
entre neuronas o entre una neurona y determi-
nada célula diana. Las sinapsis son estructuras
asimétricas en las que diversos neurotransmisores
se liberan de la membrana presindptica y activan
receptores de la membrana postsindptica, estable-
ciendo la comunicacién neuronal. Asi, es como
las sinapsis son las unidades fundamentales de los
circuitos neuronales y permiten el desarrollo de
comportamientos altamente complejos (Wu et

al., 2010).

En el caso de las neuronas motoras inferiores
forman una poblacién tnica de células debido a
su disposicién espacial distintiva, su interaccion
con diferentes poblaciones no neuronales y su
capacidad de formar sinapsis excitatorias con el
musculo esquelético. Cada rama axonal al aproxi-
marse a su fibra diana, pierde su vaina de mielina,
y se ramifica atin mds, hasta que el nervio alcan-

za el musculo formando la unién neuromuscular
(NM)]J) (Sanes and Lichtman, 1999). A este nivel,
los terminales motores liberan el neurotransmi-
sor acetilcolina (ACh) que difunde a través de la
hendidura sindptica y se une a los receptores de
acetilcolina (AChRs) en la membrana del mdscu-
lo que conlleva la apertura de canales i6nicos re-
gulados por ligando (LGICs) y la despolarizacién
de la membrana del musculo que da inicio a un
potencial de accién que estimula la contraccién
muscular (Naya et al., 2000). Los AChRs se con-
centran en la membrana postsindptica a una alta
densidad, mayor a 10.000 AChRs/um2, con tal
de asegurar que la ACh provoque una despolariza-
cién suficiente en la membrana muscular activan-
do el mecanismo de potencial de accién.

La fiabilidad del proceso se logra debido a dos
mecanismos generales (Arber et al., 2002): (i) la
presencia de AChRs y de otras proteinas criticas
derivadas del musculo en la membrana postsi-
ndptica, y (ii) el aumento de manera selectiva de
la expresién de estos genes en los niicleos de las
miofibras, posiciondndose cerca del lugar sindp-
tico, mediante un proceso llamado transcripciéon
sinapsis-especifica (Engel et al., 2003; Schaeffer
etal., 2001). La organizacién de los subdominios
presindpticos y postsindpticos es conseguido debi-
do a la presencia de factores llamados organizado-
res sindpticos (Gautam et al., 1996; Umemori et
al., 2004), donde trabajos pioneros en NM] iden-
tificaron dos factores secretados, agrina y lamini-
na, como criticos para la diferenciacién presindp-
tica y postsindptica, respectivamente (Sanes and
Lichtman, 1999), no obstante, estudios recientes
sugiere la presencia de nuevos factores que de ma-
nera cooperativa son secretados en la formacién

de la NM]J (Fox et al., 2007).

Los co-cultivos tradicionales de neuronas mo-
toras y miotubos forman NM]Js, simples en or-
ganizacién, evidenciadas por la co-localizacién
de los AChRs en la superficie del miotubo con
vesiculas presindpticas (p.e. sinaptofisina) (Guo
et al., 2011), sin embargo, no permiten el aisla-
miento espacio-temporal de los constituyentes de
la unién neuromuscular; considerando que los
cuerpos neuronales estdn situados a metros de las
células musculares en microambientes fisioldgicos
diferentes. Por ende, en un co-cultivo tradicional
de NM]J los factores de crecimiento y los compo-
nentes de la matriz extracelular tipicamente pre-

DIEGO REGINENSI | MODULACION DE LAS PROPIEDADES MIGRATORIAS DE LAS OECs.

15



16

sentes en localizaciones especificas in vivo, como
también, los tratamientos experimentales se en-
cuentran con una distribucién inexacta (p.e. soma

/ ax6n-NMJ) (Southam et al., 2013).

Los mecanismos moleculares que dirigen la
formacién y el mantenimiento de la sinapsis neu-
romuscular son probablemente similares a las
sinapsis en el CNS, donde estos mecanismos de
senalizacién son menos conocidos, y sus defectos
son capaces de conducir a enfermedades neuro-
musculares llamadas miastenias congénitas, tipi-
ficadas por debilidad muscular y fatiga. Por ello,
la comprensién de cémo se forman y funcionan
las sinapsis neuromusculares sigue siendo un para-
digma para elucidar los principios fisiolégicos de

las sinapsis del CNS (Burden, 2011).

La NMJ también es un modelo eficaz para el
estudio de la interaccién glia-axén. En este mode-
lo, la NMJ consiste en el terminal presindptico del
terminal nervioso, la fibra muscular postsindptica
y células de Schwann perisindpticas (PSC) (Sanes
and Lichtman, 1999), donde los PSCs juegan un
papel significativo en el desarrollo, la funcién, el
mantenimiento y la regeneracién de la NM]J (Auld
and Robitaille, 2003). Es mds, existe evidencia de
la presencia de un cuarto tipo celular asociado a
la NM]J denominado kranocito que corresponde
a un tipo de fibroblasto perisindptico (Court et
al., 2008).

Figura 13. Uni6én neuromuscular. (a) Constitucién inter-
na celular asociada a la NMJ: fibra muscular, el terminal
del nervio motor, las células de Schwann terminales y kra-
nocyto perisindptico. (b-c) Inmunofluorescencia NMJ,(b)
bungarotoxina para receptores postsindpticos (azul), neu-
rofilamento (rojo) y 2166, un antigeno caracteristico para
kranocyto (verde) (c) bungarotoxina (azul), GFP-Schwann
terminales (verde) y 2166 (rojo). From Court et al. 2007.

DIEGO REGINENSI | MODULACION DE LAS PROPIEDADES MIGRATORIAS DE LAS OECs.

Por lo tanto, es adecuado la busqueda de nue-
vas estrategias que permitan analizar los dominios
neuronales de forma diferencial y reproducir las
condiciones in vivo de la NM]J. Por ello, se re-
curre a herramientas nanotecnoldgicas basadas
en principios de microfluidica para determinar
los dominios neuronales de forma aislado, como
también sus interacciones especificas (Wang et al.,
2009). Asi, la microfluidica aplicada surge como
un nuevo enfoque para permitir el andlisis de alta
resolucion de procesos neuronales que no pueden
ser abordados por técnicas de biologia celular y
molecular convencionales.

Sistemas de cultivo neuronal
compartimentalizado.

El movimiento de un fluido se describe por la
ecuacién de Navier-Stokes:

ov

p( 5t + (VV)V) = foxt — VD + ,{LVQV,

donde 9 es la densidad del fluido, v la velocidad
del fluido, fext es la fuerza externa que actia sobre
el fluido, p la presién del fluido y p es la viscosidad
cinética del fluido. De su forma adimensional se
obtiene el nimero de Reynolds definido:

Re = U—L,
7

donde v es la velocidad caracteristica del flujo, L
es la longitud caracteristica de la geometria. Nu-
mero de Reynolds se puede interpretar como la
relacién de la fuerza de inercia a la fuerza viscosa
(Squires, 2005). El ndmero de Reynolds permite
predecir la dindmica del flujo, ya sea: laminar (Re
< 500) o turbulento (Re > 2100) en ciertos casos.
La microfluidica se define como la ciencia que
estudia a los sistemas para manipular cantidades
muy pequefas de fluido (107 a 10"* .) emplean-
do canales con dimensiones desde unos pocos mi-
crémetros hasta los cientos de micras siendo capaz
de explotar ciertas diferencias fundamentales entre
las propiedades fisicas de los fluidos que se mue-
ven en canales del orden macrométrico respecto
aquellos que se mueven a través de canales en la
escala micrométrica (Beebe et al., 2002; Squires,
2005). De estas diferencias la mds importante es



la turbulencia (p.e. Re > 2000).

En grandes escalas, los fluidos se mezclan por
conveccién (p.e. leche con café, humo de la chi-
menea con aire atmosférico). Este tipo de mezcla
refleja el hecho de que en los fluidos macrosc6pi-
cos, la inercia es a menudo mds importante que la
viscosidad. En cambio, en sistemas microfluidicos,
con agua como fluido por ejemplo y cumpliéndo-
se ciertos pardmetros de entrada, los fluidos no se
mezclan por conveccién, y por ello, cuando dos
flujos fluidicos se unen en un microcanal fluyen
paralelamente sin frecuencia de turbulencia (p.e.
Re < 100) produciéndose solo mezcla como re-
sultado de la difusién de moléculas a través de la
interfaz entre ambos fluidos (Whitesides, 2006).

La microfluidica es una herramienta pode-
rosa para crear microambientes especificos (p.e.
sistemas compartimentalizados, gradientes de
concentracién molecular) (Kim et al., 2010). La
manipulacién, el control preciso y el monitoreo
de microambientes celulares usando tecnologfas
de microfluidos la convierte en una herramienta
indispensable en la actualidad para la investiga-
cién en neurobiologfa (Beebe et al., 2002). La
interconexién entre la ingenierfa y diversas meto-
dologias biolégicas permiten el disefio de sistemas
basados en propiedades microfluidicas para lograr
biomemitizar el microambiente no sélo de células
individualizadas, sino que también de los proce-

sos neuronales, mediante un control espacio-tem-
poral en el orden de la micro /nanoescala (Folch,
2007; Millet and Gillette, 2012).

Las plataformas basadas en microfluidica han
permitido un control espacio-temporal preciso
del microambiente celular de tal manera que se
pueda explorar con mayor detalle diversos eventos
celulares que no pueden ser abordados por técni-
cas convencionales de biologfa celular y molecular
(Meyvantsson and Beebe, 2008). La microfluidica
presenta multiples ventajas comparativas como:
(i) bajo costo, (ii) transparencia éptica, (iii) bio-
compatibilidad, (iv) estabilidad térmica y permea-
bilidad gaseosa, (v) la baja cantidad de reactivo y
muestra, (vi) posibilidad de experimentacién en
paralelo, (vii) mejor biomimesis del ambiente ti-

sular (Wang et al., 2009).

El mantenimiento de los dominios neuronales,
en particular las funciones axonales, son especial-
mente cruciales en proyecciones de larga-distancia
como las neuronas motoras o neuronas piramida-
les corticales. Por ello, la correcta comprensién de
la dindmica neuronal implica estudiar sus com-
ponentes por separado en determinados procesos
celulares. Mediante la microfluidica se pueden di-
senar plataformas compartimentalizadas que per-
miten el aislamiento fisico de los axones y soma/
dendritas permitiendo manipular cada dominio
de manera independiente (Taylor et al., 2005).

Figura 14. Sistemas de microfluidica en neurobiologfa. Ilustracién esquemdtica de plataforma compartimentalizada de

cultivo de neuronas. (a) Primera generacién de plataformas compartimentalizadas a base de microfluidica de cultivo neuro-
nal por Taylor et al. (2005). (b) Los axones aislados son guiados dentro de compartimiento axonal (los axones son marcados
con calceina-AM) Las lineas blancas indican el limite del compartimiento axonal. From Kim et al. 2014.
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Los estudios actuales se han centrado en el uso
de sistemas compartimentalizados con la finalidad
de investigar el trafico intra-axonal, la transmisién
sindptica, la sintesis proteica axonal, la interaccién
glia-ax6n y los mecanismos de control del creci-
miento axonal tras lesién (Kim et al., 2012).

Neuroregeneracién en el PNS se produce en
un grado significativo a diferencia del CNS en que
no se registra regeneracion extensa (Fenrich and
Gordon, 2004) siendo limitada principalmen-
te por la influencia inhibitoria del entorno glial
y extracelular (p.e. mielina, proteoglicanos, mo-
léculas de guia axonal) que contribuye al fracaso
de la regeneracion del CNS (David and Lacroix,
2003). Por ello, los esfuerzos buscan promover a
los axones superar la naturaleza inhibitoria de su
entorno tras la lesidn, por lo tanto, son estrate-
gias atractivas la utilizacién de tratamientos (p.e.
farmacologfa, terapia celular) que promuevan la
regeneracién axonal en el CNS adulto, sin em-
bargo, los ensayos 7 vitro estin limitados por: (i)
la carencia de un método apropiado para inducir
lesién axonal de manera controlada, (ii) la impo-
sibilidad de distinguir, de manera aislada, el creci-
miento axonal tras la lesion, y (iii) la incapacidad
de observar efecto diferencial de la relacién tra-
tamiento/dominio neuronal (Wang et al., 2009).

Asi mediante plataformas microfluidicas se
puede disefiar sistemas compartimentalizados
asociados a sus respectivos dominios neuronales
aislados, ello permite la simulacién de: (i) lesiones
puntuales axonales, (ii) microambientes inhibi-
torios (p.e proteinas inhibitorias mielina, proteo-
glicanos) y (iii) la aplicacién selectiva de diversos
firmacos (p.e. NEP1-40, ChABC) en la regién
somatodendritica y/o axonal (Wang et al., 2009).
Es mds, se pueden realizar sistemas combinatorios
mediante plataformas microfluidicas con arreglos
de microelectrodos siendo utilizados para andlisis
de redes cortico-taldimicas (Kanagasabapathi et
al., 2012) y para evaluar la actividad eléctrica de
tractos cortico-corticales (Kanagasabapathi et al.,
2009), como también en combinacién a puntos
cudnticos que son capaces de estimular potencia-
les de accién (Gomez et al., 2005).

18
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Regeneracion Neural

Biologia Regenerativa del Sistema
Nervioso.

A lo largo de la evolucién algunos metazoos
han ido perdiendo la capacidad de regenerar las
partes dafadas de su organismo, debiendo reali-
zar solo procesos reparativos durante su estadio
adulto. Este obstdculo evolutivo que impide la
regeneracién tiene bases moleculares y celulares
que son, en gran parte, desconocidas (Agata et al.,
2007; Brockes et al., 2001). Actualmente, se han
identificado 3 mecanismos regenerativos: la epi-
morfosis, la morfalaxis y la regeneracién intercalar
(Scott, 2003). La regeneracién epimérfica estd ca-
racterizada por la presencia una masa celular indi-
ferenciada denominada blastema que corresponde
a un tejido de alta capacidad proliferativa, que se
divide y vuelven a diferenciarse para la generacién
de novo de una estructura anatémica perdida de
un organismo adulto (Scott, 2003), este tipo de
regeneracion es tipico de extremidades de uréde-
los o aletas de peces teledsteos (Simon and Tanaka,
2013); mientras que en la regeneracién morfaldc-
tica, a diferencia de la epimorfosis, existe una baja
tasa proliferativa y de crecimiento, en este caso
un tejido pre-existente es capaz de reorganizar
su patron celular y formar una nueva estructura
(Scott, 2003), este tipo de regeneracién es tipico
de hidras (Bode, 2003). La regeneracién interca-
lar puede ser visto como una forma intermedia en
el que las células se dividen pero mantienen sus
funciones diferenciadas produciendo células simi-
lares y por lo tanto no forman masas de células
indiferenciadas (Scott, 2003), este tipo de regene-
racién es caracteristico del higado de mamiferos
(Miyaoka and Miyajima, 2013). Asi, la dindmica
de la regeneracién depende de ya sea la disponi-
bilidad de células madres pluripotenciales y/o la
plasticidad de células diferenciadas para reponer la
estructura faltante (Galliot and Ghila, 2010). Asi
es como en base a estas investigaciones, se obtiene
la importancia de estudiar la regeneracién en di-
ferentes especies y contextos tisulares, ya que cada

sistema contribuye aspectos conceptuales diferen-
ciales para la comprensién de la biologia regenera-

tiva (Tanaka and Reddien, 2011).

En términos generales, a nivel del sistema
nervioso, Tuszynski y Steward proponen que la
regeneracién axonal se refiere a la capacidad de
crecimiento de un axén lesionado y su extensién
dentro o mds alld de la zona de lesién; donde los
axones regenerativos pueden tener una termi-
nacién abortiva (funcionalmente irrelevantes),
formar conexiones ectdpicas (podrian ser benefi-
ciosas o perjudiciales para el restablecimiento de
funcionalidad) o formar conexiones con sus diana
respectiva (probablemente conllevando restaura-
cién funcional) (Tuszynski and Steward, 2012).
La regeneracién axonal involucra dos conceptos
cruciales: en primer lugar, el recrecimiento axonal
a partir de neuronas preexistentes a través de la
zona de la lesién y el restablecimiento de sus co-
nexiones neuronales (proceso de axogénesis) (Po-
lleux and Snider, 2010; Quinn and Wadsworth,
2008) y en segundo lugar, la formacién de nuevas
neuronas a partir de poblaciones celulares precur-
soras que son capaces del restablecimiento de los

contactos con sus respectivas dianas (Gotz and
Huttner, 2005; Lledo et al., 20006).

En el sistema nervioso cuando se produce una
lesién, en vertebrados superiores, que secciona el
axén (axotomia) la respuesta neural es distinta
dependiendo del lugar y el momento en el cual
se produce (Bradke et al., 2012). Cuando la le-
sidén tiene lugar en estadios neonatales, tanto en
el sistema nervioso central (CNS) como en el sis-
tema nervioso periférico (PNS) se puede obser-
var capacidad regenerativa a nivel axonal, como
es el caso de la recuperacién funcional completa
tras una transeccion total de la médula espinal en
embriones de pollo (Shimizu et al., 1990). Pero
conforme el individuo madura, se produce una
disminucién de esta capacidad en el CNS, mien-
tras que el PNS sigue conservando esta caracteris-
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tica en un grado importante durante toda la vida
del organismo (Fawcett and Keynes, 1990). Los
vertebrados inferiores como peces y anfibios son
capaces de restaurar la conectividad y la funcién
de los axones dafiados, tanto en el CNS como en
el PNS (Tanaka and Ferretti, 2009), esto se obser-
va, por ejemplo, cuando la médula espinal de gol-
dfish es transectada, ésta es capaz de recuperar su
funcionalidad aunque anatémicamente los tractos
regenerados son imperfectos y sélo algunos axo-
nes son capaces de regenerar eficientemente (Co-
ggeshall and Youngblood, 1983). En aves y ver-
tebrados superiores, como los seres humanos, la
capacidad de regenerar de las neuronas en lesiones
traumdticas en el CNS adulto es extremadamen-
te limitada y podria ser correlativa con la nocién
de que la regeneracién se ha ido sido disminui-
da, pérdida y/o bloqueada con el grado de espe-
cializacién evolutiva de las especies a lo largo del
tiempo (Filoni and Bosco, 1981). En contraste,
el PNS presenta regeneracion parcial tanto en los
mamiferos adultos como en todos los vertebrados

(Gordon and Gordon, 2010).

En el ser humano las lesiones del CNS, tanto
cerebrales como medulares, son de origen varia-
ble e irreversibles. Las lesiones de médula espinal
(SCI) se deben a una lesién traumdtica, a nivel
medular, que es capaz de comprometer funcio-
nes vitales corporales (motoras, sensoriales, auto-
némicas y reflejas) (Furlan et al., 2013). Asi, en
funcién de la ubicacién y la severidad de la lesién
se pueden causar dafios que desencadenan défi-
cits neuroldgicos permanentes, como: paraplejias
o tetraplejias. La lesién medular es un problema
clinico crucial en la sociedad moderna, sin em-
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Embriones y larvas regeneran
Neurogénesis después de la lesién
Neurogénesis limitada después de lesién

Larvas y posiblemente adultos regeneran

bargo, a pesar de las numerosas intervenciones te-
rapéuticas que se han intentado, la mayoria tiene
un éxito limitado hasta la fecha de hoy (Varma et
al., 2013).

Los procesos degenerativos que ocurren en le-
siones nerviosas periféricas y centrales son simi-
lares en muchos aspectos, pero tienen notorias
diferencias en aspectos intrinsecos neuronales y su
microambiente no permisivo que los distinguen a

cada proceso (Fenrich and Gordon, 2004).

Lesion traumatica en el Sistema
Nervioso Central.

La comprensién de la fisiopatologia de una
lesién en la médula espinal adquiere gran im-
portancia debido a que en el CNS ocurren una
serie de cambios irreversibles que obstaculizan la
regeneracién nerviosa. La secuencia temporal de
cambios anatomopatoldgicos tras haber ocurrido
una lesiéon medular se divide en tres etapas: fase
aguda, fase subaguda y fase crénica (Hyun and
Kim, 2010; James et al., 2011).

i) Lesion Primaria (Fase Aguda).

La lesién medular es capaz de destruir la fron-
tera entre el CNS con respecto del resto del or-
ganismo, asi como la barrera hematoencefélica y
sus vasos vasculares locales. La destrucciéon de los
vasos sanguineos causa isquemia, como también
anoxia e hipoglicemia conllevando la muerte neu-
ronal y la degeneracién de la mielina en los axones
danados (t = 8-24 hrs), que luego fagocitos locales
sanguineos se encargaran de eliminar (t = 48 hrs)

Aves Mamiferos
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Figura 15. Resumen
filogenético de la ca-
pacidad de regenera-
cién del CNS. Los re-
cuadros representan el
estadio y la capacidad
de regeneracién. Los
circulos representan la
neurogénesis en la mé-
dula espinal durante
la regeneracién. From
Tanaka and  Ferretti.
2009.



(Dusart and Schwab, 1994; Tator and Fehlings,
1991). Los cambios metabdlicos tempranos cau-
sados por el decremento lineal en la presién par-
cial de oxigeno en el sitio de lesién persisten horas
después de ésta, generando: la formacién de ede-
ma producto de la acumulacién de fluido extrace-
lular (t= 24-48 horas) y un detrimento del rango
metabélico que genera que el ambiente medular
se torne predominantemente anaerdbico durante
las primeras horas post-trauma (Tator and Fe-

hlings, 1991).

Paralelamente, se observa variaciones leves en
las concentraciones de los iones extracelulares
(p-e. Ca*?, Na*, K*) que provocan perturbacio-
nes en la transmisién sindptica y la excitabilidad,
produciendo la acumulacién de Ca** intra-axonal
(t = 30-40 minutos) tras el traumatismo conlle-
vando la activacién de rutas de muerte neuronal
(Balentine and Spector, 1977; Young and Koreh,
1986); ademds, la elevacién de calcio intracelular
estimula la liberacién de neurotransmisores exci-
tatorios como glutamato y aspartato, que resultan
altamente nocivos para las neuronas que no han
sufrido dafo (Balentine and Spector, 1977; Lotan
etal., 1994).

La respuesta inflamatoria iniciada pocas horas
después del traumatismo medular, se mantiene por
varios dias. Estd respuesta incluye dafo endotelial
y la liberacién de mediadores proinflamatorios,
como: IL-1, IL-6, TNF-a y MIP (Alexander and
Popovich, 2009). La cascada de acontecimientos
iniciados por el trauma incluye cambios en la per-
meabilidad vascular, liberacién de radicales libres,
desarrollo de edema, infiltracién de células infla-
matorias y la pérdida progresiva de la mielina en
los axones lesionados (Caballero, 2005).

Todos estos efectos se traducen en un fallo ge-
neral del funcionamiento del CNS ocasionando
el shock medular que se prolonga durante algunos
dias en animales experimentales y durante sema-
nas en humanos (Ahn et al., 20006).

ii) Lesién Secundaria (Fase Subaguda).

Después de la lesion sobreviene un proceso de
reactivacién glial como consecuencia de la necro-
sis, la hemorragia y la isquemia. A partir de las 24-
48 hrs. el tejido cercano al drea lesionada o conec-
tado fisicamente a éste presenta actividad eléctrica

y funcional deprimida, conformando la denomi-
nada zona de penumbra en la que se tendrd lugar
la muerte neuronal secundaria o retrasada (Reier
etal., 1983), considerando que el niimero de per-
didas como consecuencia de la muerte neuronal
secundaria es bastante mayor que el atribuible a la
muerte neuronal primaria tras la lesién.

Esta fase se caracteriza por la presencia de dife-
rentes poblaciones celulares que van acudiendo a
la zona de lesidn, se observa que ocurren eventos
de infiltracién de células inflamatorias. En prime-
ro lugar, ocurre la infiltracién de leucocitos poli-
morfonucleares que son capaces de migrar hacia
la zona lesionada inducidos por mecanismos qui-
mioatractivos, para luego desarrollar procesos de
neurofagia y astrofagia en dicha zona (Means and
Anderson, 1983; Moreno-Flores et al., 1993). En
segundo lugar, monocitos-macréfagos ingresan
a fagocitar el tejido muerto, proceso que puede
durar desde semanas hasta meses (Ginhoux and
Jung, 2014; Perry et al., 1993).

Los macréfagos, al igual que la microglia, se
encargan de fagocitar la mielina, como también
oligodendrocitos necréticos y apoptéticos, dan-
do inicio al proceso de degeneracién walleriana
que corresponde al proceso por el cual la parte
distal del axdn lesionado, degenera completamen-
te, definiendo asi los cambios morfolégicos que
desarrolla el segmento distal axonal tras la lesién
(Bruck et al., 1995). También, ocurre reactivacién
de la microglia que provoca que estas células ad-
quieran morfologia ameboide y cardcter fagocitico
(Andersson et al., 1991). La activacién microglial
es un proceso graduado que depende de la severi-
dad de la lesién, y como en el resto de las lesiones,
comienza en la zona central de la lesién para ir
extendiéndose a través de la materia gris y blanca

adyacente (Dusart and Schwab, 1994).

En la fase subaguda se inician procesos de re-
actividad glial, especificamente, en astrocitos y
microglias. La activacién astrocitaria tiene lugar
varios dfas después de la lesién. Los astrocitos su-
fren cambios sucesivos a nivel molecular, celular
y funcional como respuesta al dafo, producién-
dose hipertrofia tanto del cuerpo nuclear como
de los procesos astrocitarios, como también la so-
breexpresiéon de GFAP y vimentina (Cregg et al.,
2014). En esta etapa, los astrocitos hipertrofiados
proliferan y elaboran una malla extensa y gruesa
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llamada cicatriz meningo-glial que es capaz de cu-
brir la lesién.

La cicatriz meningo-glial, es una estructura
compleja a nivel molecular, ya que es capaz de
producir un importante nimero de factores inhi-
bitorios, tales como: CSPGs, tenascinas, semafo-
rinas secretables y efrinas (Fitch and Silver, 2008)
que son capaces de reprimir el crecimiento axonal
en la zona de lesién. La formacién de la cicatriz
glial es partir de los 12 dias post-lesién, en el caso
de ratas, y alcanza su pico el dia 14 y conservdn-
dose por mds de un mes después de la lesién. A la
cicatriz glial se asocian otros diversos tipos celula-
res dependiendo de la naturaleza de la lesién, de
su severidad y de su localizacién en el CNS (Sil-
ver and Miller, 2004). Entre los subtipos celulares
que se agregan a la cicatriz glial, destacan: micro-
glia, precursores de oligodendrocitos y, en algunos
casos células meningeas, que se reclutan en la zona
de lesién y participan a diferentes tiempos en la
zona de lesién generando una barrera mecdnica
obstructiva para el crecimiento axonal (Windle
and Chambers, 1950); actualmente, se ha obser-
vado que también se agregan pericitos, células pe-
rivasculares, promoviendo el sellado hermético en
el tejido cicatricial (Goritz et al., 2011).

El efecto de sellado de la cicatriz glial es capaz
de impedir que las fibras nerviosas crezcan nueva-
mente, como consecuencia de que se forma una
barrera fisica infranqueable al crecimiento de los
axones (Sofroniew, 2005). Sin embargo, diversos
estudios demuestran que la eliminacién de la ci-
catriz glial de la zona de lesién conduce a lesiones
mds extensas y desmielinizaciones severas (Bush
et al., 1999). Asi es como, la cicatriz glial tiene
una funcién dual por una parte, como inhibidor
del crecimiento axonal al actuar de barrera fisica
y bioquimica, como por otro lado, de aislamiento
protector de la zona de lesién previniendo la ex-
tensién del dafio neural (Pekny et al., 2014).

Durante el dafio secundario diversas células in-
munes periféricas, al igual que la glia reactiva, se
acumulan en la zona de lesién liberando diversas
citoquinas que incluyen TNF-a y citoquinas que
son capaces de mediar la respuesta inflamatoria
(Yan et al., 2001). Asi, en el caso del TNF-a se ha
demostrado que tiene propiedades neurotoxicas
como neuroprotectoras (Cheng et al., 1994; Yan
et al., 2001), reflejando la gran complejidad de
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la respuesta inflamatoria producida tras la lesién
debido a que tiende a aceptarse que las fases tem-
pranas de la inflamacién son de naturaleza deleté-
rea, mientras que sus eventos que tienen lugar de
forma mds tardia parecen ser protectores (Kwon

et al., 2004).

También, tras las lesién se observa la presen-
cia de degeneracién walleriana consolidada (t =
21 dias) (Blight and Decrescito, 1986) que con-
siste en la degeneracién neuronal secundaria del
sistema nervioso que es capaz de causar disrup-
cién entre el dominio somatodendritico y axonal
(Neukomm and Freeman, 2014). Estd perdida
progresiva de mielina se puede prolongar durante
semanas hasta meses (Griffiths and McCulloch,
1983). No obstante, en lesiones centrales con de-
generacién walleriana extensiva se ha reportado
regeneracién axonal endégena debido a que célu-
las de Schwann, invasoras desde PNS, son capaces
de liberar factores y, ademds, remielinizar algunos
axones dafados (Beattie et al., 1997; Li and Rais-
man, 1994). Esto indica que la presencia de fac-
tores tréficos asociados a células gliales son capa-
ces de inducir supervivencia y crecimiento axonal

(Houle and Ye, 1997).

Es de vital importancia considerar que la ba-
rrera fisica y quimica formada por la cicatriz glial
tarda en formarse entre 7 - 12 dfas, acorde a la
especie, tiempo previo durante el cual no hay re-
generacién axonal en las lesiones del CNS. Por
ello, se ha indicado que la presencia de moléculas
asociadas a la mielina como uno de las principales
limitantes para la regeneracién axonal de la fisio-
patologia medular (Caroni et al., 1988). Por ello,
considerable atencién se ha dirigido al hecho de
que la mielina contiene inhibidores que contribu-
yen a la pérdida de regeneracién conforme el SNC
madura (Grados-Munro and Fournier, 2003). Es-
tudios realizados por Schwab y cols. mostraron la
primera evidencia de que la accién inhibitoria de
la mielina residia en su composicion.

Hasta la fecha se han identificado tres pro-
teinas inhibitorias involucradas: Nogo-A, MAG
y OMgp (Schwab et al., 2005) que son capaces
de interaccionar en forma independiente con un
mismo receptor llamado: complejo Nogo Recep-
tor 1 o NgR1, que estd formado por NgR1 y sus
correceptores: Lingol y p75 o TROY (Zhang et
al., 2008). A pesar, que las MAIs constituyen el



mayor componente inhibitorio de la mielina, se
ha encontrado que los oligodendrocitos también
expresan diversos proteoglicanos (p.e brevican,
versican y tenascina R) y moléculas de guia axonal
(p.e semaforina 4D, efrina B3) que participarian
en el proceso inhibitorio (Sandvig et al., 2004)
haciendo mds complejo el panorama respecto a las
moléculas involucradas en el proceso inhibitorio

de la regeneracién del CNS.

El rol de las moléculas inhibitorias es tema de
debate, ya que diversas investigaciones indican
que la funcién de estas moléculas inhibitorias se-
ria el de un estabilizador del sistema, y por tanto,
la expresién de las moléculas inhibitorias en el
adulto, més alld de impedir la regeneracién axonal
en el contexto de dafo axonal corresponderia a un
mecanismo protector para preservar las complejas
redes neurales formadas durante el desarrollo (Yiu

and He, 20006).
iii) Fase Crénica.

Tanto la fase aguda como la subaguda son eta-
pas muy inestables, en las que suceden cambios
de forma continuada en la composicién celular
y molecular de la zona lesionada. La fase créni-
ca es el estado de la lesion mds estable, a partir
del cual ya no se espera observar grandes cambios
histoldégicos ni funcionales en la especie lesiona-
da. El intervalo de tiempo a partir del cual una
lesién alcanza su estado crénico depende del tipo
de lesién y de la especie asociada. En animales en
experimentacién, aproximadamente a partir del
tercer mes, las células inflamatorias han desapare-
cido, dejando una cavidad cistica centromedular,
carente de células, rellena de liquido cefalorraqui-
deo y rodeada por la glia reactiva cicatricial (Hill
etal., 2001).

Paralelamente, a lo largo de la lesion medular
el CNS presenta cambios endégenos en la neuro-
nas que a medida que maduran pueden contribuir
en la pérdida gradual de la regeneracién (Horner
and Gage, 2000). Estos cambios se pueden re-
sumir en tres grupos: (i) una disminucién en la
expresién de los niveles de moléculas promotoras
del crecimiento (GAP), como: GAP-43 y CAP-23
; (ii) la expresion de inhibidores del recrecimiento
axonal (p.e. PTEN); y (iii) cambios en los niveles
de nucleétidos ciclicos intracelulares (Mar et al.,
2014; Selzer, 2003).

Por ello, la sistematizacién temporal de los
efectos moleculares y celulares tras una lesién del
CNS, tanto factores intrinsecos como extrinsecos,
es crucial en la comprensién de las lesiones del
CNS debido a que permite tener nocién espa-
cio-temporal de en que momento se deben apli-
car los diversos tratamientos moleculares/celulares
(p.e terapia celular, firmacos especificos, agentes
antioxidantes y antiinflamatorios) en pos de im-
pedir la represién regenerativa del CNS (Bovolen-

ta et al., 1993).
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Inhibidores de la regeneracion

Inhibidores Asociados a la Mielina.

La mielina se postulé6 como el primer factor
que podria estar involucrado en la inhibicién axo-
nal, tras observar que las neuronas del CNS po-
dian crecer ampliamente sélo en las regiones de
materia gris cerebral (Carbonetto et al., 1987),
aunque estd diferencia podria ser producto de la
falta de sustratos permisivos en la materia blan-
ca. Posteriormente, investigaciones realizadas por
Schwab y Caroni utilizando neuronas de la raiz
dorsal (DRGs) cultivadas con oligodendrocitos
maduros o mielina purificada extraida de cerebros
observaron que las neuronas no eran capaces de
promover extensién de sus procesos neuriticos
(Schwab and Caroni, 1988). Es mds, otros estu-
dios complementaban la hipétesis del posible rol
inhibidor de la mielina en el proceso regenerativo
al identificar que si se retrasa la mielinizacién en
etapas post-natales se observa que una extensién
del periodo en el cual los axones jévenes son capa-
ces de regenerar (Keirstead et al., 1992).

Control : Myelin

Figura 16. Mielina inhibidor del CNS. Bajo condicio-
nes de cultivo favorable, DRGs extienden sus neuritas (en
rojo). En el mismo cultivo, las neuronas sembradas sobre
la mielina marcada con microesferas (en verde) presentan
alteraciones en la morfologia de sus neuritas. From Lee et

al. 2003.
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en el CNS

Asi es como a finales de los afios 80s se plan-
te6 que la mielina contenia inhibidores capaces de
contribuir a la pérdida de regeneracién en el CNS
maduro. Schwab y cols. desarrollaron trabajos
pioneros que establecen las primeras evidencias de
que la mielina presenta fuerte propiedades inhibi-
torias debido a la presencia de proteinas especifi-
cas que serfan parte de su composicién estructural

(Caroni and Schwab, 1988).

Estos investigadores generaron un anticuerpo
monoclonal, denominado IN-1, obtenido contra
una proteina de la mielina desconocida en aquel
momento (que inhibe el crecimiento axonal) el
cual fue capaz de bloquear, en parte, la inhibicién
inducida por la mielina. La clonacién del epitopo
reconocido por IN-1 condujo la identificacién de
la primera proteina inhibitoria asociada a la mie-
lina: Nogo-A y su homélogo Nogo-B (Spillmann
etal., 1998).

Actualmente, se ha encontrado en preparacio-
nes de mielina que su accién inhibitoria se debe
a tres proteinas asociadas a la mielina: Nogo-A,
MAG y OMgp (Schwab et al., 2005), como tam-
bién debido a la presencia de lipidos asociados a la

mielina del CNS (Winzeler et al., 2011).
Proteinas inhibitorias asociadas a la mielina.

Nogo-A también conocida como reticulén
4, es el transcrito de mayor tamafio del gen nogo
(Chen et al., 2000; GrandPre et al., 2000; Prinjha
etal., 2000). Este gen codifica putativamente para
siete proteinas por corte y empalme alternativo
(del inglés, Alternative Splicing), aunque sélo tres
son finalmente transcritas en el SNC: Nogo-A,
Nogo-B y Nogo-C (Dodd et al., 2005; Hunt et
al., 2003; Oertle et al., 2003).

Nogo-A, -B y -C pertenecen a una familia de
proteinas que se localizan en el reticulo endoplas-
midtico (ER), por lo que reciben el nombre de



familia Reticulén (RTN). Las proteinas RTN se
expresan de forma ubicua en vertebrados (Oertle
and Schwab, 2003). Nogo-A se expresa principal-
mente en el SNC, pero también en testiculos y
en el corazén en niveles mds bajos. Nogo-B tiene
una amplia distribucién, tanto en SNC como en
SNP, y Nogo-C se expresa fundamentalmente en
musculo esquelético, aunque también en cerebro
y corazén (Huber et al., 2002). Estructuralmente,
las tres proteinas comparten de un extremo amino
terminal y dos dominios transmembrana (Oert-
le et al., 2003) que estdn separados por un frag-
mento de 66 aminodcidos (AA) conocido como

Nogo-66 (loop-66 AA).

Nogo-A es una proteina transmembrana pre-
sente en oligodendrocitos, neuronas y fibroblas-
tos (Dodd et al., 2005). En el sistema nervioso,
Nogo-A se expresa en oligodendrocitos, pero no
en células de Schwann (Chen et al., 2000), en
diversos tipos neuronales del sistema nervioso en
desarrollo y adulto (Gil et al., 2006; Mingorance
et al., 2004; Tozaki et al., 2002). Se ha descrito
la presencia de Nogo-A en neuronas adultas de
médula espinal, de ganglios de la raiz dorsal, hi-
pocampo, corteza cerebral, cerebelo, corteza pi-
riforme, nicleo oculomotor y nucleo trigeminal
pontino (Huber et al., 2002; Hunt et al., 2003).
Su patrén de expresién aumenta desde estadios
embrionarios hasta estadios adultos (Mingorance

et al., 2004).

Se han propuesto varias funciones para el pool
intracelular de Nogo-A, que incluyen: una fun-
cién reguladora de en la formacién y distribucion
del reticulo endoplasmadtico (Voeltz et al., 20006),
una funcién inhibitoria del crecimiento axonal en
el CNS adulto (Fournier et al., 2001), su parti-
cipacién en la migracién neuronal y neuritogé-
nesis durante el desarrollo (Tozaki et al., 2002),
la regulacién del trifico vesicular (Dodd et al.,
2005; Oertle et al., 2003; Steiner et al., 2004),
su actuacién, como canales iénicos, poros y trans-
portadores de membrana (Dodd et al., 2005) y la
regulacién de la apoptosis (Watari and Yutsudo,
2003). Sin embargo, se debe considerar que la
expresion de Nogo-A, ya sea en el reticulo como
en la membrana plasmdtica (tan sélo el 1% con
respecto su expresion total celular) podria ejercer
funciones diferentes segtin el tipo celular y su lo-
calizacién subcelular (Dodd et al., 2005; Oertle et
al., 2003).

