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PROLOGO

La presente tesis se inicia en Barcelona, en el departamento de Biologia Celular de la
Universidad de Barcelona, alla por Abril de 2002. Nace de una linea de investigacion iniciada
por el Dr. José Antonio del Rio acerca de la caracterizacién de los factores que regulan la
regeneracion de la conexion entre el cortex entorhinal y el hipocampo. Después de unos
primeros meses de bandeo tematico, decidimos elegir la linea que presentaba mas
posibilidades. Este fue el caso de dos proteinas de la mielina y de su receptor neuronal, que
habian sido recientemente clonados y despertaban la atencién de la comunidad cientifica.

La pregunta que pretende responder esta tesis es cual es el papel de los inhibidores asociados
a mielina en la regeneracion de conexiones corticales. EI modelo utilizado ha sido la lesion de
la conexién entorhino-hipocampica y la estructura conceptual ha consistido en i) caracterizar la
expresion temporal de la proteina, ii) analizar su regulacion tras lesion, vy iii) estudiar el efecto
de su bloqueo en la regeneracion de la conexion.

Hemos decidido cubrir en la introduccion los aspectos generales que se conocen sobre la
regeneracion axonal en el SNC a fin de contextualizar mejor nuestro trabajo. Los articulos que
representan el cuerpo de esta tesis tienen una organizacién interna transversal a la estructura
conceptual descrita anteriormente. Esto responde al orden en que se obtuvieron los resultados
en su momento y a la mayor facilidad de publicacion de trabajos que cubran distintos aspectos
en la caracterizacion funcional de una proteina. Sin embargo, y a fin de mantener una unidad
tematica y mejorar su entendimiento, estos trabajos seran discutidos al final de la tesis
siguiendo los tres bloques tematicos (i. e. desarrollo, regulacién y bloqueo).

Por ultimo, querria destacar que esta tesis, al igual que otras muchas, no es en realidad la
historia de lo que quisimos hacer, sino la historia de lo que nos salio bien.

Ana Mingorance,

Barcelona, Septiembre de 2005.



Introduccion

1. La regeneracion axonal

1.1 La regeneracion axonal: el problema.

Cada afo aproximadamente mil espafioles sufren una lesién de médula espinal. De ellos, mas
del 90% sobrevivira a la lesion. La mayoria tiene menos de 30 afios y se calcula que menos del
uno por ciento tendra una recuperacion neurolégica completa. El resto sufrira graves secuelas

motoras, cognitivas y sensoriales’.

Las lesiones de médula espinal son el principal ejemplo de lesion del sistema nervioso central
(SNC). Al contrario de lo que ocurre en el sistema nervioso periférico (SNP), o en el central
durante el desarrollo, los axones del SNC maduro (en mamiferos adultos) son incapaces de
regenerar espontaneamente tras lesion (Horner y Gage, 2000; David y Lacroix, 2003). Los
avances en biologia celular ocurridos durante la ultima década nos han permitido tener un
amplio conocimiento sobre los mecanismos que controlan el desarrollo neuronal. Este
conocimiento, sin embargo, es aun incompleto, y carecemos de una solucion efectiva para las
lesiones del SNC (revisado en Horner y Gage, 2000; David y Lacroix, 2003).

Trabajos pioneros de Tello y de Ramoén y Cajal, a principios del siglo XX, demostraron que la
falta de regeneracion del SNC no se debe a caracteristicas intrinsecas de las neuronas y
sefialaron por primera vez la existencia de inhibidores del crecimiento neuronal en el SNC
maduro (Ramén y Cajal, 1928). David y Aguallo (1981), y posteriormente de Caroni y Schwab
(1988), demostraron la naturaleza inhibitoria para el crecimiento axonal del SNC maduro y que
parte de esa inhibicion radica en la presencia de moléculas inhibitorias asociadas a la mielina
(David y Aguayo, 1981; Caroni y Schwab, 1988). Actualmente se piensa que la falta de
regeneracion axonal del SNC maduro es resultado del efecto combinatorial de diferentes
factores, incluyendo la activacién incompleta de los programas de crecimiento axonal tras

lesién y la generacion de un ambiente inhibitorio para el crecimiento axonal en el SNC maduro.

Frente a este problema multifactorial, y con el objetivo de disefiar estrategias capaces se



reparar el SNC, resulta esencial caracterizar los diferentes mecanismos que regulan esta falta
de regeneracion. Este ultimo aspecto, la caracterizacion de algunas de las moléculas
inhibitorias presentes en el SNC, ha sido el eje central de esta tesis. Con este objetivo nos
hemos centrado en analizar el papel llevado a cabo por los “inhibidores asociados a mielina” y
su receptor comun en el SNC maduro, tanto en condiciones normales como en patolégicas,
comparando su participacion en la falta de regeneracion axonal con la de otros inhibidores
conocidos (como los proteoglucanos) y explorando las funciones que podrian llevar a cabo
durante el desarrollo del SNC. En esta introduccién pretendemos dar una idea general de los
procesos que ocurren tras una lesion traumatica del SNC y de los mecanismos que contribuyen

a su falta de regeneracion, centrandonos en el papel de los inhibidores asociados a mielina®.
1.2 Factores implicados en la falta de regeneracion axonal

Para que la regeneracion axonal sea posible la neurona lesionada debe sobrevivir, el axdn
seccionado ha de poder formar de nuevo un cono de crecimiento, elongarse hasta alcanzar su
diana original, estableces sinapsis y por ultimo ser mielinizado (aunque esto ultimo depende del
tipo de conexion). Si bien este proceso ocurre en el SNP y en central durante el desarrollo, no
ocurre asi en el SNC maduro. A medida que esta maduracion tiene lugar, ocurre un descenso
en la capacidad de regeneracién neuronal, hasta el punto de perderse en estadios tempranos
postnatales. A este descenso contribuyen tanto factores exégenos como endégenos (Horner
y Gage, 2000).