La expresiéon de Nogo-A en oligodendrocitos
en el CNS adulto inhibe el crecimiento neuritico
y la regeneracién mediante la exposicién de sus
dominios inhibitorios (Dodd et al., 2005; Oertle
et al., 2003). La funcién inhibitoria de Nogo-A
viene determinada por dominios especificos ca-
paces de inhibir el crecimiento neuritico: el do-
minio Nogo-66 que se encuentra en el dominio
extracelular y diversos dominios inhibitorios de
amino-Nogo (NiG) que se localizan en la parte
intracelular de la membrana plasmdtica. Nogo-66
es una region de 66 aminodcidos flanqueada por
las dos regiones transmembrana. Puesto que esta
regién estd presente en las tres isoformas, Nogo-
A, -B y -C, las tres isoformas de Nogo tienen
potencialmente propiedades inhibitorias para el
crecimiento axonal. El dominio Nogo-66 inhibe
el crecimiento axonal mediante la unién a NgR1,
mientras que el dominio NiG supuestamente lo
harfa mediante su unién a distintas integrinas (Hu
and Strittmatter, 2008). También, se ha determi-
nado un tercer dominio inhibitorio, localizado en
la regién N-terminal comun para Nogo-A/B que
puede inhibir la dispersién de células 3T3, pero
que carece de efecto en neuronas (Oertle et al.,
2003).

Glucoproteina glial asociada a la mielina
(MAG) se localiza en la superficie de células mie-
linizantes: oligodendrocitos del SNC y células
de Schwann del SNP (McKerracher et al., 1994;
Mukhopadhyay et al., 1994). Sin embargo, aun-
que MAG s6lo representa el 0,1% de las proteinas
de la mielina periférica, en la mielina del SNC
constituye uno de sus principales componentes
(1% de la proteina total) (Trapp, 1990).

MAG es miembro de la superfamilia de las
Inmunoglobulinas. Existen dos isoformas de
MAG, generadas por corte y empalme alternati-
vo, S-MAG y L-MAG, que aparecen con un peso
molecular de 67 y 71 kDa respectivamente, tras
ser deglucosiladas. Ambas moléculas comparten
la regién N-terminal formada por 5 dominios Ig
extracelulares y un dominio transmembrana, pero
difieren en su dominio intracelular.

MAG es una proteina bifuncional, cuyo efec-
to en el crecimiento neuritico depende del tipo
celular con el que contacta y de la edad de las
células. Por ejemplo, en neuronas neonatales de
DRGs promueve el crecimiento neuritico, mien-
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tras que en estadios adultos inhibe su crecimien-
to (Mukhopadhyay et al., 1994). Sin embargo,
aunque se desconocen las bases moleculares que
expliquen este cambio de funcién promotora a
funcién inhibidora del crecimiento neuritico, al-
gunos estudios senalan que el efecto inhibitorio
de MAG se encontraria mediado por un meca-
nismo regulador de los niveles de AMPc en las
neuronas (Cai et al., 2002). Experimentalmente,
cultivos primarios de neuronas sobre extractos de
mielina central MAG-inmunodepletada (McKe-
rracher et al., 1994) o MAG desnaturalizada (Li
et al., 1996) se ha observado recuperacién parcial
del efecto inhibidor del crecimiento y el colapso
axonal.

La actividad inhibitoria de MAG sobre el cre-
cimiento axonal es a través de la interaccién con
el complejo receptor Nogol (NgR1), no obstan-
te, también se ha demostrado que es capaz de
interactuar con NgR2, los ganglidsidos GT1b e
integrina B1 (Venkatesh et al., 2005; Vinson et
al., 2001; Vyas et al., 2002). La unién de MAG a
la superficie neuronal es de manera dependiente
del dcido neuraminico y, por ello, es sensible a
neuraminidasa (DeBellard et al., 1996) para los
receptores NgR2 y GT1b (Venkatesh et al., 2005;
Vyas and Schnaar, 2001), pero no asi para NgRI.

Una caracteristica que diferencia MAG de las
otras proteinas inhibitorias de la mielina (Nogo-A
y OMgp) es un fragmento proteolitico, denomi-
nado dMAG, que se libera a partir de la mielina
in vivo (Yim and Quarles, 1992). Este fragmen-
to, que consiste en el dominio extracelular com-
pleto de MAG, inhibe la regeneracién axonal 77
vitro (Tang et al., 1997). Interesantemente, se ha
demostrado que factores secretados a partir de
la materia blanca danada inhiben el crecimiento
axonal en ensayos de coldgeno, como también que
el uso de anticuerpos contra MAG en estos ensa-
yos neutralizan estd inhibicién (Tang et al., 2001).

También se ha sugerido que funcionalmente
ejerce un papel clave en los estadios iniciales de la
mielinizacién y en el mantenimiento de las vainas
de mielina, especialmente en el PNS (Schachner
and Bartsch, 2000) localizdindose de manera res-
tringida en la regién periaxonal, en contacto con
los axones mielinizados, como en la regién para-
nodal de las vainas de mielina. Debido a esta loca-
lizacién se ha propuesto que MAG participa en la
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estabilizacién de los contactos entre los axones y
los procesos gliales, siendo necesaria para el man-
tenimiento y supervivencia de algunos axones ya
que los ratones MAG-deficientes muestran atrofia

axonal (Quarles, 2009).

Glucoproteina mielinica oligodendrocitica
(OMgp) es la proteina menos conocida de las tres
inhibidores asociadas a mielina, a pesar de que fue
la primera en ser descrita (Mikol and Stefansson,
1988). Fue identificada en extractos de sustancia
blanca humana y cultivos de oligodendrocitos de
oveja y recibe su nombre por su localizacién espe-

cifica en la mielina del SNC.

OMgp se describié inicialmente en oligoden-
drocitos, pero posteriormente se mostrd que su lo-
calizacién mayoritaria se daba en neuronas (Gil et
al., 2010; Habib et al., 1998). En concreto, se ha
descrito que en el adulto esta presente en neuro-
nas de proyeccién como en neuronas piramidales
del hipocampo, neuronas de Purkinje del cerebe-
lo, neuronas del hipotdlamo y motoneuronas del
tronco cerebral. El patrén temporal de expresién
de OMgp ha sido caracterizado durante el desa-
rrollo postnatal del SNC y muestra un aumen-
to progresivo desde el nacimiento hasta el adulto
(Habib et al., 1998; Vourc’h and Andres, 2004).

La proteina madura consiste en un polipéptido
de 401 aminodcidos (aunque la forma inmadura
consta de 440), distribuidos en cuatro dominios:
un dominio N-terminal rico en residuos Cistei-
na, seguido de un dominio rico en residuos de
Leucina (LRR), un dominio rico en residuos Seri-
na-Treonina y un grupo glucosilfosfatidil inositol
(GPI) por el cual se ancla a membrana plasmitica
(Mikol et al., 1990). El dominio mds importante
para su funcién es el dominio LRR, que consiste
en 8 repeticiones en téndem de residuos leucina
(Vourc’h and Andres, 2004) y que se caracteriza
por ser la regién que permite que OMgp inte-
raccione con NgR1 iniciando la transduccién de
sefal en el proceso de inhibicién del proceso de
crecimiento axonal (Wang et al., 2002a).

OMgp se sugiere que funcionalmente también
se encuentra implicada en procesos de inhibicién
de la proliferacién celular (Habib et al., 1998), la
formacién de nodos de Ranvier y en el proceso de
mielinizacién (Huang et al., 2005).



Lipidos inhibitorios asociados a la mielina.

Aunque ya ha sido identificado un triplete de
proteinas presentes en la mielina (p.e Nogo-A,
MAG, OMgp) como inhibidores de la regene-
racién axonal, los estudios con ratones KO para
éstos sugieren la presencia de inhibidores adicio-
nales en la mielina del CNS (Cafferty et al., 2010;
Lee etal., 2010). A pesar de que la busqueda se ha
realizado en las proteinas, el componente mayo-
ritario de la mielina en el CNS, con un 70-75%
del peso seco, son lipidos (Norton and Poduslo,

1973).

Wizeler y cols. han descrito que los sulfétidos,
glicoesfingolipidos de la mielina del CNS, son
inhibidores del crecimiento de neuritas en DRGs
(Winzeler et al., 2011), como también, han ob-
servado que la transferasa C3 es capaz de inhibir
el efecto de los sulfitidos (Winzeler et al., 2011).
Aunque, los lipidos mds abundantes de la mielina
(p-e. los cerebrésidos) no son inhibitorios, sigue

Control

Figura 17. Proteinas inhibitorias asociadas a la mieli-
na. (a) DRGs E12 pollo sobre superficie con diferentes
sustratos (control, Nogo-66, Amino-Nogo); (b) Neuronas
cerebelares disociadas sobre diferentes sustratos (control,
MAG); (c) DRGs de 25 dfas post-natal sobre diferentes
sustratos (control, OMgp). From Fournier et al. 2001; Tang
et al. 1997; Chivatakarn et al, 2007.

siendo probable que otros lipidos también contri-
buyan a las propiedades inhibitorias de la mielina
(Winzeler et al., 2011).

Receptores de las proteinas inhibi-
torias de la mielina.

A pesar de que Nogo-A, MAG y OMgp po-
seen diferencias drdsticas estructurales es altamen-
te llamativo que todas son capaces de interactuar
con el mismo complejo receptor, complejo NgR1
y desencadenar su efecto inhibidor del proceso re-
generativo en el SNC. El hecho de que las tres
proteinas desencadenen su mayor cascada de se-
falizacién a través de un receptor comdn, ha lle-
vado a los investigadores a desarrollar la hipéStesis
de que MAG, Nogo-A y OMgp juegan un papeles
redundantes en la restriccién de la regeneracién
axonal (Filbin, 2003). No obstante, paralelamente
se debe considerar que existen otros receptores
capaces de interactuar con las MAIs, entre los que
destacan hasta la fecha: PirB, diversas integrinas y
ganglidsidos.

Complejo Receptor NgR1.

NgR1 es una proteina de 473 aminodcidos
(AA), codificada por el gen ngr, se encuentra an-
clada a la membrana mediante un dominio GPI
asociada a balsas lipidicas (del inglés, Lipids Rafts)
(Fournier et al., 2001). Estd estructuralmente
conformada por: un dominio N-terminal rico en
leucina (LRR-NT), ocho dominios LRR, un do-
minio C-terminal rico en cisteina (LRR-CT) y un
dominio C-terminal de unién a GPI (Barton et

al., 2003).

Adicionalmente, se sabe existen dos homdlo-
gos, NgR2 y NgR3, para NgR1 en ratén y hu-
mano que muestran homologia entre ellos en un
55% y un 45% de identidad con respecto a NgR1
(Pignot et al., 2003). Aunque comparten propie-
dades estructurales y un patrén de expresion si-
milar, se ha descrito que NgR2 puede interactuar
con MAG, pero no asi con Nogo-A ni OMgp;
mientras que NgR3 puede interactuar con los
proteoglicanos del tipo condroitin sulfato.

Los niveles de expresién de NgR1 van aumen-
tando con el desarrollo siendo preferencial en las
regiones del axdn y el terminal sindptico (Wang
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et al., 2002b); observdndose expresién diferencial
para cada poblacién neuronal del CNS (Joseph-
son et al., 2002). En el adulto, estd presente en
la corteza cerebral, el hipocampo, la amigdala, el
tdlamo, el cerebelo y la médula espinal tanto en
ratones como humanos (Funahashi et al., 2008;
Josephson et al., 2002). El hecho de que NgR1
no se exprese idénticamente en todas las pobla-
ciones neuronales del SNC adulto es indicativo
de la existencia de otros receptores para las MAIs

(Hunt et al., 2002).

Se han llevado a cabo diversos andlisis de mu-
tagénesis funcional para identificar aquellos do-
minios implicados en la unién a ligandos y corre-
ceptores. En primer lugar, se describié que todos
los dominios LRR eran necesarios para la unién
a Nogo-66 (Fournier et al., 2001), sin embargo,
Wang demostré que para la unién a Nogo-66
se requiere el dominio LRR-CT. Para la unién a
OMgp se necesita a los dominios LRR y LRR-CT
(Wang et al., 2002a), mientras que para el caso
de MAG al competir con Nogo-66 por la unién
a NgR1, se ha sugerido que MAG se une también
al dominio LRR-CT (Domeniconi et al., 2002).
Por otro lado, el grupo GPI permite que NgR1
se localice en balsas lipidicas y proporciona una
zona de escisién, por la cual se libera el fragmen-
to NgR soluble denominado NgR1(Ecto). Este
fragmento soluble puede antagonizar los efectos
inhibitorios de Nogo-66 o de la mielina y tiene
afinidad por NgR1 de superficie celular, debido a
que puede formar homodimeros in vivo (Fournier
et al., 2002).
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Figura 18. Esquema
de NgR1. Estructura de
NgR1 y sus regiones de
Stalk . .,
interaccién con las pro-
teinas inhibitorias de la
GPI mielina. From Dickendes-

her et al, 2011.
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Actualmente, se han caracterizado nuevos li-
gandos enddgenos para NgR1, ademds de las pro-
teinas inhibitorias de la mielina (Nogo-A, MAG y
OMgp), tales como: la proteina BLyS, la proteina
LGI1 y la proteina LOTUS.

(i) La proteina BLyS interacta con NgR1 e inhi-
be el crecimiento neuritico en DRG, esta proteina
se expresa en la zona de lesién medular en astroci-
tos, microglias y macréfagos (Zhang et al., 2009).
(i) La proteina LGI1 es capaz de unirse a NgR1
y posee homologia con los miembros de la familia
Slits. Esta proteina tiene un efecto regulador indi-
recto y opuesto a las MAIs debido a que incremen-
ta el crecimiento axonal y evita su colapso en neu-
ronas procedentes de los ganglios de la raiz dorsal
sobre substratos de mielina (Thomas et al., 2010).
(iii) La proteina LOTUS interacciona con NgR1
y actGia como un antagonista de NgR pudiendo
ser crucial en la formacién del tracto lateral ol-
fatorio. Se ha observado que LOTUS suprime la
interaccién Nogo-NgR1 atenuando el colapso de
los conos de crecimiento en neuronas de DRGs
(Sato et al.,, 2011).

La falta de un dominio intracelular de NgR1
capaz de transducir la sefial desencadenada por
su unidn a diferentes ligandos, sugeria la existen-
cia de otras moléculas correceptoras. Asi como se

identificaron como correceptores para NgR1 tres
diferentes proteinas: Lingo-1, TROY o p75 NTR.

p75"™® es una proteina receptora pertenecien-
te a la superfamilia TNFR. La proteina p75N™®
(75 kDa) consiste en una region extracelular con
cuatro dominios IgG ricos en cisteina, una regién
transmembrana y una regi6n intracelular con do-
minio de muerte (DD). Estd regién intracelular
no presenta actividad enzimadtica intrinseca, por lo
que contiene motivos de unién a otros receptores
o proteinas efectoras (Gruss and Dower, 1995).

p75N"R se expresa ampliamente durante el de-
sarrollo del CNS y PNS, pero sus niveles de ex-
presién disminuyen dramdticamente con la edad,
también se expresa en diversas en poblaciones glia-
les, como oligodendrocitos y células de Schwann,
especialmente durante el desarrollo y tras lesion,
y aunque son pocos los estudios focalizados en la
funcién glial de estd proteina se piensa que pue-
de, quizds, ejercer algun papel en la mielinizacién

(Chen et al., 2009).



TROY también conocida como TAJ, es miem-
bro de la familia TNFR. Es una proteina trans-
membrana (45 kDa) de 416 AA con dominios
ricos en cisteina en la regién extracelular, en su re-
gién citoplasmdtica posee una secuencia de unién
a TRAF2, pero a diferencia de p75NTR no con-
tiene dominio de muerte (Kojima et al., 2000).
En el SNC en desarrollo, TROY se expresa fuer-
temente regiones de corteza cerebral, tdlamo e
hipocampo, pero disminuye hacia estadios mds
tardios de la neurogénesis (Hisaoka et al., 2003).
Ademds, a diferencia de p75NTR, la cual se ex-
presa sélo en determinadas poblaciones neuro-
nales, TROY se expresa ampliamente en diversos
tipos celulares del cerebro incluyendo neuronas,
astrocitos, microglia y células de la glia envolvente

(Hisaoka et al., 20006).

TROY fue identificado como un co-receptor
de NgR, éste puede funcionalmente sustituir a
p75 durante la sefializacién en el proceso de inhi-
bicién del crecimiento neuritico y la regulacién de
Rho tras la activacién por MAIs (Park et al., 2005;
Shao et al., 2005). TROY también podria estar
actuando en procesos de proliferacién y diferen-
ciacién astroglial (Hisaoka et al., 2006).

Lingo-1 es una proteina transmembrana co-
dificada por el gen lrrn6a. Diversos estudios han
mostrado que el mRNA de Lingo-1 se expresa
exclusivamente en el CNS, durante el desarrollo
y en estadios adultos de rata y ratén (Mi et al,,
2005). Es una proteina con un dominio extrace-
lular que contiene un dominio Igy LRR, un do-
minio transmembrana y un dominio intracelular
que estd involucrado en eventos de sefializacién,
rio abajo, para las MAIs. Hasta la fecha, la funcién
de Lingo-1 no estd bien definida, pero su presen-
cia en el complejo NgR es necesaria para la inhi-
bicién del crecimiento de neuritas y la regulacién

de las GTPasas Rho (Mi et al., 2004).

Sin embargo, el patrén de expresién de Lin-
go-1 después de la lesién es inconsistente con su
funcién propuesta debido a que no aumenta hasta
14 dias después de la lesién (Mi et al., 2004). Es
probable que otro(s) correceptores se expresen en
la etapa aguda de lesion; se ha demostrado que
los niveles de expresién son significativamente
mayores en AMIGO-3 con respecto Lingo-1 en
las lesiones espinales en la etapa aguda (Ahmed
et al., 2013). Asi es como, AMIGO-3 posible-

mente interactuarfa funcionalmente con NgR1
como sustituto de Lingo-1 inmediatamente des-
pués de una lesién medular formando un comple-
jo NgR1-p75/TROY-AMIGO3 (Ahmed et al.,
2013).

PirB

PirB es una proteina transmembrana de la fa-
milia PIR, receptores asociados al sistema inmu-
ne, compuesto por seis dominios extracelulares
tipo inmunoglobulina y un polipéptido intracelu-
lar que alberga cuatro ITIMs (Atwal et al., 2008).
Se expresa en neuronas de diversas regiones cere-
brales y su expresién es coincidente con periodos
de alta plasticidad sindptica durante el desarrollo
(Boulanger, 2009). PirB se ha demostrado que es
capaz de unirse a MAG, Nogo-66 y OMgp con
gran afinidad, se ha observado que la supresién
de la actividad endégena de PirB mediante anti-
cuerpos bloqueantes es capaz de rescatar parcial-
mente el efecto inhibitorio del crecimiento neu-
ritico provocado por extractos de mielina 0 MAIs
en neuronas granulares del cerebelo (Atwal et al.,
2008).

Integrina B1.

Las integrinas forman la principal familia de
receptores de adhesion celular. Se encuentran en
la superficie celular y son el principal recurso que
tienen las células para interaccionar con la matriz
extracelular o entre las mismas células. Las inte-
grinas son receptores proteinicos que consisten en
dos subunidades, una glicoproteina transmem-
brana a y otra B que forman un complejo no co-
valente. Cada subunidad contiene un gran domi-
nio extracelular y otro pequefo citoplasmdtico.
Actualmente se conoce 16 tipos de subunidades
ay 8 tipos de tipo B, la combinacién de las cuales
genera las 22 integrinas conocidas.

Las integrinas 1 tienen receptores para varios
componentes matriciales, que incluyen fibronec-
tina, coldgeno II y VI interactuando en la adhe-
sién de la célula con la matriz. Estudios de Goh
y cols. han demostrado que integrina 1 actda
como receptor para MAG mediando la respuesta
de conos de crecimiento en neuronas de mamife-
ros, independiente de NgR, tanto en etapas em-
brionarias como adultas mediante la activacién de

FAK (Goh et al., 2008).
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LRP1.

LRP1 es un tipo de receptor transmembrana
que se une mds de 40 ligandos estructural y fun-
cionalmente distintos, proceso que es mediado
por endocitosis y entrega al lisosoma (Strickland
et al., 2002). LRP1 también estd asociado a fun-
ciones macrofagociticas, como por ejemplo, en
la caso de los restos de mielina (Gaultier et al.,
2009). Se expresa en neuronas del CNS y PNS
estando parcialmente localizado en los axones y
conos de crecimiento (Bu et al., 1994; Steuble et
al., 2010). LRP1 regula mediante sefializacién ce-
lular, en conjunto, a diversos correceptores, que
incluyen los receptores para PDGE uroquinasa
(uPAR), Trk, Frizzled-1 y TNFR1. Dada la diver-
sidad de los correceptores es razonable la hipéte-
sis de que la actividad de LRP1 en la sefalizacion
celular puede ser ligando-especifica o célula-es-
pecifica (Gonias and Campana, 2014). Stiles y
cols. demostraron que la mielina fagocitada por la
via LRP1, probablemente, estaria involucrada en
nuevo proceso de inhibicién axonal mediado por
mielina (Stiles et al., 2013). En este estudio se de-
muestra que LRP1 podria ser esencial en la inhibi-
cién del crecimiento axonal de neuritas mediante
activacién por mielina o MAG, y posiblemente
también, a través de Nogo-A y OMgp (Stiles et
al., 2013).

Gangliésido GT1b.

Los ganglidsidos son glicoproteinas complejas
que contienen un grupo oligosacdrido que tiene
uno o varios residuos de dcido N-acetilneuramini-
co (4cido sidlico); son compuestos anfipdticos con
una carga negativa a pH fisiolégico. Los ganglio-
sidos constituyen el 6% de los lipidos de mem-
brana de la materia gris del cerebro en humanos.
Se presentan en la zona externa de la membrana
plasmadtica y sirven para reconocimiento celular,
y por ello, se les considera como receptores de
membrana.

El hecho que MAG, sea una proteina de mem-
brana que se ancle a 4cido sidlico sugirié que los
gangliésidos podrian servir como receptores me-
diando la respuesta axonal. Vinson y cols. demos-
traron que GT1b, uno de los gangliésidos mds
expresados en el cerebro, era capaz de bloquear la

capacidad de dMAG para inhibir el crecimiento
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de neuritas cuando era agregado al medio extrace-
lular (Vinson et al., 2001), pudiendo interpretarse
que GTb1 es un posible receptor del mecanismo

para la inhibicién mediada por MAG.

Proteoglicanos

Los proteoglicanos (PG) son glicoproteinas,
exclusivos de células animales (Wilson, 2004),
altamente glucosiladas que forman parte de la
matriz extracelular. Son sintetizados, a nivel ner-
vioso, por los astrocitos, las células meningeas y
los oligodendrocitos (Shearer et al., 2003; Silver
and Miller, 2004). Los PGs son producidos por
células de mamiferos superiores siendo capaces
de actuar a tres niveles: secretados hacia la matriz
extracelular, anclados en las membranas celulares
o acumulados en granulos intracelulares para su
posterior secrecion al medio extracelular (Sandvig
et al.,, 2004). Estructuralmente, constan de una
estructura central proteica denominada proteina
nicleo que se encuentra unida covalentemente a
cadenas repetidas de glicosaminoglicanos (GAGs)
(Esko et al., 2009; Mikami and Kitagawa, 2013).
Los GAGs no se unen indiscriminadamente a
cualquier proteina nicleo, de lo que se deduce que
debe existir un mecanismo biosintético que per-
mita a las células discriminar entre los diferentes
tipos de GAGs. El mecanismo exacto de control
permanece desconocido (Zhang and Esko, 1994).

Los GAGs son cadenas largas de polisacdridos
lineales que estdn constituidos por la repeticién
de un disacdrido compuesto a su vez por un ami-
noaztcar (N-acetil glucosamina o N-acetil galac-
tosamina) y dcido urénico (dcido glucurdnico y/o
4cido idurdnico), de carga negativa, capaz de inte-
ractuar con diferentes ligando (Linhardt and Toi-
da, 2004), aunque existen PGs en que la proteina
nucleo es la encargada de participar en el proceso
(Ruoslahti and Yamaguchi, 1991). Los GAGs se
pueden ilustrar esquemdticamente de la manera
siguiente, A-B-A-B-A donde A y B representan un
sacdrido diferente (Iozzo, 1998). El grado y la dis-
tribucién de sulfatado de la molécula, junto con la
longitud del polimero, determina las propiedades
fisicas, quimicas y bioldgicas del glicosaminogli-
cano (Volpi and Tarugi, 1999). Estructuralmente,
existen cuatro clases de disacdridos que son capa-
ces de interactuar con la proteina nicleo: condroi-
tin sulfato (CS), hepardn sulfato (HS), dermatdn



sulfato (DS) y queratdn sulfato (KS) (Bandtdow
and Zimmermann, 2000).

Los proteoglicanos, del tipo CSPG, en el sis-
tema nervioso, participan en diversos eventos
celulares como la migracién, la diferenciacién, la
proliferacién, el crecimiento axonal, la sinaptogé-
nesis y la polaridad neuronal (Bovolenta and Fer-
naud-Espinosa, 2000; Galtrey and Fawcett, 2007;
Schwartz and Domowicz, 2004) desarrollando un
papel fundamental en la morfogénesis, la citoar-
quitectura y el mantenimiento del SNC tanto en
etapas de desarrollo, como en el organismo adulto

(Kwok et al., 2012).

Durante el desarrollo del CNS, los CSPG par-
ticipan en la modulacién de la migracién neu-
ronal, tanto promoviéndola como inhibiéndola,
dependiendo del tipo neuronal con el que inte-
raccionan, de su concentracién y la presencia de
otras moléculas (Bovolenta and Fernaud-Espino-
sa, 2000). Los CSPGs en el sistema nervioso se
expresan como: moléculas secretables (p.e. neuro-
cano, fosfocano), moléculas ancladas a la mem-
brana mediante un dominio GPI (p.e. brevican)

y moléculas transmembrana (p.e. NG2) (Sandvig
et al., 2004).

La respuesta del CNS adulto al dano neuro-
nal produce, durante las primeras 24 hrs., una so-

breexpresién de los niveles de CSPG, particular-
mente neurocano, versicano y brevicano que son
producidos por los astrocitos reactivos, las células
precursoras de los oligodendrocitos, como ade-
mds, por células meningeas si es que el dafio com-
promete zona superficial (Shearer et al., 2003),
donde la presencia de estas glicoproteinas puede
persistir durante meses, produciendo inhibicién
del crecimiento axonal (Carulli et al., 2005; Mor-
genstern et al., 2002) debido al efecto repulsivo de
éstos ya sea mediante sus cadenas sulfatadas o su
nucleo proteico (Bartus et al., 2012).

Aunque el efecto inhibidor del CSPG en la
regeneracién neuronal y plasticidad se conoce
desde hace afios (McKeon et al., 1991; Snow et
al., 1990), los mecanismos moleculares subya-
centes todavia no son bien comprendidos. Se
han propuesto varios mecanismos generales, que
incluyen: (i) la unién a receptores funcionales en
la membrana de la neurona, hasta el momento se
han reportado varios receptores para los CSPG,
que incluyen: PTPo, LAR fosfatasa, NgR1 y
NgR3 (Dickendesher et al., 2012; Fisher et al,,
2011; Shen et al., 2009), (ii) formacién de una
red perineuronal no-permisiva que causa un obs-
tdculo estérico en las moléculas promotoras de
crecimiento, como: laminina e integrinas y (iii) la
facilitacion de los efectos inhibitorios en algunas
moléculas quimiorepulsivas (Sharma et al., 2012).

Proteina nicleo

Figura 19. Composicién del
CSPG. Los CSPGs estan es-
tructuralmente formados por
una proteina nicleo unida a
cadenas letarales de GAGs.

Y] Los CSPGs en el CNS se di-

'
NT Dominio Central

viden en tres familias: lectinas

NC (agrccan, brevican, neurocan
y versican), fosfocan y NG2 .
From Lau et al, 2013.
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Moléculas de guia axonal.

Estudios bioquimicos y genéticos han condu-
cido a la identificacién de una muy conservada
familia de moléculas de gufa axonal, entre las que
destacan: semaforinas, netrinas, slits y efrinas. No
obstante, estas no son las inicas moléculas de gufa
axonal conocidas, pero son las mds comprendidas
hasta la fecha (Dickson, 2002).

Semaforinas.

Corresponden a una gran familia de proteinas
secretables y transmembrana que participan en
funciones de migracién celular, direccionamiento
axonal, formacidn sindptica, el crecimiento vascu-
lar, la regulacién de células inmunes y la progre-
sién tumoral (Kruger et al., 2005) En el sistema
nervioso, las semaforinas secretadas actdian de for-
ma inhibitoria sobre el axén al rodear la trayec-
toria del ax6n suprimiendo que este tenga acceso
a zonas especificas. Estas funciones no sélo son
cruciales durante el desarrollo del embrién sino
también en el adulto, controlando la trayectoria
del axén después de una lesion (Artigiani et al.,
1999). Las semaforinas transmembranas (asocia-
das a glicoproteinas), pueden también enviar se-
fiales al dominio extracelular o viceversa al recibir
diversas sefales funcionando como receptores.

En SCI en adultos, se ha observado que Se-
ma3A es secretada por células meningeas y fi-
broblastos en la cicatriz glial y que se podria ver
incrementada por la presencia de la cicatriz glial
de una manera CSPG-dependiente (Pasterkamp
and Verhaagen, 2006); también se sobreexpresa
en lesiones del sistema olfativo, corteza cerebral y
via perforante produciendo colapso axonal (Pas-
terkamp et al., 1999). Por lo tanto, en lesiones en
edad adulta la presencia de sema3A probablemen-
te contribuye al ambiente inhibitorio de la zona
de lesién impidiendo el recrecimiento de axones

danados (Sandvig et al., 2004).

Ademds, de sema3A se ha observado que otras
semaforinas estdn asociadas a lesiones del tejido
nervioso, asi por ejemplo, la sema4D es transito-
riamente sobreexpresada en las proximidades de
la lesién en el caso de dafio en medula espinal
siendo capaz de inhibir el crecimiento de neuritas
postnatales cerebelares y sensoriales en estudios in
vitro (Moreau-Fauvarque et al., 2003), la Sema7A
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es expresada en la sustancia blanca de la medu-
la espinal (Pasterkamp et al., 1999), la sema5A,
en lesiones del nervio dptico, se expresa en oligo-
dendrocitos después de axotomia, produciendo el
colapso y la inhibicién del crecimiento de axones
retinales (Goldberg et al., 2004) y la Sema6B se
sobreexpresa cerca del lugar de la lesién después
de transeccién en ratas adultas (Kury et al., 2004).

Netrinas.

La familia de las netrinas estd compuesta por
un conjunto de proteinas secretables tradicional-
mente relacionadas con la guia de axones durante
el desarrollo del sistema nervioso (Lai Wing Sun
et al., 2011). El miembro que da nombre a la fa-
milia, netrina-1, fue identificada en el cerebro de
pollo como una molécula de actividad quimiotdc-
tica y promotora del crecimiento axonal a nivel de
la placa de suelo de la médula espinal (Kennedy
et al., 1994). Este ligando bifuncional es capaz
de atraer como repeler el crecimiento axonal en
el SNC mediante la interaccién con el receptor
DDC durante el proceso de atraccién axonal
(Finger et al., 2002; Tessier-Lavigne et al., 1988)
y mediante la interaccién con el receptor UNC5
en el proceso de repulsién axonal (Leonardo et al.,

1997).

La repulsién mediada por netrina-1 no solo
requiere de la expresién en el axén de un recep-
tor UNCS5 sino, que en muchos casos, también
requiere de la formacién de un complejo receptor
entre DCC y UNC5 (Hedgecock et al., 1990).
El hecho de que Netrina-1 sea expresada por los
oligodendrocitos maduros en la médula espinal en
adulto (Manitt et al., 2001), considerando el efec-
to negativo de los oligodendrocitos en procesos
regenerativos en el CNS, ha conllevado a obtener
actualmente evidencias funcionales de su funcién
como inhibidor de la regeneracién axonal en la
médula (Low et al., 2008).

Slits.

Son proteinas difusibles que participan en
multiples aspectos del desarrollo neural, como
los procesos de guia axonal (Brose et al., 1999;
Plump et al., 2002) y migracién neuronal (Lo-
pez-Bendito et al., 2007; Marin et al., 2003). Sus
receptores son las familia de proteinas roundabout
(Robo) que forman parte de la superfamilia de las



inmunoglobulinas (Kidd et al., 1998). La fami-  Efrinas.
lia Slits incluye miembros en drosophila, pollo y
mamiferos que se expresan en la linea media del Las efrinas pueden ser de clase A, unidas a
CNS (Ypsilanti et al., 2010). Junto a netrina-1,  membrana mediante una molécula GPI o de clase
estdn relacionadas en el proceso de guia axonal en B, proteinas transmembranas hidrofébicas con un
la linea media, descrito por primera vez en dro-  dominio citoplasmdtico; mientras que sus recep-
sophila, que se conserva evolutivamente hasta los  tores Eph, a su vez, se dividen en EphA y EphB,
vertebrados (Brose et al., 1999). acorde a su preferencia por unirse a efrinas A y B,
respectivamente (Martinez and Soriano, 2005).
Las slits también actGia como factor repulsivo  Efrinas y los receptores Eph en etapas embriona-
en la proyeccion de los axones de la linea media,  rias del desarrollo del SNC se expresan en forma
en el desarrollo de conexiones de diversas regiones ~ complementaria en el cerebro posterior y la mé-
del CNS, que incluyen: el tracto olfatorio lateral ~ dula espinal generando una accién repulsiva bi-
y la formacién hipocampal (Nguyen Ba-Charvet  lateral producto de la interaccién efrina/Eph que
etal.,, 1999). origina una distribucién espacial de las células en-
tre compartimientos contiguos al impedir su en-
Se ha descrito la expresion de todos los miem-  tremezclado celular (Mellitzer et al., 1999; Xu and
bros de la familia Slit y de su receptor en la zona ~ Henkemeyer, 2009; Xu et al., 1999). Las efrinas,
de lesién en el CNS. De todos ellos, Slit2 muestra  y sus receptores, son conocidas por su implicancia
la expresién mds intensa, localizada en astrocitos  en migracion celular y guia axonal durante el de-
reactivos que rodean el tejido necrético, lo que su-  sarrollo, y también son sobreexpresadas en la zona
giere que Slits podrian formar parte del ambiente  de lesién (Sandvig et al., 2004). Asi, Efrina-2 y su
inhibitorio creado en la zona lesionada (Hagino  receptor EphB2 se expresan en fibroblastos me-

etal., 2003). ningeos y astrocitos reactivos, respectivamente,
Slits
Semaforinas i
g
Netri
Efrinas etrinas
v

.,

>
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Figura 20. Moléculas de guia axonal.
El cono de crecimiento es altamente
sensible a sefiales de orientacion repul-
sivas y atractivas de su entorno. Estas
senales incluyen: efrinas, semaforinas,
slits y netrinas. From R & B Systems, a
biotech brand.
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sugiriendo que estas moléculas pueden ser impor-
tantes en la formacién de la cicatriz meningo-glial
(Bundesen et al., 2003), mientras que Efrina-B3
es expresada en oligodendrocitos siendo conside-
rada como un miembro mds de las proteinas in-
hibitorias asociadas a la mielina (MAIs) teniendo
implicancia en los procesos de regeneracién neu-
ral y plasticidad sindptica (Benson et al., 2005).

34
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Estrategias regenerativas

Existen diferentes causas de dano en el CNS,
pero generalmente para el estudio de la regenera-
cién axonal se observan dos tipos de lesion. Estos
tipos de lesién se diferencian entre si por la region
que se ve afectada, de esta manera se pueden dife-
renciar en lesiones medulares (SCI) y traumdticas
cerebrales (TBI) (Perry etal., 2014). La lesién me-
dular traumdtica puede ser producida por diversos
mecanismo de lesién primaria, los tres principales
son: (i) contusién, que corresponde a una com-
presién aguda y transitoria de la médula espinal
(ii) maceracion, también llamada compresion ma-
siva y que corresponde cuando la presién sobre la
médula persiste a lo largo del tiempo vy (iii) lacera-
cién, que es debido a la intrusién en la médula de
cuerpos extrafios o fragmentos 6seos. Las lesiones
en la médula espinal varian desde diferentes gra-
dos de seccién desde incompletas o parciales hasta
lesiones completas (Jennett and Lindsay, 1994).

La busqueda de nuevas terapias para resolver
las lesiones del CNS nos lleva a abordar la proble-
mitica de dos formas complementarias, en primer
lugar, mediante la utilizacién de modelos anima-
les que permitan la simulacién de situaciones de
dafno neuronal y, en segundo lugar, la confecciéon
de estrategias que busquen mejorar la regenera-
cién del tejido dafado. A lo largo del tiempo se
han desarrollado varios modelos animales de le-
sién medular para reproducir los diferentes tipos
de lesién traumdtica que tienen lugar en huma-
nos. Para ello, la mayoria los estudios se realizan
en ratas adultas debido a que se trata de una es-
pecie de ficil manejo y que posee una respuesta
histolégica neuronal tras la lesién similar a la que
ocurre en otros mamiferos superiores como lo son
los humanos (Akhtar et al., 2008).

Basado en el mecanismo de dafno, los modelos
de SCI se pueden clasificar en: (i) contusién, en
los que se aplica fuerzas transitorias para despla-
zar y danar la médula espinal, influyen: caida de
peso (p.e varilla de hierro), dispositivos electro-

magnéticos y presion de aire. Este modelo es el
que mds simula una lesién medular tipica humana
y este hecho la hace mejor para realizar estudios
experimentales, (ii) distraccion, se aplican fuerzas
de traccién opuestas para estirar la médula espi-
nal, (iii) dislocacién, provocan dano por despla-
zamiento lateral de la vértebra, (iv) transeccién,
implica ruptura parcial o completa de la médu-
la espinal en algin nivel particular, y (v) mode-
los quimicos, que investigan aspectos especificos
como consecuencia de la lesién secundaria (Che-
riyan et al., 2014).

Existen variables estrategias moleculares y ce-
lulares, compatibles con las terapias animales,
que buscan la mejora funcional después de SCI;
muchas de estas estrategias han alcanzado, o es-
tdn proximas, a los ensayos clinicos. Cada una de
las terapias potenciales que se describen a conti-
nuacién podrian producir pequenas mejoras, y
por ello, la aproximacién mediante terapias com-
binadas podrian ser necesarias para mejorar los
tratamientos reparativos del CNS (Thuret et al.,
20006).

Administraciéon de factores neu-
roprotectores y promotores de la
regeneracion neural.

Los factores de crecimiento y neurotr6fi-
cos son importantes reguladores del SNC cum-
pliendo funciones en la supervivencia neuronal,
el crecimiento axonal, la neurotransmisién y la
plasticidad sindptica. Se conocen actualmente di-
versos factores neurotréficos, que incluyen: NGE
BDNE NT-3. NT-4, GDNE LIE CNTF y NTN
(Gordon, 2009; Hefti, 1997; Levi-Montalcini,
1987). El uso de factores de crecimiento y neuro-
trofinas en modelos de lesion medular induce la
regeneracién de axones en varios tractos espinales;
son ejemplos de ello, la utilizacién de nervios pe-
riféricos impregnados con FGF en médulas tran-
sectadas completamente en ratas adultas en que se
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ha observado regeneracién axonal y recuperacién
conductual limitada (Cheng et al., 1996), la in-
yeccién de NGF en axones de los haces espinales
en la promocién de la regeneracién de tractos es-
pinales (Ramer et al., 2000) o la incorporacién de
liposomas con GDNF a nivel del tracto espinal
que deriva en una recuperacién parcial del cre-
cimiento axonal (Lu et al., 2002). La diferencia
en la efectividad de las diferentes neurotrofinas se
puede explicar a partir de los diferentes niveles de
densidad de los receptores correspondientes para
los factores neurotréficos en las neuronas lesiones
en la médula espinal (Markus et al., 2002; Schwab
etal., 2006), como también, la concentracién 6p-
tima del factor neurotréfico para el eficaz creci-
miento axonal. Actualmente, se sabe que estd te-
rapia por si sola es insuficiente debido a que no es
capaz de contrarrestar el efecto inhibidor del en-
torno de la zona de lesién. Por lo tanto, los experi-
mentos apuestan a la combinacién con moléculas
capaces de bloquear los inhibidores presentes en la
cicatriz meningo-glial.

Factores de potenciaciéon de la ca-

. . . Vé
pacidad regenerativa intrinseca
neuronal.

Una forma de abordaje para reducir el efecto
de las moléculas inhibitorias es alterando el estado
de crecimiento intrinseco de las neuronas adultas
para que ya no respondan ante estos inhibidores.
Se ha indicado, por ejemplo, que el efecto de las
neurotrofinas permite el crecimiento de neuritas
en mielina (Song et al., 1998) tiene por efecto un
aumento de los niveles intracelulares de AMPc,
que a su vez, conducen la activacién de PKA que
activa rio abajo a CREB vy la regulacién de la ex-
presion de Arginasa I (Argl) pareciera ser esencial
para el bloqueo del efecto inhibitorio de la mielina
y MAG (Gao et al., 2003; Neumann et al., 2002).
Esta via puede ser reforzada de muchas maneras
llevando todas al bloqueo de la inhibicién indu-
cida por mielina, ya sea: (i) elevacién de los nive-
les de AMPc mediante neurotrofinas o forskolina
(Song et al., 1998); (ii) la utilizacién de rolipram
que es un inhibidor de la enzima fosfodiesterasa
4 que es capaz de degradar el AMPc aumentando
su concentracién intracelular (Costa et al., 2013;
Nikulina et al., 2004); (iii) administracién de do-
sis tinica de dibutril AMPc (db-AMPc) que es un
andlogo del AMPc (Neumann et al., 2002) y (iv)
la utilizacién de adenovirus que expresen CREB
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activado.

Paralelamente, diversos estudios indican que
la manipulacién del estado de la actividad de las
Rho GTPasas puede modular el colapso del cono
de crecimiento. En primer lugar, la introduccién
de Rac in vitro es capaz de bloquear el colapso
del crecimiento en respuesta de Sema 3A (Jin and
Strittmatter, 1997) y mielina (Kuhn et al., 1999).
En segundo lugar, el bloqueo in vivo de RhoA me-
diante los inhibidores Y27623 (Chan et al., 2005)
y TAT-C3, una transferasa bacteriana (Jalink et
al., 1994), promueve la inhibicién de ROCK y el
crecimiento de neuritas, in vitro, como in vivo en
presencia de sustratos inhibitorios (Jin and Stritt-
matter, 1997; Winton et al., 2002).

Bloqueo de moléculas inhibitorias
de la regeneracién neuronal.

Bloqueo inhibitorio en Proteinas Inhibitorias

de la Mielina (MAIs).

Se han utilizado ratones modificados KO para
Nogo-A y se observaron tres resultados diferentes
que van desde regeneracién robusta (Simonen et
al., 2003), regeneracién sugerente (Dimou et al.,
20006) hasta la no presencia de regeneracién (Lee
etal., 2009). Esta observacién dio lugar a una gran
controversia en relacién al papel de NogoA en la
regeneracién axonal. Los animales KO para MAG
no demuestran regeneracién mejorada (Bartsch et
al., 1995), mientras que los resultados KO para
OMgp son controversiales (Ji et al., 2008a). To-
dos estos resultados plantearon la cuestionante de
si alguna de las MAIs (Nogo-A, MAG, OMgp)
por si sola es un inhibidor significativo para la
regeneracién axonal. Por ello, quizds un bloqueo
simultdneo de las tres podria promover una rege-
neracién consistente. Estd hipétesis del triple KO
para las MAIs fue generada por Cafferty y cols.
observando una mejora significativa de la regene-
racién axonal en el CST y una mejora del apa-
rato locomotor después de la lesién en el triple
mutante en comparacién con la cepa control o
el KO-Nogo (Cafferty et al., 2010). Este resulta-
do indica un posible efecto sinérgico de las tres
MAIs, no obstante, Lee y cols. no encontraron
ninguna mejora significativa después de una le-
sién en un modelo similar de hemiseccién de mé-
dula espinal utilizando el mismo modelo de triple

KO (Lee et al., 2010). Ademds, ratones KO para



Nogo-A muestran una mejora en el crecimiento
regenerativo in vivo, que es menos pronunciada
que los tratamientos basados en anticuerpos que
son capaces de neutralizar el efecto inhibitorio de
Nogo-A (Kempf et al., 2013). No obstante, se ha
observado que estd inhibicién residual compen-
satoria en ratones KO para Nogo-A pudiese estar
asociada a un aumento de la expresion otras mo-
léculas inhibitorias del crecimiento axonal en el
CNS, como el caso de moléculas de guia axonal
(p-e efrina3) (Kempfetal., 2013), siendo un indi-
cativo que la presencia de mecanismos compensa-
torios podrian ser capaces de explicar el aumento
de la inhibicién residual para los ratones KO para
las diversas MALs.

Se han desarrollado varias terapias tomando
como diana estos inhibidores del crecimiento axo-
nal, por ejemplo, se generaron anticuerpos contra
los componentes inhibitorios de la mielina, como
el caso IN-1, que es capaz de reconocer el domi-
nio N-terminal de Nogo-A (amino-Nogo) (Fied-
ler et al., 2002; Hu and Strittmatter, 2008) al ¢jer-
cer su efecto inhibitorio al interactuar con ciertas
integrinas (Hu and Strittmatter, 2008) e inducir
sprouting colateral in vivo en algunos axones del
haz corticoespinal en la médula lesionada, ello si,
sin obtencién de regeneracién funcional robusta

(Schnell and Schwab, 1990).

En otros estudios han utilizado péptidos ago-
nistas, como NEP1-40 que consta de los primeros
40 AA del loop de Nogo-66 (sector inhibidor de
Nogo-A) que constituye de dominio de interac-
cién con el complejo Nogo-Receptor. Estos 40
AA tienen la capacidad de unirse a NgR1 pero
no activarlo, por tanto, acttia como un bloquean-
te de Nogo-A, pero no asi para MAG y OMgp
(GrandPre et al., 2002). NEP1-40 promueve el
crecimiento axonal en el tracto corticoespinal
(GrandPre et al., 2002), sin embargo, su efecto re-
generativo no ha podido ser reproducido exitosa-
mente en otros modelos experimentales (Steward
et al., 2008). También, se ha utilizado el ectodo-
minio NgR(310), fragmento soluble de NgR1,
que consiste en los residuos 1-310 de NgR1 que
incluye por completo el segmento LBD, pero que
carece de la regién terminal de NgR1 que es re-
querida para la senalizacién y de la regién de an-
claje GPI del receptor (Fournier et al., 2002). Este
ectodominio ejerce su accién sobre las MAIs y pre-
viene su unién al NgR1 en la superficie neuronal,

y también interactta a lo largo de todo la longi-
tud de NgR1 previniendo su oligomerizacién o la
interaccién con otros componentes del complejo
NgR bloqueando su senalizacién intracelular. Los
estudios in vitro de NgR(Ecto) presentan propie-
dades antagdnicas a las proteinas inhibitorias de la
mielina; de hecho, tras lesién NgR(Ecto) es capaz
de promover sprouting y crecimiento axonal en
fibras de CST y rafe espinal asociado a recupera-
cién funcional. De ello, se debe considerar que ra-
tones KO para NgR1 no presentan regeneracién
del tracto cortiespinal (CST), indicando que tener
por blanco tnico a NgR no es suficiente para pro-
mover una regeneracién robusta (Li et al., 2004a).

Paralelamente, MAG que es capaz de interac-
tuar con los receptores NgR2 y ganglidsidos de
manera dependiente de dcido sidlico (DeBellard
etal., 1996). La enzima neuraminidasa (NANasa)
en estudios in vitro es capaz de liberar los dcidos
sidlicos de la membrana neuronal reduciendo la
inhibicién de MAG (Tang et al., 1997). Sin em-
bargo, la degradacién enzimdtica de un residuo
tan ampliamente utilizado a nivel fisiolégico,
como el 4acido sidlico, es considerado como un
tratamiento demasiado inespecifico para ser con-
siderado como una herramienta terapéutica.

Bloqueo inhibitorio de Condroitin Sulfato
Proteoglicano (CSPG).

El CSPG es sobreexpresado en la cicatriz me-
ninigo-glial, apareciendo en los primeros dias
después de la lesién y persistiendo durante me-
ses (Properzi et al., 2003). La principal estrate-
gia para bloquear el efecto del CSPG ha sido la
aplicacién de la enzima bacteriana condroitinasa
ABC (ChABC) que es capaz de cortar las cadenas
laterales de los carbohidratos asociados al proteo-
glicano (Yamagata et al., 1968) incrementando la
permisividad regenerativa de los axones en lesio-
nes de médula espinal (Zuo et al., 1998). Es mds,
la administracién de la enzima ChABC, inmedia-
tamente después de haber sido lesionada parcial-
mente la médula espinal en ratas, se traduce en
una degradacion de los PGs en la zona de lesién,
permitiendo que los nervios motores de la zona
lesionada pueden regenerar, conllevando a que las
ratas tratadas con ChABC presenten recuperaciéon
motora, aunque diversas funciones sensoriales no
son recuperadas (Bradbury et al., 2002). Sin em-
bargo, la cicatriz meningo-glial no sélo contiene
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moléculas inhibitorias, sino que también actiia
como barrera mecdnica en la difusién de molé-
culas generando que el proceso difusivo se vea
reducido en las zonas con astrocitos hipertréficos
que se encuentren asociados a elevados niveles de

CSPG (Roitbak and Sykova, 1999).
Trasplante celular y biomateriales.

En muchos casos de trauma del CNS, tanto
las neuronas como la glia pierden su funcionali-
dad. El reemplazo celular es un paso vital en este
tipo de lesiones, en donde el sistema no puede re-
emplazar la funcién de las células perdidas (Dent,
2003). Tras la lesion medular se observa pérdida
severa del tejido lesionado y la formacién de cavi-
dades cisticas, que imposibilitan la reconstruccién
tisular. Por ello, es imprescindible generar meca-
nismos terapéuticos que ayuden a la reconstruc-
cién de la organizacién intrinseca del tejido lesio-

nado (Thuret et al., 20006).

El trasplante celular después de SCI tiene va-
rios objetivos: (i) actuar de puente para cavidades
cisticas, (ii) reemplazar células muertas para pro-
porcionar nuevas neuronas o células mielinizantes,
y (iii) para crear un entorno favorable para la re-
cuperacién axonal (Thuret et al., 2006). Con este
fin se han trasplantado diversos tipos celulares: cé-
lulas de la glia envolvente olfatoria (Ramon-Cue-
to and Nieto-Sampedro, 1994; Ramon-Cueto et
al., 1998), células de Schwann (Li and Raisman,
1994; Oudega and Xu, 20006), astrocitos (Wang
et al., 1995), células ependimarias (Kitada et al.,
2001), tanicitos (Prieto et al., 2000), células in-

flamatorias (macréfagos y linfocitos) (Rapalino et
al., 1998) y células madres (Brustle et al., 1999).

Paralelamente, la ingenierfa tisular ha conduci-
do al desarrollo de una amplia gama de biomate-
riales que permiten la sustitucion o reconstruccion
de diversos tejidos. En aplicaciones neuroregenera-
tivas, el disefio debe considerar como pardmetros:
las propiedades mecdnicas equivalentes al tejido
neural, una permeabilidad controlada que permi-
ta la infiltracién de células, la biocompatibilidad,
la porosidad y la esterilizabilidad, y complemen-
tariamente, que permita el anclaje, crecimiento y
diferenciacién celular (Thuret et al., 2006). Es de-
cir, es necesario la presencia de estructuras a modo
de andamios (del inglés, Scaffolds) que permitan
la organizacién del trasplante celular en el tejido
medular.

En general, los biomateriales utilizados en SCI
proporcionan un apoyo estructural pasivo y/o
apoyan el crecimiento activo de los axones lesio-
nados; es mds, algunos materiales son funciona-
lizados mediante secuencias peptidicas biolégica-
mente activas (Straley et al., 2010). Actualmente,
una de las técnicas mds utilizadas en la fabricacién
de materiales biomiméticos para aplicaciones en
neurobiologfa es el electrospinning. Esta técnica
permite obtener fibras, del orden micro/nanomé-
trico, por medio de estiramiento coaxial de una
solucién viscoeldstica procedente de una solucién
polimérica mediante iteracién de cargas eléctricas
(Xie et al., 2010). Asi nuevos biomateriales pro-
porcionan un sustrato fisiolégico para el estudio y
la comprensién de los mecanismos de reparacién

neural en el CNS.

Tipo Dominio interaccién celular
Material Natural Sintético Inherente Funcionalizado
Agarosa X X
Alginato X X
Quitosano X X
Colégeno X b'e X
Fibrina Figura 21. Esquema de los biomate-
riales utilizados en lesiones medu-
Fibronectina . . lares. Los biomateriales utilizados en
lesiones del CNS poseen distintas pro-
Matrigel X X piedades: naturales, sintéticos, funcio-
nalizados y biodegradabilidad como se
PLA/PLGA X X muestran en el cuadro esquemdtico.
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Células de la glia

envolvente olfatoria

Neuroanatomia Olfatoria.

El sistema olfatorio de vertebrados estd com-
puesto por una parte que reside en el PNS, la
mucosa olfatoria, situada en la cavidad nasal y su
tejido diana, el bulbo olfatorio, que se alberga en
el CNS (Barber, 1982). El bulbo olfatorio (OB)
una estructura cilindrica en la parte mds rostral
del cerebro cuya superficie ventral se encuentra
apoyada sobre la ldmina cribosa del etmoides. Este
drgano constituye la primera estacién sindptica de
la via olfatoria. El OB recibe informacién aferente
a partir de una zona bien delimitada de la cavidad
nasal: el epitelio olfatorio (OE) y el érgano vome-
ronasal. La parte del bulbo olfatorio que recibe las
aferencias provenientes del epitelio olfatorio cons-
tituyen el OB principal y la que recibe aferencias
del 6rgano vomeronasal constituye el OB acceso-

rio (Eisthen, 1997).

La via olfatoria, como caso excepcional en el
sistema nervioso central, se caracteriza por tener la
capacidad de regenerar continuamente las neuro-
nas sensoriales olfatorias (ORN) en la periferia de
la mucosa olfatoria, no sélo en etapas tempranas
del desarrollo sino que también a lo largo de la
toda la vida (Brann and Firestein, 2014). Diversos
estudios cldsicos utilizando marcaje con timidina
tritiada y andlisis cuantitativo han demostrado
que las ORNSs poseen una vida media corta, per-
maneciendo en el epitelio olfatorio durante apro-
ximadamente 30 dias, sin embargo, recientes estu-
dios indican que pueden sobrevivir durante meses
(Graziadei and Graziadei, 1979b; Mackay-Sim
and Kittel, 1991) siendo estas sustituidas por nue-
vas neuronas continuamente a lo largo de la vida
adulta a partir de células madres que se encuen-
tran en la mucosa del epitelio olfatorio. Indepen-
dientemente de la causa de la muerte, los axones
de las nuevas neuronas olfatorias tienen que crecer
en la direccidn correcta, y extenderse a través del
epitelio olfatorio (en el PNS), atravesar la limina
cribosa del etmoides, entrar en el OB (en el CNS)

atravesando la glia limitante y hacer sinapsis con
las dendritas de las segundas neuronas de la via
olfatoria y restablecer la conductividad (Doucette,
1991; Fraher, 2000). El sistema olfativo se renue-
va toda la vida en el sistema nervioso adulto ello
debido a la presencia de células que acompanan y
envuelven a estos axones en todo su recorrido, las
células de la glia envolvente olfatoria (OECs), por
ello, este tipo glial es crucial para la supervivencia
y el crecimiento de las ORNs (Chuah and Zheng,
1992). Las OEC:s se localizan tanto en el sistema
nervioso central (CNS), distribuidas en las dos ca-
pas mds externas del bulbo olfatorio, como en el
sistema nervioso periférico (PNS), a lo largo del
trayecto de la via olfatoria, desde la mucosa olfato-
ria hasta el bulbo olfatorio (Doucette, 1984), por
lo tanto, los axones olfatorios estdn en constante
contacto con las OECs durante casi toda su ruta
hacia el bulbo olfatorio.

Los axones de las ORNSs salen desde el epi-
telio olfatorio en direcciéon la ldmina propia, a
este nivel anatémico, las OECs son capaces de
envolver dichos axones, en fasciculos no mieli-
nizados (0,1-0,7 pm. de didmetro en mamiferos)
y acompanarlos a través de la ldmina propia, la
placa cribosa y llevarlos hasta su destino final en
el OB (Boyd et al., 2005). Las OEC:s se asocian a
estos fasciculos axonales extendiendo procesos ci-
toplasmadticos laminares alrededores de estos gru-
pos fasciculares que se organizan en estructuras,
de tipo-ttnel, que ayuda en la elongacién axonal
durante la transicién entre el CNS-PNS (Nedelec
et al., 2005). Una vez en el CNS, los axones son
desfasciculados, re-clasificados, y posteriormente,
refasciculados para que los axones que expresen
el mismo receptor odorante se reagrupen, y por
convergencia topogréfica sean capaces de asociar-
se a estructuras esférica denominadas glomérulos
donde hacen sinapsis con neuronas de segun-
do orden (células mitrales y células en penacho)
(Mombaerts et al., 1996). De hecho, una vez en
el OB, las OECs son capaces de interactuar con
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Figura 22. Diagrama esquemdtico del sistema olfatorio de rata adulta. Células de la glia envolvente olfatoria (OECs)
envuelven los axones de los receptores olfatorios a lo largo de su recorrido a través de la ldmina propia en el Sistema Ner-
vioso Periférico. Las neuronas olfatorias son acompanadas por las OECs al cruzar la placa cribosa del crdneo hasta llegar al
bulbo olfatorio en el Sistema Nervioso Central. From Vincent et al. 2005.

astrocitos, a nivel del CNS, ayudando a dirigir los
axones hasta su diana sindptica (Doucette, 1984).
Asi es como, las OECs permiten la elongacién de
los nuevos axones de los receptores olfatorios des-
de el PNS hasta el CNS debido a que son capaces
de promover la fasciculacién de los axones olfato-
rios durante su recorrido hacia el BO, y también,
evitar el contacto con factores inhibitorios propios
del sistema nervioso central que, de otra forma,
restringirfan el crecimiento axonal (Barber, 1982;
Doucette, 1990; Zurn et al., 1988).

Desarrollo y morfofisiologia de las

OECs.

Diversos reportes han proporcionado pruebas
convincentes del origen a partir de las cresta neu-
ral de las OECs (Barraud et al., 2010; Forni and
Wray, 2012). Barraud y cols. usando elaboracién
de mapas de destino en pollo y trazado de linaje
en ratones, demostraron que las OECs se originan
de la cresta neural y que comparten herencia co-
mun en su desarrollo con las células de Schwann
(Barraud et al., 2010), explicando asi ciertas simi-
litudes morfoldgicas y antigénicas entre las células
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de Schwann y las OECs.

Las OEC:s fueron descritas por Blanes (Blanes,
1898) y se caracterizan por que pueden coexistir
en el PNS y CNS lo cual ha dificultado su defi-
nicién como glia central o periférica (Doucette,
1984). Estas células se consideran tnicas, pues-
to que poseen caracteristicas fenotipicas que las
diferencian del resto de tipos de células gliales
(Ramon-Cueto and Valverde, 1995). Las OECs
tanto en los nervios olfatorios periféricos como en
la capa nerviosa olfatoria del bulbo olfatorio, ex-
presan diferentes antigenos que pueden detectarse
mediante técnicas moleculares. Sin embargo, se
ha visto que la expresién de estos antigenos no
es constante ni regular y que depende de la etapa
del desarrollo de las células y de su localizacién
(Franssen et al., 2007).

Varios estudios han informado que existen
distintas subpoblaciones de OECs en el sistema
olfativo, en base a su morfologfa, distribucién to-
pografica, arquitectura del citoesqueleto y expre-
sidén antigénica y/o génica (Guerout et al., 2010;
Windus et al., 2010). Actualmente, no existe un
marcador universal para las OECs, pero se ha



observado que son capaces de expresar marcado-
res tanto centrales: GFAP (Barber and Lindsay,
1982), como periféricos: S-100 y p75 (Chuah
and Au, 1993; Ramon-Cueto et al., 1993). Mor-
folégicamente, se han descrito 2 subpoblaciones:
las OECs tipo-Schwann (sOECs) con morfolo-
gia fusiforme bipolar y las OECs tipo-Astrocito
(aOECs) con morfologia estrellada planar (Fran-
ceschini and Barnett, 1996; Kumar et al., 2005).
La existencia de estas subpoblaciones de OECs
se ha determinado tanto in vitro, como in vivo
(Pixley, 1992). Se ha demostrado una elevada
plasticidad morfolégica de las OECs (van den
Pol and Santarelli, 2003) mediante experimen-
tos de microscopia en tiempo real al observarse
transformacién espontdnea de un subtipo a otro
(Huang et al., 2008). Es mis, se ha indicado que
su morfologfa podria ser fuertemente dependien-
te del medio de cultivo (Higginson and Barnett,
2011). Esto indica que las OECs poseen fenotipo
funcional altamente maleable. De hecho, sOECs
se ha demostrado pueden migrar 3 veces mds que
las aOECs (Huang et al., 2008) de manera que
la morfologia podria reflejar estados funcionales
diferentes.

Se ha descrito que las subpoblaciones de OECs
presentan diferentes propiedades migratorias
(Huang et al., 2008; Kumar et al., 2005). De he-
cho, sOECs presentan caracteristicas morfoldgi-
cas bipolares con un extremo de avance, con un
lamelipodio estructurado y filopodios altamente
dindmicos que se extienden en la direccién del
desplazamiento celular, mientras que el extremo
posterior, en direccién opuesta, presenta procesos
de membrana poco dindmicos. Asi, a medida que
la célula avanza se observa translocacién nuclear,
de forma simultdnea, y retraccién del extremo
posterior (Huang et al., 2008). En cambio, las
aOEC:s presentan morfologia aplanada, sin expre-
sién de extremos anteroposterior definidos, que se
visualiza como una estructura celular no fusifor-
me cuya dindmica migratoria se basa en un gran
lamelipodio exploratorio (Huang et al., 2008).

Sin embargo, se ha observado que la migra-
cién de las OECs presenta también una alta di-
ndmica de movimientos lamelipodiales laterales
a lo largo del cuerpo celular durante el proceso
migratorio (Windus et al., 2007). Estas ondula-
ciones lamelipodiales laterales inducirian el con-
tacto célula-célula, considerando el hecho que las

OECs migran en estrecho contacto entre si, como
también con los axones olfatorios (Chehrehasa
et al., 2010; Windus et al., 2007) conllevando a
que el proceso migratorio podria ser inducido por
contacto (Windus et al., 2007).

Potencial Regenerativo.

En contraste con la neurogénesis y el vigoroso
crecimiento axonal que se produce después de una
lesién del sistema olfatorio primario, las lesiones
del CNS y en particular, la médula espinal, los
efectos son la pérdida irrevocable de la conecti-
vidad neuronal. En el sistema olfatorio un factor
importante que determina su potencial regenera-
tivo es la presencia de las OECs. Diversos estudios
indican el alto potencial regenerativo de las OECs
en lesiones del CNS (Garcia-Alias et al., 2004; Li
et al., 1997; Moreno-Flores et al., 2006; Navarro
et al., 1999; Ramer et al., 2004a; Ramon-Cue-
to and Nieto-Sampedro, 1994; Ruitenberg et
al., 2002). No obstante, el mecanismo molecular
exacto por el cual las células de la glia envolvente
olfatoria favorecen el crecimiento axonal es una
interrogante por el momento. Se han postula di-
versas hipétesis sobre el mecanismo implicado en
la respuesta regenerativa pudiendo ser debido:

i) La elevada expresion de diversos factores solubles
secretados por las OECs, que incluyen: los facto-
res neurotréficos: NGE BDNE NT3/4, CNTE
GDNF y NTN (Boruch et al., 2001; Lipson et
al., 2003; Woodhall et al., 2001); y los factores de
crecimiento: FGF-1, IGE LIE PDGF y péptido
Y (Bauer et al., 2003; Key et al., 1996; Kott et
al., 1994) que son capaces de promover la super-
vivencia neuronal cuando son trasplantadas des-
pués de una lesién del CNS. Diversos estudios in
vitro exponen el efecto promotor de las OECs del
crecimiento axonal, ya sea en co-cultivos de neu-
ronas olfatorias y glia envolvente olfatoria en que
se observa mayor elongacién axonal en presencia
de las OECs por sobre los controles (Kafitz and
Greer, 1999) o en cultivos neuronales con medios
condicionados obtenidos a partir de las OECs que
inducen el crecimiento de neuritas en cultivos pri-
marios y/o el crecimiento de fibras adrenérgicas

(Au et al., 2007).

ii) La formacién de una estructura aislante, sus-
trato fisico, capaz de generar un tubo envolven-
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te alrededor de los axones y evitar su exposicién
frente a las moléculas inhibitorias de la zona de
lesién (Graziadei and Graziadei, 1979a; Li et al,,
2005), como también al ser capaces de entremez-
clarse con otros tipos gliales (p.e. astrocitos reac-
tivos) (Boruch et al., 2001; Ramon-Cueto et al.,
1993). Las OECs en contraste a otras células glia-
les, como las células de Schwann, no son capaces
de mielinizar los axones sino que en su lugar son
capaces de envolver numerosos paquetes axona-
les desmielinizados (Doucette, 1990) y expresar
una serie de diversas moléculas extracelulares,
que incluyen: laminina, hepardn sulfato proteo-
glicano, fibronectina, coldgeno IV, como también
moléculas de adhesién células, que incluyen: L1 y
N-CAM (Franceschini and Barnett, 1996; Liesi,
1985; Tisay and Key, 1999) que se encuentran in-
volucradas en el crecimiento axonal. Es probable
que la actividad promotora de crecimiento axonal
dependa de la capacidad de las OECs de conser-
var un balance relativo entre factores atractivos y
repulsivos durante la elongacién axonal. Por un
lado, las OECs producen moléculas extracelula-
res de tipo atrayentes e inductores del crecimien-
to axonal (p.e. laminina, HSPG), paralelamente,
son capaces de responder de manera dindmica a
la composicién extracelular inhibitoria permitien-
do delimitar una via conductiva especifica para el
crecimiento axonal (Giger et al., 1998; Key et al.,
1996; Treloar et al., 1996). Asi es como, la com-
binacién de estas caracteristicas, conjuntamente,
a otras caracteristicas desconocidas serfan las pro-
piedades de las OECs que le permitirian promo-
ver la regeneracién axonal.

De manera complementaria, las propiedades
regenerativas de las OECs han sido asociadas a la
capacidad migratoria de las OECs que se correla-
ciona con la distribucién y dindmica de citoesque-
leto pudiendo estd capacidad migratoria ser mo-
dulado por diversos componentes extracelulares
(Gudino-Cabrera et al., 2000; Nieto-Sampedro,
2003). Sin embargo, a pesar de que se establece
ficilmente que las OECs migran desde el epite-
lio nasal para poblar el nervio olfatorio, se conoce
muy poco acerca de la regulacién del proceso mi-
gratorio de las OECs. Hasta la fecha, se han iden-
tificado s6lo unos pocos factores que han sido des-
critos como capaces de modular funcionalmente
la migracién de las OECs, que incluyen: GDNE
Nogo-66 y slit-2 (Cao et al., 2006; Huang et al.,
2011; Su et al., 2007). Nogo-66 vy slit-2 son capa-
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ces de disminuir significativamente la tasa migra-
toria de las OECs, mientras que GDNF es mo-
dulador positivo en la dindmica migratoria de las
OECs (Ekberg et al., 2012), como también se ha
identificado que la molécula de matriz extracelu-
lar: fibulina-3 (Vukovic et al., 2009) como modu-
lador migratorio de las OECs.

Las propiedades migratorias de las OECs no se
han podido identificar ni caracterizar por comple-
to tras su implante en la médula espinal lesionada
(Lee et al., 2004), no obstante, se han reporta-
do estudios de resonancia magnética utilizando
andlisis de seguimiento celular las OECs presen-
tan limitada capacidad migratoria en la médula
espinal lesionada, es mds, se ha indicado que las
OECs trasplantadas migran preferentemente en
la direccién opuesta al sector diana de regenera-
cién fallando asi que se promueva la regeneracién
axonal (Gudino-Cabrera et al., 2000), como tam-
bién se ha descrito que las OECs disminuyen su
potencial migratorio en la médula espinal lesio-
nada en comparacién con los controles (Deng et
al., 2006). De hecho, las OECs trasplantadas a la
médula espinal deben ser trasplantadas en los 2
sitio de lesién, pero no muy lejos de la lesién para
mejorar su eficiencia (Pearse et al., 2007).

Las OECs son consideradas importantes re-
guladores del crecimiento y guiado axonal, exis-
tiendo un correlato entre su dindmica migratoria
y sus propiedades regenerativas (Chehrehasa et
al., 2010). Por ello, la caracterizacién y compren-
sién de las propiedades migratorias de las OECs
es importantisima para la determinacién de sus
propiedades regenerativas in vivo. Asi es como,
distintos grupos de investigacién han comenzado
a estudiar las propiedades migratorias intrinsecas
de las OECs con el fin de mejorar su eficiencia
tras el trasplante.

Trasplante de glia envolvente olfa-
toria

En muchos casos de trauma del CNS, tanto
las neuronas como las glias se pierden, siendo el
reemplazo celular un paso vital en este tipo de le-
siones, en donde el sistema no puede reemplazar
la funcién de las células pérdidas. Por ello, una de
las estrategias experimentales para la regeneracién
de las neuronas de la médula espinal consiste en



modificar su entorno celular, introduciendo en la
zona dafnada células que son capaces de crear un
entorno favorable para la regeneracién axonal.

La glia envolvente olfatoria es un ejemplo pro-
metedor de terapia celular en lesiones del CNS
(Raisman, 2003). Las OECs tienen ventajas com-
parativas con respecto a otros tipos celulares al lo-
grar integrarse de manera satisfactoria a la cicatriz
meningo-glial y al ser capaces de liberar una serie
de factores tréficos que promueven la regenera-
cién neural. Las OECs se pueden obtener a partir
de animales adultos, por lo que el mismo animal
puede ser su propio donante (Feron et al., 2005),
ello es una ventaja importante debido a que los
trasplantes autélogos eliminan el riesgo de rechazo
tisular, el uso de inmunosupresores durante toda
la vida y los dilemas éticos asociados al trasplante
de células embrionarias o fetales.

En general, se han notificado cinco efectos be-
neficiosos de las OECs que son capaces de promo-
ver la recuperacién funcional: (i) la estimulacién
de crecimiento axonal; (ii) la preservacion tisular y
axonal; (iii) la capacidad de las OECs para migrar
a través de la cicatriz glial; (iv) la promocién de la
angiogénesis; y (v) la formacién de un tubo en-
volvente que permite el aislamiento de los axones

(Roet and Verhaagen, 2014).

Las OECs se pueden obtener tanto a partir de
las capas superficiales del bulbo olfatorio (OEC-
OB) (Ramon-Cueto and Nieto-Sampedro, 1992;
Ramon-Cueto et al., 1993), como del epitelio
nasal (OEC-OE) (Ramer et al., 2004a). Rubio

Crecimiento axonal 6?

Preservacién tisular ~
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y cols. indica que las OECs bulbares son mejor
fuente de extraccién (Rubio et al., 2008) ya que
son capaces de migrar de manera mds efectiva en
la médula espinal lesionada y promover la rege-
neracion (Lopez-Vales et al., 2006; Ramon-Cue-
to et al., 1998; Verdu et al., 2003), mientras que
las de la mucosa no exhiben estos resultados (Lu
et al., 2006a). Comparativamente, el OB es un
tejido mucho mds aséptico que OE, con lo cual
se disminuyen el riesgo de infecciones durante el
trasplante; a ello se adiciona que el epitelio na-
sal presenta mayor dificultad en la eliminacién
de células de Schwann, considerando que éstas
ocasionan mayor reactividad en astrocitos que las
OECS, y con ello, mayor expresién de moléculas
inhibitorias (Lakatos et al., 2000). Sin embargo, a
pesar de ello diversos estudios demuestran efectos
negativos en las OEC-OB y efectos beneficiosos
por parte de las OEC-OE en la reparacién de la
médula espinal (Takami et al., 2002).

Ramén y Cueto y cols. fueron los pioneros en
demostrar los efectos beneficiosos del trasplan-
te de las OECs después de SCI (Ramon-Cueto
and Nieto-Sampedro, 1994; Ramon-Cueto et al.,
1998). La mayoria de los estudios asociados a las
OECs muestran efectos positivos de las OECS
en la regeneracién y la recuperaciéon axonal. Sin
embargo, hay un niimero significativo de estudios
que contradicen estos resultados exponiendo los
efectos beneficiosos de las OECs bastante limita-
dos. Por lo tanto, los efectos de la regeneracién de
las OECs después de su trasplante en la médula
lesionada deben ser comprendidos para determi-
nar el porque de su variabilidad terapéutica (Li

Angiogénesis

Migracién

Figura 23. Efectos
promotores de la neu-
roregeneracién de las
OECGCs. Se han reportado
5 efectos promotores de
la recuperacién funcio-
nal de las OECs tras el
trasplante en una médu-
la espinal lesionada que
se presentan en el cua-
dro esquemitico. From
Franssen et al. 2007.

Accién envolvente
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and Lepski, 2013).

Desde entonces, las OECs son utilizadas como
estrategia terapéutica en la reparacién axonal en
diversos modelos animales de SCI, no obstante,
las investigaciones han conducido a resultados va-
riables. Existe una serie de razones técnicas y dife-
rencias bioldgicas que complican la interpretacion
de los resultados del trasplante de las OECs, entre
ellas: la fuente de las OECs (lamina propia / bul-
bo olfatorio); la edad de los animales de los que se
obtienen las células, el método de cultivo (purifi-
cacién, adicién de mitégenos, tiempo de cultivo,
células frescas/congeladas) y la estrategia de tras-
plante (células individuales, asociadas a matriz,
fase de aplicacién: aguda / crénica, tracto axonal
asociado) (Harvey and Plant, 20006).

Algunos estudios han modificado genética-
mente las células de la glia envolvente olfatoria
para que expresen factores neurotréficos para
promover la regeneracién neuronal (Cao et al.,
2006; Ruitenberg et al., 2005). Los factores neu-
rotréficos han sido estudiados ampliamente como
mediadores criticos en la supervivencia neuronal y
en el crecimiento axonal durante el desarrollo te-
niendo efectos beneficiosos en la proteccién neu-
ronal y reparacién del CNS ya bien documenta-
dos (Jones et al., 2001). Los trasplantes de OECs
modificadas genéticamente son capaces de pro-
mover la regeneracién axonal (Cao et al., 2006;
Ruitenberg et al., 2005), y son comparativamen-
te ventajosos por sobre otros tipos celulares que
no son de origen neural que pueden adquirir un
comportamiento tumorigénico (p.e. fibroblastos),
ademds, de poder integrarse de buena manera a
la cicatriz meningo-glial (Lakatos et al., 2000).
Considerando, que la viabilidad de las OECs
modificadas genéticamente trasplantadas en mé-
dulas no lesionada y lesionadas ha sido descrita
por diversos autores (Ruitenberg et al., 2002), la
generacién de OECs modificadas genéticamen-
te, mediante vectores virales, capaces de secretar
factores que promuevan la regeneracién axonal en
el CNS puede ser una estrategia interesante para
la recuperacién de lesiones de la médula espinal
(Blits et al., 2002; Ruitenberg et al., 2002). Por
ejemplo, GDNF-OEC:s son capaces de sobrevivir
y expresar el gen fordneo cuando son implantadas
en las médulas lesionadas siendo son capaces de
estimular un aumento de la regeneracién de los
axones CST o rubroespinales a lo largo de la zona
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de la transeccién, en ratas adultas, en compara-
cién las OECs no modificadas, como también se
observa recuperacion funcional estadisticamente
significativa con respecto a los controles (Cao et
al., 2006) mientras que NT3-OECs son capaces
de sobrevivir y producir el factor neurotréfico, y
asi promover una recuperacién locomotora fun-
cional, de significancia estadistica, al ser implan-
tadas en médulas espinales lesionadas de ratas (Ma
etal., 2010; Ruitenberg et al., 2005).

Actualmente, se busca potenciar el potencial
regenerativo de las OECs en combinacién de
otros tratamientos, por ejemplo: (i) terapia génica
para obtener liberacién local y contintia de facto-
res que mejoren el crecimiento axonal; (ii) facto-
res neutralizantes de la sefial inhibitoria presentes
en el entorno lesionado y (iii) biomateriales que
permitan un direccionamiento guiado y un mejor
soporte estructural en la zona de lesion.
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La utilizacién de las OECs es una de las estrategias celulares mds prometedoras de recuperacién del
SNC lesionado, no obstante, sus propiedades migratorias cuyo rol es crucial en el proceso regenerativo
atin no han sido determinado en detalle hasta la fecha. Como se ha indicado antes en regiones adyacen-
tes a la zona de lesién contienen moléculas inhibitorias, tales como: mielina y proteoglicanos durante
largos periodos de tiempo y que son capaces de inhibir la capacidad de migracién de las OECs (véase

introduccién).

Por esta razén el objetivo principal de estd Tesis Doctoral es la confeccion de un estudio de las propie-
dades migratorias de las OECs en condiciones miméticas de lesién medular, como a su vez, la utilizacién
de herramientas nanobiotecnoldgicas para la comprensién de modelos neurobiolégicos. Los principales

objetivos de estd Tesis estdn desarrollados en 2 médulos :
Modulacién de las propiedades migratorias de las OECs.

I. Caracterizar la linea celular TEG3 para estudiar si expresan la maquinaria molecular requerida para
transducir el efecto inhibitorio de las MAIs.

I1. Examinar el efecto de las MAIs sobre las TEG3 en el proceso de migracién mediante la utilizacion
de técnicas de seguimiento celular (cell tracking), microscopia de fuerza de traccién (traction force mi-
croscopy) e inmunohistoquimica.