La pérdida endégena de capacidad de regeneracion axonal de las neuronas centrales durante
el desarrollo ocurre en respuesta a diversos estimulos, como son la activacién del programa
endogeno de maduracion de la neurona, el contacto con el tejido diana o la llegada de
aferentes sinapticos (Goldberg vy cols., 2002). Estos estimulos desencadenan en la neurona
una serie de cambios que se podrian agrupar en tres bloques: un descenso en los niveles de
moléculas promotoras del crecimiento axonal, el inicio de la expresion de receptores para
moléculas inhibitorias y un descenso en los niveles de AMPc (Horner y Gage, 2000; Selzer,
2003).

Una vez establecidas las conexiones neuronales, el SNC pasa de ser permisivo para el
crecimiento axonal a constituir un ambiente mucho mas restrictivo. Ademas de este cambio,
propio de la maduracién del SNC, existen cambios que ocurren en el SNC solamente tras una

lesion.

SA partir de este punto de la introduccidn ofrecemos un resumen en castellano de la version inglesa que representa la
version original de esta tesis. Con el fin de evitar duplicar el material grafico, las tablas y figuras han sido incluidas
solo en la version inglesa y solo referidas, guardando su numeracion, en el resumen en castellano. Aunque refiero al
lector a la version original, he incluido al inicio de la obra un listado con la localizacién de las ilustraciones y tablas,
para facilitar la lectura de este resumen.

a) Falta de estimulos. Se piensa que una de las principales diferencias entre el SNC y el



periférico es la permisividad de las células de Schwann al crecimiento neuronal en claro
contraste con la inhibicion ejercida por los oligodendrocitos (Schwab y cols., 2003). Esta
permisividad radica en la expresion de moléculas de adhesién celular y neurotrofinas por parte

de las células de Schwann (Rush, 1984).

b) La cicatriz glial. Una de las principales barreras para la regeneracion axonal, tanto fisicas
como quimicas, es la formacion de la llamada cicatriz glial (Silver y Miller, 2004). Como
resultado de una lesién, las células gliales de la zona afectada experimentan una respuesta
denominada “reactiva”, que incluye hiperplasia, proliferacion celular, migracién y sobre-
expresion de diversos genes (Fig. 1.3). Cuando la lesion no afecta a las meninges, los
astrocitos son el principal tipo celular de la cicatriz glial (Fig. 1.4). Sin embargo, en lesiones mas
severas existe infiltracion de células meningeas al SNC, en un proceso llamado cavitacion, con
la formacion de una cicatriz mas compleja: la cicatriz meningoglial (Fig. 1.3; Silver y Miller,
2004).

Cuando la cicatriz glial madura, el estrecho contacto de los astrocitos reactivos llega a formar
una barrera fisica que impide el paso de los axones (Fig. 1.4). Esta barrera, sin embargo,
tarda de entre unos 7 y 10 dias en formarse, tiempo durante el cual no hay regeneracion
axonal. Por tanto se ha postulado que la presencia de moléculas inhibitorias seria la principal
limitacién para la regeneracién axonal (Caroni y Schwab, 1988). De manera constitutiva, y
sobre todo tras una lesion, astrocitos y progenitores de oligodendrocitos expresan un conjunto
de proteinas, llamados proteoglucanos condroitin-sulfato (PGCS), que son fuertemente
inhibitorios para el crecimiento axonal (Morgenstern vy cols., 2002). Estas proteinas son
sobreexpresadas en la cicatriz glial a partir de las primeras 24 horas después de la lesion, y su
sobreexpresion persiste durante meses. Ademas de los proteoglucanos, la expresion de
Tenascinas (proteinas de matriz extracelular inhibitorias par el crecimiento axonal) y ciertas
moléculas de guia axonal (como Semaforinas y Slits), hacen que la cicatriz glial sea también
una barrera quimica para la regeneracion axonal (Shearer vy cols., 2003; Syvig y cols., 2004

y referencias en el texto).

c) Los inhibidores asociados a mielina. Gran parte de la inhibicién constitutiva del SNC
radica en la presencia de ciertas moléculas en asociacion con la mielina (Fig. 1.1). A finales de
los ochenta, trabajos llevados a cabo en el laboratorio del Dr. Schwab demostraron por primera
vez que la fuerte inhibicion que la mielina ejerce sobre el crecimiento neuronal (ilustrado en la
figura 1.5) se debe a ciertas proteinas en su composiciéon (Caroni y Schwab, 1988b). Estos
trabajos llevaron a la generacion de un anticuerpo, IN-1, capaz de bloquear parte del efecto
inhibitorio de la mielina (Caroni y Schwab, 1988a). Hasta le fecha se han identificado tres
proteinas, Nogo-A (el epitopo de IN-1), MAG y OMgp, que son capaces de interaccionar con el
mismo receptor neuronal (llamado Nogo-Receptor, o NgR) para prevenir el crecimiento axonal
(Sandvig y cols., 2004). Ademas de NgR, que utiliza tres correceptores: Lingo-1, p75 y Troy,
existen receptores adicionales para Nogo-A y MAG. Al no estar restringidos a las

inmediaciones de la cicatriz glial, se cree que los inhibidores asociados a mielina (IAM) son una



de las principales barreras para la regeneraciéon axonal antes del desarrollo de la cicatriz glial.

1.3 Estrategias para promover la regeneraciéon axonal

Diversas estrategias han sido disefiadas para permitir el crecimiento axonal tras lesién como
paso clave para la regeneracibn axonal, principalmente reduciendo la inhibicibn o

incrementando la permisividad del SNC (Tabla 1.1).