III. Examinar el efecto de OMgp y CSPG sobre el proceso de migracién celular mediante técnicas de
videomicroscopia en tiempo real, microscopia electrénica, microscopia de fuerza de traccién e inmuno-
histoquimica.

IV. La generacién y caracterizacién de una linea celular de TEG3 capaz de liberar el ectodominio NgR1
hacia el medio extracelular.

V. La confeccién y caracterizacién de biomateriales capaces de favorecer el proceso migratorio de las

TEG3.
Sistema microfluidico para andlisis funcional de unién neuromuscular.

VI. Confeccién de un sistema de microfluidica para la generacién de un modelo 7z vitro de unién neu-

romuscular.
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Capitulo I

Myelin-associated proteins block the migration of olfactory
ensheathing cells: an in vitro study using single-cell tracking and
traction force microscopy.

uthors: Nocentini Sara*, Reginensi Diego*, Garcia Simén, Carulla Patricia, Moreno-Flores Maria
Authors: Nocentini Sara*, Reginensi Diego*, Garcia Simén, Carulla Patricia, Moreno-Flores Marf

Teresa, Wandosell Francisco, Trepat Xavier, Bribian Ana, del Rio José Antonio.
* Nocentini ,Sara and Reginensi, Diego contributed equally to this study

Published in: Cellular and Molecular Life Sciences. 2012 May;69(10):1689-703.

RESUMEN:

La implantacién de OECs ha surgido como terapia prometedora para lesiones a la medula espinal.
Pero las propiedades regenerativas de estas células parecen depender de la presencia de un sustrato per-
misivo para la migracién celular. Los datos de otros estudios demuestran que las OECs migran menores
distancias una vez trasplantadas en la médula espinal lesionada respecto a medula espinal no lesionada.
Esto sugiere que los inhibidores asociados a mielina (MAls), que se sobre-expresan después de una
lesién, podrian estar modulando la capacitad migracion de las OECs. Por lo tanto, en nuestro estudio
hemos examinado el efecto de los MAIs sobre la linea clonal de OECs de rata, TEG3. Hemos demos-
trado que estas células expresan todos los componentes del complejo receptor NgR y que este complejo
es activo. De hecho, en respuesta a estimulos agudos de mielina se puede observar un aumento de ac-
tivacién de RhoA y de fosforilacién de ERK1-2 en las TEG3. En presencia de mielina como substrato
la capacitad migratoria del las OECs es reducida. Esta diminucién de capacitad migratoria cérrela con
una reduccién en fuerza de traccidn ejercida por la célula sobre el substrato, una reduccién en niimero
de contactos focales y con la redistribucién del citoesqueleto de F-actina. Por tltimo, observamos que la
incubacién de las TEG3s cultivadas sobre mielina, con el péptido NEP-40, que bloquea NgR1, puede
restaurar parcialmente las propiedades enumeradas precedentemente. Estos datos nos sugirieron que,
para mejorar las propiedades migratorias del las OECs después de trasplante en lesion espinal, es nece-

saria una estrategia que tenga en cuenta los efectos inhibitorios de los MAIs sobre estas células.
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Abstract Newly generated olfactory receptor axons grow
from the peripheral to the central nervous system aided by
olfactory ensheathing cells (OECs). Thus, OEC transplan-
tation has emerged as a promising therapy for spinal cord
injuries and for other neural diseases. However, these cells
do not present a uniform population, but instead a func-
tionally heterogeneous population that exhibits a variety of
responses including adhesion, repulsion, and crossover
during cell—cell and cell-matrix interactions. Some studies
report that the migratory properties of OECs are
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compromised by inhibitory molecules and potentiated by
chemical gradients. Here, we demonstrated that rodent
OECs express all the components of the Nogo receptor
complex and that their migration is blocked by myelin.
Next, we used cell tracking and traction force microscopy
to analyze OEC migration and its mechanical properties
over myelin. Our data relate the decrease of traction force
of OEC with lower migratory capacity over myelin, which
correlates with changes in the F-actin cytoskeleton and
focal adhesion distribution. Lastly, OEC traction force and
migratory capacity is enhanced after cell incubation with
the Nogo receptor inhibitor NEP1-40.
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Introduction

The olfactory system in the adult nervous system is
renewed throughout life with the help of olfactory
ensheathing cells (OECs). The elongation of newly
generated olfactory receptor axons between the peripheral
and central nervous system may be largely attributed to
the properties of OECs. They ensheath and guide the
axons of olfactory neurons that extend from the olfactory
epithelium to the olfactory bulb [1-3]. Given their axon
growth-promoting properties, natural or genetically
modified OECs have been studied extensively, and they
have been transplanted into the injured spinal cord to
promote axonal regeneration [4—12]. Thus, OEC trans-
plantation has emerged as a promising therapy for spinal
cord injuries and other neural diseases [13—17]. Some
OEC subpopulations have been identified in the olfactory
system on the basis of their topographical distribution,
intracellular cytoskeletal distribution, regenerative prop-
erties, and antigenic or gene expression profiles [18-24].
In fact, from a morphological point of view, two popu-
lations of OECs have been described in vitro and in
vivo: Schwann cell-like OECs (SOECs), with fusiform
bipolar form; and astrocyte-like OECs (aOECs), with a
more flattened structure [25, 26]. However, the mor-
phology of cultured OECs is strongly dependent on the
culture conditions [21, 27, 28]. They transform from a
fusiform to a flat-sheet shape spontaneously [29], and
both sOECs and aOECs are likely to represent different
morphologies of this motile and mitotic cell (see [30] for
example).

Although they are useful for spinal cord repair, dif-
ferent OECs migratory properties have been reported
after transplantation in lesioned central nervous system
(CNS) [31, 32]. Indeed, Lee et al. determined by mag-
netic resonance tracking that OECs showed limited
migration in injured spinal cord [33]. This was also
reported in other studies using different techniques (e.g.,
[12], [34-38] among others). These results suggest that
migration of OECs is modulated by specific interactions
with the inhibitory substrate [39]. Indeed, in the injured
spinal cord, lesioned axons and transplanted cells are
confronted with a changing environment with a huge
variety of growth inhibitory molecules located in the
meningo-glial scar and adjacent spinal cord regions [40,
41]. Among others, the role of myelin-associated inhibi-
tors (MAIs): Nogo-A, the myelin-associated glycoprotein
(MAG) and the oligodendrocyte-myelin glycoprotein
(OMgp) have been extensively studied after spinal cord

@ Springer

lesions [42, 43]. These molecules block axon regeneration
by acting thorough a common receptor: the Nogo
receptor complex. This membrane receptor is formed by
the GPI-anchored protein NgR1 and three putative co-
receptors (p75, TROY, and Lingo-1) [42, 43]. In addition,
new ligands have recently been reported to bind to the
Nogo receptor complex (e.g., leucine-rich, glioma-inacti-
vated (LGI) gene product [44], the B lymphocyte
stimulator (BLyS) [45], members of the fibroblast growth
factor FGF1 and FGF2 [46] and sulfatide [47]). More-
over, new receptors for MAIs have also been described:
gangliosides [48], integrins [49], an NgR1 isoform: the
NgR2 [50], G protein-coupled receptor 50 (GPR50) [51]
and PirB [52].

OEC migration in vitro is modulated by neurotrophins,
such as the glial cell-derived neurotrophic factor (GDNF),
or chemicals such as lysophosphatidic acid (LPA) [53—
55]. In addition, other secreted molecules involved in cell
and axon migration, such as Slit-2, negatively modulate
OEC migration [56]. However, although further studies
are needed, it seems that Slit-2 is not over-expressed after
spinal cord lesion [57], in contrast to Slit-1 and Slit-3
[57], semaphorins [58], Netrin-1 [59], chondroitin sul-
phate proteoglycans [60] and MAIs [61]. OECs show
changes in their intracellular signaling mechanisms
(Cofilin phosphorylation, RhoK activity and changes in
Ca** stores) after Slit-2 treatment [56] that are shown by
other inhibitory molecules [41]. In fact, these observa-
tions raised the notion that OECs may respond to a wide
range of molecules. For MAISs, it has been reported that
Nogo-66 fusion proteins (GST-Nogo-66 and His-Nogo-
66) and Nogo-A enhance the adhesion of OECs, thus
decreasing their migration in vitro [62]. Moreover, OECs
increased its migration after PI-PLC treatment (to remove
GPI-anchored NgR1) and «-NgR antibody treatment in
vitro; or when NgR1-mediated signaling in a spinal cord
lesion model is neutralized by «-NgR antibody infusion
[62]. Taken together, these results indicate that Nogo-
A/NgR signaling impairs OECs migration in vitro as well
as in vivo. However, as indicated above, lesioned regions
of the spinal cord may contain myelin debris as well as
other inhibitors for long periods (more than 2 months in
rodents [63] and years in humans [64]). Thus, in the
present study, we aimed to explore the behavior and the
migratory properties of OECs in the presence of myelin
extracts by using single-cell tracking imaging on micro-
patterned substrates. On the other hand, directed cell
migration requires the spatial and temporal coordination
of cell adhesion and protrusion with the generation of
traction forces at the cell/extra-cellular matrix (ECM)
interface [65]. These traction forces are mainly generated
by the acto-myosin cytoskeleton and transmitted to the
ECM through focal adhesions (FAs) [66—-68]. Thus, we
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also examined the effects of myelin on rodent OEC
migration by traction force microscopy (TFM). First, we
found that OECs express all the molecular machinery
(Nogo receptor complex) required to transduce the
inhibitory effects of MAIs, and that the migratory prop-
erties of OECs were blocked by myelin. Moreover, using
TFM, we quantitatively demonstrate that OECs strongly
decrease their traction stress over myelin, a finding that
correlates with decreased focal contacts and redistribution
of the F-actin cytoskeleton. Finally, we show that incu-
bation of OEC cultures with the Nogo receptor 1 (NgR1)
blocking peptide NEP1-40 [69] partially overcomes
myelin-mediated migratory inhibition, thereby restoring
the traction forces of the cells that correlate with cyto-
skeletal re-organization and re-appearance of focal
contacts.

Materials and methods
Antibodies and biochemical reagents

The following antibodies were used at a dilution of 1:1,000
for Western blotting and/or 1:500 for immunohistochemi-
cal staining, unless otherwise indicated. Lingo-1 and actin
(dilution 1:10,000) were from Millipore (Billerica, MA,
USA). S1008 was purchased from Abcam (Cambridge,
MA, USA) and TROY from R&D System (Minneapolis,
MN, USA). GFAP was from DAKO (Glostrup, Denmark),
p75 was from Promega (Madison, WI, USA). NgR1 was a
gift from Prof. B.L. Tang (Singapore). Tubulin (1:5,000),
vinculin (1:400), phalloidin-alexa594 and DAPI were
purchased from Sigma (St. Louis, MO, USA). ERK phos-
pho-threonine 202/phospho-tyrosine 204 (pERK1-2) was
from Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA).
Total ERK antibody was from Transduction Laboratories
(Lexington, KY, USA). Alexa Fluor 488 goat anti-mouse
and Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit immunoglobulins
were purchased from Molecular Probes (Leiden, Nether-
lands). The goat anti-mouse horseradish peroxidase (HRP)
and rabbit anti-goat-HRP secondary antibodies used in the
Western blots were from DAKO. Goat anti-rabbit-HRP
was supplied by Sigma. Green fluorescent FITC-beads
(0.75 pm &) used to bind myelin were kindly provided by
Dr. A. Homs and Prof. J. Samitier (IBEC, Barcelona). In
addition, the Nogo-66 (1-40) antagonist peptide (NEP1-
40) was purchased from Alpha Diagnostic International
(San Antonio, TX, USA). Myelin was purified from adult
Sprague-Dawley rat CNS, as described [70]. All animal
procedures were performed in accordance with the guide-
lines established by the Spanish Ministry of Science and
Technology and the European Community Council Direc-
tive 86/609 EEC.

TEG3 cultures

The immortalized clonal cell line TEG3, which contains
the SV40 large T antigen stable transfectant of OEG pri-
mary cultures, was prepared from adult rat olfactory bulbs
[71]. Cells were maintained in ME10: DMEM-F12
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10%
bovine calf serum (SAFC Biosciences, Lanexa, VA, USA),
20 pg/ml pituitary extract (Invitrogen), 2 pM forskolin
(Sigma), 1% penicillin—streptomycin and 1% fungizone
(Invitrogen). TEG3 cells between passages 4-8 were used
for the experiments.

Western-blot techniques

Cultured TEG3 cells were collected with a scraper and
homogenized on ice in a buffer containing 150 mM NaCl,
50 mM HEPES, 1 mM ethylene—glycol-tetraacetic acid,
10% glycerol, 1% Triton X-100, and 13 protease inhibitor
cocktail (Roche, Basel, Switzerland). The lysate was clar-
ified by centrifugation at 12,000 x g for 15 min, and the
protein content of soluble fractions was determined using
the Bio-Rad detergent-compatible assay (BCA) (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). Cell extracts (20 pg) were boiled in
Laemmli sample buffer at 100°C for 10 min, subjected to 8
or 15% SDS-PAGE, and electrotransferred to nitrocellu-
lose membranes (Amersham Biosciences, United
Kingdom). Extracts of mouse brain at postnatal day five
were prepared and used as controls (see [70], for technical
details). After transfer, membranes were incubated over-
night with primary antibodies at 4°C. The following day,
they were subsequently incubated with peroxidase-tagged
secondary antibodies, and peroxidase activity was detected
using the ECL-plus kit (Amersham Biosciences). Active
RhoA was determined with a pull-down technique using
the GST-Rhotekin-binding domain, as described previously
[72], following the manufacturer’s instructions (Rho Acti-
vation assay kit BK036, Tebu-Bio Barcelona, Spain).

In vitro experiments and immunocytochemical methods

Glass coverslips (12 mm ) were coated essentially as
described [73]. Briefly, coverslips were precoated with
poly-L-lysine 10 pg/ml dissolved in 0.1 M PBS (pH 7.3)
and then washed. They were then incubated with myelin
(0.01-0.02 pg/ul), heat-inactivated myelin (0.02 pg/pl
heated at 96°C for 1 h) or 0.1 M PBS alone, and then
allowed to dry. Next, the coverslips were washed and
coated with laminin (2 pg/ml, dissolved in 0.1 M PBS) and
washed again with 0.1 M PBS. TEG3 counted cells were
seeded onto substrate-coated coverslips in ME10 medium.
Some of the cells seeded on coverslips containing myelin
were treated with 1 uM NEP1-40 by adding the peptide
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directly to the culture media. Cells were cultured for 20 h
and then the coverslips were fixed in 4% buffered para-
formaldehyde, permeabilized with 0.1% Triton X-100 in
0.1 M PBS, and blocked with 10% normal serum in 0.1 M
PBS. Cells were sequentially incubated overnight with
primary antibodies at 4°C and then with Alexa Fluor-tag-
ged secondary antibodies for 1 h. Cells were rinsed in
0.1 M PBS, stained with 0.1 pM DAPI diluted in 0.1 M
PBS for 10 min, rinsed in 0.1 M PBS, and mounted on
Fluoromount™ (Vector Labs, Burlingame, CA, USA).
Time course of RhoA activation and ERK1-2 phosphory-
lation in TEG3 cells after myelin treatment was carried out
adding myelin (0.02 pg/ul) directly to the cellular media
(ME10) at different times.

Adhesion stripe assays

Stripe assays were carried out as described previously [74—
76]. Briefly, acid-washed coverslips were incubated over-
night with poly-L-lysine (10 pg/ml; Sigma) at 37°C, and
after were rinsed several times with water and then air-
dried. They were then inverted onto a silicon matrix pro-
vided by Dr. J. Jung (Max Planck Institute, Tiibingen,
Germany). Myelin (0.02 pg/pl) or laminin (2 pg/ml;
Sigma) were mixed in 0.1 M PBS and the stripes were
performed. The first protein was injected into the matrix
channels and incubated for 2 h at 37°C. A solution of
fluorescent Alexa 594-conjugated bovine serum albumin
(2% in laminin; Molecular Probes) was then injected into
the channels. After 2 h at 37°C, the channels were rinsed
four times by injecting 0.1 M PBS. TEG3 cells were placed
on the stripes and cultured for 24 h as indicated above.
Stripe-functionalized coverslips were then fixed with 4%
buffered paraformaldehyde for 10 min before DAPI stain-
ing, mounted in mounted on Fluoromount™ and photo-
documented in an Olympus BX61 fluorescence microscope.

Time-lapse analysis of TEG3 migration

Fluorodish cell culture dishes (World Precision Instru-
ments, Sarasota, FL, USA) were coated with laminin or
myelin as described above. We seeded 5 x 10* TEG3 cells
on the coated dishes and 20-24 h later we performed the
time-lapse analysis. To study cell migration, we transferred
the culture dishes to an LCI system (Live Cell Instruments,
Seoul, Korea) for 20 h. The multi-tracking analysis was
performed with the ImageJ™ software using the plugin
mTrack] (Biomedical Imaging Group Rotterdam of the
Erasmus MC-University Medical Center Rotterdam,
Netherlands). Tracking was performed in an inverted
Olympus microscope IX-71 (20x or 63x objectives) and
the images (5 megapixels) were captured by an Olympus
XC-50 camera (150 frames, one frame every 8 min). Cell
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tracking allows the analysis of the scrolling speed and
position frame (Xt, Yt). The cell position for each frame
(position pixel) was determined with Matlab™ (Math
Works, Natick, MA, USA), which provides a 3D graphic
(x—y—z, z = time) and the MSD. The same experiments
were run over fluorodishes covered with ~ 70-100-pm-
thick PAA gels prepared as previously described [77].
Briefly, to obtain a stiff gel of 12-kPa Young’s modulus
(PAA), 265 pl of an acrylamide/bis-acrylamide mixture
(15% acrylamide and 6.5% bis-acrylamide, Bio-Rad) was
dissolved in ultrapure water containing 0.4% of 0.2 um
diameter red fluorescent beads (Invitrogen), 0.5% ammonia
persulfate and 0.05% TEMED (Bio-Rad). For multi-
tracking, 3D plot, and MSD of the TEG3 migration, the
mixture was added to the center of the dish, which was then
coated and stored overnight at 4°C. Previous to this pro-
cedure, OEC adhesion analyses were performed using 12-,
1.4-, and 0.15-kPa PAA gels. The 12-kPa PAA gels were
selected because OECs show greater adherence and
migration in these gels.

Traction force measurement

Cell tractions were evaluated using constrained Fourier-
transform traction microscopy (FTTM) [78]. Briefly, the
displacement field was calculated by comparing fluorescent
microbead images obtained during the experiment with a
reference image taken at the end of the experiment after the
trypsinization and the consequent detachment of OECs
from the underlying substrate. The projected cell area was
calculated with Matlab™, based on the manual tracing of
the OEC contours determined by a phase contrast image
obtained at the start of the experiment. A particle imaging
velocimetry algorithm [79] was used to determine the
deformation of the substrate caused by the traction forces.

Statistical analysis

Summary data are expressed as mean = SEM (standard
error of the mean) of at least three independent experi-
ments. Means were compared by one-way ANOVA test. A
value of p < 0.05 was considered statistically significant.

Results

TEG3 is a clonal OEC line that shows similar growth-
promoting capacity to non-modified OECs [71]. In addi-
tion, this cell line shows all the types of morphology
described for primary OECs in culture [11, 80]. In a first set
of experiments, we characterized the TEG3 cell line in our
culture conditions (Fig. 1). In these conditions, fusiform
forms were predominant over flat-shaped ones (Fig. 1a—d).
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Fig. 1 Expression of Nogo receptor complex elements and effects of
myelin in TEG3 cell adhesion. a—d Photomicrographs illustrating the
expression of p75 (a), NgR1 (b), GFAP (c), and S100f (d) in cultured
TEG3 cells. e Western blotting detected the expression of p75, NgR1,
Lingo 1, and TROY in cultured TEG3 cells and brain extracts (see the
section Materials and methods for details). Actin was blotted as
internal control. f Photomicrographs illustrating an example of the
distribution of TEG3 cells cultured on glass substrates containing
spots of Alexa-tagged myelin. Note that TEG3 cells (Phalloidin-

Specific markers of OECs (p75, S100f, or GFAP) were
present in our cultured cells (Fig. la—d). Next, using
Western blotting, we examined whether TEG3 cells
express members of the common receptor machinery for
MAIs (Nogo receptor complex) [81-83]. Indeed, the
revealed blots demonstrated that p75, NgR1, TROY, and
Lingol were expressed by cultured TEG3 cells (Fig. le).
This complex was functional since incubation with myelin
increased activated RhoA as well as ERK1-2 phosphory-
lation (supplementary material Fig. S1). In a second set of
experiments, we cultured these cells in 35-mm (J culture
dishes patterned with dots of myelin tagged with 0.75 pm
(J FITC beads. After Phalloidin-Alexa594 incubation and
DAPI counterstaining, cells were exclusively located in
regions not containing myelin-FITC (Fig. 1f). To avoid
unspecific effects produced by FITC-tagged microbeads on

-
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positive, red) are not localized on myelin containing regions (green).
g, h Examples of stripe assays using TEG3 cells. In both cases, a
coating of poly-L-lysine was uniformly distributed in all the culture
area. Alternative stripes containing Alexa594-tagged BSA + laminin
and laminin were generated (g) or Alexa594-tagged BSA + laminin
and myelin (h). DAPI-stained TEG3 cells do not adhere in myelin-
containing stripes (h) (see also Results). Scale bars: a =25 pm
pertains to b—d; f = 50 um; g and h = 50 pm

OEC adhesion, we performed a stripe assay using brain
myelin extract as substrate (Fig. 1f, h). DAPI-stained
TEG3 cells were observed homogenously distributed in
stripes containing poly-L-lysine and either laminin or BSA-
Alexa594-laminin (Fig. 1g). In contrast, cells did not
adhere to stripes containing poly-L-lysine/myelin compared
to poly-L-lysine/BSA-Alexa594-laminin (Fig. 1h). Next,
we performed a multiple cell migration analysis of TGE3
cells growing over poly-L-lysine + laminin- (Fig. 2a) or
poly-L-lysine + myelin-coated substrates (Fig. 2b). Low-
density TEG3 cultures were monitored for 20 h (20x
objective; one frame every 8 min) in an inverted Olympus
IX-71 microscope equipped with a cooled fluorescence
camera and a cell culture incubation chamber (see the
section Materials and methods for details). The migration
speed of OECs grown on myelin-coated substrates
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coated substrates (Fig. 2¢) (0.77 & 0.01 pm/min (laminin);  migratory capacity was restored (up to 92.2%, 0.71 £ 0.04
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<«Fig. 2 Analysis of the migratory properties of TEG3 cells on coated
glass substrates. a, b Examples of TEG3 cell migration on laminin
(a) or myelin (b) coated glass substrates. Each cell trajectory is
labeled with a different color line after the software analysis
(ImageJTM). ¢ Histogram showing the speed (Y axis) of cultured
TEG3 cells on laminin, two different myelin concentrations and heat-
denatured myelin. d Examples of three-axis representation of the
trajectories of identified TEG3 cells in the focal plane (x,y) along time
(z-axis, h). Note that identified TEG3 cells do not modify its
(x,y) position over time (arrows) with few of them showing small
displacements (arrowhead) compared to laminin. e Plot analysis of
the MSD of TEG3 cells growing on laminin (red) or myelin (black).
f Photomicrographs illustrating images of TEG3 cells behavior when
cultured on laminin (upper panels) or myelin (lower panels). Each
picture was obtained after 8 min. Note the small displacement and
nuclear translocation of TEG3 cells on myelin compared to the clear
nuclear translocation of parallel cultures on laminin. g Example of the
NEP1-40 effects of individual TEG3 migration on myelin-coated
glass substrate. The trajectory of selected TEG3 cells without
treatment is labeled in yellow. Red lines show the changes observed
after the incubation with NEP1-40 in the selected cells. h Histogram
showing the results of the time lapse analysis and the effect of the
NEP1-40 incubation. Data are represented by mean £+ SEM of three
different experiments and ten identified cells per experiment. Scale
bars: a = 200 pm pertains to b; g = 200 pm. Asterisks in ¢ and
h indicate statistical differences (p < 0.05, ANOVA test)

of the laminin migration value) by culture cells in heat-
denatured myelin-coated substrate (Fig. 2c, green bar). A
three-axis plot [x/y position vs. time (h)] revealed higher
motile persistence on laminin-coated than on myelin-
coated substrate (Fig. 2d).

To systematically analyze cell migration, we computed
the mean square displacement (MSD) of cell trajectories.
We then fitted the MSD to a power law expression:
MSD = D x A’ where D is a scaling parameter and f8
indicates the degree of persistence. When § = 1 the motion
is random, when f§ < 1 the motion is subdiffusive (anti-
persistent), and when f > 1 the motion is superdiffusive
(persistent) [84]. For each time interval studied, cells on
laminin-coated substrates migrated further than those on
myelin-coated substrates (Fig. 2e). To assess the degree of
persistence as a function of the time interval, we calculated
the local value of f as: f = 0 log(MSD)/0 log(Ar) [84].
Cells growing on myelin-coated substrates exhibited a
slightly subdiffuse behavior regardless of the time interval
studied. In contrast, those on laminin-coated substrates
moved in a slightly superdiffusive manner at short time
intervals but their trajectories became progressively sub-
diffusive with increasing time (Fig. 2e). Taken together,
these data indicate that while cells seeded on laminin-
coated substrates were more motile than those on myelin-
coated, they oscillated around their initial position over
long intervals (Fig. 2d).

High-power microscopic observation of cells growing
on laminin and myelin showed the specific details of their
migration (Fig. 2f). Cells growing on laminin-coated
substrate migrated in a similar manner to a fibroblast-like

cell with dynamic lamellipodia and further nuclear
translocation to the cell leading edge, leaving a tail
process (Fig. 2f, upper panels). In fact, the cells translo-
cated the nuclei between caudal to rostral cell locations
following the largest lamellipodia. However, cells grow-
ing on myelin displayed decreased lamellipodia dynamics
and motile small lamellipodia were observed in several
cell domains (Fig. 2f, lower panels). This finding con-
trasts with the behavior of cells growing on laminin,
where two main lamellipodia were located on the oppo-
site sides of the fusiform cell, with few transient
lamellipodia that displaced laterally along the cell (see
also Fig. 3d, e).

We next analyzed the migration distance of identified cells
growing on myelin in the absence or presence of the NgR1
inhibitor peptide NEP1-40, to block MAIs effects (Fig. 2g,
h). Non-treated cells migrated shorter distances, showing a
decrease of 48% compared to those on laminin-coated sub-
strates (0.39 £ 0.03 vs.0.75 £ 0.02 pm/min, respectively).
These distances increased by around 33% after the addition
of the NgRI1 blocking peptide (0.52 £ 0.03 pm/min)
(Fig. 2h).

Cells generate traction forces against their substrate
during adhesion and migration, and traction forces are
used, in part, by cells to sense the substrate. Thus, using
TFM, we aimed to determine the distribution of traction
forces in OECs cultured on a well-characterized poly-
acrylamide (PAA) gel, which is linearly elastic, optically
clear, and amenable to protein conjugation [85] (Fig. 3).
First we cultured OECs in PAA gels containing laminin
(2 pg/ml) or myelin (0.02 pg/pl) and performed time-lapse
analysis as above for 10 h (Fig. 3a, b). TEG3 cells growing
on PAA coated with laminin or myelin displayed slightly
higher migration speeds compared to those cultured on
coated glass culture plates (Fig. 3c). Cultured cells over
PAA containing laminin or myelin showed similar mor-
phologies than those cultured on glass (Fig. 3d, e). MSD
analysis indicates that cells on laminin-coated substrates
(glass or PAA) showed similar motion properties being
more motile than those on myelin-coated substrates
(Fig. 3f, g).

Using TFM, we observed that TEG3 cells seeded on
laminin-coated substrates transferred higher strain energy
(0.037 & 0.0061 pJ) to their underlying substrate than
those seeded on myelin-coated substrates (0.0033 *
0.0007 pJ) (Fig. 4). Treatment with NEP1-40 induced a
significant increase (2.75-fold increase) in strain energy
(0.0091 £ 0.0016 pJ) (Fig. 4b). These findings suggest that
increased traction force generation provides OECs with
greater migratory capacity. To study the mechanisms
underlying changes in traction force generation in laminin
versus myelin substrates as well as the effect of Nogo
receptor complex blockage by NEP1-40, we examined the
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Fig. 3 Analysis of the migratory properties of TEG3 cells on coated
PAA gels. a, b Examples of TEG3 cell migration on PAA-laminin
(a) or PAA-Myelin (b) gels. Each cell trajectory is labeled with a
different color line after the software analysis (ImageJ™). ¢ Histo-
grams illustrating the quantitative results of the migration assays.
Notice that TEG3 cells, irrespective of the coating (laminin or
myelin), showed increased speed on PAA gels than glass substrates.
d, e High-power photomicrographs illustrating examples of TEG3
cells growing on PAA-laminin (d) and PAA-myelin (e). Notice the
strong reduction of cell protrusions over PAA-myelin gels. f MSD

intracellular distribution of F-actin (Fig. 5a, b) and FAs
(vinculin-positive) (Fig. 5c—f). Results indicate the negli-
gible presence of Phalloidin-Alexa594-positive stress fibers
(Fig. 5b) and FAs (Fig. 5e) in TEG3 cells cultured on
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plot of TEG3 cells growing on PAA (laminin and myelin gel, black
and green lines) or in glass-coated substrates (laminin and myelin, red
and blue lines). See Results for details. g Three-axis plots illustrating
the migratory trajectories of cultured TEG3 cells in PAA-laminin and
PAA-myelin. Notice the decreased number of trajectory changes of
identified TEG3 cells on PAA-myelin (arrows). Plot scales are of
Fig. 2. Scale bars: a = 200 pm; d = 20 um. Data in (c) is repre-
sented as mean £ SEM of a three different experiments. Asterisks in
¢ indicate statistical differences (p < 0.05, ANOVA test)

myelin substrates in contrast to laminin (Fig. 5a (F-actin)
and Fig. Sc, d (FAs)). In addition, the distribution of FAs in
cells incubated with NEP1-40 was partially recovered as
determined after vinculin labeling (Fig. 5f).
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Discussion into the injured spinal cord to promote axonal regeneration
[4-11]. However, several studies failed to find unique
As a result of their intrinsic properties, OECs and geneti-  migratory properties of OECs when implanted into dam-

cally modified OECs have been extensively transplanted  aged brain or spinal cord lesion (see Introduction for
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Fig. 5 Changes in stress fibers
and FA distribution in cultured
TEG3 cells.

a, b Photomicrographs
illustrating the distribution of
F-actin in cultured TEG3 cells
growing on laminin (a) or
myelin (b). Stress fibers are
clearly identified in a and poorly
defined in b. Arrows in a and
b point to cellular protrusions.
c—f Distribution of FA (arrows)
in cultured TEG3 cells on
laminin (¢, d), myelin (e), and
myelin + NEP1-40. Notice the
loss of FA and the diffuse
vinculin-staining in TEG3 cells
cultured over myelin
(arrowheads in e) and the
recovery of the FA (vinculin-
positive) after incubation with
NEP1-40 (arrows in f). Scale
bars: a = 20 pm pertains to b—f

references). Although several authors examined OEC
interaction with growing axons [86, 87], a number of
parallel studies began to analyze the intrinsic migratory
properties of OECs in order to improve their effectiveness
after transplantation. Thus, research into OEC migration
and proliferation has recently been performed on over glass
surfaces with artificially generated gradients [53, 54, 56,
88], in collagen scaffolds [89, 90], in nanofibers [91], and
in biomaterial-coated substrates [92, 93]. It has been
demonstrated that TROY [94] and NgR1 are expressed in
OECs [62, 95]. However, the present study is the first to
report that cultured rodent OECs express all the elements
of the Nogo receptor complex. In addition, we demonstrate
that this receptor complex is active since OECs activate
RhoK and increase ERK1-2 phosphorylation in response to
myelin. Indeed, myelin inhibits OEC migration over glass
surfaces but also in linearly elastic PAA gels.

From a biophysical point of view, our MSD data anal-
ysis indicates that cultured OECs migrate in an anti-
persistent (subdiffusive) manner both over laminin and
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myelin on glass and PAA. In addition, our results may
explain, to some extent, the findings of Gudifio-Cabrera
and coworkers, who reported that transplanted OECs
migrate preferentially in the opposite direction to the
regenerating axon target and thus fail to promote axon
regeneration [31]. Furthermore, OECs transplanted into the
lesioned spinal cord must be placed on both sides of the
lesion and, close to it, in order to be effective (e.g., [35]).
On the basis of our MSD data, we propose that additional
factors are required to generate a persistent and directed
movement of OECs in vivo [96], as reported in vitro [29].
Indeed, a study by Su et al. indicates that TNF-o released
by reactive astrocytes in the meningo-glial scar attracts
OECs [97]. This result may explain why OECs invade the
lesion cavity containing reactive glia when transplanted at
shorter distances [35]. In fact, OECs interact and inter-
mingle with astroglial cells in contrast to other cell types
(e.g., Schwann cells) [98]. Moreover, OECs transplanted
into the lesion cavity only migrate over short distances in
adjacent regions [12]. Indeed, these surrounding areas are



OECs’ mechanical and migratory properties

rich in myelin debris as well as other inhibitory molecules
(e.g., [41]).

OECs show lower migratory potential in lesioned
spinal cord than controls [99]. In this regard, anti-NgR-
treated OECs show greater migration in spinal cord in
white matter tracts than controls [62]. In addition, in the
same study, OECs cultured on Nogo-66- or Nogo-His-
coated coverslips showed increased adhesion and reduced
migration as a result of enhanced formation of paxillin-
positive FAs and increased cell spreading, which was
overcome by incubation with Y-27632 (a RhoK inhibitor)
[62]. In our study, OECs cultured on myelin showed
decreased spreading and fewer cell protrusions, stress
fibers and FAs (vinculin-positive), and these effects were
partially reversed by the NEP1-40 peptide. These data also
paralleled those obtained from PAA gels. The differences
in cell spreading between our data and those reported by
Su and coworkers could be attributed to their use of a
recombinant peptide or Nogo-A protein instead of com-
plete myelin extract (containing several inhibitory proteins
and lipids; see Introduction for details). The studies show
different cell spreading of OECs growing over myelin or
Nogo-66 peptides. Although the cell spreading of OECs
cultured over Nogo-A is not illustrated by Su et al. we
cannot completely rule out that the cell spreading mech-
anism in OECs could be different from that of other cell
types. A study by Oertle et al. reported that Nogo-66,
Nogo-C, and Nogo-66 peptide 4 (shown to be the inhib-
itory regions of Nogo-66 by GrandPre and coworkers
[100]) are not inhibitory for fibroblasts spreading in cul-
ture (see Fig. 2 of [101]). In fact, two Nogo-A regions
(59-172 aa and 544-725 aa) showed the increased inhi-
bition of cell spreading in cultured fibroblasts. Thus, we
conclude that specific Nogo-A domains may have a dif-
ferent effect on OECs spreading in a balanced way. On
the other hand, in the same study, the authors report that
higher concentrations of the cell-spreading inhibitory
peptides became anti-adhesive. It has been reported that
cell adhesion and migration showed a biphasic distribution
and an optimal balance between adhesion and migration
must be achieved by cells before they can migrate [102].
Indeed, if adhesion is lower or higher than an optimal
level, migration may be decreased.

On the other hand, molecules other than Nogo-A may
interact with Nogo receptor complex (e.g., OMgp, MAG,
sulfatide) as well as with other undetermined MAIs
receptors expressed by cultured OECs. Although further
studies for OECs are needed, it has been described that the
N-terminal domain inhibits COS-7 or HUVEC adhesion by
acting through aVf3, «5 and o4 integrins, leading to
decreased activity of focal adhesion kinase (FAK) in
treated cells [49]. Our data showing a moderate recovery of
the migratory properties and strain energy (see below) of

TEG3 after NEP1-40 incubation suggest the presence of
parallel inhibitory mechanisms.

Cell migration relies on the interplay between two
cycles, one involving extension and contraction of its
cytoskelekon, and the other involving formation and
retraction of its adhesions. Traction forces come into play
in the synchronization of both cycles by causing forced
de-adhesion at the trailing edge and by driving the resulting
forward motion of the cell body. Therefore, the balance
between traction force and adhesion strength can be
understood as a direct indicator of cell migration capacity.
Using TFM and single-cell tracking, we showed that even
if OECs cells on laminin exhibit increased concentration of
focal adhesion proteins, the increased traction force is
sufficient to tilt the mechanical balance toward a pro-
migratory phenotype. The contribution of FAs to cell
migration has been widely debated. Su et al. (2007)
reported that OECs growing on Nogo-66 resembled flat-
sheet cells. This observation could be attributed to a
maintenance role of FA with little migration potential, as
suggested for flat-shaped OECs. However, although we
cannot rule out cell-specific factors for OECs, FA distri-
bution and FA-mediated signaling in several cell types
correlates with traction force parameters, nuclear translo-
cation and cell migration (e.g., keratinocytes [103],
invasive tumor cells [104], or fibroblasts [105, 106]).

In addition, our data show that OECs cultured on PAA
substrates, the mechanical properties of which clearly dif-
fer from substrates coated on glass slides, increase their
migratory potential. In this regard, recent data report
increased proliferation and migration of OECs growing on
several scaffolds (see above). Thus, it is feasible that a
nanostructured scaffold would serve as a mechanical guide
for OEC migration, thereby preventing the interaction of
these cells with a putative inhibitory ECM. In this respect,
migrating cells sense and respond to external stimuli. In
fact, mechanical inputs can also be powerful regulators of
cell behavior [103]. In physiological conditions, the
migration of most cells occurs in an adhesion-dependent
manner and involves the formation of FA at the membrane
and the generation of mechanical forces via the actin-
myosin network [103]. MAIs and receptors modulate the
establishment of this network as well as microtubule
dynamics [81, 107]. Indeed, MAI-induced arrest of CNS
axon growth is either induced after MAI receptor, the
Ca*"-dependent activation of the epidermal growth factor
receptor (EGFr), or induced by sequential RhoA/RhoK/
LIM-kinase/cofilin phosphorylation, leading to actin
depolymerization [108]. In parallel, microtubule stabiliza-
tion is also compromised after exposure to MAIs [109].
Our results reinforce the notion that molecules present in
myelin extracts act on Nogo receptor complex as well as on
other receptors, and may modulate OEC cytoskeleton and
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FAs distribution. In conclusion, our data suggest that a cell-
based strategy using OECs to overcome the inhibitory
action of myelin is required in order to enhance the
migratory properties and the persistence of OECs in axon
re-growth and their functional recovery in the lesioned
CNS.
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Supplementary Figure S1: Myelin treatment activates RhoA and induces ERK1-2 phosphorylation
in TEG3 cells. Time course of RhoA activation (a) and ERK1-2 phosphorylation (b) in TEG3 cells

after myelin treatment. See the sections Materials and methods and Results for details.
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RESUMEN:

Las células de la glia envolvente olfatoria surgen hace algunos aflos como una estrategia prometedora
para reparar la médula espinal lesionada. Sin embargo, diversas moléculas inhibitorias estin presentes
durante largo tiempo en la médula espinal lesionada que son capaces de inhibir tanto la migracién de
las OECs como la regeneracién axonal. Dos de estas familias de moléculas, los condroitin sulfato pro-
teoglicanos y las moléculas inhibitorias de la mielina son capaces de desencadenar respuestas inhibitorias
redundantes en los axones. Evidencia cada vez mayor sugiere que la migracion de las OECS es inhibida

por la mielina. Aqui nosotros analizamos las propiedades inhibitorias del CSPG en la migracién de las

OECs.