1.3.1 BLOQUEO DE MOLECULAS INHIBITORIAS.

Existen dos aproximaciones para bloquear el efecto de las moléculas inhibitorias del
crecimiento axonal: el bloqueo de esas moléculas o de sus receptores (tratamientos
extrinsecos) y la manipulacion de las cascadas de sefializacion intracelular de la neurona para

reducir su sensibilidad a estos inhibidores (tratamientos intrinsecos).

a). Tratamientos extrinsecos.

Bloqueo de los inhibidores asociados a mielina. Una de las principales herramientas para el
bloqueo de una proteina es el uso de anticuerpos, que al unirse a ella, impiden la posterior
interaccion con su receptor. Estos anticuerpos se conocen como anticuerpos bloqueantes. El
mas utilizado para el bloqueo de los IAM ha sido IN-1, que reconoce el dominio central de
Nogo-A (Fig. 1.6; Fiedler vy cols., 2002) y ha sido utilizado, con éxito, en diversos modelos de
lesion tanto in vitro como in vivo (ver tabla 1.2 y para mas detalles Karim y cols., 2001 y
Mingorance y cols., 2004c). Otros anticuerpos bloqueantes han sido generados contra MAG y
NgR, pero su funcién tras lesibn no ha sido aun bien caracterizada. Una aproximacién
diferente, que también emplea anticuerpos para bloquear proteinas, es la vacunacioén (con
mielina o antigenos purificados como Nogo-A o MAG), que ha sido utilizada con éxito para
promover regeneracion axonal tas lesién de medula espinal en animales de experimentacion
(Huang vy cols., 1999; Sicotte y cols., 2003).

Otras dos estrategias, que han probado ser efectivas para el bloqueo de los IAM, son el uso de
péptidos agonistas (como NEP1-40) y enzimas que degraden grupos funcionales. NEP1-40
consta de los primeros cuarenta aminoacidos (aa) de la cadena de 66 aa de Nogo-A que
constituye el dominio de interaccién con NgR. Estos 40 aa tienen la capacidad de unirse a NgR
pero no de activarlo, por tanto actuando como un bloqueante de Nogo-A y promoviendo cierto
grado de regeneracién axonal tras lesion de médula espinal en ratas (Grandpre y cols., 2002;
Li y Strittmatter, 2003). La unién de MAG a sus receptores (NgR, NgR2 y gangliésidos) requiere
la presencia de acido sialico (o acido neuraminico) en la superficie de estos receptores.
Cuando éstos son eliminados, por la actividad de la enzima neuraminidasa, el efecto inhibitorio
de MAG se ve reducido in vitro (DeBellard vy cols., 1996; Tang vy cols., 1997; Tang vy cols.,
2001; Vinson y cols., 2001).

Bloqueo de los proteoglucanos condroitin sulfato. La estrategia mas utilizada para

bloguear la inhibicién inducida por los PGCS ha sido la degradacién enzimatica de los grupos



condroitin sulfato, que son los que los proveen de capacidad inhibitoria, con la enzima
denominada Condroitinasa ABC (ChABC). El tratamiento in vivo con ChABC promueve un
grado de regeneracion extensivo en diferentes modelos de lesion (Moon vy cols., 2001;
Bradbury y cols., 2002). Por ultimo, las Semaforinas son otra de las principales familia de
proteinas inhibitorias que restringen la regeneracién axonal en el SNC maduro (Pasterkamp y
Verhaagen, 2001). Entre las diversas estrategias posibles para bloquear su funciéon se
encuentran el uso de anticuerpos bloqueantes, dominantes negativos o peptoides que impiden
la union de Semaforina 3A con su receptor (revisado por Pasterkamp y Verhaagen, 2001;

Montolio y cols., en preparacion).

b). Tratamientos intrinsecos.

Una segunda aproximacion para reducir el efecto de los diferentes inhibidores es modular el
estado intrinseco de la neurona de modo que deje de ser sensible a estos inhibidores. Uno de
los puntos claves es la regulacién de los niveles de AMPc. Se conoce que tratamientos
capaces de elevar estos los niveles de AMPc, como el aporte de neurotrofinas, analogos de
AMPc, bloqueo de su degradacion o estimulacion de su generacion, son capaces de permitir el
crecimiento axonal en presencia de mielina (Song Yy cols., 1998; Cai y cols., 1999; Neumann
y cols., 2002; Cai vy cols., 2002; Gao vy cols., 2004). Otros dos puntos criticos de regulacion
de la regeneracion axonal son RhoA y PKC. RhoA es una proteina que regula la
reorganizacion del citoesqueleto de actina y que es activada por los IAM y los PGCS, dando
lugar al colapso del cono de crecimiento y un bloqueo en el crecimiento axonal (Monnier y
cols., 2003; Yamashita y Tohyama, 2003). Su bloqueo mediante antagonistas, dominantes
negativos o inhibiendo proteinas necesarias para la transducciéon de sefal por debajo de RhoA,
permiten la regeneracion axonal in vivo (Kuhn y cols., 1999; Ellezam y cols., 2002; Borisoff
y cols., 2003; Fournier vy cols., 2003; Bertry vy cols., 2005). PKC también es activada por las
dos familias de inhibidores, y su bloque farmacolégico o genético disminuye la capacidad de
estas proteinas para activar RhoA, y por tanto de inhibir el crecimiento axonal (Sivasankaran y

cols., 2004; Hasegawa vy cols., 2004).

Ademas del bloqueo de moléculas inhibitorias, otras estrategias utilizadas para promover la
regeneracion axonal son el aporte de factores neurotréficos (Xu vy cols., 1995; Bregman y
cols., 1997), el transplante de tejido permisivo (como nervio periférico, tejido embrionario o
sustratos artificiales; Xu vy cols., 1995; 1999), la prevencion de apoptosis (Bonfanti y cols.,
1996; Goldberg vy cols., 2002; Sole y cols., 2002) y el reemplazamiento celular (usando tejido
fetal o stem cells (Snyder y cols., 1997; Horner y Gage, 2000)

1.4 Modelos de lesion

Los dos modelos que existen de lesion traumatica son transeccion y contusion. Una
transeccion, o axotomia, implica la seccidén, completa o parcial, de un tracto o conexién
nerviosa. Tras esta lesién, el dafio va a quedar principalmente restringido a las inmediaciones

de la transeccion. En cambio, tras una lesién contusiva la zona afectada es mucho mayor.



Este ultimo es el principal tipo de lesion que tiene lugar en el SNC tras un accidente, de modo
que es el mas cercano a las lesiones humanas cerebrales o de médula espinal. Sin embargo la
transeccion, al ser mucho mas selectiva, permite analizar por separado los distintos parametros
que influencian la evolucién de la lesion y que regulan la regeneracidén axonal. Para este trabajo
hemos empleado como modelo la axotomia de la via perforante, un modelo de transeccion. La
via perforante es la principal entrada de informacién al hipocampo, y conecta el cértex
entorrinal con las células granulares del giro dentado. Mas adelante discutiremos las razones

que nos han llevado a elegir este modelo asi como sus ventajas y desventajas.

2. Moléculas que inhiben la regeneracién axonal

2.1 Moléculas de guia axonal

Durante el desarrollo, los axones son guiados hasta su destino por moléculas que actian como
guia (Tessier-Lavigne y Goodman, 1996). Algunas familias de moléculas de guia axonal que
tienen efecto repulsivo durante el desarrollo contindan expresandose en el SNC maduro y tras
lesion contribuyen a la incapacidad para regenerar de las neuronas maduras lesionadas. Por
ejemplo las semaforinas son expresadas en el animal adulto tras lesién por fibroblastos que se
infiltran al SNC procedentes de las meninges, contribuyendo a crear una barrera quimica en la
cicatriz glial (particularmente Sema 3A y 3F; Pasterkamp vy cols., 1999). Ademas, los
oligodendrocitos maduros expresan varios miembros de las semaforinas, como Sema 5A y
Sema 4D (Fig. 2.2; Moreau-Fauvarque vy cols., 2003; Goldberg vy cols., 2004), y Netrina

(Manitt y cols., 2001; 2004), que podrian restringir la regeneracion de los axones seccionados.

2.2 Proteoglucanos

Los proteoglucanos son moléculas de matriz extracelular que constan de una estructura
proteica central unida a cadenas de glucosaminoglucanos (azucares formados por repeticiones
de disacaridos). Los diferentes tipos de disacaridos permiten clasificar a los proteoglucanos
(PG) en cuatro clases: PG heparan sulfato, PG condroitin sulfato (PGCS), PG dermatan sulfato
y PG queratan sulfato, y son responsables de la mayoria de sus propiedades funcionales
(Bandtlow y Zimmerman, 2000) (Fig. 2.3). Los mas relevantes para este estudio son los PGCS,

al ser extremadamente inhibitorios para el crecimiento axonal y sobrexpresarse tras lesion.

Durante el desarrollo, los PGCS participan en distintos procesos del crecimiento neuronal,
como la promocién o inhibiciéon del crecimiento o la regulacién de la polaridad de la neurona
(Bovolenta y Fernaud-Espinosa, 2000). En el SNC maduro, astrocitos, oligodendrocitos y
fibroblastos son capaces de producir PGCS (Asher y cols., 2001; Ughrin y cols., 2003). Tras
una lesién son sobreexpresados en la cicatriz glial, sobretodo por células gliales, comenzando
en los primeros dias después de la lesion y persistiendo durante meses (Pasterkamp vy cols.,
1999; De inter y cols., 2002; Properzi y cols., 2003). Sus cadenas condroitin sulfato, y por
tanto su efecto inhibitorio, pueden ser eliminadas selectivamente mediante el uso de la enzima
condroitinasa ABC (Fig. 2.4).



2.3 Los inhibidores asociados a mielina

a) MAG. MAG es una de las proteinas mayoritarias del SNC y miembro de la superfamilia de
las inmunoglobulinas. Contiene cinco dominios inmunoglobulina y una cadena intracelular que
difiere en sus dos isoformas: S-MAG y L-MAG (Tropak y cols., 1988). Ademas, MAG es una
sialoadhesina, por lo que interacciona con acidos sialicos en la superficie de sus receptores
(Kelm y cols., 1994). Durante el desarrollo, MAG participa en el proceso de mielinizacion (Fig.
2.6; Schachner y Bartsch, 2000). Ademas se sabe que regula el contacto entre el axén y las
ramificaciones de los oligodendrocitos (Martini y Schachner, 1986; Bartsch, 1996). MAG,
ademas, inhibe el crecimiento de neuronas postnatales tanto in vitro como in vivo (McKerracher
y cols., 1994; Mukhopadhyay vy cols., 1994). Esta inhibicion es en parte dependiente de acido
sidlico y por tanto sensible a tratamiento con la enzima neuraminidasa, que degrada estos
grupos (DeBellard vy cols., 1996; Tang vy cols., 1997b; Vinson y cols., 200; Wong vy cols.,
2003). Los putativos receptores de MAG son los gangliésidos GD1a y GT1b, y las proteinas
NgR (o NgR1) y NgR2 (Vinson y cols., 2001; Wang vy cols., 2002; Venkatesh y cols., 2005)
que parecen necesitar de p75 como correceptor (Domeniconi y cols., 2002; Liu vy cols., 2002;
Yamashita vy cols., 2002).