Ademis, con tal de evitar el efecto inhibitorio de las MAIs se ha generado una linea estable de OECs
capaces de sobreexpresar el ectodominio de Nogo Receptor (NgR). Los resultados indican que las célu-
las manipuladas genéticamente son capaces de migrar distancias mds largas que las células no modifica-
das sobre los sustratos mielina y OMgp. Ademds, las células que expresan el ectodominio NgR también

migran distancias mds largas en la médula espinal lesionada.
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ABSTRACT

Olfactory ensheathing cell transplantation emerged
some years ago as a promising therapeutical strategy to
repair injured spinal cord. However, inhibitory mole-
cules are present for long times in lesioned spinal cord
inhibiting both OEC migration and axonal regrowth.
Two of these families of molecules, chondroitin sul-
phate proteoglycans (CSPG) and myelin-derived mo-
lecules (MAIs), are able to trigger redundant inhibi-
tory responses in lesioned axons. Mounting evidence
suggests that OEC migration is inhibited by Myelin.
Here we analysed the inhibitory properties of CSPG in
OEC migration. In addition, to avoid MAI associated
inhibition we generated a stable OEC cell line overex-
pressing the Nogo Receptor (NgR) ectodomain. Results
indicate that engineered cells migrate longer distances
than unmodified OECs over Myelin or oligodendro-
cyte-myelin glycoprotein (OMgp)-coated substrates.
In addition, cells expressing the NgR ectodomain
also migrate longer distances in lesioned spinal cord.

generated by the meningo-glial scar is the main obs-
tacle in the absence of regeneration after lesion (3, 4).
Current strategies to enhance functional regeneration
after spinal cord injury (SCI) include gene therapy, bio-
chemical and/or pharmacological treatment, and cell
transplantation (5-7). In this scenario, olfactory ens-
heathing cells (OECs) have attracted particular atten-
tion as a therapeutic cell transplantation strategy (8, 9).

During mammalian lifespan OECs are capable of
ensheathing and guiding newly growing axons of ol-
factory sensory neurons from the olfactory mucosa
to their target in the CNS (10, 11). Indeed, OECs
have been successfully used in many transplanta-
tion experiments following SCI with encouraging
outcomes (e.g., (12-14)). The precise mechanisms
accounting for the observed recovery are not fully
understood but may include promotion of axonal re-
generation, remyelination, neuroprotection, and induc-
tion of neovascularization (see (8) for recent review).

Olfactory Ensheathing Cells, Nogo Receptor ectodomain, Traction
force microscapy , Spinal cord lesion , Myelin associated inbibitors.

INTRODUCTION

The migratory potential of the OECs is crucial to
their function (15). However, studies of the migration

Spontaneous regeneration of damaged axons in
the lesioned spinal cord is poor, often resulting in
a permanent loss of motor and sensory function (1,
2). The inhibitory environment for axonal regrowth

capacity and behaviour of OECs after transplantation
in SCI models have led to contradictory results (16-19).
Nevertheless, it has been demonstrated that in injured
spinal cord, rat and human OECs migrate for shorter

Reginensi et al / Modulation Migratory Properties OECs
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distances, in both rostral and caudal directions, com-
pared to non-injured spinal cords (20). At the molecu-
lar level, GDNF (21), Slit-2 (22, 23), Nogo-A (24, 25)
and fibulin-3 (26) have been demonstrated to regulate
OECs migration. In fact, we and others have demons-
trated that the OEC migratory potential is largely im-
paired by myelin (24, 25) and that this inhibition could
be partially overcome by treatment with NEP1-40 pep-
tide (24) or antibodies against the myelin receptor Nogo
Receptor (25). However, following SCI, myelin-as-
sociated inhibitors (MAIs) as well as chondroitin sul-
phate proteoglycans (CSPGs) or secreted Semaphorins
are overexpressed at the site of lesion and exposed to
lesioned axons for protracted times (27-29). However,
although OECs transplantation has been combined
with enzymatic degradation of CSPGs (30-32), whe-
ther CSPG or secreted Semaphorins can also inhibit
both axon regrowth and OECs migration is unknown.

In a previous study we determined the effects of myelin
extracts on OEC migration, using video-time lapse, trac-
tion force microscopy, and biochemical methods (24).
Thus, in the present study we analysed the behaviour

Laminin

CSPG

of OECs cultured on Chondroitin Sulphate Pro-
teoglycans (CSPGs)- or Oligodendrocyte-Myelin
Glycoprotein (OMgp)-coated substrates.

In addition, we genetically modified a stable
cell line of OECs (TEG3 cell line (33)) to pro-
duce and secrete the extracellular domain of the
Nogo receptor protein (NgR(Ecto)) to enhan-
ce migration in inhibitory extracellular matrices.
In fact, the NgR(Ecto) is a truncated form of the
receptor that binds to MAIs preventing their bin-
ding to the NgR-complex, by interacting with
full-length NgR1 and blocking the intracellular
signalling of MAIs (34, 35). Moreover, following
SCI, intrathecal and intraperitoneal injections of
NgR(Ecto) improved axon regeneration of transec-
ted axonal tracts and functional recovery (36, 37).

Our results demonstrate that NgR(Ecto)-ex-
pressing OECs migrated longer distances in vitro
in comparison to non-modified OECs. In addi-
tion, we show that after implantation in a lesioned

spinal cord of adult rats, NgR(Ecto)-OECs also

OMgp

LifeAct-eGFP

F

0 Time{min) 30

Figure 1. Morphological changes triggered by CSPG and OMgp in cultured TEG3 cells.

A-D) LifeAct-eGFP (A-C), QuimP analysis (D-F), and SEM (G-I) microscopy photographs of TEG3 cells growing on
Laminin- (A,D,G), CSPG- (B-H), and OMgp- (C,EI) coated substrates. Notice the large decrease in F-Actin containing
lamelipodia and membrane dynamics in presence of CSPG and OMgp. In the QuimP analysis (D-F) the limit of the
plasma membrane is delineated by different color lines (from time = 0 (green) to 60 min (yellow)). Notice that yellow lines
are in between green lines, in CSPG (H) and OMgp (I), in contrast to Laminin (B), which suggests that cells are unable to
generate protrusive forces. Scale bars: A and G = 20 pm; pertains to B-C and H-T respectively. D = 5 pm pertains to E-E
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Figure 2. Migratory beha-
vior and traction force strain
of TEG3 cells in Laminin-,
CSPG- and OMgp-coated
glass substrates.

Examples of TEG3 cell migra-
tion on Laminin- (A), CSPG-
(B), and OMgp- (C) coated
glass substrates. Each cell trajec-
tory is labelled with a different
colour line after the software
analysis  (ImageJTM). (D-F)
Examples of 3 axis representa-
tion of the trajectories of iden-
tified TEG3 cells in the focal

- o0 plane (x,y) along time (z axis,
G 08 - Ak hours) on Laminin (D), CSPG
% 08 - (E) and OMgp (F). Note that

E W[ identified TEG3 cells do not

i ::: B modify their (x,y) position over

& oabk D " time (E and F) with few of

§ 03l - them showing small displace-

& %2 ments (arrowhead) compared

- :'; B to Laminin (D). G) Histograms

' Laminin SRy DR uamh  (Eramy showing the speed (Y axis) of

TEG3 / PAA-Laminin TEG3 / PAA-CSPG cultured TEG3 cells on Lami-

Traction Map

nin (black bars), and two con-
centrations of CSPG (grey bars)
and OMgp (open bars). (H-])
Quantitation of cellular trac-
tion forces of cultured TEG3
cells in PAA-Laminin (H),
PAA-CSPG (I) and PAA-OM-
gp (J). A phase contrast image
of examples of cultured cells is
shown on the left side. The scale
in pm is also displayed on the
| lower left side of each image. In

addition, the force map of cul-

Traction Map

)"?::
el

E

—— =

Laminin csPG omgp tured cells is shown on the right

column. Arrows indicate the direction of the bead displacement. The colour scale indicates the magnitude of the
cellular traction forces measured in Pa. Data in (G) are represented as mean + S.E.M. Asterisks in (G) indicate statistical

differences (***P < 0.01, ANOVA test).

migrate longer distances than non-modified cells.

RESULTS.

Reduced migration and traction forces in

cultured TEG cells mediated by CSPGs and
OMgp.

TEGS3 is a clone OEC line that shows similar
growth promoting potential to non-modified OECs
(e.g., (33). In addition, previously published data
reported that TEG3 cell migration is inhibited by
myelin (24) as happens with non-modified OECs

(25). Due that the lamelipodial activity of the OECs that
seem to play crucial roles in OEC migration (45) and
regeneration properties (46), we analysed the membra-
ne dynamics in OECs over different substrates (Fig. 1).

TEG3 cells growing on Laminin-coated substrates
showed a bipolar morphology with numerous dynamic
filopodia and lamelipodia (Movie 1). The migration of
these cells is similar to those observed in cultured fibro-
blasts (e.g., NIH/3T3 fibroblasts; ATCC CRL-1568)
with random trajectories (see below). LifeAct-eGFP
transfected TEG3 cells showed an intense remodelling
of the Actin cytoskeleton during migration (Movie 2 and
Fig. 1a). Thus, video-time lapse experiments directed to
analyse the dynamics of the cell membrane showed in-
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Figure 3. Overco- Laminin + ChABC

CSPG + ChABC

ming CSPG inhibi-
tion of TEG3 migra-
tion by ChABC.

(A-B) Examples of
the ChABC effects of
individual TEG3 mi-
gration on Laminin-
(A) and CSPGs- (B)
coated glass substra-
tes. The trajectory of
selected TEG3 cells
without ChABC treat-
ment is labelled in red
in (A) and (B). Yellow
lines show the changes
observed after incuba-
tion with ChABC in
the selected cells. (C)

Histogram

showing
the results of the time
lapse analysis and the
effect of the ChABC
incubation. (D-I)
Fluorescein photomi-
crographs illustrating
examples of TGE cells

growing on Laminin

Laminin CSPG

CSPG + ChABC

(D,G), CSPG (E,H)

and CSPG + ChABC
(EI). Cells were im-
munoreacted to F-Ac-
tin (D-F) and Vincu-
lin (G-I) antibodies
and  counterstained

with DAPI. Arrows in

K 0.020 B chaBC
G [] +cnasc
= oo
£ o
=
B oo
Y 2 semw
| w
: | ' .00
i ® om0 * %k
@ o000 L L
0002 |
0000 S
Laminin CSPG

(D) and (F) point to stress fibers and in (G) and (I) to Vinculin-positive focal contacts. (J) Quantitation of cellular traction
forces of cultured TEG3 cells in PAA-CSPG + ChABC. A phase contrast image of TEG3 cultured cells is shown. The scale
and the force map are also shown. Arrows indicate the direction of the bead displacement and the colour scale indicates the
magnitude of the cellular traction forces measured in Pa as in Figure 2. (K) Histogram illustrating the quantitative results
of the TFM analysis. Data in (C) are represented by mean + S.E.M. Scale bars: A = 200 pum pertains to B. D and G = 200
pm pertains to E,F and G,I respectively. Asterisks in (C) and (K) indicate statistical differences (***p < 0.01, ANOVA test).

creased dynamics of TEG3 growing over Laminin (Fig.
la,d) compared with TEG3 cells growing on CSPG
(Fig. 1b,e) or OMgp-coated (Fig. 1c,f) substrates. This
also correlates with decreased cell protrusions observed
in GFP immunoreacted cells (Fig. 1a-c) and in scanning
electron microscopy (SEM) observations (Fig. 1g-i).

Next, TEG3 migration over Laminin, CSPG-, and
OMgp-coated substrates was monitored for 20 h in vi-
deo time-lapse experiments (20X objective; one frame
every 8 min)(Fig. 2 and Movies 3-5). A 3 axis plot (x/y
position vs time (hours)) revealed higher motile persis-
tence on Laminin-coated (Fig. 2d) than on CSPG- (Fig.
2e) or OMgp-coated (Fig. 2f) substrates. Quantitatively,
the migration speed of TEG3s cells over Laminin was
0.81 + 0.02 pm/min. In contrast, TEG3 cells growing

over CSPG- or OMgp-coated substrates showed a
dramatic decrease in the migrated speed ranging
from 69% to 78% (0.27 £ 0.05 pm/min (OMgp, 5
pg/ml) to 0.21 + 0.05 pm/min (CSPG; 25 pg/ml).

Mounting evidence demonstrated that cells ge-
nerate traction forces against their substrate during
adhesion and migration, and traction forces are
used by cells to sense the extracellular matrix in
healthy and unhealthy conditions (e.g., (47, 48)).
Thus, using traction force microscopy (TFM), we
aimed to determine the distribution of traction
forces in TEG cells cultured on a well-characte-
rized polyacrylamide (PAA) gel, which is linear-
ly elastic, optically clear, and suitable for protein

conjugation ((49) see for details). Using TFM



we observed that cells seeded on Laminin-coa-
ted substrates transferred higher strain energy (0.0
+ 0.002, PJ; n = 18) (Fig. 2h) to their underlying
substrate than those seeded on CSPG- (0.0001
+ 0.0001, PJ; n = 32) (Fig. 2i) or OMgp-coated
substrate (0.0007 + 0.0001, PJ; n = 28) (Fig. 2j).

Effects of ChABC treatment on TEG3 cell
migration and traction forces over CSPG
containing substrates

The bacterial enzyme ChABC liberates chondroi-
tin sulfate GAGs from CSPG core proteins to rendera
more permissive substrate for axonal outgrowth (50).
ChABC acts on chondroitin 4-sulfate, chondroitin
6-sulfate, and dermatan sulfated proteogycans, and
acts very slowly on hyaluronate. This enzyme has
been used to promote axon regeneration in lesioned
spinal cord in single and combined treatments (e.g.,
(32, 51-53)). In fact, ChABC has been used in com-
bination with OECs (30, 54) and the expression of
ChABC has also been directed to glial cells (Schwann
cells (55) and Astrocytes (56) with relevant results.

In our study TEG migration and traction forces
were decreased by CSPGs (see above). Thus we aimed
to determine whether ChABC treatment affected
intrinsic OECs migratory properties and whether it
was able to rescue their migration when cultured over

CSPGs (Fig. 3). Control experiments demonstrated

T

that ChABC treatment did not modify the migration
or the traction forces of cultured TEGs over Laminin
(Fig. 3a,c and Movie 6), myelin, or OMgp (not shown).
TEG3 migration over CSPG-coated substrates was 0.21
+0.05 pm/min (CSPG; 25 pg/ml). A = 50 % increase in
the migratory speed was observed after treatment with

ChABC (0.48 + 0.07 pm/min) (Fig. 3b,c and Movie 7).

F-actin and Vinculin staining on TEG3 cells
growing on CSPG-coated substrates demonstrated
increased lamelipodia and the presence of Vincu-
lin-positive aggregates after ChABC treatment (Fig.
3d-i). In parallel, these increased Vinculin aggregates
correlated with increased traction forces as determined

with TEM (0.0026 + 0.0005, PJ; n = 34)(Fig. 3j-k).

Generation and characterization of NgR (Ecto)-

TEGS3 cells.

TEGS3 cell lines producing and secreting the extra-
cellular domain (1-310 aa) of the NgR1 receptor were
generated by lentiviral infection and selected with Blas-
ticidin (see Methods for details). In addition, selected
clones were infected to eGFP-expressing lentivirus (Fig.
4). Clones (> 95% eGFP-NgR(Ecto)-TEG3) were se-
lected by the expression levels of the ectodomain. With
Western blotting we detected the ectodomain in both
cell extracts and in cultures (Fig. 4a and Suppl. Fig. 2).
eGFP co-expression in NgR(Ecto) producing cells did
not modify the expression of ectodomain (Fig. 4a-c). In

Figure 4. Generation of the
TEG3 cell lines overexpressing
NgR(Ecto).

(A)Western blot illustrating the
expression of the NgR(Ecto) in

TEGS3 cells after lentiviral delivery

5 KDa—p - . 4 NgR(Ect) B__:‘ o
eGFP -+ - +] eGFP -
&ll extracts
NgR(Ecte) - - + + NgR(Ecto)

< NgR(Ecto) of eGFP (+or-) and NgR(Ecto)

g (+or -). Arrows point to the prote-
T |Cutwemeda| ins of the interest. Tubulin was im-
munoblotted as control protein.

H

F-Actin/DAP|

(B) Western blotting illustrating
the presence of NgR(Ecto) in the
culture media of TEG3 cells after
the lentiviral delivery of eGFP and
NgR(Ecto) as above. (C-E) Exam-
ple of the expression of eGFP (E)
and NgR1 (I) in double infected
cells. F-I) Fluorescence photo-
micrographs of eGFP-NgR(Ec-
to)-TEG3 cells immunoreacted
to p75 (F), S100-B (G), F-Actin
(H), and Vinculin (I) detection.
Scale bars: C and F = 200 pum per-
tains to D,E and G respectively. H
=50 pm pertains to I.

Vinculin/DAPI
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addition, eGFP-positive NgR(Ecto)-TEG3 cells main-
tained p75 or S100B expression (Fig. 4d,e) and displa-
yed the range of morphologies (astrocyte- or Schwann
cell-like) described for cultured primary OEC and
TEG3 cells (Fig. 4f-i)(e.g., see also (24) for details).

TEG3-generated NgR(Ecto) blocks Nogo66-AP
binding to Nogo Receptor

As indicated above, OECs and TEG3s express all
members of the Nogo receptor complex (e.g., (24, 25,
57). Thus in order to determine whether the NgR(Ec-
to) produced by TEG3 cells was active, we incubated
TEGS3 cells (= 75% confluence) with Nogo66-AP in
the absence or presence of NgR(Ecto) containing solu-
tion (Fig. 5a-e). After incubation, AP activity in trea-
ted cells was measured at 405 nm spectrophotometer
(Fig. 5d,e). Results revealed a decrease of ~18% and
=~ 55% in the OD values after incubation with 150
nM or 300 nM TEG-produced NgR(Ecto) (Fig. 5e).

In addition, we incubated with TEG3-generated
NgR(Ecto) CGNs cultured on Poly-D-Lysine (Fig.
5f,g), as well as cell membranes of Mock- and No-
goA-transfected HEK293 cells (Fig. 5f,g). Cultured
CGNs were labelled using the TUJ-1 antibody. Neu-
rite length of CGNs cultured over NogoA membra-
nes was reduced to = 40% compared to Mock-trans-
fected and Poly-D-Lysine values (Fig. 5g). This value

Figure 5. The NgR(Ecto) genera-
ted by engineered TEG3 cells is
functional.

reached a = 30% increase when cultured with
[150 mM] NgR(Ecto) (Fig. 5g). The addition of
NgR(Ecto) did not modify CGN neurite length

when cultured over control HEK293 membranes.

NgR(Ecto)-TEG3 cells overcome OMgp in-
hibition to cortical axons in microfluidic
platforms

Compartmentalized neuronal cultures of lab-
on-a-chip devices have been used for different stu-
dies in recent years (see (58) for a recent review).
Due to this specific design, media located in the
axonal reservoir are unable to diffuse to the soma
reservoir (59). Thus, we aimed to determine whe-
ther NgR(Ecto)-TEG3 cells are able to stimulate
axon outgrowth over inhibitory MAls-containing
substrates (Fig. 6). Indeed, E15.5 cortical neurons
cultured in one reservoir of the microfluidic pla-
tforms are able to cross the 900 pm long bridge
channels in one week to reach the recipient or axo-
nal reservoir (Fig. 6a). In these conditions, cortical
axons were able to spread in Laminin-coated axo-
nal reservoirs (Fig. 6a) expressing NgR receptor 3.
Their axonal length was reduced by = 25% when
OMgp was present as substrate in the axonal reser-
voir (Fig. 6b). Next we co-cultured eGFP-TEG3
or eGFP-Ngr(Ecto)-TEG3 cells in the axonal re-
servoir of parallel chips with E15.5 cortical neurons

(A-E) Binding experiments of _SEAP
NgR(Ecto) in TEG3 cells. TEG3 '
cells were incubated with Mock me-
dia (obtained from cells transfected
with empty vector; SEAP) (A), 300
nM Nogo66-AP (B) and 300 nM
Nog66AP + 300 nM NgR(Ecto)
(C). Notice the decrease in the AP ek
labeling in (C) compared to (B). In- D o5
creasing levels of O.D. at different
Nogo66-AP can be seen in (D). His-

TEG3

04

0.D. 405

togram illustrating the quantitative % 03
. . g
results of the experiment is illustra- S s i
ted in (C). F-I) NgR(Ecto) induce
. . P, "
large neurite extension of cultured 01— T

300 400

CGN over Poly-L-Lys (F) or No-
goA (G-H) containing membranes,
in presence (I) or absence (H) of
150 mM NgR(Ecto). Arrows in (F-
H) point to the end of the measured
CGNs neurites. Data in (E) and (I)
are represented by mean + S.E.M.
Scale bars: A = 1000 pm pertains to
Band C.

AP-Nogo6(nM)
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and coated with OMgp as above (Fig. 6c,d,e-g).
Results indicated that eGFP-TEG3 was unable to
statistically increase neurite length of cultured cor-
tical neurons in the devices (Fig. 6¢,g). In contrast,
eGFP-NgR(Ecto)-TEG3 cells were able to increase
by ~ 24% the axonal length of the cultured cortical
neurons on OMgp (Fig. 6d,e-g)(up to 95% of the

value obtained in the presence of Laminin, Fig. 5g).

However, we were unable to observe a clear
interaction between cortical axons and eG-
FP-NgR(Ecto)-TEG3  cells in our
fluidic devices, suggesting that these positive
effects are mediated by the secreted NgR(Ecto)
in the (Fig.  Ge,f).

micro-

axonal  compartment
Increased migration of NgR(Ecto)-TEG3
and NgR(Ecto)-treated TEG3 cells on
MAI-coated substrates.

Next we aimed to explore the migratory pro-
perties of NgR(Ecto)-TEG3 cells compared to
TEG3 cells over inhibitory substrates and the
specific effect of NgR(Ecto) on TEG3 cell mi-
gration over OMgp (Fig. 7). Indeed, TEG3 mi-
gration over Laminin, Myelin- and OMgp-coa-
ted substrates was monitored for 20 h in video

+ eGFP | TEG3

time-lapse experiments as above. Quantitatively, in
these experiments the migration speed of TEG3s
cells over Laminin was 0.79 + 0.05 pm/min (n = 38)
(Fig. 7c¢) and 0.82 + 0.04 pm/min (n = 36) (Fig. 7).

In contrast, TEG3 cells growing over Myelin- or
OMgp-coated substrates showed a decrease in the mi-
grating speed (0.3 + 0.04 um/min (Myelin; n = 35) and
(0.24 + 0.02 pum/min (OMgp, 10 pg/ml; n = 35) as
expected. NgR(Ecto)-TEG3 cells migrated as TEG3
cells over Laminin (0.79 + 0.05 pm/min; n = 38) (Fig.
7¢) but with increased speed over Myelin (0.62 + 0.04
pm/min; n = 37) (Fig. 7c and Movie 8) and OMgp
(0.47 + 0.02 um/min; n = 36)(Fig. 7f and Movie 9). I

In addition, when NgR(Ecto) was added to mi-
grating TEG cells growing on OMgp-coated subs-
trates, a 1.81 fold increase of the migratory speed
was observed (0.49 + 0.03 um/min; n = 48 (TEG3 +
NgR(Ecto)) and 0.27 + 0.02 pm/min; n = 37)(TEG
without NgR(Ecto)) (Fig. 7g-I and Movies 10,11).
In addition, both TEG3 cells treated with NgR(Ec-
to) (Fig. 7k,n) and NgR(Ecto)-TEG3 cells (Fig. 71,0)
growing over OMgp displayed relevant filopodia (Fig.
7k,]) with abundant puncta-like staining of Vincu-
lin, suggesting increased focal contacts (Fig. 7n,0)
compared to parallel TEG cell cultures (Fig. 7j,m).

+ eGFP | TEG3 NgR(Ecto)

Laminin

600

g

Figure 6. Increased axonal
growth of cortical neurons
induced by eGFP-NgR(Ec-
t0)-TEG3 cells in micro-
fluidic devices.

(A,B) Photomicrographs
illustrating ~ examples of
E15.5 cortical neurons cul-
tured on XonaTM micro-
fluidic devices coated with
Poly-D-Lys (A) or OMgp
(B) for 12 days (see Ma-
terial and methods for de-
tails). (C,D) Examples of
the combined
of E15.5 cortical neurons
LE L and eGFP-TEG3 cells (C)
or eGFP-NgR(Ecto)-TEG3
cells (D). After fixation,
microfluidic devices were
processed for TUJ-1 and
eGFP immunostaining.
EJF) High power pho-

Ohear tomicrographs  of  dou-

[ +eGFPTEG co-culture

+eGFFNgR(Ecto}-TEG3

ble-labelled microfluidic devices containing cortical axons (red) and eGFP-NgR(Ecto)-TEG3 (green). Note

that eGFP-NgR(Ecto)-TEG3

cells do not seem to be in contact with growing axons (arrows). G). Histo-

gram illustrating the quantitative results of the experiment illustrated in (A-D). The ends of the bridge chan-
nels are labelled by a white dashed line in (A-D). Data in (G) are represented by mean + S.E.M. Scale bars: A =
100 um pertains to B-D. Asterisks in (G) indicate statistical differences (***p < 0.01, **p < 0.05; ANOVA test).
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Increased migration of NgR(Ecto)-TEG3 cells  for analysis for each animal. The total number of
in lesioned spinal cord eGFP positive cells in the case of eGFP-TEG3s
(6000 + 250 cells/slice) was slightly less than of eG-

To further determine whether NgR(Ecto)-TEG3 FP-NgR(Ec.to)-TEGS's (7000 + 200 cells/slice). To
cells also increased their migratory potential in vivo, assess the distance migrated we counted the num-
300,000 cells of eGFP- or NgR(Ecto)-TEG3 were ber of eGFP-positive cells in transversal stripes of

implanted in injured spinal cords to analyse the capa- about 200um in length starting from the injection

city of this cell to integrate and migrate in the lesion ~ Point. Eleven lines or stripes caudal or rostral to the

model (Fig. 8). A total of 6 rats were used (3 rats re- injection points were analysed (Fig. 8a,c,e). Results
ceived eGFP-TEG3 cells, another 3 eGFP/NgR(Ec- revealed that most eGFP-TEG3s were distributed
t0)-TEG3). A week after transplantation spinal cords near the injection point ‘f"ith the m:.aximum cell per-
were perfusion fixed and the localization and distribu- ~ centage (= 25%) found in the section 400 um ros-

tion of eGFP-positive cells was analysed (see Method tral or caudal to these points (Fig. 8b,c,h). Moreo-

for details). Eight representative slices were selected V€T Very few eGFP-TEGS3 cells were observed more

TEG3 NgR{Ecto)-TEG3

e Figure 7. Enhanced NgR(Ec-
*# » LITECINREND) ) TEG3 migration over
rr Myelin and OMgp.
(A-B) Examples of TEGs cells
(A,D) and NgR(Ecto)-TEG3
(B,E) migration on Myelin-
(AB) and OMgp- (D,E)
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than 2.200 pm from the injection point (Fig. 8h). By
contrast, €GFP-NgR(Ecto)-TEG3 cells were found in
all 11 sections analysed (Fig. 8d,e,h) with the greatest
number of cells (16%) found in the section 800 pm
rostral or caudal to the injection points (Fig. 8h). In ad-

dition, increased numbers of eGFP-NgR(Ecto)-TEG3

cells were also observed on the lesion side (Fig. 8f,g).

DISCUSSION

OEC transplantation has been shown to promote
regeneration and functional recovery in lesioned spinal
cord (8, 9). In that the regenerative properties of OECs
are largely associated with their migration and lameli-
podial dynamics (e.g., (23, 60)) there is a considerable
interest in upgrading OEC migratory capacity. Indeed,
it has been reported that OECs with greater migration
capacity show enhanced regenerative properties (16-
19, 60). In fact, it is assumed that OECs migrate ahead
of growing axons and by secreting supporting factors
(e.g., GDNF) aid and promote their elongation (15).
This could be mediated by the matrix metalloproteina-
se activity reported in OECs (61). In a previous study
we demonstrated that OECs express the NgR receptor
complex (NgR1, P75, Lingol and TROY) and that
their migration is impaired by myelin (24). In addi-
tion, NogoA, Slit2, and fibulin-3 have been reported as
inhibitors of OEC migration (see below). However, the
effects of CSPG on OEC migration have not been pre-
viously studied. Here, we described how CSPGs large-
ly impair OEC migration by reducing the mechanical
strain forces that cells transmit to the coated substrate.
This reduced force correlates well with the low number
of Vinculine-positive focal contacts and profound re-
organization of F-Actin cortical cytoskeleton. In fact,
a recent study described how CSPGs are also ligands
for NgR1 and NgR3 MAI receptors (62). TEG3 and
NgR(Ecto)-TEG3 cells express NgR1 ((24) and pre-
sent results), which may explain some of the observed
results that point to a functional redundancy between
myelin inhibitors and CSPGs blocking OEC migra-
tion. However, because the binding region of CSPG
to NgR1 is located in the Stalk region of the receptor,
no relevant changes were observed between NgR(Ec-

t0)-TEG3 and TEG3 cell migration over CSPG.

Present results also reinforce the notion that most
of the factors inhibiting axon elongation and regrowth
after lesion may also affect OEC migration. In fact, to
date all the described molecules inhibiting OEC mi-
gration—NogoA, fibulin-3, and Slit2—have been re-
ported to be overexpressed in CNS scars after lesion
(29, 63, 64). Thus, in this scenario it is reasonable to
consider that the combined treatment developed by

Fouad et al., with ChABC, Schwann cell bridges,
and OEC transplantation may affect positively
both OEC migration and axon regrowth (30).

Furthermore, secreted semaphorins (e.g., Se-
ma3A) are expressed by OECs (65) and seem not
to affect migration of OECs (J.A.D.R. unpubli-
shed results). In this respect, the single genetic
ablation of MAIs (66) alone or with Semaphorin
receptors (67) is not strong enough to support
axon regrowth after SCI. In contrast, it seemed

NgR(Ecto)-TEG3-PAA-OMgp

Traction Map

C B tEG3
Ezivad I [ NgR{Ecto)-TEG3
— D008 =
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E owoo0af
o
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Figure 8. Increased strain forces of NgR(Ecto)-TEG3
cells and TEG3 cells incubated with exogenous
NgR(TEG3) in PAA gels coated with OMgp.

(A,B) Quantitation of cellular traction forces of cultured
NgR(Ecto)-TEG3 cells (A) and TEG3 cells + exogenous
NgR(Ecto) (B) growing on PAA-OMgp gels. A phase
contrast image of cultured cells is shown. The scale and
the force map are also shown. Arrows indicate the direc-
tion of the bead displacement and the colour scale in-
dicates the magnitude of the cellular traction forces me-
asured in Pa as in Figure 2. (C) Histogram illustrating
the quantitative results of the TFM analysis. Data in (C)
are represented by mean + S.E.M. Asterisks in (C) indi-
cate statistical differences (***p < 0.01, ANOVA test).
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that blocking MAI receptors NgR1 and NgR3
and CSPG receptors yields better results (62). In
light of the foregoing, we consider that a trans-
plantation strategy with cells with endogenous
neurotrophic support and enhanced migratory
properties in parallel with pharmacological treat-
ments should be strongly considered as a poten-
tial combined therapy for SCI lesion. Indeed,
in the present study we genetically modified
TEGS3 to express a soluble form of NgR1 recep-
tor to overcome Myelin-derived inhibition (34).

Results demonstrate that NgR(Ecto)-TEG3
cells migrate faster in vitro over OMgp and
Mpyelin-coated substrates as well in vivo after con-
tusive lesions of the spinal cord. In addition, the
recovery of migration capacity correlates with
increased traction forces observed in TEM expe-
riments in NgR(Ecto)-TEG3s cells. However, the
two recoveries (migration and strain forces) are
not complete, suggesting that other factors are
involved in this inhibition. Indeed, OECs might
respond to other myelin-associated molecules
(e.g., lipids (68)) or express receptors other than
NgR1 (e.g., LDL, receptor related protein 1)(69),
which could exert inhibitory action on axonal
growth. However, whether these lipids could act
on OEC:s is unknown and warrants further study.

However, another challenging question re-
mains unsolved since NgR(Ecto)-TEG3 pre-
sents random migration as described for normal
TEG3 and this suggests that other strategies
may be needed to generate a persistent and di-
rected migration in the lesioned spinal cord
by using directed chemoattraction (24, 70) on
specific functionalized biomaterials (71, 72).

Materials and methods

Antibodies and biochemical reagents. The following
antibodies were used at a dilution of 1:500 for immu-
nohistochemistry and/or Western blotting: S100B and
B3-Tubulin (TU]J-1, 1:4000) were purchased from Ab-
cam (Cambridge, MA, USA), glial fibrilary acidic pro-
tein (GFAP) and green fluorescence protein (GFP) an-
tibodies were from DAKO (Glostrup, Denmark), and
p75 was from Promega (Madison, WI, USA). NgR1
was a gift from B.L. Tang (Singapore). Alexa Fluor 488
goat anti-mouse and Alexa Fluor 568 goat anti-rabbit
immunoglobulins were purchased from Molecular Pro-
bes (Leiden, Netherlands). The goat anti-mouse hor-
seradish peroxidase (HRP) and rabbit anti-goat-HRP
secondary antibodies used in Western blots were from
DAKO. Tubulin (1:5,000), Phalloidin-Alexa 488, and
DAPI were purchased from Sigma (St. Louis, MO,
USA). CSPG and OMgp proteins were purchased from

R&D Systems (Minneapolis, MN, USA). Myelin extract was
obtained as (38) and Nogo-A containing membranes as (39).

Cloning of the NgR ectodomain (NgR(Ecto)) and lentivi-
ral production. The NgR(Ecto) construct (Suppl. Fig. 1) was
prepared as follows: the cDNA of the region was cloned by
PCR from adult mouse brain with the primers: NgR(Ecto)
Forward 5- AAA GGA TCC ATG AAG AGG GCC TCC
TCC GGA-3, and NgR(Ecto) Reverse 5-AAT GGA TCC
TTA TCA AGC ACA ACC CTC TAA GTC ACT-3’. The
NgR(Ecto) PCR fragment was extracted (QIAquick, QIA-
GEN, Hilden, Germany) and subcloned into the pLenti6/
V5-DEST vector (Invitrogen, Grand Island, NY, USA) into
Apal and BclI sites. This NgR(Ecto) vector was then sequen-
ced to ensure correct nucleotide sequence. Subsequently len-
tiviral particles were produced by transient transfection of
293FT cells with Lipofectamine 2000 (Invitrogen), using the
NgR(Ecto) vector, the second generation packaging construct
psPAX (Tronolab, Lausanne, Switzerland) and the envelope
plasmid pMD2G (Tronolab). 293FT cells (Invitrogen) were
cultured in DMEM supplemented with 10% foetaB calf
serum and without antibiotics before transfection. Medium
was changed and supplemented with antibiotics after 6 h. Me-
dium supernatants containing viral particles were harvested
24 and 48 h later and concentrated by ultracentrifugation (2h
at 26,000 x g at 4°C).

TEG3 cultures and infection strategy. The immortalized
clonal cell line TEG3, which contains the SV40 large T an-
tigen stable transfectant of OEG primary cultures, was used
(33). Cells were maintained in ME10: DMEM-F12 (Invitro-
gen) supplemented with 10% bovine calf serum (SAFC Bios-
ciences, Lanexa, VA, USA), 20 pg/ml pituitary extract (Invi-
trogen), 2 pM forskolin (Sigma), 1% penicillin—streptomycin,
and 1% fungizone (Invitrogen). TEG3 cells were transfected
using a lentivirus carrying the NgR(Ecto) construct and/or
one lentivirus carring the eGFP construct (Suppl. Fig. 1).
Cells in passage 2 were plated at 2,000 cells/cm2 and incu-
bated with one of the lentiviruses for 48h. Then, the medium
was changed and the cells cultured as described above with the
addition of Blasticidin (3 pg/ml, Sigma) to the medium in the
case of the NgR(Ecto). For double transfection, cells were first
incubated with the NgR(Ecto) lentivirus, and afterwards with
the eGFP. Single clones were selected with cloning disks (Sig-
ma) and expression of NgR(Ecto) was tested in these clones
by Western blot. Selected clones were grown in ME10 media.

Immunocytochemical methods on TEG3 cells. Glass cover-
slips (12 mm diameter) were coated with proteins essentia-
lly as described (34). Briefly, coverslips were pre-coated with
Poly-L-Lysine 10 pg/ml dissolved in 0.1 M PBS (pH 7.3) and
then washed. They were coated with Laminin (2 pg/ml, dis-
solved in 0.1 M PBS) and washed again with 0.1 M PBS.
NgR(Ecto)-TEG3 cells were seeded onto substrate-coated co-
verslips in ME10 medium. Cells were cultured for 20 h and
then the coverslips were fixed in 4% buffered paraformalde-
hyde for 30 min, permeabilized with 0.1% Triton X-100, and
blocked with 10% normal serum in both diluted in 0.1 M
PBS. Cells were sequentially incubated overnight with pri-
mary antibodies at 4°C and with Alexa Fluor-tagged secon-
dary antibodies for 1 h. After rinsing in 0.1 M PBS, cells were
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stained with 0.1 pM DAPI diluted in 0.1 M PBS for 10
min, rinsed in 0.1 M PBS, and mounted on Fluoromoun-
tITM (Vector Labs, Burlingame, CA, USA); they were then
analysed in a fluorescence microscope equipped with a coo-

led camera (Olympus BX61 + DP12L camera).

Nogo66-AP binding assays. Binding experiments were
developed essentially as described (40). TEG3 cells (75%
confluence) were fixed in methanol at -80°C for 5 min.
After rehydrating in 0.1 M PBS, they were overlaid with
different concentrations of Nogo66-AP (kindly provided
by Zhigang He) diluted in Hanks Balanced Salt Solution
(HBSS, Invitrogen) and 20% FCS for 90 min, washed, and
fixed in 3.7% paraformaldehyde. Endogenous phospha-
tase was heat-inactivated at 65 °C. The AP-fusion protein
was viewed through an enzymatic reaction with a solution
containing 34 pM of Nitro-blue-tetrazolium and 18 uM
of 5-bromo-4chloro-3-indolylphosphate (Invitrogen). For
competition experiments NgR(Ecto) was added at different
concentrations during Nogo66-AP incubation. AP levels
(blue reaction) were measured using a spectrophotometer

(Dynex Technologies, VA, USA).