Una caracteristica importante de MAG es que existe en forma secretable, denominada dMAG,
al contrario que Nogo-A y OMgp (Sato vy cols., 1984; Tang Yy cols., 2001). Su regulacion tras
lesiéon parece depender del modelo, mientras que desciende al seccionar el nervio ciatico en
ratas (SNP; Tacke y Martini, 1990) es sobreexpresada tras lesion cortical (SNC; el presente
trabajo). Esta diferente regulacién puede contribuir a la falta de regeneracién del SNC frente al
periférico. Es mas, diversos estudios han demostrado que el bloqueo de MAG es capaz de
promover regeneraciéon axonal, probando su participacion directa en la inhibicion del

crecimiento axonal (Tang vy cols., 2001, Sicotte vy cols., 2003; Wong vy cols., 2004).

b) Nogo-A. Como ya hemos comentado, a finales de los ochenta se demostr6 que gran parte
de la actividad inhibitoria de la mielina se debia a dos componentes proteicos que fueron
denominados NI-250 y NI-35 (Fig. 2.7; Caroni y Schwab 1988a, b). En anticuerpo IN-1,
generado contra NI-250, bloquea parcialmente el efecto inhibitorio de la mielina y permite cierto
grado de regeneracion tras lesion en varios modelos (Bandtlow y Schwab, 2000). Su epitopo es
la proteina Nogo-A codificada por el gen nogo, también llamado RTN4 (Reticulon 4), que da
lugar a tres isoformas mediante el uso de dos promotores y splicing alternativo (Spillmann vy
cols., 1998; Chen vy cols., 2000; GrandPre y cols., 2000; Prinjha y cols., 2000). Las tres
proteinas comparten el extremo amino terminal, donde se localiza una secuencia de
localizacion reticular y dos dominios transmembrana (Fig. 2.8; Oertle y cols., 2003b). Estos
dos dominios estan separados por un fragmento de 66 aa conocido como el loop-66. Ademas,
Nogo-A, la isoforma mayor, posee un dominio exclusivo denominado NiG en el cual, junto con

el loop-66, se localiza su actividad inhibitoria (Oertle y cols., 2003e).

Aunque fuera descrito como proteina de oligodendrocitos, Nogo-A es una proteina expresada

de manera muy generalizada por neuronas, incluso durante el desarrollo del SNC (revisado por



Hunt vy cols., 2003). Ademas de encontrarse localizado en el reticulo endoplasmatico (RE),
Nogo-A alcanza la superficie celular en oligodendrocitos como neuronas y fibroblastos, donde
expone al exterior sus dos dominios inhibitorios (Fig. 2.10 A; Oertle vy cols., 2003e; Dodd y
cols., 2005). La funcion del Nogo-A neuronal se desconoce. Se han propuesto, sin embargo,
varias funciones para el pool intracelular de Nogo-A, como la regulacién de la apoptosis
(Oertle, y cols., 2003a; Watary y Yutsudo., 2002), la regulacion del trafico vesicular, y la
formacion de canales como otros miembros de la familia reticulon (Oertle y cols., 2003;
Steiner y cols., 2004; Dodd y cols., 2005). Ademas, desde su localizacién en la mielina,
Nogo-A contribuye a regular la distribucion de canales de potasio en el axén mediante la
interaccioén con la proteina neuronal Caspr (Nie vy cols., 2003). Sin duda su funcién mejor
caracterizada es la de inhibidor de la regeneracion axonal in vivo. Este papel ha quedado
ampliamente demostrado por diversos experimentos de bloqueo, incluyendo el anticuerpo IN-1,
la vacunacién con péptidos de Nogo-A, el péptido antagonista NEP1-40 y el uso del
ectodominio de NgR (Bregman vy cols., 1995; Merkel y cols., 2001; Raineteau y cols., 2001;
Hauben vy cols., 2001; Fournier y cols., 2001; GrandPre y cols., 2002; Li y Strittmatter, 2003;
Li y cols., 2004). De hecho, la expresion forzada de Nogo-A por células de Schwann limita la
regeneracion del nervio cidtico, indicando que Nogo-A es un potente inhibidor de la

regeneracion axonal (Pot y cols., 2002).

c) OMgp. OMgp es el mas desconocido de los IAM (Mikol y Stefanson, 1988). Consta de 401
aa que se estructuran basicamente en repeticiones ricas en leucina (LRR, del inglés leucin rich
repeats) y un dominio C-terminal de unién a GPI. (Mikol y cols., 1990). Los dominios LRR
caracterizan una familia de proteinas implicada generalmente en procesos de adhesion (Tabla
2.2). Se piensa que su expresion en oligodendrocitos responde a una funcion relacionada con
la mielina y posiblemente regule también la proliferacién y diferenciacion de oligodendrocitos
(Vouch y Andrés, 2004). Ademas, OMgp es expresado por neuronas (Habib vy cols., 1998),
pero su funcién neuronal se desconoce. OMgp interacciona con NgR e induce inhibiciéon del
crecimiento neuritico in vitro (Wang vy cols., 2002). Aunque aun no se han llevado a cabo
estudios que ratifiquen este papel in vivo, se supone que podria participar en la inhibicién de la
regeneracion axonal tras lesiéon via NgR, y por tanto se le clasifica como el tercer inhibidor

asociado a mielina.

3. Receptores y transducciéon de senal



El efecto final, inhibitorio o no, de una proteina par la regeneracion axonal, viene determinado
por los receptores que utilicen y la sefalizacion intracelular que estos induzcan. En este
capitulo nos centraremos en los receptores neuronales de Nogo-A, MAG y OMgp (cuando
éstos desempefian su funcion desde la mielina) y en las principales cascadas de sefializacion

implicadas.