In vitro experiments with cerebellar granule neurons
(CGNs). CGNs from P5-P7 mouse (CD1 strain, Charles
River, Lyon, France) pups were dissociated by combined
trypsinization as described previously (41). Cells were pla-
ced in 24-well tissue culture dishes (Nunc, Roskilde, Den-
mark) on coated coverslips (see below) and grown for 24 to
48h in DMEM medium supplemented with N2 and B27
(Invitrogen). The procedures were used to treat cells with
MAIs or myelin; the cell surface was coated with purified
myelin essentially as described (38). Cells were fixed in 4%
buffered paraformaldehyde and stained with TUJ-1 anti-
body and Alexa Fluor 568-tagged secondary antibody. After
rinsing, coverslips were mounted in FluoromountTM and
photodocumented. Neurite length in cultured CGNs was
assessed following image acquisition using Image J software.
A total of 50-57 neurons were measured in each condition.

Time-lapse analysis of cell migration. Fluorodish cell
culture dishes (World Precision Instruments, Sarasota, FL,
USA) were coated with Laminin or Myelin as above. 5 x
104 cells were seeded in the coated dishes and 20-24 h la-
ter the time-lapse analysis was performed. Culture dishes
were transferred to an LCI system (Live Cell Instruments,
Seoul, Korea) for 20 h. Tracking was performed in an inver-
ted Olympus microscope IX71 (20X Objective) and images
(5 megapixels each) were captured with an Olympus XC50
camera (150 frames, one frame every 8 min. 20h in total).
Cell tracking allows analysis of the scrolling speed and frame
position (Xt, Yt). The multi-tracking analysis was performed
with Image] TM software using the plugin mTrack] (Biome-
dical Imaging Group Rotterdam of the Erasmus MC-Uni-
versity Medical Center Rotterdam, Netherlands).

In vitro experiment on microfluidic devices. Cortical
neurons were cultured in compartmented microchips (Cat.
SND900, XonaTM microfluidics, Temecula, CA, USA)(see
(42) for details). Both reservoirs (axonal and soma) were
coated overnight with Poly-D-Lysine to ensure that the pro-

tein also coated the surface of the 900 um long bridge
channels. The following day the axonal compartment
was also coated with OMgp as above. To avoid diffusion
of the OMgp from the axonal to the soma compartment
a larger amount (> 15 %) of medium was added to the
soma compartment during the experiment. Cortical neu-
rons were seeded and after an additional 2 days in vitro,
eGFP-TEG3 or eGFP-NgR(Ecto)-TEG3 (2 x 105 cells)
were seeded in the axonal compartment. After an addi-
tional 10 days in vitro, microchips were fixed in 4% bu-
ffered paraformaldehyde and rinsed in 0.1 M PBS. After
rinsing in 0.1 M PBS, chips were incubated with TU]J-1
and eGFP antibodies for two days at 4° C and 6 hours
with the appropriate Alexa-tagged secondary antibodies.
After rinsing, both soma and axonal compartments were
filled with FluoromountTM in 0.1 M PBS (2:1 dilu-
ted) and photodocumented. The length of the cortical
neurons in the axonal compartment was measured using
Image] TM software. A total of 20 chips were analysed in

each condition.

Traction force microscopy measurements. Cell trac-
tions were evaluated using constrained Fourier transform
traction microscopy (FTTM) (43). PAA gels were coated
with Laminin, CSPG, or OMgp as described (24), and
cells were cultured over the PAA-coated gels. Briefly, to
obtain a stiff gel of 12 kPa Young Modulus (PAA), 265 pl
of an Acrylamide/Bis-acrylamide mixture (15% Acryla-
mide and 6.5% Bis-acrylamide, Bio-Rad) was dissolved
in ultrapure water containing 0.4% of 0.2 pm diameter
red fluorescent beads (Invitrogen), 0.5% ammonia per-
sulfate, and 0.05% TEMED (Bio-Rad). For multi-trac-
king, the mixture was added to the center of the dish,
which was then coated and stored overnight at 4°C. The
displacement field was calculated by comparing fluores-
cent microbead images obtained during the experiment
with a reference image taken at the end of the experiment
after the trypsinization and the consequent detachment
of OECs from the underlying substrate. The projected
cell area was calculated with MatlabTM, based on the
manual tracing of the OEC contours determined by a
phase contrast image obtained at the start of the expe-
riment. A particle imaging velocimetry algorithm (44)
was used to determine the deformation of the substrate
caused by the traction forces. The number of analyzed
cells in each condition is indicated in the Results section.

Surgical procedures and cell trasplantation. Adult
female Sprague-Dawley rats (9 weeks old; 250-300 g
weight) were used in the spinal cord experiments. The
animals were housed with free access to food and water at
room temperature of 22 + 2°C under a 12:12 h light-dark
cycle. The experimental procedures were approved by
the ethical committee of the Universitat Autonoma de
Barcelona and the IBEC in accordance with European
Directive 86/609/EEC. Under anesthesia with ketamine
(90 mg/kg) and xylacine (10 mg/kg) and aseptic con-
ditions, laminectomy was performed in T8-T9 vertebra
and a cord contusion of 200 Kdyns was induced using
an Infinite Horizon Impactor (Precision System and Ins-



trumentation, Kentucky, USA). The cells for transplan-
tation (eGFP-TEG3 or eGFP-NgR(Ecto)-TEG3) were
suspended in L15 medium (Invitrogen) at 50,000 cells/
pl and maintained in ice during the time of surgery.
30 minutes after the lesion, using a glass needle (100
pm internal diameter, Eppendorf, Hamburg, Germany)
coupled to a 10ul Hamilton syringe (Hamilton #701,
Hamilton Co, NV, USA), 6 pl of the corresponding cell
suspension were intraspinally injected (1 mm deep into
the spinal cord, 2 injections of 3 pl each, one at each
side 1 mm lateral to the lesion point), with a total of
150,000 cells per injection (300,000 cells/rat). A perfu-
sion speed of 2 pl/min was controlled by an automatic
injector (KDS 310 Plus, Kd Scientific, Holliston, MA,
USA), and the needle tip was maintained inside the tis-
sue 3 min after injection to avoid liquid reflux. A total
of 6 rats were used (3 rats received eGFP-TEG3 cells,
another 3 eGFP-NgR(Ecto)-TEG3 cells). The wound
was sutured by planes and the animals allowed to re-
cover in a warm environment. Bladders were expres-
sed twice a day. To prevent infection, amoxicillin (500
mg/l) was given in the drinking water for one week.

Tissue processing. Seven days post implantation, rats
were deeply anesthetized (pentobarbital 60 mg/kg b.w.
i.p.) and intracardially perfused with 4% paraformalde-
hyde in 0.1 M PBS. The spinal cord segment from 1.5
cm rostral to 1.5 cm caudal to the injection (+ 3 cm
total length) was harvested and post-fixed in the same
fixative solution for 24h and cryopreserved in 30% su-
crose. For GFP-positive cell localization, 30pum thick
longitudinal cryostat sections of the spinal cord seg-
ment were obtained. Spinal cord sections of cell-trans-
planted rats were processed for immunohistochemistry
against GFP and GFAP. Tissue sections were blocked
with PBS-0.3% Triton X-100 -5% foetal bovine serum
and incubated for 24h at 4°C with primary antibodies.
After washes, sections were incubated for 2h at room
temperature with the secondary antibody. Slides were
dehydrated and mounted with Citoseal 60 (Thermo Fi-
sher Scientific, Madrid, Spain). For analysis, images (10
megapixels) were obtained with a digital camera (Leica
DFC 550) attached to the microscope (Leica AF700).
Starting from the injection points, 11 consecutive sec-
tions of the length of approximately 200 pm were taken
into account. GFP-positive cells in each section were
counted.

Statistical analysis. Summary data are expressed as
mean + S.E.M (standard error of the mean) of at least
three independent experiments (unless indicated).
Means were compared by one-way ANOVA test. Value
of ** p £ 0.05 and *** p < 0.01 were considered statis-
tically significant.
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Supplementary Figure 1.

A,B) Diagrams illustrating the full length and the cloned ectodomain of the Nogo receptor protein (A). Relevant domains
of the protein are also labeled. B) Scheme of the two lentiviral vectors used in the study. C) Full size scanned films of
Western blot experiments of the characterization of TEG3 clones expressing the NgR(Ecto). As example p75 expression in
these five clones is also reported. Tubulin was used as an internal protein control. Arrows point to the protein of interest.
Note that both endogenous NgR1 and ectodomain are expressed in clones 2 and 4.
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Supplementary Figure 2.

Full size un-cropped films of the Western blot experiments illustrated in Figure 4. Arrows point to proteins of interest in

cell extracts (A) and culture media (B). The cell type (TEG3 or EBNA) and the infection with eGFP or NgR(Ecto) lenti-

virus are also indicated.
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RESUMEN:

El transporte bidireccional a lo largo de los axones entre los terminales sindpticos somatodendriti-
cos es crucial para mantener la funcién y la viabilidad de las neuronas. Cuando hay un desbalance, se
produce una insuficiencia de la homeostasis neuronal que compromete sus procesos funcionales como
su viabilidad. De hecho, distintas enfermedades neurodegenerativas se originan a partir de un desba-
lance en la funcién y el transporte axonal. Por lo tanto, numerosas técnicas han sido desarrolladas para
establecer y mantener los cultivos neuronales en dispositivos microfluidicos compartimentalizados para

comprender mejor los procesos asociados a cada dominio neuronal.

En este estudio, hemos demostrado que el uso de sistemas lab-on-a-chip para co-cultivos de moto-
neuronas con células C2C12, linea celular de miotubos, para imitar la unién neuromuscular. Ademds,
mediante la integracion de técnicas de microscopia en tiempo real de Ca+2 hemos demostrado fun-
cionalidad de los NM]J en los chips a través de transientes de calcio inducidos por KCl en miotubos
conectados. Esta plataforma puede potencialmente convertirse en una herramienta util para andlisis

experimental in vitro para investigacién bésica de la NM].
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Engineering a functional neuro-muscular junction
model in a chipf

Zigiu Tong,® Oscar Seira, 1§ Cristina Casas,® Diego Reginensi,?*¢ Antoni Homs-
Corbera,®®® Josep Samitier*®® and José Antonio Del Rio*2°¢

Healthy bi-directional intracellular transport along the axons between the somatodendritic and synaptic
terminals is crucial to maintain the function and viability of neurons. When misbalanced, there is
neuronal homeostasis compromises its function and viability. In fact,
neurodegenerative diseases originate from misbalanced axonal transport and function. Thus numerous
techniques have been developed to establish and maintain neuronal cultures in compartmented
microfluidic devices to better understand these processes mimicking neuronal polarization. Although
useful, these in vitro platforms do not allow for a full specific and temporal analysis in a completely
monitored way. In this study, we have utilized a microfluidic system with large open cell culture

failure that several

reservoirs to precisely control neuronal microenvironments, capable of mimicking axon transport and
synapse formation and to facilitate their analysis. We demonstrate using this lab-on-a-chip system for
long-term motoneuron co-culture with C2C12-derived myotubes to mimic neuro-muscular junction
(NMJ) formation. Furthermore, by integration with a calcium (Ca®*) imaging technique, we have proved
the NMJ functionality in-chip through KCl-induced Ca®* transient in connected myotubes. This platform
can potentially become a useful tool as a straightforward, reproducible, and high-throughput in vitro
model for basic NMJ research, and for high-throughput drug screening.

Introduction

Neuronal polarization is a key process during neuronal differ-
entiation and maturation being the basis of neuronal trans-
mission.” The signal propagation depends on the fact that
neurons display two morphologically and functionally distinct
domains: the somatodendritic and axonal domains.> During
maturation, especially in the adult stage, neurons maintain
their polarity by controlling local protein synthesis and degra-
dation together with axonal transport along their microtubule-
enriched cytoskeleton.’” In fact, most neuronal functions rely
on the relevant bi-directional long-distance transport of
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cytoplasmic components including vesicles, mitochondria and
endocytic organelles along the axon.' The maintenance of these
domains, in particular the axonal functions, are especially
crucial in long-range projecting neurons such as spinal motor
neurons or cortical pyramidal cells. Indeed, given the impor-
tance of polarity, many studies have focused on uncovering the
mechanisms that establish neuronal polarization, and many
factors involved in axon specification have been identified using
in vitro and in vivo models. For example, organelle (mitochon-
dria) transport along axons has attracted special interest in
recent years following its influences on neurodegenerative
diseases in both central®® (i.e., Alzheimer's or Parkinson's
diseases) and peripheral®* nervous system (i.e., amyotrophic
lateral sclerosis or Charcot-Marie-Tooth diseases).

Precise control, manipulation, and monitoring of cellular
microenvironments using microfluidics technology, enabling
the handling of fluid flow at p-meter scale, has becoming an
indispensable tool for biomedical researchers. Especially those
presenting compartmentalized microfluidic platforms which
enable the physical isolation of axons from cell bodies and
dendrites, have gained much popularity in neurobiological
research'* (ESI Table 17). Their applications have revealed novel
findings that have otherwise been unobtainable by other in vitro
or in vivo methods. For example, a dual compartmentalized
microfluidic cell culture device was used by Taylor et al. to
extract selectively the axonal mRNA from mammalian CNS
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neuron.” Current studies have also focused on using this or
similar compartmentalized microfluidic devices to investigate
axon growth,'' axon-glia interaction,'”” axon responses in
models of spinal cord injury'® or synapse junction screening'’
(ESITable 17). In addition, when combined with microelectrode
array platform, these devices have been utilized to examine the
cortico-thalamic network' and to asses cortico-cortical elec-
trical activity.'® Traditional method to establish NM]J formation
requires motoneurons and muscle cells to be seeded in the
same Petri dish and co-cultured under single culture
medium.**** Recent attempts have been made to utilize afore-
mentioned compartmentalized microfluidic systems to create
more suitable in vitro models.”*** In fact, in the organism cell
bodies of motoneurons are located meters away from the
muscle cells and both experience different physiological
microenvironments. Hence, it is inadequate to faithfully reca-
pitulate in vivo condition of the neuromuscular connections via
traditional Petri dish co-culture approach. Furthermore, to
manipulate individual cell population within the mixed pop-
ulation seems difficult.

The ability to tailor cell microenvironments individually can
be desirable and useful, and usually mimics more closely the
physiological conditions. Based on the microfluidic co-culture
system developed by Taylor et al,* in a scale similar to the
pioneering study by Campenot,* we have utilized a microfluidic
chip compatible with the size and geometry of a microscope
slide for further optical analysis. The compartmented system
contains a physical barrier with a large number (up to 200) of
embedded microchannels separating two identical compart-
ments that permits only the extension of neurites. In addition,
controlled, fluidically isolated cell seeding reservoirs have been
achieved in our device by simple control of media volume
differences between the two reservoirs. Furthermore, this type
of open system provides an easier and more direct access to
manipulate cell cultures.?**”

We report in here a robust co-culture protocol of mouse
primary motoneuron cells with C2C12-derived myotubes in our
modified chip. We have successfully demonstrated the synaptic
formation between the two cell types by bungarotoxin (BTX)
immunostaining,”** and we have further integrated the
calcium imaging technique to study the functional synapse
responses, namely to chemically stimulate motoneurons and
observe calcium influx changes in differentiated myotubes.

Materials and methods
Neuron culture device design and fabrication

Microfluidic neuron culture platform was fabricated in poly-
(dimethylsiloxane) (PDMS) by standard photolithography and
soft lithography.*® The overall chip design and dimensions can
be seen in Fig. 1. Polystyrene transparent masks were designed
using CAD file and printed via a high-resolution printer (CAD/
Art Services, OR, USA). For the fabrication of single 2 um wide
channel chip, a chrome mask (JD Photo-Tools, United
Kingdom) was instead used for achieving a higher resolution.
In brief, a glass slide was pre-cleaned by immersing in
Piranha solution for 10 minutes and dried at 200 °C for 30

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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minutes. SU8 2 (MicroChem, MA) photoresist was then spun at
a rate of 5000 rpm for 30 seconds to obtain a thin-film layer (1
pum thick) which facilitates the adhesion of subsequent layers of
photoresist. The resulting photoresist coated glass slide was
exposed with UV light for 10 seconds and heated for 1 minute at
95 °C. A second layer of SU8 2 was then spin-coated at a rate of
1500 rpm to achieve a thickness of approximate of 2.7 pm. A
polystyrene transparent mask defining the microchannels (10
pum width by 50 pm spacing, Fig. 1) was then used to pattern the
second layer of SU8 2 by exposing to UV light for 4.5 seconds. In
the case of fabricating 2 pm wide channels, a chrome mask was
used and exposed to UV light for 3 seconds. After resolved with
SU-8 Developer (MicroChem), the master was rinsed with iso-
propanol (Panreac Quimica, Spain), and dried with nitrogen
gas. The process was repeated with a denser photoresist to
create the third layer of two reservoirs. SU8 50 was spun at 2000
rpm for 30 seconds (resulting 60 um in height) and a second
polystyrene transparent mask was aligned to the first pattern
and used to pattern the two large reservoirs. The final SU8 on
glass structure was used to create a replication process resistant
mold of PDMS by a pouring and casting methodology.

The slide was treated with trichloro(1H,1H,2H,2H-per-
fluorooctyl)silane (Sigma) for 1 hour before pouring PDMS
mixture onto it. A thin layer slab of PDMS (1 mm) was fabricated
by mixing a small amount of 10: 1 ratio of PDMS base to
catalyst, and poured onto the silanized SU8 master. Then, it was
subjected to curing by oven heating for 1 hour at 85 °C. The
cured PDMS was carefully peeled from the SU8 structure thus
creating a PDMS-master. The master was then placed inside the
plasma cleaner (Harrick Scientific, NY) for 1 min to activate the
surface, and then irreversibly bound to a glass slide (also treated
with plasma) with the non-feature side contacting the glass to
be used later to make replicas of final PDMS device (5 mm
thick). The advantage of using a PDMS master is that it's more
robust and durable than the SU8 photoresist features on glass.
Two large cell-seeding reservoirs were hallowed out by using
Harris Uni-Core cutter (J = 12 mm, Ted Pella, CA). The final
PDMS devices were cleaned by sonication in ethanol and then
in Millipore water, and were further sterilized by autoclaving
process.

Features of SU8 on glass and PDMS chips were analyzed and
verified by mechanical profilometer (DEKTAK 6M, Veeco, NY),
optical profilometry (WYKO NT1100, Veeco, NY), or scanning
electron microscopy (SEM) (FEI, Oregon) before their subse-
quent uses.

Device surface coating

Thin glass cover slides (24 x 60 mm, Menzel Gliser, Germany)
were cleaned with ethanol and sterilized in an autoclave. The
PDMS culture chips and glass cover slides were surface-
activated by introducing inside a plasma cleaner for 2
minutes. Then the PDMS chips were assembled on top of the
cover slides by applying gentle pressure with a pair of tweezers.
The bonded devices were further sterilized under UV light for 10
minutes inside a cell culture hood before pipetting coating
solution of poly-r-ornithine (15 ug mL™', Sigma) and then

RSC Adv., 2014, 4, 54788-54797 | 54789
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Fig. 1 Design and fabrication of microfluidic based open chamber co-culture system. (a

a) Schematic drawing of co-culture system consisting of

two open chambers (& = 12 mm) for culturing of motoneurons and C2C12-derived myotubes. The PDMS device was irreversibly bonded on top
of glass slide by plasma bonding. (b) The somal and axonal compartments are connected by a series of parallel microchannels (W x H x L =10
um x 2.7 um x 1 mm) separated by a distance of 50 um. In the experiments of utilizing smaller channel dimensions, the width was modified to 2
um, while the other parameters were kept the same. SU8 photoresist features on glass slide masters were subjected to SEM (c) and profilometer
(d) characterization. 10 um (e and f) and 2 um (g and h) wide PDMS channels were observed under SEM (e and g) and interferometer (f and h).
Insets of (e and g) were imaged under tilt condition using SEM. Scale bars in (f) and (h) are 5 pm.

incubated for 3 hours at room temperature (RT) until dry. Next,
laminin (3 pg mL™", Sigma) was added to the wells and stored
overnight in a humidified incubator (37 °C, 5% CO,). The
devices were washed three times with Milli-Q water and PBS
before seeding cells.

Mouse embryonic motoneurons isolation

Motoneuron-enriched cultures were isolated from ventral cords
of embryonic day 13.5 (E13.5) mice. Animals were maintained
in a pathogen-free barrier facility at the University of Barcelona
animal facility. Experiments were approved by the University of
Barcelona Animal Care (Protocol 7855) and Use Committee and
used in accordance with Spanish (RD223/88) and European (86/
609/ECC) regulations. Ventral spinal cord tissue was dissected
from embryos and collected in cold dissection media (Hank's
balanced salt solution, HBSS, Invitrogen Life Technologies)
containing 6.5 mg mL™" culture grade glucose (Sigma). The
tissues were mechanically chopped and dissociated with 0.05%
trypsin-EDTA (Invitrogen Life Technologies) for 7 minutes at
37 °C. Fragments were collected and transferred to an L15 solu-
tion (Invitrogen Life Technologies) with B27 (18 mM Glucose/22.5
mM NaHCO;/antibiotics and N2 supplement) mixed with 4%
BSA (Sigma) and 1 mg mL™' DNAse I (Applied Biosystems)
solutions. Tissue fragments were then mechanically dissociated
with a pipette tip (200 pL) and the dispersed cell suspension was
left standing for 2 minutes to precipitate the tissue debris. The
supernatant was collected in a new conical tube and the
dissociated cells were layered over a 1.5 mL of L15 solution with
4% BSA followed by centrifugation at 200 xg for 5 minutes at RT
for the first purification step. The pellet was then re-suspended
and layered over a 2 mL gradient solution with dissection media

54790 | RSC Adv., 2014, 4, 54788-54797

and OptiPrep density gradient medium (60%, Axis-Shield) fol-
lowed by centrifugation at 520 xg for 10 minutes at RT. The
final pelleted motoneurons were suspended in a complete
motoneuron media (CMM) and were ready for seeding in glass
bottom Petri dishes (J = 12 mm) or in the somal compartments
of the microfluidic devices.

C2C12 myoblast culture and preparation

C2C12 cells were expanded in DMEM supplemented with 10%
FBS (Invitrogen Life Technologies), 25 mM HEPES (Invitrogen
Life Technologies), 1% r-glutamine, and antibiotics. When
culture reached 90% confluence, FBS serum was replaced to 5%
normal horse serum (NHS) in order to trigger myotube
differentiation.

Co-culture of motoneurons and C2C12 muscle cells in
microfluidic chip

Motoneurons were seeded first in the compartmentalized
devices (~4.5 to 5 x 10° cells per compartment) and maintained
in CMM containing Neurobasal media, supplemented with 1%
NHS, 1% penicillin/streptomycin, B27 and r-glutamine (all from
Invitrogen Life Technologies). Ciliary Neurotrophic Factor
(CNTF, 10 ng mL™", PeproTech) and Glial-Derived Neurotrophic
Factor (GDNF, 10 ng mL™", PeproTech) were added to CMM. On
the next day, C2C12 myoblasts were seeded in the myotube
compartments (~2000 cells per compartment) and cultured in
C2C12 media. 3 days later, media was replaced with differenti-
ation media to induce myoblast differentiation. Meanwhile,
cytosine arabinoside (Ara-C, 5 pM, Sigma) was added to the
CMM to suppress excessive glial cell growth. Co-cultures were
maintained until C2C12 cells were highly differentiated to
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myotubes and motoneuron axons reached the myotube
compartments which were usually detected at 8-10 DIV. Media
changes for both cultures were carried out every 3 days. For
C2C12 myotube culture, 3-4 days after differentiation started,
the media was also supplemented with Ara-C to prevent
myoblasts from dividing and becoming overcrowded. From that
point on, the co-cultures were ready for subsequent analysis
with Calcein™ (1 mM, Molecular Probes), Mitotracker labelling
(200 nM, Invitrogen Life Technologies) or use for confocal Ca**
influx measurements. In selected experiments, additional neu-
rotrophins: Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF, 2 ng
mL ™", PeproTech) and Hepatocyte Growth Factor (HGF, 10 ng
', PeproTech), or inhibitory molecules: Semaphorin 3A
(Sema3A, 1 ug mL™", R&D systems) were added to the moto-
neuron culture media to access the axon growth efficiency.

mL~

Immunostaining and Alexa-bungarotoxin staining

Cell cultures were fixed in 4% buffered paraformaldehyde for 30
minutes at RT, washed twice in 0.1 M PBS, and then per-
meabilized with 0.2% Triton X-100 in 0.1 M PBS for 10 minutes.
Cultures were blocked with 10% FBS in 0.1 M PBS for 30
minutes at RT. Primary antibody dilutions were prepared as
followed: monoclonal anti-myosin (Sigma) was diluted at
1 : 1000 and polyclonal anti-B-tubulin (Covance) at 1 : 2000. The
Alexa 488-conjugated a-bungarotoxin (Alexa-BTX;
1:1000, molecular probes) was used to visualize the acetyl-
choline receptor (AChR) clusters present in the NMJs. Cultures
were incubated in primary antibodies diluted in 0.1 M PBS
containing 5% FBS at 4 °C overnight or for 1 hour at RT.
Cultures were then rinsed 3 times with 0.1 M PBS and incubated
for 90 minutes at RT with secondary antibodies (Alexa Fluor
488, 568, 405, 1 : 500; molecular probes) diluted in 0.1 M PBS.
To increase the efficiency of labelling and washing, the amount
of solutions in the microfluidic chip compartments were kept at
some differences. The hydrostatic pressure caused by the fluid
height difference facilitated the fluids entering the micro-
channels. Images were acquired by Leica TCS SP5 confocal
microscopy or Olympus BX61 microscopy and were further
analyzed and processed by ImageJ® software.

Fluor

Calcium (Ca®") transient measurement

Myotube compartments containing differentiated myotubes
were rinsed twice with HBSS and then incubated with a calcium
sensitive fluorescent dye, Fluo-4 acetoxymethyl (Fluo-4 AM)
ester (10 uM, Invitrogen Life Technologies) for 1 hour at 37 °C.
After the incubation, Fluo-4 AM was removed and rinsed three
times with HBSS. The co-culture chips were then incubated for
another 30 minutes at 37 °C in HBSS for de-esterification
process before performing fluorescence measurements. Potas-
sium chloride (KCl, 100 mM, Sigma) was added to motoneuron
compartments as a depolarization agent. Ca>" release intensity
level in myotube compartments was recorded for a total of 30
minutes. The liquid volumes in myotube compartments were
kept higher than the motoneuron compartments to prevent the
convective flow of KCI to myotube compartments. As a positive
control, after 30 minutes video recording, KCl was added
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directly to the myotube compartments. In selected experiments,
tetrodotoxin (TTX, 2 uM, Sigma) was added to the motoneuron
compartment after the initial KCl stimulation. During whole
labelling process, motoneuron compartments were always
maintained with the motoneuron growth media. The fluores-
cence intensity time-lapse videos were acquired using Leica TCS
SP2 confocal microscopy equipped with temperature (37 °C),
humidity, and CO, controls. The images were further analyzed
and quantified with Image]® software (MBF plugin, McMaster
University biophotonics facility).

Results

Design and fabrication of the neuronal microfluidic co-
culture platform

The microfluidic co-culture platform consists of a moulded
elastomeric polymer piece, PDMS, placed on top of a glass
coverslip (Fig. 1a). The bonding was facilitated via the exposure
of PDMS surface and glass slide with oxygen in a plasma
chamber for surface activation creating an irreversible bonding.
This strong bonding prevents leakage of the media into the
other chamber, undesired alternative axonal pathways, and
detachment of PDMS from the glass coverslip during long-term
cell culture. The device contains a physical barrier with
embedded microchannels (L = 1 mm) separating two large
reservoirs (& = 12 mm), ie., somal and axonal reservoirs
(Fig. 1b). Media was changed every 2 to 3 days and no appre-
ciable changes in cell viability or detectable liquid evaporation
were observed. It took approximately one week in culture for
motoneuron axons to cross the entire microchannels and to
reach the adjacent reservoir. The width (W) and height (H) of the
microchannels were measured to be 10 pm and 2.7 pm
respectively, and separated (S) by 50 pm (Fig. 1b-f). This
geometry allows neurites to enter microchannels but not the
cell bodies due to physical constrains. The length of micro-
channels were chosen to be 1 mm because this length scale
ensures that only axons were able to cross the entire micro-
channels and not dendrites.** In parallel, we have also designed
and fabricated a device containing smaller microchannels (W x
H =2 um x 2.7 pm) aiming for isolation of a low number of
axons (Fig. 1g and h). However, with this dimension, it took
approximately 2 weeks for the axons to cross the entire 1 mm
long microchannels (ESI Fig. 17).

Establishing a protocol for mixed co-culture of motoneuron-
myotube

As an initial step to set up a co-culture protocol for in-chip
system, we first analyzed culture conditions individually for
motoneurons and myoblasts in current culture plates (see
Material and methods for details). After 8 days in culture,
motoneurons exhibited typical stellate morphology in glass
bottom Petri dishes (Fig. 2a). Isolation of a pure population of
motoneurons is challenging, especially from embryonic mouse
spinal cord. In fact, after optimizing the isolation protocol, we
could still identify the presence of astrocytes (S100B or GFAP-
positive; Fig. 2b and c¢) and oligodendrocytes (olig2-positive,
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Fig. 2 Characterization of motoneuron and myotube co-culture on a single platform. (a) Photomicrograph illustrating cultured embryonic
mouse motoneurons growing over poly-L-ornithine and laminin coated coverslips (8 DIV). Notice the presence of glial cell monolayer under
motoneurons. Mixed co-culture of motoneurons (a-TUJ1 positive) and glia stained with antibodies to (b) glial fibrilar acidic protein (GFAP), (c)
S100B and (d) oligodendrocyte transcription factor (olig2) at 8—-10 DIV. Bright field micrographs of C2C12 myoblast cells differentiating into
myotubes (e) and differentiated myotubes stained for Myosin Il (f) in red. (g) Phase contrast micrograph of mixed motoneurons and myotubes co-
culture for 7-10 DIV. (h and i) NMJ formations on glass bottom Petri dishes (7-12 DIV) stained with Alexa-BTX, Myosin Il and TUJ1. Scale bars:

100 pm.

Fig. 2d) in our cultures. Nonetheless, we have noticed that
motoneurons could actually improve their viability in the
presence of those glial cells, which has also been previously
reported.”®*

C2C12 myoblast cell line is commonly used as a simplified
model for studying muscular system since myoblast can be
induced to form myotubes (Fig. 2e). A C2C12 myoblast to
myotube differentiation protocol was optimized to characterize
the differentiation process and to define the differentiation
timing in a standard culture plates for later establishment of the
co-culture in our chips. As observed in Fig. 2f, matured and
elongated differentiating myotubes from C2C12 cells express
Myosin II. Once both cell cultures were optimized separately, we
performed co-cultures testing in glass-bottomed Petri dishes
(& = 12 mm). Fig. 2g shows bright-field micrograph of co-
cultured condition showing two differentiated myotubes in
proximity of several motoneurons. Motoneurons typically
extend their axons over differentiated myotubes after 7 to
10 days culture in vitro. To demonstrate that axons and

54792 | RSC Adv., 2014, 4, 54788-54797

myotubes established synaptic connections, we performed
Alexa Fluor 488-conjugated o-bungarotoxin (BTX) staining. BTX
has high affinity to the a-subunit of the nicotinic acetylcholine
receptor allowing for an accurate indication of NMJ formation.
Microscopic observations of Alexa-BTX treated cultures showed
the connections in mixed conditions by detecting the clusters of
positive staining of BTX in identified myotubes (Fig. 2h and i).

Viable co-culture and formation of NMJ in compartmentalized
PDMS chips

Compartmentalized, fluidically-isolated microfluidic devices
enable the cultures of motoneurons and C2C12 cells in two
separated compartments connected by motoneuron axons.
Highly reproducible co-cultures were established following the
strict timeline protocol shown in Fig. 3a. Motoneurons and
differentiating C2C12-derived myotubes showed their typical
morphologies and with high viabilities when cultured in our
microfluidic devices (Fig. 3b). In addition, after 7 days in vitro
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Fig. 3 NMJ formation in compartmentalized microfluidic devices. (a) Timeline for establishing the co-culture of motoneurons and myotubes in
chip. (b) Phase contrast image of motoneurons (left) and C2C12 differentiating cells (right) in the separated compartments of a microfluidic
device 5-6 DIV. (c and d) Fluorescence micrographs of the co-culture in myotube compartment. After 12-15 DIV, the co-cultures showed a
significant motoneuron axon outgrowth (TUJ1-positive) and connected with C2C12-derived myotubes establishing synapsis (Alexa-BTX
staining). (e and f) High magnification micrographs showing the motoneuron axons contacting with NMJs on myotubes visualized by Alexa-BTX
(arrowheads). Scale bars: (b) 200 um, (c) and (d) 100 um, (e) and (f) 20 um.

culture, some of myotubes started to beat spontaneously in our
chip (ESI video 1t).

Motoneurons were seeded in somal compartment 1 day
before seeding C2C12 myoblasts in counter compartment. 4
days later, Ara-C was added to complete motoneuron media
(CMM), to decrease excessive glial proliferation. Despite the
addition of essential growth factors to the CMM, the presence of
those glial populations seems to be important for the mainte-
nance of a healthy motoneuron culture. We have observed that
when glial growth was blocked early (up to 24 h) after plating
motoneurons, the culture quality was largely compromised
(data not shown). After approximately 6-7 DIV, axons from the
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somal compartment reached the axonal compartment. At the
same time, C2C12 cells began to differentiate. Finally, after 2 to
3 more days, the distal axons reached matured myotubes
forming NMJs, comparable to what we observed previously in
the mixed co-culture condition (Fig. 2). In order to improve both
motoneuron survival and number of crossing axons, additional
neurotrophins, BDNF and HGF, were added to CNTF and
GDNF. The presence of these four neurotrophins has rendered a
large number of axons crossing the microchannels (ESI Fig. 2a,
b, and df). Furthermore, we aimed to determine whether
inhibitory molecules such as the class-3 secreted semaphorin
3A (Sema3A) may also affect motoneuron axonal growth. It has
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been demonstrated that Sema3A impairs the growth of moto-
neuron axons.*>® Experimentally, when Sema3A (1 pg mL™ ")
was added in the culture media we observed that axon growth
was largely impeded and their entrance to the myotube
compartment was significantly reduced compared to control
experiments (ESI Fig. 2¢ and d).

Then, in order to determine whether transport processes,
such as the organelle axonal transport occurs in chip culture,
mitochondria were labelled with Mitotracker (ESI Fig. 37).
Results indicate the presence of Mitotracker-labelled mobile
mitochondria along the axons inside the microchannels sug-
gesting that normal axonal transport along the axon of moto-
neurons is maintained.

Next, to illustrate the synapse contacts resulted in the
formations of functional NMJs in chip, we used Alexa-BTX
staining (Fig. 3c and d) to identify AChR clusters on myo-
tubes. High magnification micrographs in Fig. 3e and f show
two examples of confirmed neuromuscular synapse-like
formations. We have identified several endings of axons inter-
acting with myotubes forming a well-defined AChR clusters
(indicated by arrow heads in Fig. 3e and f).

Intracellular calcium (Ca**) transients in C2C12 myotubes
after potassium chloride (KCl) incubation in cultured
motoneurons in compartmentalized chips

We also aimed to test whether synapse transmission occurred in
our chip. Thus, we performed an analysis of Ca®>" transients in
differentiated myotubes via incubation with Fluo-4 AM when
motoneurons were stimulated with 100 mM KCL

First, as control experiments, we analyzed how Ca** tran-
sients were evoked directly by depolarization using 100 mM KCl
in the C2C12-derived myotubes 8-10 DIV after differentiation.
As illustrated in Fig. 4a and b, KCIl triggers a noticeable
synchronous and fast intracellular Ca®>" increase in myotubes.
In fact, this localized Ca*" increase in the myotubes was tran-
sient and showed a Ca*" spike lasting a short duration and the
fluorescence levels returned to baseline after 3 to 4 minutes as
expected. We noticed that not all the myotubes responded
equally to the KCl stimulation (i.e., exhibiting different levels of
fluorescent intensity) but all responses were synchronous. Next,
to confirm the absence of putative diffusion of KCI to the C2C12
reservoir, 100 mM KCI was added to the soma compartment
(without motoneurons) and the Ca®" transients in C2C12
platted in the second reservoir were analysed (ESI Video 27). As
expected, C2C12 myotubes growing in the axonal compartment
showed a basal asynchronous activity that was not modified by
the addition of KCI in the somal compartment demonstrating
that compartmentalized chambers showed fluidic isolation.
Due to the characteristics of high fluidic resistance in micro-
channels, a volume difference of the two compartments (higher
fluid level in axonal compartment) induces a slow, but sus-
tained, laminar net flow of fluid from axonal compartment to
somal compartment through the microchannels without
substantial modification of the composition in
compartment. The net flow impairs the diffusion phenomena
from somal to axonal compartment as also reported.*

somal
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After we confirmed the positive response of C2C12 myotubes
from direct stimulation by KCI and the fluidic isolation of the
chambers, we induced the depolarization of the motoneurons
cultured in the somal compartment with 100 mM KCl and
recorded the fluorescent intensity change in myotube
compartment (Fig. 4c and d). Fig. 4c shows the Ca>" level of a
myotube (labelled ROI 1) slowly increased with time and sus-
tained at an elevated level for 15 minutes before the intensity
level fell down again. However, the other two myotubes (indi-
cated by ROI's 2 and 3) in the same optical field were not
observed to display any fluorescence intensity change. Finally,
as a positive control, we added 100 mM KCI directly to the
myotube compartment, and instantaneously, all the studied
myotubes quickly responded synchronous to the direct KCl
stimulation (Fig. 4c, at 32 minutes). Thus, we can conclude that
fluorescence changes observed from myotube (labelled ROI 1)
was not an artefact. In fact, the ROI 1 myotube was closer to the
microchannel exits and it was very likely that ROI 1 myotube
form NMJs with an axon from somal compartment and the
other two myotubes did not form connections. This prolonged,
elevated fluorescent signal increase has also been observed in
other repeated experiments (data not shown). Moreover, this
KCl activation was specific since the addition of TTX (2 pM)
after KCl stimulation strongly decreased the evoked Ca”'-trig-
gered fluorescence in C2C12 myotubes (Fig. 5).

Discussion

In this work, we have presented a modified compartmentalized
microfluidics cell co-culture platform for generating robust and
functional NM]J formations for further neurobiological studies.
Using the present open chamber microfluidic setup has
following advantages: (1) it provides improved nutrient and gas
exchange to cell cultures with much more efficiency than cells
growing under restricted environments such as inside a
microchannel with a limited nutrient supply (e.g., see ESI Table
11). (2) The open chamber enables simple manipulations to the
cell culture, such as media exchange or introducing drugs,
toxins or pharmacological reagents without the need of an
external pump. (3) The cell culture area can be easily modified
“on demand” by using different sizes of commercially available
hole-punchers or cutters.