3.1 Proteinas de membrana que interaccionan con los IAM

a) La familia NgR. La busqueda de un receptor para el dominio loop-66 de Nogo-A llevo al
clonaje de Nogo Receptor (NgR; Fournier y cols., 2001). Esta proteina de 473 aminoacidos
(aa) pertenece a la familia caracterizada por la presencia de LRR (tabla 2.2). NgR contiene
ocho LRR, encargados de la unién a Nogo-A, MAG y OMgp, y un dominio C-terminal de union
a GPI (Fournier vy cols., 2002; Domeniconi y cols., 2002; Wang vy cols., 2002b). Su
expresion es exclusivamente neuronal, aunque no esta presente en todas las poblaciones
neuronales, y se localiza preferentemente en axones y terminales sinapticos en neuronas
postnatales (Josephson vy cols., 2002; Wang X vy cols., 2002). El hecho de que algunas
areas, como el estriado, no expresen NgR, y que otras, como la médula espinal, disminuyan
enormemente su expresion en el adulto, hizo pensar en la existencia de otros receptores para
los inhibidores asociados a mielina (Josephson vy cols., 2002; Wang X y cols., 2002). Dos
homélogos de NgR (NgR2 y NgR3) han sido clonados y aunque ninguno tiene afinidad por
Nogo-A u OMgp, NgR2 puede actuar como receptor de MAG (Barton vy cols., 2003; Pignot vy
cols., 2003; Klinger vy cols., 2003; Venkatesh vy cols., 2005). La interaccion de MAG con NgR
y NgR2 es dependiente de acido sialico y parece requerir la presencia de p75 (Venkatesh y
cols., 2005; Zheng vy cols., 2005). La posible contribucion de NgR2 y 3 a la regeneracion

axonal aun se desconoce.

Tanto los gangliésidos como los diferentes NgR, los Unicos receptores neuronales identificados
para los |AM, carecen de dominio intracelular y requieren por tanto la participacién de
correceptores para inducir sefalizacién. Actualmente se conocen tres correceptores para NgR:

p75, Troy y Lingo.

b) p75 y Troy. p75 y Troy pertenecen a la superfamilia de los “tumor necrosis factor receptors”
y participan, de modo alternativo, en el complejo receptor de los IAM. p75 es también el
receptor de baja afinidad de neurotrofinas, ya sea actuando como correceptor de Trk, o en
solitario (Chao, 2003). Cundo actua como coreceptor para NgR, p75 es el coreceptor que inicia
la cascada de sefializacién (Fig. 3.3; Wang vy cols., 2002b; Wong vy cols., 2002; Yamashita y
cols., 2002). Ademas, la unién de MAG a gangliésidos es capaz de activar a p75, y las
neuronas deficientes en él no son inhibidas por mielina, de modo que desempefia un papel
central en la regeneracion axonal (Yamashita y cols., 2002; Zheng vy cols., 2005). Sin
embargo, muchas poblaciones neuronales cesan de expresar p75 en el animal adulto, y se ha
propuesto que utilizan Troy, una proteina cercana a p75 y de la misma familia, para suplir a
este Ultimo (Park vy cols., 2005; Shao Yy cols., 2005).



c) Lingo-1/LERN1. El tercer elemento del complejo receptor de IAM es Lingo. En ausencia de
Lingo, la sola presencia de NgR y p75 es insuficiente para inducir sefializacion, y requieren de
la presencia de Lingo, aunque su mecanismo de accion sea desconocido (Mi vy cols., 2004). Al
igual que NgR y OMgp, Lingo pertenece a la familia de proteinas con grupos LRR (Carim-Todd
y cols., 2004; Mi y cols., 2004). Ademas de participar en el complejo trimérico con NgR y p75
o Troy, es posible que Lingo desempefie papeles alternativos, principalmente durante el
desarrollo neuronal, al estar ampliamente expresado por las neuronas en desarrollo y ser
homologo de Slit (Carim-Todd vy cols., 2004; Mi y cols., 2004), que juega un papel central en
guia axonal y migracion celular (e. g. Wong y cols., 2002).

d) Otros receptores posibles. Aunque es muy probable la existencia de mas inhibidores
asociados a mielina y de receptores para estos, existen algunos receptores para los |IAM
ademas de los mencionados anteriormente. Los gangliésidos GD1a y GT1b son capaces de
actuar como receptores de MAG (Fig. 3.1), y su bloqueo reduce la capacidad inhibitoria de
MAG (Vinson vy cols., 2001; Vyas vy cols., 2001; 2002). Nogo-A, por su parte, posee un
segundo dominio inhibitorio que no necesita de NgR ni p75 aunque su receptor se desconoce
(Fig. 3.1; Oertle y cols., 2003c; Schweigreiter vy cols., 2004).

3.2 Vias intracelulares implicadas en la regeneracion axonal

La regulacion de la regeneracion axonal, al igual que la guia axonal, requiere de la modulacién
local del citoesqueleto. Los mecanismos moleculares que conectan los receptores de
membrana con el citoesqueleto son aun parcialmente conocidos, aunque parece haber una
serie de moléculas y vias esenciales. A continuacién resumimos brevemente las principales

vias de sefializacion que regulan el crecimiento axonal y su inhibicién.

a) Rho GTPases. Una familia de proteinas central en la regulacién de los filamentos de actina
es la de las Rho GTPasas (Luo Yy cols., 1997). Tres de sus miembros, Cdc42, Rac1 y RhoA,
estan regulados por receptores neuronales, como los de los IAM (entre otros). Mientras que los
inhibidores del crecimiento axonal actian mediante la activacion de RhoA (y generalmente la
inhibicién concomitante de Rac1, de efecto antagénico), las moléculas atractivas, como
Netrina, activan Rac1 y Cdc42 (Fig. 3.8; Jalink vy cols., 1994; Giniger, 2002; Niederost y cols.,
2002; He y Koprivika, 2004; Schweigreiter vy cols., 2004). La activacién de RhoA por los IAM
tiene lugar via p75 y supuestamente por Troy en aquellas células que carecen de expresion de
p75 (Yamashita y Tohyama, 2003).