Our modified culture devices have two wells of 12 mm in
diameter, which have the same dimension to those microplates
commonly used in biological laboratories from several compa-
nies (Nunc, Costar, WPI, etc.). This macro cell culture format
can be quite important when culturing certain sensitive cell
types, such as primary cortical neurons, neural stem cells or
induced pluripotent stem cells allowing them to differentiate.
At the same time, modification of the microstructure of the
design (i.e., geometry of microchannels) can be easily attained
to suit particular experimental applications. For instance, in our
experiments the compartmentalization of the motoneurons is
accomplished due to the small openings of microchannels.**
Similarly, if we were interested to study the behaviour of low
number of axons, we would be able to isolate those axons by
reducing the dimension and the number of microchannels
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Fig. 4 Ca?* transient generation in motoneuron—myotube co-cultures. (a) Control experiment of C2C12 myotubes quickly synchronous
responded to KCL (100 mM) stimulation (t = 50", arrow) resulting Ca®* transient peaks (at t = 1.2') after the treatment. (b) Micrographs repre-
senting three time courses of the control experiment (t = 0, t = 1.2/, t = 4'). At t = 4 minutes, the elevated fluorescence intensities have all
reached basal level. Note, first micrograph shows the ROI distribution used for the analysis in (a). (c) KCL (100 mM) stimulation on the motoneuron
compartment induces Ca®* transient in the C2C12-derived myotubes. Notice that we only observed an increase in the Ca®* transient in the
myotubes with functional connection with motoneuron axon (indicated by ROI 1). After addition of the KCL (t = 1.5-2’, arrow), we observed a
slow, gradual increase in the relative fluorescent intensity that reached a plateau after 8 minutes and sustained at the elevated level for 15
minutes. At t = 30, the sustained Ca®* transient returned to baseline. (d) Micrographs representing three time courses of the actual experiment (t
=0/, t=8,t=32)asindicated in the x-axis in (c). At t = 32/, myotube culture chamber was directly stimulated of with KCL (100 mM, arrow). Note,
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with axons and maintained a sustained increase of Ca?". Fluorescent intensity levels were normalized by the background fluorescent noise.
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Fig. 5 TTX treatment reduces Ca®* transient intensity in moto-
neuron—myotube co-culture in chip. (a) Motoneuron compartment
was stimulated with 100 mM KCl at t = 2.5 min as shown in Fig. 4
(arrow). TTX was added at t = 6 min (arrow) to the KCl-treated
motoneurons. Finally another dose of 100 mM KCl was added at t = 12
min (arrow) in the C2C12 compartment. The graph shows the
responses from the connected myotube (ROl 1), the unconnected
myotubes ROI's 2 and 3, and the background ROI 4. The fluorescent
intensity level was normalized to background noise. (b) Zoom-in
micrographs of connected myotubes (ROI 1) responses at t = 0, 6, 8,
and 12 min. Note, the first micrograph also shows the ROI distributions
used for the analysis.

without additional changes in the culture conditions (ESI
Fig. 11). In some circumstances, a low number or single isolated
axons can be valuable in interrogating some particular issues
that yet to be solved due to the lack of specific tools. For
example, it would be interesting to explore single axons elec-
trical responses comparing to the group axons responses in
vitro.>**® Another interesting application of single axon isola-
tion is the possibility to trace organelle or molecule transports
in a low number of axons improving optical resolution and
analysis. In addition, the resulting pre-determined linear track
and direction of transport enables a more accurate and easier
way of quantification (ESI Fig. 37).

In vitro methods to generate neuromuscular junction
formation to study spinal or muscular diseases are typically
mixed cultures performed in a common plate with motoneu-
rons and muscle cells receiving the same media. However, this
type of co-culture system do not fully mimic the in vivo NM]J
condition as those cell types are in different extracellular matrix
environments and connected by peripheral nerves. Using an
open chamber, compartmented, fluidically controlled isolation
microdevice, we have successfully cultured those two cell types
in separated compartments and receiving individual distinct
culture media and joined solely by axonal processes. We have
established a robust culture protocol to generate healthy, long-
term survival of the cell co-cultures in chip (up to 4 weeks).
Furthermore, NM]J formation in differentiated myotubes was
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verified by the positive staining of Ach receptors via imaging
though Alexa-BTX staining.

In addition, myotubes were able to form spontaneous
contractions in our culture chips (ESI Video 1%). This was
further modulated by the generation of Ca®" transient in
cultured myotubes after KCl stimulation of motoneurons. KCl
treatment triggers motoneurons to release neurotransmitters
which induces Ca®" transient in the connected myotubes. From
our control experiments, where myotubes were directly stimu-
lated with KCI, we observed the duration of Ca®>" changes lasted
less than 1 minute. This instantaneous and transient Ca®*
changes for myotubes stimulation was commonly observed.
However, when KCI stimulation applied to motoneurons, we
have observed the prolonged Ca®" response (more than 15
minutes) in the myotube compartment. To rule out the possi-
bility of sustained Ca®" influx was triggered by the diffused KCI
from motoneuron compartment, we have conducted a detailed
diffusion experiments (Fig. 5). In addition, not all analyzed
myotubes respond in the same way, indicating a specific effect
of the KCl stimulation in particular motoneurons. Furthermore,
the application of TTX on the motoneuron compartment
resulted in diminishment of the fluorescent signal in myotube
which was initially evoked by KCI stimulation on motoneurons
(Fig. 5). Hence, the sustained elevated Ca*' signals of the
myotubes were caused by the specific stimulation from moto-
neurons. In fact, a protracted Ca** transient phenomenon has
also been reported in striatal neurons and other cells when they
were exposed directly to nitric oxide.*”

Conclusions

In conclusion, we have presented here an open microfluidic cell
culture platform for the application of co-culture of moto-
neuron and C2C12-derived muscle cells aiming for generating a
robust in vitro model of NM]J formations. Furthermore, we have
shown to be able to manipulate a single cell population, i.e.,
motoneurons, and have proven the functional response via Ca**
live imaging. Our modified macro-well microfluidic device will
be especially useful for culturing environmental sensitive cells
such as neurons and neural stem cells. Furthermore, with a
simple modification of the design, we can set up a more
sophisticated co-culture platform to study more complex
neuron interactions.

Acknowledgements

The authors thank Asumpcié Bosch (Department of Biochem-
istry and Molecular Biology, Autonomous University of Barce-
lona) for technical support on motoneuron culture. The authors
also thank David Izquierdo and Juan Manuel Alvarez from IBEC
Nanobioengineering group and Miriam Segura From Molecular
and Cellular Neurobiotechnology group to their technical
assistances and Tom Yohannan for linguistic advice. The
authors would also thank IBEC Nanotechnology Platform staff
for their generous help. This research was supported by the
Botin Foundation (JS), Seventh Framework Programme of the
European Commission, grant agreement 222887 FP7-PRIORITY

This journal is

© The Royal Society of Chemistry 2014 105



Paper

(JADR), the Spanish Ministry of Science and Innovation
(BFU2012-32617) (JADR), CIBERNED (2014/02) (JADR), the
Fundacion Vasca de Innovacion e Investigacion Sanitarias
(BIO12/AL/004) (JADR) and the Generalitat de Catalunya
(SGR2012-1218) (JADR), La Caixa Obra Social Foundation
(LCOSF) (JS and JADR), the Instituto de Salud Carlos III (PI11/
03028) and the Marato TV3 Foundation (JADR). CIBER-BBN
Plan 2008-2011, Iniciativa Ingenio 2010, Consolider Program
to JS. OS was supported by MINECO, IBEC (Strategic Research
Initiative program founded by LCOSF) and CIBERNED. The
Nanobioengineering group has also supported from the
Commission for Universities and Research of the Department
of Innovation, Universities, and Enterprise of the Generalitat de
Catalunya (SGR2012-1442).

References

1 P. L. Cheng and M. M. Poo, Annu. Rev. Neurosci., 2012, 35,
181-201.

2 A. P. Barnes and F. Polleux, Annu. Rev. Neurosci., 2009, 32,
347-381.

3 A. C. Horton and M. D. Ehlers, Neuron, 2003, 40, 277-295.

4 L. de la Torre-Ubieta and A. Bonni, Neuron, 2011, 72, 22-40.

5 C. G. Dotti and M. M. Poo, Nat. Cell Biol., 2003, 5, 591-594.

6 B. DuBoff, M. Feany and J. Gotz, Trends Neurosci., 2013, 36,
325-335.

7 P. H. Reddy, Brain Res., 2011, 1415, 136-148.

8 A. H. Schapira, V. M. Mann, J. M. Cooper, D. Krige,
P. J. Jenner and C. D. Marsden, Ann. Neurol., 1992, (32
Suppl.), S116-5124.

9 S. Boillee, C. Vande Velde and D. W. Cleveland, Neuron, 2006,
52, 39-59.

10 F. Palau, A. Estela, D. Pla-Martin and M. Sanchez-Piris, Adv.
Exp. Med. Biol., 2009, 652, 129-137.

11 D. Y. Lu, C. H. Tang, W. L. Yeh, K. L. Wong, C. P. Lin,
Y. H. Chen, C. H. Lai, Y. F. Chen, Y. M. Leung and
W. M. Fu, Eur. J. Pharmacol., 2009, 613, 146-154.

12 A. M. Taylor, N. C. Berchtold, V. M. Perreau, C. H. Tu, N. Li
Jeon and C. W. Cotman, J. Neurosci., 2009, 29, 4697-4707.

13 J. M. Peyrin, B. Deleglise, L. Saias, M. Vignes, P. Gougis,
S. Magnifico, S. Betuing, M. Pietri, ]. Caboche,
P. Vanhoutte, J. L. Viovy and B. Brugg, Lab Chip, 2011, 11,
3663-3673.

14 U. Hengst, A. Deglincerti, H. J. Kim, N. L. Jeon and
S. R. Jaffrey, Nat. Cell Biol., 2009, 11, 1024-1030.

15 J. Park, H. Koito, J. Li and A. Han, Lab Chip, 2012, 12, 3296~
3304.

16 E. Park, J. D. Bell and A. ]J. Baker, Can. Med. Assoc. J., 2008,
178, 1163-1170.

106 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

RSC Advances

17 P. Shi, M. A. Scott, B. Ghosh, D. Wan, Z. Wissner-Gross,
R. Mazitschek, S. ]J. Haggarty and M. F. Yanik, Nat.
Commun., 2011, 2, 510.

18 T. T. Kanagasabapathi, P. Massobrio, R. A. Barone,
M. Tedesco, S. Martinoia, W. J. Wadman and M. M. Decre,
J. Neural. Eng., 2012, 9, 036010.

19 T. T. Kanagasabapathi, K. Wang, M. Mellace, G. ]J. Ramakers
and M. M. Decre, Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc., 2009, pp.
1655-1658.

20 M. Das, J. W. Rumsey, C. A. Gregory, N. Bhargava, J. F. Kang,
P. Molnar, L. Riedel, X. Guo and J. J. Hickman, Neuroscience,
2007, 146, 481-488.

21 M. Das, J. W. Rumsey, N. Bhargava, M. Stancescu and
J. J. Hickman, Biomaterials, 2010, 31, 4880-4888.

22 H. S. Park, S. Liu, J. McDonald, N. Thakor and I. H. Yang,
Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc., 2013, pp. 2833-2835.

23 K. A. Southam, A. E. King, C. A. Blizzard, G. H. McCormack
and T. C. Dickson, J. Neurosci. Methods, 2013, 218, 164-169.

24 A. M. Taylor, M. Blurton-Jones, S. W. Rhee, D. H. Cribbs,
C. W. Cotman and N. L. Jeon, Nat. Methods, 2005, 2, 599-605.

25 R. B. Campenot, Methods Enzymol., 1979, 58, 302-307.

26 M. Arundell, V. H. Perry and T. A. Newman, Lab Chip, 2011,
11, 3001-3005.

27 J. Park, J. Li and A. Han, Biomed. Microdevices, 2010, 12, 345—
351.

28 M. C. Bohn, Exp. Neurol., 2004, 190, 263-275.

29 M. Sendtner, Y. Arakawa, K. A. Stockli, G. W. Kreutzberg and
H. Thoenen, J. Cell Sci., Suppl., 1991, 15, 103-109.

30 G. M. Gilad, V. H. Gilad, D. Dahl and A. Bignami, Brain Res.,
1988, 458, 249-260.

31 A. R. Taylor, M. B. Robinson and C. E. Milligan, Nat. Protoc.,
2007, 2, 1499-1507.

32 R.]. Pasterkamp, F. De Winter, R. J. Giger and ]J. Verhaagen,
Prog. Brain Res., 1998, 117, 151-170.

33 R. J. Pasterkamp, R. J. Giger and J. Verhaagen, Exp. Neurol.,
1998, 153, 313-327.

34 E. Claverol-Tinture, J. Cabestany and X. Rosell, IEEE Trans.
Biomed. Eng., 2007, 54, 331-335.

35 R. Morales, M. Riss, L. Wang, R. Gavin, ]J. A. Del Rio,
R. Alcubilla and E. Claverol-Tinture, Lab Chip, 2008, 8,
1896-1905.

36 L. Wang, M. Riss, J. O. Buitrago and E. Claverol-Tinture, J.
Neural. Eng., 2012, 9, 026010.

37 T. F. Horn, G. Wolf, S. Duffy, S. Weiss, G. Keilhoff and
B. A. MacVicar, FASEB J., 2002, 16, 1611-1622.

38 G. M. Whitesides, E. Ostuni, S. Takayama, X. Jiang and
D. E. Ingber, Annu. Rev. Biomed. Eng., 2001, 3, 335-373.

RSC Adv., 2014, 4, 54788-54797 | 54797



Supplementary

Figure S1. Comparison of motoneurons growing on 2 um and 10 um wide micro-

channel chips. Characterization of 2 pm wide (a) and 10 um wide (c) microchannels
via SEM imaging. Neuronal Class III B-Tubulin (TUJ1) staining of axons exiting in 2
pm wide (b) and 10 pm wide (d) microchannels. Scale bars: (b) 20 um, (d) 100 pm.
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Figure S2. Effect of neurotropic factors and Semaphorin 3A on motoneuron axon growth. Re-
presentative micrographs of axonal growth in: normal motoneuron growth media which contains
growth factors of CNTF and GDNF (a), additional neurotropic factors of BDNF and HGF (b),
and the addition of Sem3A to the growth media (c). Pictures were taken 7 days after the initial
cell seeding. Fractions of channels having axons across the entire channel under each condition
are calculated and plotted. Asterisk denotes statistically significant by Student t-test ( * P < 0.01)

comparison to control. Scale bars: 50 um.
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Figure S3. Comparison of mitochondria imaging on petridish and on chip. MitoTracker Deep Red FM

was used for live cell staining of mitochondria in petridish (a) and on chip with 10 um wide microchannels
(c). Figure b shows bright field image of axons entering the 10 pm wide microchannels (b). Scale bars (a):

200 pum; (b, ¢): 50 um.
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Author (paper)

Taylor et al, 2003

Taylor et al, 2005

Liu et al, 2008

Park et al, 2008

Hengst et al, 2009

Arundell et al, 2011

Kanagasabapathi et al, 2012

Southam et al, 2013

Park et al, 2013

Cell Culture
Rat cortical neurons
Rat ans mouse cortical hippocampal
neurons, posnatal rat pups oligos.

Rat sympathetic neurons, kidney epithe-
lial, PVR strains

Rat cortical neurons
Rat dorsal root ganglia and dorsal spinal
commissural neurons

PC12, SH-SY5Y, cortical neurons

Rat cortical and thalamic neurons

Rat spinal motor neurons, rat hind-limb
muscles, rat spinal glial cells

Mouse ESCs and mouse myoblasts
(C2C12)

Main applications

Coupled with microcontact printing technique
to study guided axon growth

Isolated axonal mRNA study axonal
injury and regeneration.

Analysis of neuron-to-cell transmission
and viral transport in axon

Analysis of axon regeneration focusing on the
inhibitory protein Nogo-66 and MAG

Elucidating the mechanism for local protein
translation in axonal outgrowth (PAR complex)

Demostration of the new method of creating
macro/micro cocultered platform

Coupled with microelectrode arrays (MEA) for
spontaneous electrical activity recording

Co-culture of motoneuron and muscle cells
to stablish neural muscular junction

Co-culture of ESC derived
motoneurons and myoblasts

Table S1. Summary of recently published studies using microfluidic chip for neuron cultures, especially targeting for axon
isolations. Note: W=width, H=height, L=length, c=cell culture area, m=microchannels, Wc, He, Lc denote the dimensions
of cell culture area, and have units of (mm); Wm, Hm, Lm denote the dimensions of microchannels and have units of (pm).

n/a=data not available.
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I. Modulacién de las propiedades
migratorias de las células de la glia
envolvente olfatoria.

Propiedades migratorias de la glia en-
volvente olfatoria.

Las lesiones del CNS son muy complejas, por
lo cual el tratamiento de las mismas no se debe
enfocar en bloquear solo un mecanismo de le-
sién, para promover la regeneracién axonal. Esto
conlleva que el numero de axones regenerados
tras los diversos tratamientos es bajo y, ademds,
la respuesta regenerativa entre las diferentes po-
blaciones neuronales (p.e. tracto espinal) a una
droga particular o tratamiento farmacoldgico
no es idéntico (David and Lacroix, 2003). Esto
provoca que una simple manipulacién del en-
torno inhibitorio no sea suficiente para obtener
una regeneracién axonal funcional optima. Asi es
como, estamos frente a un problema multifacto-
rial que requiere una aproximacién adaptada a su

complejidad.

Las OECs juegan un papel clave en el recreci-
miento y la orientacién de los axones olfatorios,
como también se ha demostrado que ayudan al
crecimiento de neuritas 7z vitro (Kafitz and Greer,
1999; Sonigra et al., 1999). Varios estudios han
confirmado que el uso de las OEC:s en las lesiones
de la médula espinal promueve la regeneracion
axonal después de su tratamiento terapéutico. La
evidencia de regeneracién anatémica (Franklin et
al., 1996; Lietal., 1997; Li et al., 1998; Imazumi
et al., 2000; Nash et al., 2002) y mejoria funcio-
nal (Li et al., 1998; Ramén-Cueto et al., 1998;
Ramén-Cueto et al., 2000; Lu et al., 2001; Lu et
al., 2002; Lopez-Vales et al., 2006) se ha obser-
vado en una variedad de modelos de reparacién
de la médula espinal, incluyendo la transecciéon
completa, hemiseccidn, lesién de tracto espinal,
contusién y desmielinizacién.

El trasplante de OECs es una terapia celular
prometedora para lesiones medulares, no obstan-
te, la terapia basada en el uso de las células de la
glia envolvente olfatoria posee una serie de pro-
blemas que la llevan a tener resultados variables
y contradictorios entre si, dados por: (i) la com-
plejidad inherente del problema regenerativo,
como tal, y sus mdltiples variables involucradas
(p.e. receptores, ligandos) (Thuret et al., 2006);
(ii) las células trasplantadas presentan una alta
tasa de muerte celular en el huésped producto
de la excitotoxicidad de la zona lesionada, como
también en la regién de penumbra. Por ello, el
numero de células por trasplante debe ser eleva-
do 150.000-200.000 (Guntinas-Lichius et al.,
2001; Tabakow et al., 2013); (iii) la capacidad
migratoria de las OECs es limitada en la zona de
lesién dependiendo de la regién de trasplante y
del grado de excitotocicidad del ambiente extra-
celular conllevando resultados variables tras su
aplicacién (Collazos-Castro et al., 2005; Deng et
al., 2006; Gudino-Cabrera et al., 2000); y (iv)
bajo nimero de estudios exitosos sobre elabora-
cién matrices biocompatibles para la promocién
de migracién celular y recrecimiento axonal en

modelos de lesién del SCN (Straley et al., 2010).

Meédula intacta

100 um

Figura 24. Migracién OECs iz vivo. Ejemplo de migra-
cién de las células de la glia envolvente olfatoria tras 7 dias
de trasplante en una médula espinal (a) intacta y (b) lesio-
nada. From Deng et al. 2006.
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Algunos reportes indican que las OECs mi-
gran largas distancias desde el punto de inyeccién
tras su trasplante (Ramon-Cueto et al., 1998;
Resnick et al., 2003), no obstante, diversos es-
tudios denotan que el marcaje utilizado (p.e
Hoesch o Fast blue), no es fiable para rastrear las
células trasplantadas debido a que se genera di-
fusién inespecifica del marcador (Iwashita et al.,
2000; Ruitenberg et al., 2002). Otros estudios
han pre-etiquetado las OECs con particulas pa-
ramagnéticas de éxido de hierro que permiten la
visualizacién de las células iz vivo por resonan-
cia magnética, sin embargo, existe un factor de
error que viene otorgado por la captacién de las
OECs pre-marcadas muertas que son fagocitadas
por macréfagos (Dunning et al., 2004; Lee et al.,
2004).

Estudios que utilizan OEC-eGFP revelan que
después de la lesién, de forma inequivoca, que
las células trasplantadas no migran a través del
epicentro de la lesién, ni tampoco grandes distan-
cias desde el sitio de la lesién (Boyd et al., 2004;
Li et al., 2004b; Lu et al., 2006a; Ruitenberg et
al., 2002). Deng y cols. han indicado que tanto
OEGC:s de ratas, como humanas presentan similar
migracién después de la inyeccién en médula to-
rdcica, sin embargo, es importante destacar que,
OEGC: tanto de ratas, como humanas migran dis-
tancias mds cortas, en ambas direcciones rostral
y caudal, en animales con médulas lesionadas
con una hemiseccién contralateral concomitante
(Deng et al., 2006). Smale y cols. han reporta-
do una migracién celular no significativa cuando
OEC:s de bulbo olfativo de rata fetal se trasplan-
tan en el cerebro de ratas adultas dafadas (Smale
et al., 1996). También, se ha demostrado que las
OECs trasplantadas migran menores distancias
en médulas lesionadas en comparacién a los con-
troles (médulas no lesionadas) (Collazos-Castro
et al., 2005; Gudino-Cabrera et al., 2000). Estos
resultados se han confirmado en experimentos de
xenoinjertos utilizando OECs de ratones GFP
(Ramer et al., 2004b). No obstante, los mecanis-
mos especificos que subyacen sobre la reduccién
de la migracién de las OECs en lesiones del CNS

siguen siendo, en su mayoria, desconocidos.

Diversos estudios indican que las propiedades
regenerativas de las OECs parecen estar ligadas
en gran medida a su dindmica de migracién (Ro-
loff et al., 2013; Wang and Huang, 2012), esto ha
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llevado a un gran interés por la mejora de la capa-
cidad migratoria y la supervivencia de las OECs
después de trasplante. De hecho, se ha informa-
do en diversos estudios que una mayor capaci-
dad migratoria de las OECs representa mejores
propiedades regenerativas (Boyd et al., 2004; Lu
et al., 2006a; Ramon-Cueto et al., 1998; Resnick
et al., 2003).

Pocos factores han sido descritos como capa-
ces de modular funcionalmente la migracién de
las OECs, entre ellos se incluyen: GDNE, fibuli-
na-3, slit-2 y Nogo-A (Cao et al., 2006; Huang et
al., 2011; Su et al., 2007; Vukovic et al., 2009).
De hecho, todas las moléculas que inhiben la mi-
gracién de las OECs se ha informado son sobre-
expresadas en las cicatrices después de la lesién y
actdan como inhibidores del crecimiento axonal.

El primer factor identificado como modulador
de la migracién de las OECs fue GDNF (Cao et
al., 2010). Las OECs expresan y secretan GDNF,
como también su receptor. Este factor estimula
la formacién de ondas lamelipodiales periféricas
que resultan en un aumento de los contacto cé-
lula-célula y una consecuente migracién mediada
por contacto. GDNF se ha demostrado que pro-
mueve la migracién de las OECs tanto in vitro
como in vivo (Cao et al., 20006). Este factor actia
a través de un complejo receptor formado por
Ret y GFRo-1 activando JNK y conllevando un
aumento en la migracién de las OECs. La com-
binacién del trasplante de OECs y la adminis-
tracién de GDNF se caracteriza por un aumento
de las propiedades migratorias de las OECs en
médulas no lesionada (Cao et al., 20006).

Fibulina-3 se ha demostrado que regula direc-
tamente la migracién de las OECs (Vukovik et
al., 2009). Su sobreexpresién mediada por virus
en las OECs inhibe su migracién y en su lugar
promueve su proliferacién celular. Esto acompa-
fiado de una disminucién del crecimiento neu-
ritico en co-cultivo de neuronas/OECs tratadas
con respecto a sus controles, apoya la hipétesis
de que la migracién de las OECs estimula la ex-
tensidn neuritica. Por otro lado, la sobreexpre-
sién de fibulina-3 da lugar a una disminucién
de la capacidad de las OECs para integrarse con
otros tipos celulares; considerando que una de las
propiedades que hacen a las OECs un candidato
atractivo para las terapias de trasplante celular en



comparacién con otros tipos gliales (p.e células
de Schwann) es su capacidad para asociarse libre-
mente con otros tipos celulares, como los astroci-
tos (Lakatos et al., 2003).

Slit-2 se ha demostrado que modula la mi-
gracion de las OECs. De hecho, el gradiente de
Slit-2 por microinyeccién en el frente de avance
celular causa colapso en el polo de direccién de
movimiento y ocasiona una dindmica migratoria
en la direccién opuesta (Huang et al., 2011). La
exposicion del extremo frontal, zona de avance
celular, ante este gradiente desencadena un au-
mento intracelular de Ca™* que conduce a la acti-
vacién de cofilina, cuya actividad es responsable
de la disrupcién de la F-actina que conlleva el
colapso de la dindmica del lamelipodio del frente
de avance (Huang et al., 2011). Curiosamente, la
reversion direccional y la translocacién del soma
son dependientes del cambio de la actividad de
RhoA en la célula. De hecho, las OECs durante
su proceso migratorio expresan elevada polaridad
frontal, y baja polaridad posterior, debido a una
reversién de la actividad de RhoA en presencia de
Slit-2 (Huang et al., 2011). El mecanismo por el
cual se genera la actividad de Slit-2 sigue siendo
desconocido, pero un estudio reciente ha obser-
vado que Slit-2 podria inactivar Fyn. Esta es una
quinasa que forma un complejo con Robol su-
giriendo que la desactivacién de Fyn es capaz de
activar RhoA a través de la senalizacién de Robol
(Liu et al., 2012).

Su et al, 2007 Reginensi et al, 2015 Reginensi et al, 2015 Huang et al, 2012
Nogo-A MAG OMgp CSPG Semaforinas Netrinas  Efrinas Slits
[ | | [ | | |
Nocentini et al, 2012
Mielina Proteoglicanos Guia Axonal

4

Probablemente, debido a que Slit-2 es alta-
mente expresada en el OF, es posible que pudiese
ayudar a las OECs y axones olfatorios a migrar
fuera del OE mediante un mecanismo quimiore-
pulsivo durante el desarrollo embrionario. Slit-2
también se expresa en el OB pudiendo, quizds,
estar implicado en la regulaciéon de la dispersién
topografica de las OECs en su arribo a la superfi-
cie dela OB (Huangetal., 2011). La expresion de
slit-2 tras lesién es tema de estudio, por ejemplo,
Wehrle y cols. observaron que el nivel de Slit-2
no se detecta después de la lesién en la zona da-
fiada y regiones colindantes (Wehrle et al., 2005);
mientras que Liu y cols. denotaron que los nive-
les de expresién de Slit-2 incrementan desde el
dia 7 hasta el dia 14, para luego retornar a sus
niveles normales el dia 21 post-lesién (Liu et al.,
2012). Por ello, se ha propuesto que las OECs
pueden tener una funciones asociadas a la esti-
mulacién de la axogénesis tanto en el desarrollo y
la maduracién del sistema olfatorio a medida que
va envolviendo los axones en crecimiento de ma-
nera preliminar a la etapa en que emergen desde
el epitelio olfatorio (Tenneth et al., 1996).

Asi es posible que al igual GDNE diversos
factores guia producidos por las OECs pueden
regular tanto la extensién axonal, como la migra-
cién de las OEC:s. Estos factores neurotréficos de
orientacién axonal son potenciales reguladores
de la migracién de las OECs e incluyen: NGE
BDNEF, NT3/4, CNTF y VEGF (Au et al., 2003;

Modulacién de las propiedades
migratorias de las OECS

Figura 25. Moléculas inhibitorias de la regeneracién en el CNS y su efecto la migracién de las OECs. Cuadro es-
quemdtico que expone el efecto de las diversas moléculas inhibitorias del crecimiento axonal tras una lesion en el Sistema

Nervioso Central (CNS) y su relacién moduladora de las propiedades migratorias de las OECs. En azul, las moléculas que
se ha observado un efecto sobre la migracién de las OECs; en rojo, las moléculas que atn no se ha descrito hasta fecha de

hoy sobre la migracién de las OECs.
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Boruch et al., 2001; Mackay-Sim et al., 2000;
Wewetzer et al., 2002; Woodhall et al., 2001).
Como también las OECs expresan receptores
para muchos de estos factores y otras moléculas,
incluyendo los receptores para las neurotrofinas,
TrKy p75 (Au et al., 2003; de Lucia et al., 2003),
el receptor de CNTF (Wewetzer et al., 2002), el
receptor de FGF1 (Hsu et al., 2001), el receptor
de neuregulina erbB1-2 (de Lucfa et al., 2003) y
el receptor de HGF c-Met (Yan et al., 2001).

Mielina inhibe las propiedades migra-
torias de la glia envolvente olfatoria.

Para estudiar las caracteristicas moleculares
y celulares de la capacidad de motilidad de las
OEGQ: frente a diferentes sustratos se necesita una
poblacién homogénea de células; y si considera-
mos, que la mayoria de las OECs utilizadas en los
estudios de regeneracion axonal derivan de culti-
vos primarios que se caracterizan por ser bastan-
tes variables entre si (p.e. protocolo, metodologia
y fuente de obtencién) y que presentan una gran
cantidad de células contaminantes (p.e. células de
Schwann, fibroblastos) (Au and Roskams, 2002;
Richter et al., 2008) nos encontramos con un
problema para estudiar las propiedades migra-
torias de las OECs, y por ello, es mandatario la
utilizacién de un cultivo homogéneo respecto a
sus caracteristicas morfofuncionales (Pellitteri et
al., 2010).

En nuestro caso para caracterizar las propie-
dades migratorias de las OECs hemos utilizado
una poblacién homogénea celular a partir de una
linea clonal de OEC:s, especifica de ratas, llamada
TEG3 que en animales trasplantados son capaces
de sobrevivir, tras el injerto, al menos unas 10
semanas y promover la regeneracién axonal (Mo-
reno-Flores et al., 2006). Ello con el objetivo de
estudiar las caracteristicas migratorias de la glia
envolvente tanto en condiciones iz vitro como in
vivo.

En primer lugar, observamos que las TEG3
presentan los subtipos morfolégicos, tipo
Schwann (s-OECs) y tipo astrocitos (a-OECs),
expresados en los cultivos primarios de OECs
(Nocentini et al., 2012). También, caracteriza-
mos esta linea celular mediante inmunofluores-
cencia y observamos la expresién de marcadores
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cldsicos de OECs, tales como: GFAP, S-100 y
p75 (Nocentini et al., 2012). En segundo lugar,
hemos descrito por primera vez que las OECs
expresan todos los componentes del complejo
NgR1 (NgR1, Lingo-1, p75, TROY), complejo
comun para las proteinas inhibitorias de la mie-
lina. Previamente s6lo se habia demostrado la
expresiéon de NgR1 y TROY (Morikawa et al.,
2008; Su et al., 2007).

Complementariamente, hemos demostrado
que este complejo receptor es activado por esti-
mulacién aguda de mielina conllevando un au-
mento en los niveles de RhoA y la fosforilacién de
ERK1-2 (Nocentini et al., 2012). De hecho, en
neuronas, la activacién del complejo NgR con-
duce la activacién directa de RhoA, que activa se-
cuencialmente ROCK, que provoca la reorgani-
zaci6én y la inhibicién del crecimiento axonal. Por
otra parte, el aumento de las concentraciones de
calcio intracelular inducido por la activacién de
NgR, conduce la transactivacién de EGFR con
la consiguiente fosforilacién de ERK 1-2 (Chu-
derland and Seger, 2008; Koprivica et al., 2005).

Esta bien documentado que Nogo-A, MAG
y OMgp son componentes importantes de la ac-
tividad inhibitoria de la mielina del CNS en la
regeneracién axonal (Chen et al., 2000; Habib et
al., 1998; McKerracher et al., 1994). Después de
una lesién de la médula espinal, mRNA Nogo-A
estd regulado positivamente en la zona lesionada
y la proteina Nogo-A se expresa fuertemente en
las fibras lesionadas (Hunt et al., 2003). Meier y
cols, han determinado que la expresién de No-
go-A se regula de manera positiva después de una
denervacién hipocampal o por convulsiones in-
ducidas por kainato (Meier et al., 2003).

Se ha establecido que Nogo-A disminuye sig-
nificativamente la tasa migratoria de las OECs,
(Su et al.,, 2007) lo cual nos ha sugerido que la
mielina podrian ser capaces de modular la capaci-
dad migratoria de las OECs. Por ello, en nuestro
caso decidimos observar el efecto de la mielina
(Nocentini et al., 2012) sobre la migracién de
las OECs. Con esto buscamos reforzar la idea de
que la mayor parte de los factores que inhiben la
elongacién axonal y regeneracién después de la
lesién, también pueden afectar la migracién de
las OECs.

En nuestro caso, hemos realizado estudios iz



vitro, mediante microscopia en tiempo real, de las
propiedades migratorias de las OECs en presencia
de diversos sustratos que se encuentran expresa-
dos en la zona lesionada (Nocentini et al., 2012).
Para caracterizar las propiedades migratorias de
las TEG3 se utilizo como sustrato permisivo la-
minina debido a que fisiolégicamente es expresa-
da en el nervio olfatorio en desarrollo (Tisay and
Key, 1999). Las OECs se ha observado en expe-
rimentos 77 vitro de video microscopia en tiempo
real presentan mayor dindmica migratoria en el
sustrato laminina en comparacién a poli-L-lisi-
na o coldgeno I (Huang et al., 2008). Mediante
microscopia en tiempo real de alta resolucién, he-
mos observado cambios morfolégicos entre am-
bos subtipos de forma espontdnea, no inducido
por estimulos ambientales. Ello confirma que las
OEG: son un tipo glial de caracteristicas tnicas y
alta variabilidad fenotipica en el sistema nervioso.

En nuestro estudio hemos demostrado que las
OEC:s en presencia de mielina disminuyen su po-
tencial migratorio, tanto en vidrio como en geles
de poliacrilamida (PAA), como también hemos
indicado que las TEG3 pueden migrar con ma-
yor persistencia en presencia de laminina (sustra-
to permisivo) en comparacion al sustrato mielina
(Nocentini et al., 2012). Este resultado, explica
de manera parcial, porque las OECs deben ser
trasplantadas a ambos lados de la lesién, y cerca
de ella, para ser mds eficaz (Gudino-Cabrera et
al., 2000; Pearse et al., 2007), ello debido posi-
blemente a que moléculas expresadas en la zona
de lesién (p.e. Nogo-A, MAG, OMgp) son capa-
ces de reprimir la persistencia migratoria de este
tipo glial.

Mielina inhibe las propiedades biome-
cdnicas de las células de la glia envol-
vente olfatoria.

Desde un perfil reolégico, se ha estableci-
do claramente que las células son sensibles a las
propiedades mecdnicas de su entorno y que estas
caracteristicas estdn implicadas tanto en condi-
ciones normales como patoldgicas (Jaalouk and
Lammerding, 2009; Wozniak and Chen, 2009).
El CNS es de los tejidos més blandos del cuerpo
y tiene una respuesta viscoeldstica compleja. Por
ello, tanto el cerebro como la médula espinal es-
tdn protegidos mecdnicamente por soportes mds

rigidos (p.e. crdneo, duramadre, piamadre) (Fran-
ze et al., 2013). Se ha detectado que cambios en
la composicién de la ECM durante el proceso de
degeneracién neuronal, aunque el nexo especifico
entre cambios de la ECM vy la aparicién y/o pro-
gresion de las enfermedades neurodegenerativas
no se ha determinado (Franze et al., 2013). Asi es
como el conocimiento acerca de las propiedades
mecénicas de las neuronas y el entorno neuronal,
incluidas células gliales, es un tema poco aborda-
do y bastante desconocido hoy en dia para la neu-
robiologfa celular y molecular (Lu et al., 2006b).

En nuestro caso, mediante TFM determi-
namos por primera vez las propiedades biome-
cdnicas asociadas a la glia envolvente olfatoria.
Las OECs tienen elevada mecanosensibilidad
a sustratos rigidos de médulo de corte (del in-
glés, shear modulus) de 1-3 kPa (Nocentini et
al., 2012), al igual que otros tipos gliales, como:
los astrocitos, los precursores de oligodendrocitos
y las células de Schwann (Jagielska et al., 2012;
Lopez-Fagundo et al., 2014; Moshayedi et al.,
2010). Los resultados obtenidos en nuestro estu-
dio biomecdnico mediante TEM nos indican que
las OECs en presencia de mielina ven reducidas
sus fuerzas de traccidn en comparacion a los con-
troles en valores de hasta un orden de magnitud
(Nocentini et al., 2012).

Waterman y cols. indican que las células utili-
zan fluctuaciones de fuerzas en sus adhesiones fo-
cales individuales para sensar y migrar a través de
la MEC (Waterman et al., 2012), indicando que
fuerzas de traccién y adhesiones focales tienen
una estrecha relacién en su respuesta ante sefiales
mecdnicas (Han et al., 2012). En nuestro estudio
hemos observado que la reduccién de fuerzas de
traccién en las OECs sobre el sustrato mielina se
encuentra asociado a una reduccién en el nime-
ro de fibras de estrés y la expresién de contactos
focales (Nocentini et al., 2012).

NEP1-40 potencia las propiedades mi-
gratorias y biomecdnicas de la glia en-
volvente olfatoria.

Una estrategia terapéutica atractiva para mejo-
rar las lesiones del CNS es identificar los factores
que promueven la pérdida de regeneracién axo-

nal en el CNS (Thuret et al. 2006). NgR1 es el
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receptor funcional para al menos tres inhibidores
de la mielina (Nogo-66, MAG, OMgp) y por lo
tanto su papel ha recibido considerable atencién.

GrandPré y cols. indicaron por primera vez
que los primeros 40 aminodcidos del bucle ex-
tracelular C-terminal de Nogo-A (NEP1-40) se
unen a NgR1 sin activar rio abajo el complejo re-
ceptor Nogol. Asi es como, el péptido NEP1-40
actia como antagonista competitivo del comple-
jo NgR1 reduciendo la inhibicién del crecimien-
to axonal i vitro con mielina del CNS como sus-
trato (GrandPré et al., 2002).

Cuando NEP1-40 es inyectado localmente en
el sitio de la lesién medular es capaz de promo-
ver un mayor crecimiento axonal del tracto corti-
coespinal y un aumento de la densidad de las fi-
bras serotoninérgicas en la médula espinal caudal
mejorando de ese modo la recuperacién funcio-
nal (GrandPré et al., 2002; Steward et al., 2008).
Sorprendentemente, incluso se han obtenido re-
sultados positivos tras una aplicaciéon retardada
de NEP1-40 de hasta una semana después de la
lesién medular ( Li and Strittmatter, 2003). En
axones entorrinal-hipocampales iz vitro, NEP1-
40 facilita fuertemente la regeneracién de los axo-
nes entorrinales después de axotomia y permite el
restablecimiento de los contactos sindpticos con
sus dianas. Estos datos proporcionan pruebas de
que esta estrategia podria usarse para mejorar la
regeneracién axonal en las conexiones corticales
lesionadas (Mingorance et al., 2006). En nuestro
estudio, incubamos el péptido NEP1-40 en cul-
tivos de OEC:s sobre el sustrato mielina y se ob-
serva una recuperacion parcial de las propiedades
migratorias y mecdnicas de las OECs. Esto sugie-
re la presencia de otros mecanismos inhibitorios
activados en presencia de mielina (Nocentini et

al., 2012).

Se ha vinculado, de manera tradicional, a
las proteinas inhibitorias de la mielina: Nogo-A
(Nogo-66), MAG y OMgp al receptor NgR1,
no obstante, en estudios con ratones K.O para
NgR1 se observa una recuperacién parcial del
crecimiento axonal lo que sugiere un cierto gra-
do de redundancia mecanistica por parte de las
proteinas inhibitorias de la mielina (Zheng et al.,
2005), como también la presencia de otros recep-
tores.

PirB es un nuevo receptor que de manera pro-
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miscua interactia con Nogo-66, MAG y OMgp
y en donde antagonistas de PirB conducen una
significativa desinhibicién parcial del efecto de
las MAIs sobre el crecimiento axonal (Atwal et
al., 2008). No obstante, la ablacién funcional
combinada de NgR1 y PirB no es suficiente para
liberar totalmente el efecto inhibitorio de Nogo-
66, MAG y OMgp lo que sugiere la existencia de
mecanismos receptores adicionales para las MATs.
Ademds de NgR1 y PirB, se ha demostrado que
MAG se une a los gangliésidos cerebrales, inte-
grina-B1 y NgR2, dependiendo del tipo neuro-
nal; donde cada unas de estas interacciones ligan-
do-receptor contribuye en diferentes grados en
la inhibicién del crecimiento axonal (Goh et al.,
2008; Mehta et al., 2007; Worter et al., 2009). Es
mds, actualmente se ha reportado que LRP1 ac-
tia como receptor de MAG mediante unién di-
recta e independiente de su actividad lectina. Ello
si, estudios cualitativos, en paralelo, demuestran
que LRP1 podria interactuar, quizds, con las otras
MAIs, que incluyen: nogo-66 y OMgp (Stiles et
al., 2013). Complementariamente, complicando
mids el puzzle molecular a nivel regenerativo se
ha indicado que también los lipidos asociados a
la mielina (p.e sulfitidos) son capaces de inhibir
la capacidad regenerativa neural (Winzeler et al.,
2011) exponiendo la complejidad del proceso re-
generativo del CNS.

Incremento de las propiedades migra-
torias de NgR(Ecto)-TEG3s en estudios
in vitro e in vivo.

El trasplante de OECs ha demostrado que
promueve la regeneracién y recuperacién fun-
cional en la médula espinal lesionada (Raisman
et al., 2012; Roet and Verhaagen, 2014). Las
OECs poseen propiedades regenerativas que se
asocian, en gran medida, a su dindmica migrato-
ria (Huang et al., 2008; Roloff et al., 2013). Por
ello, es de gran interés la potenciacién de sus pro-
piedades migratorias en condiciones de lesién del
CNS. Es mds, diversos estudios han indicado que
existe una directa relacién entre migracién celular
y potencial regenerativo en las OECs (Boyd et
al., 2004; Lu et al., 2006a; Ramon-Cueto et al.,
1998; Resnick et al., 2003).

Paralelamente, otros estudios han utilizado
como terapia regenerativa la entrega de diversos



factores (p.e neurotréficos, farmacoldgicos) en el
sitio de lesion mediante inyeccién o minibom-
bas. No obstante, estos métodos no son capaces
de focalizar la entrega del factor especifico, a largo
plazo, en la zona de lesién. Un enfoque alterna-
tivo es lograr una entrega especifica del factor en
el sitio de la lesidon (p.e médula espinal) mediante
terapia génica ex vivo (Tuszynski, 1997).

Considerando que tras la lesién, los restos de
mielina estdn presentes por mucho tiempo en la
zona dafada, y que previamente, hemos demos-
trado que las OECs expresan todos los compo-
nentes del complejo receptor NgR1 (NgR1, p75,
Lingo-1 y TROY) y que su capacidad migratoria
es inhibida por la presencia de mielina (Nocenti-
nietal., 2012).

En nuestro caso, nosotros hemos generado
una linea de OECs modificadas genéticamente
denominado NgR(Ecto)-TEG3 que expresan
en forma soluble NgR1. La generacién de las
NgR(Ecto)-TEG3 basada por integracién de
adenovirus es altamente eficiente debido a que
no ocasiona cambios de la expresién génica de
las células ni tampoco activacién de la respuesta
inmune en el organismo huésped tras el trasplan-
te (Reginensi et al., Accepted for Cell Mol Life
Sc.). Las NgR(Ecto)-TEG3 sobreexpresan NgR1
permitiendo potenciar las propiedades promoto-
ras de recrecimiento axonal y la creacién de un
microambiente favorable para potenciar la capa-
cidad migratoria de este tipo glial (Reginensi et

al., Accepted for Cell Mol Life Sc.).

Nuestros resultados 7 vitro nos indican que
las NgR(Ecto)-TEG3 tienen mayor capacidad
migratoria sobre mielina y OMgp respecto a las
WTI-TEG3 (controles). Adicionalmente, se ob-
serva recuperacion de las propiedades migratorias
de las NgR(Ecto)-TEG3 que se correlaciona con
un aumento de las fuerzas de traccién median-
te TFM (Reginensi et al., Accepted for Cell Mol
Life Sc.). Sin embargo, la recuperacién tanto mi-
gratoria como biomecdnica es parcial, lo que su-
giere que otros factores estdn implicados en esta
inhibicién. Esto debido a que las OECs podrian
responder a otras moléculas asociadas a la mielina
(p.e. sulfdtidos) (Winzeler et al., 2011) o expre-
sar otros receptores distintos a NgR1 (p.e. PirB,
LRP1) (Atwal et al., 2008; Stiles et al., 2013).

Como punto final se ha determinado la di-
ndmica de las células modificadas genéticamente
(NgR1(Ecto)-TEG3) trasplantadas en una mé-
dula espinal lesionado y hemos observado que las
NgR1(Ecto)-TEG3 poseen mayor capacidad mi-
gratoria que las WI-TEG3 (controles) en nues-
tros estudios iz vive (Reginensi et al., Accepted

for Cell Mol Life Sc.).

CSPG inhibe las propiedades migrato-
rias y biomecdnicas de la glia envolvente
olfatoria.

En nuestro estudio buscamos reforzar la idea
de que la mayor parte de los factores que inhiben
la elongacién y regeneracién axonal después de
la lesién del CNS, también son capaces de afec-
tar las propiedades migratorias de las OECs. De
hecho, todas las moléculas descritas como inhibi-
dores de la migracién de las OECs (p.e. Nogo-A
(Nogo-66) ,Slit-2, y fibulin-3) se ha informado se
sobreexpresan en la cicatriz meningo-glial tras la

lesién (Cregg et al., 2014).

De manera similar a las MAIs, la inhibicién
mediada por CSPG depende de la activacién de
RhoA y PKC convencionales (Sivasankaran et
al., 2004). Estudios mecanicistas han identifica-
do que el receptor la proteina tirosina fosfatasa
(RPTPo) como un receptor de alta-afinidad por
CSPGs (Shen et al., 2009). RPTP es un miembro
de la familia LAR que también incluye a LAR y
RPTPO (Fisher et al., 2009; Shen et al., 2011).
RPTPc se une estructuralmente a las cadenas
GAG-CS y GAG-HS a través de su primer do-
minio tipo-IG. La ablacién de RPTPc mejora el
crecimiento de neuritas en presencia de CSPG in
vitro. La recuperacién incompleta de la inhibi-
cién de CSPG en neuronas deficientes de RPTPo
sugiere la existencia de mecanismos adicionales
en la inhibicién de CSPG (Dickendesher et al.,
2012).

NgR1 y NgR3 son proteinas de membrana
ancladas a un grupo GPI y comparten estructu-
ras similares, como la presencia dominios de 8
repeticiones ricas en leucina (LRR) flanqueadas
por un N-terminal y un C-terminal con un LRR
limitante (Saha et al., 2014; Dickendesher et al.,
2012). Dickendesher y cols. han reportado que
NgR1 y NgR3 tiene por ligandos, de alta afini-
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dad, a los GAGs de los CSPGs y son capaces de
mediar la inhibicién del crecimiento axonal aso-
ciada a los CSPGs. Es mis, la deplecién de NgR1
y NgR3, pero no la NgR1 y NgR2, es capaz de
superar la inhibicién mediada por CSPG en la
elongacién neuritica y promover la regeneracion
de los nervios épticos dafiados en ratones mutan-

tes adultos (Dickendesher et al., 2012).

Los efecto del CSPG sobre la migracién de las
OEC:s eran desconocidos hasta la fecha. En nues-
tro estudio, describimos por primera vez como
las OECs en presencia de CSPG ven perjudicada
de gran medida su capacidad migratoria, al igual
que sus propiedades biomecdnicas debido a que
disminuyen sus fuerzas de traccién sobre el sus-
trato CSPG en comparacién al sustrato control
(laminina). De hecho, esto se correlaciona con
una baja en el nimero de contactos focales (vin-
culina-positivo) y una profunda desorganizacién
del citoesqueleto de F-actina (Reginensi et al.,

Accepted for Cell Mol Life Sc.).

En nuestro estudio, hemos observado que
la capacidad de migracién de las NgRI1(Ec-
t0)-TEG3 y WT-TEG3 no presenta cambios re-
levantes entre si sobre el sustrato CSPG debido,
probablemente, a que la regién de interaccién
CSPG/NgR1 se encuentra en la regién Stalk de
NgR1 (Reginensi et al., Accepted for Cell Mol
Life Sc.).

ChABC potencia las propiedades mi-
gratorias y biomecdnicas de la glia en-
volvente olfatoria.

La administracion controlada de condroitina-
sa ABC (ChABC) enzima bacteriana altamente
invasiva se ha utilizado en vertebrados superiores
para escindir las cadenas laterales inhibitorias de
las GAG-CS en los sitios de lesién de la médula
espinal, lo que resulta en una mayor regeneracién
axonal y la restauracién de la actividad sindptica
(Bradbury et al., 2002; Caggiano et al., 2005).

En nuestro estudio, hemos incubado ChABC
siendo capaz bloquear el efecto inhibitorio del
CSPG conllevando a una recuperacién parcial de
las propiedades migratorias de las OECs, lo cual
sugiere la presencia de otros mecanismos inhibi-

torios asociados al CSPG (Reginensi et al., Ac-
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cepted for Cell Mol Life Sc.).

A nivel reoldgico, en el CNS se ha determi-
nado que el médulo de elasticidad de la cicatriz
meningo-glial es diferente al de un tejido normal
o el tejido lesionado adyacente (Boulet et al.,
2011). Las cicatrices meningo-gliales son de he-
cho mds rigidas que el tejido sano, y por ello, los
conos de crecimiento entran en colapso axonal
ante la presencia de este ambiente rigido (Cullen
etal., 2007). Asi como, el uso de ChABC pudiese
tener una cardcter dual: (i) bioquimico, mediante
la digestién enzimdtica de las cadenas GAGs del
CSPG y (ii) biomecdnico, modificando la rigidez
de la ECM asociada a la cicatriz meningo-glial
(Franze, 2013).

Nosotros hemos sido los tnicos en determinar
las propiedades mecdnicas de las OECs en con-
diciones miméticas de lesién medular y observa-
do que presentan una reduccién de sus fuerzas
de traccién en presencia de CSPG en compara-
cién a nuestro control (laminina), siendo dicho
pardmetro recuperado de manera incompleta al
ser sometidas a tratamiento farmacolégico con la
enzima ChABC (Reginensi et al., Accepted for
Cell Mol Life Sc.). Adicionalmente, en nuestro
estudio observamos que las TEG3 en sustrato
control (laminina) presentan lamelipodios pro-
minentes y muy dindmicos, mientras que sobre
el sustrato inhibidor CSPG se observa una reduc-
cién ostensible en la dindmica lamelipodial que
es recuperada parcialmente mediante tratamiento
con ChABC (Reginensi et al., Accepted for Cell
Mol Life Sc.).

Nanofibras de PLA favorecen la migra-
cién de las células de la glia envolvente
olfatoria.

Los trasplantes de OECs son inyectados en
suspension en la zona de lesién para proporcionar
vias de regeneracion axonal ante pequenas lesio-
nes de la médula espinal permitiendo la restau-
racién de la funcién neural mediante su integra-
cién en la cicatriz meningo-glial (Li et al., 2005).
Sin embargo, la escala del dafio, generalmente, es
mids grande conllevando a que el nimero de cé-
lulas durante el trasplante sea una gran limitante.
Ademads debemos agregar, la reduccién de las pro-
piedades migratorias de las OECs en presencia



de moléculas inhibitorias expresadas en la zona
de lesién (Huang et al., 2011; Nocentini et al.,
2012; Su et al., 2007; Reginensi et al., Accepted
for Cell Mol Life Sc.). Esto nos lleva a deducir
que es crucial la utilizacién de matrices sintéticas
que permitan maximizar el efecto del nimero li-
mitado de células disponibles, y al mismo tiem-
po, proporcionar sefiales fisicas y quimicas que
favorezcan el alineamiento y direccionamiento
celular en la zona de lesién (Straley et al., 2010).

La interaccién célula-ECM es un proceso bi-
direccional, por un lado la ECM proporciona un
microambiente para la orientacién de las células,
y por otro lado, las células son capaces de remode-
lar continuamente la ECM. Este tipo de interac-
cién célula-superficie ha demostrado ser influida
por los dominios espaciales, la composicién es-
tructural y la fuerza mecdnica en la nanoescala
(Sniadecki et al., 2006) y asi ocasionar una serie
de procesos celulares, tales como: la migracidn,
la proliferacién y la diferenciacién (Chen et al.,

2004).

TEG3 / Nano350-PLA Fibers

TEG3 / Nano500-PLA Fibers

La organizacién y orientacion espacial de las
células juega un papel critico en el comporta-
miento celular, y a su vez, proporciona las pro-
piedades estructurales y fisicas para el manteni-
miento de las funciones tisulares. Por ejemplo, la
formacién de alineamientos celulares iz vivo es
generalmente acompanada de procesos de pro-
liferacién, diferenciacién y cambios fisicos en el
medio extracelular (Li et al., 2014). La organi-
zacion alineada de las células da como resultado
procesos secretores y de deposicién de la ECM
que son diferenciales para cada subtipo tisular, y
ademis, critica en la determinacién de la funcién
celular (Jeong et al., 2005). Por lo tanto, es esen-
cial el diseno mediante bioingenieria de estructu-
ras que promuevan el alineamiento celular para
generar un equivalente estructural y funcional
para las células.

La nanotecnologia ha sido capaz de fabricar
materiales biodegradables a escalas submicromé-
tricas controlada. Su aplicacién ha demostrado
su efecto en una variedad de células, incluyendo:

TEG3 / Nano750-PLA Fibers

-

w B

% TEG3/PLA Fibers

0 350nm  500nm  750nm  975nm 1350 nm
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Figura 26. Caracterizacién de adhesién y dindmica celular de las OECs en fibras de PLA. Se observa el nivel de inte-
racciéon TEG3 - fibras PLA utilizando diversos didmetros de la fibra (a) 350 nm, (b) 500 nm., (c) 750 nm., (d) 975 nm.,
(e) 1400 nm; (f) histograma % interaccién TEG3/PLA y (g) andlisis de microscopfa en tiempo real de la dindmica de las
TEGS3 sobre las fibras de PLA.
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fibroblastos, astrocitos, oligodendrocitos y célu-
las epiteliales (Baiguera et al., 2010; Venugopal
et al., 20006).

Los biomateriales pueden ser utilizados como
mediadores para ayudar a la regeneracién del
nervio a nivel de la cicatriz glial y las cavidades
cisticas. Existen una variedad de biomateriales,
en particular los polimeros, se han sido investi-
gados con el fin de establecer su idoneidad para
aplicaciones de ingenieria de tejidos (Yucel et al.,
2010). Entre ellos, el PLA (del inglés, Poli(lactic
acid)), es un polimero prometedor para la regene-
racién neural debido a su procesabilidad termo-
pldstica y sus propiedades mecdnicas y biolégicas,
tales como su inmunogenicidad y biodegradabi-

lidad (Auras et al., 2004).

En experimentos preliminares, hemos confec-
cionado mediante electrospinning un set de fibras
alineadas de PLA, del orden de los nanémetros,
del rango de los 300 nm. hasta los 1400 nm.
cuantificadas por SEM. En nuestros resultados
preliminares se observa reconocimiento celular
y adhesién preferencial de las OECs a las fibra
de PLA del orden de los 900-1000 nm. siendo
capaces de adquirir una morfologia bipolar fuer-
temente orientada por la disposicién de la fibra.

Experimentos de microscopia en tiempo real
han demostrado que las TEG3 son altamente
motiles sobre las fibras PLA y se observa un ci-
clo de movimiento en que la células extienden
su extremo gufa en una direccién determinada,
seguido por una traccién del tren posterior celu-
lar. No obstante, no hay existencia de un direc-
cionamiento dirigido en su dindmica migratoria

(J.A.D.R, unpublished results1).

En base a estos resultados, podemos concluir
que las nanofibras podrian servir como material
para el desarrollo de puentes, en lesiones mds ex-
tensas en combinacién con las OECs. Ademds,
la utilizacién de biomateriales genera el aumento
de la viabilidad de las OECs en la zona de le-
sidn, a diferencia de su aplicacién en suspension,
mejorando la eficiencia del nimero de células
retenidas en la zona de lesién. Sin embargo, se
debe buscar la incorporacién de factores adicio-
nales que sean capaces de generar un movimien-
to persistente y dirigido sobre la fibra polimérica

(J.A.D.R, unpublished results1).
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Uno de los principales inconvenientes del uso
de biomateriales es que las células se desplazan en
una dindmica aleatoria sobre la fibras. Si consi-
deramos, que recientemente un estudio realizado
por Su y cols. ha indicado que el factor de necro-
sis tumoral o (TNF-a) expresado por astrocitos
reactivos en la cicatriz glial es capaz de atraer las
OECs (Su et al., 2009) y que esta molécula ge-
nera un gradiente de quimiotaxis en la zona de
la cicatriz glial después de una lesién medular. Es
un indicativo de que TNF-a es un posible me-
canismo regulador de la migracién de las OECs
trasplantadas (Su et al., 2009). Sin embargo, se
debe tener en cuenta que los niveles de TNF-a
tras una lesién medular tienen por pico de expre-
sién el dia 7, condicién que debiese ser conside-
rada a la hora de un trasplante de las OECs tras
un lesién del CNS (Chuah et al., 2011).

En base a esto, se podria llegar a disenar e
implementar en el futuro, en modelos animales,
fibras alineadas de PLA de didmetro especifico
(p.e 900-1000 nm) que permitan usar un nd-
mero limitado de células en la zona danada que
posean un gradiente de TNF-a que sea capaz de
direccionar la dindmica migratoria de las OECs.
Ello, asociado al disefio de una macroarquitec-
tura compatible que permita, conjuntamente, el
recrecimiento axonal en el CNS (J.A.D.R, unpu-

blished results1).

:Qué tipo de migracién tienen las célu-
las de la glia envolvente olfatoria?

En condiciones fisiopatoldgicas (p.e. lesién
medular) las OECs trasplantadas pueden mi-
grar e interactuar con los astrocitos reactivos, a
diferencia de otros tipos celulares trasplantados
(p.e células de Schwann) (Lakatos et al., 2000)
pudiendo reducir su reactividad y la respuesta in-
flamatoria (O’Toole et al., 2007; Richter et al.,,
2005; Verdu et al., 2001). Esta habilidad migra-
toria de las OECs de interactuar con astrocitos les
permite la generacion de rearreglos de sus proce-
sos celulares y su entremezclamiento con este tipo
glial, conllevando la formacién de vias conducti-
vas para el crecimiento axonal. Asi, este reordena-
miento celular forma un tipo de puerta abierta,
cuya superficie externa tiene a las moléculas in-
hibitorias de crecimiento y la superficie interna
provista de diversas moléculas de supervivencia



y promocién de la elongacién axonal generadas
por las OECs que son cruciales tanto en el con-
texto del ambiente natural en el sistema olfatorio,
como en un trasplante de médula espinal (Li et

al., 2005).

Sin embargo, los mecanismos que subyacen el
tipo de dindmica de migracién de las OECs, ya
sea durante el desarrollo embrionario, su integra-
cién en la cicatriz meningo-glial y los procesos
regenerativos son temas completamente descono-
cido (J.LA.D.R, unpublished results2), y por ello,
hasta el dia de hoy sigue siendo un enigma el tipo
de dindmica migratoria de las OECs.

En general, la dindmica de la migracién glial
sigue dos caminos: (i) en el CNS, generalmente,
la orientacién migratoria es de modo individuali-
zado, por lo cual la célula requiere ir detectando
progresivamente senales de orientacién posicio-
nal relevante para su desplazamiento, ello si, pue-
den haber excepciones a esta regla general (ii) en
el PNS, las células se mueven de manera grupal

A Sembrar células

Phalloidin/Cx43

Cultivo de células

mediante migracién colectiva (Gilmour et al,,

2002).

De hecho, se supone que durante el desarrollo
embrionario las OECs migran de manera orien-
tativa por delante de los axones en crecimiento
promoviendo su elongacién mediante liberacién
de factores de soporte (p.e GDNF) (Lipson et al.,
2003; Woodhall et al., 2001). Es mds, diversas
pruebas indican que el crecimiento de neuritas
y las propiedades migratorias de las OECs son
funcionalmente relacionadas (Tisay and Key,
1999) e involucran la expresién de fibulina-3
y la remodelacién de la ECM (Vukovic et al.,
2009). Sin embargo, el potencial migratorio de
las OECs tanto in vitro e como in vivo (Deng et
al., 2006; Lu et al., 2006a; Pearse et al., 2007)
pareciera estar regulado por su entorno molecu-
lar, celular y tisular. Por ejemplo, la migracién de
las OECs implica dindmica de los lamelipodios
laterales, que podria ser modulada por moléculas
de la ECM, que incluyen: HSPG, CSPG, dcido

lisofosfatidico, N-cadherina y factores neurotré-

Sacar molde PDMS

Phalloidin/NCad

N-Cadherin

oo, —p

Connexin43

o —

Figura 27. Andlisis del tipo de migracién celular de las TEG3. (a) Principio experimental, las células se siembran en
un sistema compuesto por una delgada capa de PDMS. Cuando las células alcanzan la confluencia, la microplantilla se
remueve para permitir que las células migren y determinar su patrén migratorio; (b-d) Andlisis de microscopia en tiempo
real de la dindmica celular de las TEG3 en distintos tiempos, (b) 0 hrs, (c) 10 hrs, (d) 20 hrs; (e-g) Inmunofluorescencia
de las TEG3 para los anticuerpos Faloidina (color rojo), Conexina-43 (color azul), N-Cadherina (color verde); (g) Western
blot que ilustra la expresién de Conexina-43 y N-Cadherina en las TEG3s.
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ficos, en particular, GDNF en la organizacién
del citoesqueleto (Huang et al., 2008; Tisay and
Key, 1999). Adicionalmente, otras moléculas de
ECM, como: laminina, coldgeno IV y fibronec-
tina, que podrian actuar como sustratos estimu-
lantes del crecimiento axonal olfativo (Doucette,
1996), y diversas metaloproteinasas de matriz
(p.e MMP2, MMP9) que sirven de andamios
para la motilidad de las OECs en la mucosa nasal;
siendo probable que la distribucién de las MMPs
y su actividad proteolitica sea variable y pueda
ser capaz de modificar el fenotipo caracteristico
de estas células migratorias. Ademds de su papel
en la promocién en la migracién, las MMPs son
capaces de generar un ambiente proclive a la re-
generacion del crecimiento axonal; de hecho, las
MMPs pueden degradar el nicleo proteico de las
CSPGs, como también otras proteinas inhibi-

torias, como: Nogo-A y tenascina (Gueye et al.,
2011; Ould-Yahoui et al., 2013).

En nuestro caso, hemos realizado experimen-
tos preliminares para comprender el mecanismo
fundamental del tipo de migracion de las OECs.
En primer lugar, hemos confeccionado un pa-
trén nanométrico, rectangular, mediante técnicas
de nanotecnologia que permite analizar el com-
portamiento espacio-temporal de las células sin
someterlas a irrupcién de su integridad estruc-
tural. Ello nos permite analizar y caracterizar las
propiedades migratorias de las OECs mediante
microscopia en tiempo real en la bisqueda de un
patrén migratorio.

Los resultados preliminares, pero no conclu-
yentes, indican que las OECs son capaces de
migrar de manera tipo colectiva, pero con una
disposicién libre. Se observa carencia de uniones
célula-célula estables durante el proceso migra-
torio, sin embargo, se aprecian interacciones fi-
sicas transitorias, y quizds pudiesen ser también
moleculares, que permitirfan a las células migrar
libres, pero con un comportamiento grupal di-
reccionado (J.A.D.R, unpublished results2).

Este resultado no es concluyente, pero a su vez
insinuante, debido a que se ha establecido recien-
temente que las OECs tienen origen embrionario
derivado de la cresta neural que corresponde a
una poblacién migratoria que da lugar a la mayor
parte del PNS (Forni and Wray, 2012). Interesan-
temente, las células de la cresta neural, en todos
los vertebrados, generalmente poseen disposicién
migratoria, en grupos discretos de células, por zo-
nas libres bien definidas a través de una dindmica
denominada corriente migratoria (Friedl, 2004).

Las células de Schwann, al igual que las OECs,
se originan a partir de la cresta neural y sus proge-
nitores se encuentran en estrecho contacto con los
axones del PNS (Kulesa et al., 2010). Ello indi-
ca, que las células de Schwann poseen un proceso
migratorio altamente preciso y bien coordinado
a largo de los tractos axonales periféricos (Mayor
and Carmona-Fontaine, 2010). Se ha observado
mediante andlisis de imdgenes microscopicas in
vivo, en pez cebra que los progenitores de las cé-

+ ChABC

Figura 28. Patrén de PDMS, mi-
gracion celular y moléculas inhi-
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bitorias. (a-b) Mediante micros-
copia en tiempo real se analiza la
dindmica migratoria de las TEG3s
en presencia de los inhibidores (a)
CSPG y (b) OMgp. A las 10 horas
se agregan los tratamientos recupe-
rativos de ChABC (sustrato CSPG)
y el ectodominio NgR1 aislado
(sustrato OMgp).



lulas de Schwann en la linea lateral son capaces
de seguir los tractos axonales hasta su posicién
final mediante discretas corrientes migratorias. Es
mds, cuando los axones se desvian a una posicién
ectépica, las células gliales siguen, a modo de ca-
dena migratoria, los axones erréneamente posi-
cionados (Gilmour et al., 2002).

Las OECs comparten propiedades funciona-
les comunes, ademds de las células de Schwann,
con los astrocitos al presentar el establecimiento
de uniones comunicantes entre si mediante la
expresion de conexinas (p.e Cx43) tanto in vitro
como in vivo (Rela et al., 2010). La presencia de
acoplamiento funcional en las OECs es un indi-
cativo de la existencia de una dindmica altamente
sincronica y colectiva durante su dindmica celular
lo cual sugiere que la dindmica de migracién de
las OEC:s es altamente intrincada y compleja.

Se puede concluir, que en nuestro estudio pre-
liminar de andlisis de la migracién de las OECs
que se deberifa estudiar la relacién entre las pro-
piedades microscépicas de la migracién de sus cé-
lulas individualizadas y sus patrones multicelula-
res para aclarar el tipo de migracién de las OECs.
Para lograr ello, se deberia realizar una simulacién
computacional que permita definir la existencia
de un patrén migratorio de las OECs, como el
grado de interaccién intercelular de los elementos
migratorios. La comprensién del tipo de migra-
cién de las OECs es desconocida hasta fecha de
hoy y serfa importante para el entendimiento de
sus mecanismos migratorios y su aplicacién tera-

pettica (J.A.D.R, unpublished results2).

II. Bioingenieria en un chip: un
modelo de unién neuromuscular

funcional.

Sistemas de microfluidica para aplica-
ciones neurobioldgicas.

El sistema nervioso se forma a través de un
notable proceso de autoorganizacién. Durante su
formacién las neuronas se encuentran con distin-
tos microambientes altamente dindmicos y com-
plejos, y por ello, descifrar el mosaico de senales
quimicas y fisicas que gufan cada neurona, la for-

macién de sus axones y sus respectivas conexiones
es una tema de elevada dificultad (Kandel et al.,
2012).

Los sistemas microfluidicos compartimentali-
zados son compatibles con una amplia variedad
de neuronas, tanto cerebrales como espinales
(Millet and Gillette, 2012). Estos sistemas ofre-
cen un ambiente altamente estructurado y sofis-
ticado para la experimentacién neuronal. Estos
dispositivos ofrecen control espacio-temporal
que permite la separacién de los subcomponen-
tes celulares mediante la utilizacién de microca-
nales para determinar la interaccién entre distin-
tos tipos celulares (Wang et al., 2009; Gross et
al., 2010). También existe el beneficio del control
preciso sobre la cantidad de factor(es) o reacti-
vo(s) que se anaden, como también el bajo coste
asociado al dispositivo microfluidico.

Lesiones traumdticas del CNS pueden con-
ducir a danos irreversibles, lo que resulta en la
pérdida permanente de la funcién (Thuret et al.,
2000). El estudio de la compleja dindmica que
interviene en este proceso puede conducir al
desarrollo de nuevas estrategias y terapias para
la regeneracién nerviosa. Diversos modelos ani-
males in vivo de trauma permiten el estudio de
una multitud de variables complejas asociadas
a los procesos de lesion del CNS (Akhtar et al.,
2008). Estos modelos son extremadamente 1ti-
les, no obstante, poseen bajo porcentaje de repro-
ducibilidad, alta inversién de tiempo y elevado
consumo laboral. Mds importante atin es que no
permiten el monitoreo de la regeneracién axonal
en tiempo real o imposibilitan la confeccién de
estudios reduccionistas para la comprensién de
los procesos involucrados en una séla célula.

La microfabricacién permite la confecciéon
de sistemas compartimentalizados, in vitro, para
el estudio de procesos de lesién axonal y rege-
neracién. Las plataformas de microfluidos son
altamente compatibles con la incorporacién de
sistemas de dano localizado dentro del disposi-
tivo microfluidico permitiendo mejorar la de-
terminacion de los mecanismos axén-especificos
en la degeneracién y regeneracién al permitir la
manipulacién del cuerpo neuronal y el axén de
manera independiente (Siddique et al., 2014).
Asi es como se pueden confeccionar sistemas bio-
miméticos iz vitro de lesién medular utilizando
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por sustratos sefiales quimicas propias de la zona
de la lesionada, tales como: Nogo-66, MAG-Fc,
OMgp y CSPG (Kim et al., 2012; Park et al,,
2008; Reginensi et al., Accepted for Cell Mol
Life Sc.).

Aplicaciones de microfluidica en el es-
tudio de la transmisién sindptica en la
unién neuromuscular (NM]J).

La sinapsis en el sistema nervioso ocurre en
dimensiones espaciales extremadamente reduci-
das (1 pm?), son numerosas (>1000 por neuronas
hipocampales) y su escala de tiempo de transmi-
sion sindptica es del orden de los ps (Taylor et al.,
2010). No obstante, las herramientas convencio-
nales no nos permiten estudiar el proceso sindpti-
co de forma integrativa. Las herramientas cldsicas
nos permiten determinar la presencia de estruc-
turas sindpticas, pero no realizar ciertas preguntas
relevantes a nivel molecular, celular y fisiolégico
respecto la transmisién sindptica (Southam et al.,

2013).

La unién neuromuscular es altamente especia-
lizada se ubica en el terminal axénico, a nivel del
PNS, en contacto directo con el tejido muscular.
La sefalizacién neuromuscular es un proceso bi-
direccional que implica una senal electroquimica
anterégrada que resulta en la contraccién muscu-
lar y la determinacién del tipo de fibra muscular
(Naya et al., 2003) y una senalizacién neurotr6-
fica retrégrada que mantiene la supervivencia
neuronal (Pearlson et al., 2013). Por lo tanto, la
correcta funcionalidad entre neuronas motoras y
el tejido muscular que inervan, son interdepen-
dientes entre si (Millet and Gillette, 2012).

Métodos in vitro para el estudio de uniones
neuromusculares utilizan, generalmente, una
placa de cultivo y medio en comun (cultivo en
masa). No obstante, estos sistemas de estudio no
son capaces de mimetizar las condiciones iz vivo
de las neuronas espinales y células musculares, las
cuales se encuentran en entornos extracelulares
diferentes (Kim et al., 2012; Tong et al., 2014).

Mediante la utilizacién de ensayos de mi-
croscopfa de alta resolucién hemos demostra-
do la formacién de NM] a partir de co-cultivo
convencional de células musculares y neuronas
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motoras espinales (Tong et al, 2014). No obs-
tante, existe una diferencia absoluta entre los
co-cultivos convencionales en masa (Dutton et
al., 1995; Nelson et al., 1993) y los co-cultivos
en sistemas compartimentalizados (Taylor et al.,
2010) debido a que la plataforma microfluidica
permite identificar mecanismos celulares a nivel
local con alta precisién, monitoreo de transporte
axonal anterdgrado y retrégrado y manipulacién
de vias de sefializacién que regulan la formacién,
el mantenimiento y la supervivencia de la NM]J
(Chengetal., 2011). Ademds, este método nano-
tecnoldgico permite el control espacio-temporal
sobre microambientes aislados ya sea mediante
manipulacién del compartimiento neuronal o la
poblacién celular muscular, de forma indepen-
diente, lo que permite el estudio de los meca-
nismos moleculares y celulares de comunicacién
célula-célula y la formacién de la NM]J (Southam
etal., 2013).

En nuestro caso, hemos confeccionado un sis-
tema compartimentalizado de microfluidica para
estudio de unién neuromuscular que consiste en
un sistema integrado de dos cdmaras separadas
por microcanales que permiten una configura-
cién espacial especifica de los componentes del
co-cultivo de NMJ. El formato de nuestra plata-
forma de microfluidica permite disefiar una mi-
croestructura mds apropiada acorde al tipo celu-
lar, lo cual es muy practico en el caso de células
sensibles (p.e neuronas corticales, células madres)
(Southam et al., 2013). De este modo, si estamos
interesados en estudiar un compartimiento con
un bajo nimero de axones, se puede ser capaces
de aislar los axones mediante reduccién en el na-
mero y didmetro de los microcanales.

Nuestro sistema compartimentalizado permi-
te obtener un co-cultivo de NM]J simple espacial-
mente separado y ser sometido a tratamientos di-
ferenciales. En nuestro caso, hemos obtenido una
excelente supervivencia y observado la formacién
de uniones neuromusculares estables capaces de
formar contracciones espontdneas (Tong et al.,
2014). El proceso de contraccién neuromuscular
es modulado por la generacién de transientes de
Ca™ en los cultivos de miotubos después de la
estimulacién con KCI en motoneuronas. El tra-
tamiento de KCI es capaz de desencadenar en las
motoneuronas la liberacién de neurotransmisores
que inducen transientes de Ca™ en los miotubos



interconectados (Angleson and Betz, 2001).

En nuestro estudio, para descartar la posibi-
lidad de que los transientes de Ca** fueran pro-
vocados por difusién de KCI desde el comparti-
miento de las motoneuronas hemos corroborado
mediante andlisis de difusién intercompartimen-
tal (Taylor et., 2009; Tong et al., 2014). Comple-
mentariamente, se aplica tetrodotéxina (TTX)
que es capaz de suprimir el potencial de accién
a través de un bloqueo neuronal selectivo de los
canales de sodio dependientes de voltaje (Bane et
al., 2014) en el compartimiento neuronal que es
capaz de desencadenar una disminucién en los
transientes de Ca*? sostenidos en los miotubos lo
que es indicativo de que la estimulacién es espe-
cifica a partir de las neuronas motoras (Tong et
al., 2014).

El estudio experimental de axones aislados,
a baja densidad, es de vital importancia para el
estudio de la dindmica de orgdnulos, interaccién
axén-glia y respuesta sindptica. Esto otorga una
mejorfa en la resolucién de los procesos celula-
res y la cuantificacién de fenémenos subcelulares
(Wang et., 2009; Taylor et al., 2010). Ademds,
la plataforma permite elucidar sobre los fac-
tores moleculares desencadenantes de diversas
enfermedades neurodegenerativas, asi como de
lesiones nerviosas proporcionando informacién
espacio-temporal sobre la progresién de estos
procesos neuronales (Taylor et al., 2010). Es mds,
actualmente se combina la tecnologia de optogé-
nica y microfluidica para estudios genéticos de
alto rendimiento de la funcién sindptica en di-
versos modelos de estudio (Stirman et al., 2010).
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1. Las OECs expresan todo los elementos del complejo receptor NgR. Ademds, este complejo

receptor es activo. De hecho, en repuesta a mielina se activa RhoA y aumenta la fosforilacién ERK1-2.
2. Las OECs en presencia de mielina muestran una disminucién de la capacidad migratoria y
biomecdnica, como también reorganizacién del citoesqueleto. Esta capacidad estd parcialmente restau-

rada en presencia de NEP1-40.

3. Las OECs en presencia de CSPG reducen su capacidad de migracién y biomecdnica, que es

recuperada parcialmente mediante tratamiento con ChABC.

4. Mediante terapia génica generamos OECs capaces de expresar y secretar el ectodominio NgR1,

en altos niveles, para estudios in vitro e in vivo.

5. NgR1(Ecto)-TEG3 son capaces de migrar mayores distancias sobre el substrato mielina y

OMgp respecto a sus controles.

6. NgR1(Ecto)-TEG3 trasplantadas en médulas espinales lesionadas logran integrarse en el tejido

y migrar mayores distancias que los controles, en sentido caudal o rostral respecto al sitio de inyeccién.

7. Desarrollo de un sistema de microfluidica para estudiar la unién neuromuscular.
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Biomedicina por la Universidad de Barcelona, Espana.
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vitro study using single-cell tracking and traction force microscopy.”
Authors: Nocentini $*, Reginensi D*, Garcia S, Carulla P, Moreno-Flores MT, Wandosell E, Trepat X,
Bribian A, del Rio JA.
Published in: Cellular and Molecular Life Science. 2012 May;69(10):1689-703.
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Capitulo II: “Increased migratory potential of olfactory ensheathing cells secreting the Nogo re-
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En el articulo titulado: “Engineering a functional neuro-muscular junction model in a chip” publi-
cado en RSC Advanced ha participado como autor colaborador. El doctorando ha desarrollado el trabajo
experimental en la confeccién de plataformas microfluidicas para implementacién neurobioldgica.

Este articulo no ha sido utilizado en la elaboracién de otras Tesis Doctorales.
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