La sefalizacion inducida por los receptores de moléculas inhibitorias o atractivas es integrada
en el cono de crecimiento, determinando el sentido del efecto final (colapso, expansion, giro a
favor o en contra de la fuente...). Esta sefializaciébn parece tener una serie de puntos de
regulacion: el nivel intracelular de calcio, los niveles de nucleétidos ciclicos y el balance entre
PKC e IP3.



b) Calcio intracelular (Ca**). El calcio es uno de los mensajeros secundarios que transduce la
informacion extracelular en cambios en motilidad celular (Zheng, 2000). Gradientes
extracelulares de Netrina o dMAG generan gradientes intracelulares de calcio que determinan
la polaridad del giro del cono de crecimiento (Song vy cols., 1997; 1998). La direccién de giro, a
favor o en contra de ese gradiente, viene determinada por las concentraciones basales de
calcio, menores, para la repulsion inducida por MAG, y mas elevadas en el caso de la atraccion
por Netrina (Fig. 3.9; Henley vy cols., 2004). Este efecto es debido a la existencia de dos
proteinas, activadas preferentemente por los distintos niveles de calcio, que tienen efecto
antagoénico en la direccién de giro del cono de crecimiento: la proteina kinasa dependiente de
Ca®* -calmodulina (CaMKIl) y la fosfatasa dependiente de Ca®** -calmodulina Calcineurina
(CaN). Mientras que CaMKIl induce el giro del cono de crecimiento a favor del gradiente
extracelular (y se activa en presencia de niveles mas elevados de calcio), la Calcineurina
responde a niveles mucho mas bajos de calcio determinando el giro en el sentido contrario al
gradiente, como ocurre con MAG (Wen vy cols., 2004). El cambio de atractiva a repulsiva que
experimenta MAG en funcién de la edad de la neurona responde a una caida durante el
desarrollo en los niveles de calcio junto con una regulacién similar de AMPc (Neumann vy
cols., 2002; Qiu vy cols., 2002).

c) Los nucleédtidos ciclicos. Como el calcio, los nuclebtidos ciclicos son segundos
mensajeros que regulan la atracciébn o repulsion del cono de crecimiento por factores
extracelulares. Los niveles elevados de AMPc parecen estar particularmente ligados con la
capacidad de regeneracioén axonal, y tratamientos capaces de elevarlos, como el priming con
neurotrofinas y la lesion condicional en neuronas de los ganglios de la raiz dorsal promueven
regeneracion axonal en el adulto (Fig. 1.7; revisado por Spencer y Filbin, 2004). EI AMPc
regula la sensibilidad a los IAM desde varios puntos. Por un lado la trascripcion de
determinadas proteinas inducidas por CREB (en respuesta al AMPc) podria interferir con la
cascada de sefializacién utilizada por los 1AM (Spencer y Filbin, 2004). Ademas, el AMPc es
capaz de regular los niveles de calcio y el balance entre AMPc y GMPc (pero no la
concentracioén total de los dos nucleétidos) parece determinar la direccion de giro del cono de

crecimiento ante una fuente de Netrina y presumiblemente de MAG (Nishiyama y cols., 2003).

d) El balance entre PKC e IP3. PKC parece ser una proteina clave en la sefializacion inducida
tanto por los IAM como por los PGCS (Hasegawa vy cols., 2004; Sivasankaran y cols., 2004).
De hecho, su bloque farmacolégico permite un alto grado de regeneraciéon axonal in vivo
(Sivasankaran vy cols., 2004). Inhibidores de proteinas G; y G, permiten la regeneracion de la
via perforante in vitro (Prang y cols., 2001). Estas proteinas a su vez regulan la actividad de la
fosfolipasa C (PLC) que activa PKC y produce el segundo mensajero IP3 (Fig. 3.11). Mientras
que la activacion de IP3 sobre PKC permite crecimiento axonal, el dominio de PKC induce
colapso e inhibicion del crecimiento axonal (Hasegawa y cols., 2004; Sivasankaten vy cols.,
2004). No esta claro como se regula el balance entre PKC e IP3 ni como éstos regulan el
crecimiento axonal, aunque se cree que lo hacen mediante la regulacién de las Rho GTPasas

(Hasegawa vy cols., 2004).



4. El Hipocampo y la Regeneraciéon Axonal

A lo largo de esta tesis nos hemos centrado en el hipocampo como modelo para analizar el
desarrollo y regeneracion de una conexion cortical: la via perforante. Una caracteristica
importante es que sus conexiones se forman de un modo altamente estereotipado y siguiendo
un patrén laminar que permite determinar claramente el grado de especificidad de la via, tanto

durante el desarrollo como después de manipularla (como por ejemplo, tras una lesién).
4.1 Anatomia basica del hipocampo.

El area a la cual nos referimos generalmente como hipocampo, es en realidad la formacién
hipocampica, que comprende varias subdivisiones: el cortex entorrinal, el complejo subicular y

el hipocampo, cada uno de los cuales se encuentra a su vez subdividido en areas (Fig. 4.1).

El cortex entorrinal es el punto de entrada de informacién procedente de la corteza al
hipocampo a través de la via perforante, que tiene su origen en las neuronas de capa Il y IlI
(fig. 4.1A). Una vez en el hipocampo, la via perforante inerva preferentemente el estrato
lacunoso-moleculare y la capa molecular del giro dentado (Ramén y Cajal, 1901; Amaral y
Witter, 1995). El Subiculo se encuentra en la zona de transicion entre el cortex entorrinal y el
hipocampo y se subdivide en tres regiones, parasubiculo, presubiculo y subiculo (Fig. 4.1B-C;
Amaral and Witter, 1995). El hipocampo propio, formado por las areas CA3, CA2 y CAT1,
presenta una organizacién laminar conservada en sus diferentes regiones (fig. 4.1). En
contacto con el ventriculo se encuentra el estrato alveus, seguido del oriens, piramidal (con los
somas de las neuronas piramidales), radiatum, y finalmente, el estrato lacunoso-moleculare
(SLM). Ademas, en el area CA3 existe un ultimo estrato formado por las fibras musgosas
(axones de las células granulares del giro dentado) que bordea el estrato piramidal y termina
en la interfase con el CA2, denominado estrato lucido (flechas en fig. 4.2). El giro dentado
también se encuentra subdividido. La capa mas externa es la capa molecular que a su vez que
subdivide en molecular externa, medial e interna (Fig. 4.2). Las neuronas principales del giro
dentado, las granulares, se organizan en una segunda capa denominada capa granular, y
emiten sus axones hacia la zona interior del giro, o hilus, donde se encuentran numerosas

interneuronas (Fig. 4.2).
4.2 Conexiones extrinsecas e intrinsecas del hipocampo.

a) Conexiones intrinsecas. Como hemos mencionado previamente, las neuronas entorrinales
de las capas Il y Il originan una conexién, denominada conexién entorrino-hipocampica o via
perforante, que perfora el subiculo y establece sinapsis con las células principales de su tejido
diana: las granulares del giro y las piramidales de las areas CA3-CA1. Mientras que los axones



procedentes del cortex entorrinal lateral terminan en la capa mas externa del giro, los del

entorrinal medial lo hacen en la capa intermedia (Fig 4.3; Amaral y Witter, 1995).

Otras conexiones intrinsecas del hipocampo son las conexiones asociacionales, que unen
areas homologas dentro del mismo hemisferio, y las comisurales, que conectan con las del
hipocampo contralateral. Los puntos por los cuales los axones cruzan de un hemisferio al otro
se conocen como comisuras. En el hipocampo las piramidales del CA3 conectan con las del
CA1 en una conexién denominada colaterales de Schaffer, que junto con la via perforante y las
fibras musgosas (que unen el giro dentado con el CA3) forman el denominado circuito
trisinaptico. Otras conexiones intrinsecas, como las que establecen las interneruonas del hilus,

existen pero no seran descritas.

b) Conexiones extrinsecas. Una de las principales eferencias del hipocampo es la conexion
que establece con el septum. Esta conexién es reciproca y el hipocampo recibe aferencias
septales a través de la fimbria que establecen sinapsis con interneuronas de las areas CAT1,
CA3 y giro dentado. Esta ultima es especialmente relevante después de axotomia de la via
perforante, ya que se ramifica e inerva profusamente la capa molecular del giro una vez ha

quedado denervada.
4.3 El desarrollo del hipocampo

El desarrollo del hipocampo es un proceso altamente ordenado. En origen, las neuronas se
originan préximas al ventriculo, en la denominada zona ventricular, alrededor de los estadios
embrionarios E10-E14. Las primeras neuronas postmitéticas daran lugar a la preplaca por
migracion radial que a E14 esta formada principalmente por células GABAergicas y positivas
para calretinina, situadas en la capa mas superficial del hipocampo (células de Cajal-Retzius)
(Soriano y cols., 1994; del Rio vy cols., 1995). A partir de E15 la preplaca se divide y da lugar
a la subplaca y a la zona marginal, mientras que en paralelo se comienza a formar el giro
dentado como un pliegue en el extremo del hipocampo. A E15 los precursores de las células
granulares se generan en la zona subventricular, desde donde migran hasta formar la capa
granular, alrededor de E15-E16. En esta capa las neuronas mas jovenes se posicionaran en
estratos mas profundos que las primeras en generarse formando un gradiente de fuera hacia
dentro, y a partir de E16 las subdivisiones de capa molecular, capa granular e hilus son
distinguibles. Las neuronas del hipocampo propio, en cambio, presentan un gradiente opuesto,
de modo que las nuevas generadas ocupan las posiciones mas superficiales. Ademas existe
un gradiente de maduracion de CA3 a CA1 que dura hasta E17. A partir de PO los estratos

descritos previamente ya estan formados.

A E16 los axones procedentes del cortex entorrinal han llegado a la zona marginal del area
CA1 (futuro SLM) y en dias siguientes a la del area CA3. El giro dentado sera inervado en
estadios perinatales, cuando las dendritas de las neuronas granulares son aun inmaduras, al
igual que las de las piramidales en el momento de la llegada de la via perforante (Supér and

Soriano, 1994). Por ese motivo los axones entorrinales estableces sinapsis temporales con la



poblacion de células de Cajal-Retzius, y son reemplazadas por sinapsis con las células

granulares o piramidales a partir de P5 (Supér vy cols., 1998).

4.4 La via perforante como modelo de lesién

Para analizar el papel de los inhibidores asociados a mielina en la regeneracién axonal nos
hemos centrado en la via perforante por su alta especificidad, la extensiva caracterizacién que
sobre su lesiéon se ha hecho, y la facilidad de reproducirla y manipularla in vitro. EI modelo de
lesiéon elegido ha sido la axotomia de la via perforante (Figs. 4.5 y 4.6). Esta lesion tiene la
ventaja de seccionar el cortex entorrinal limpiamente, usando una cuchilla retractil de un
milimetro y medio para seccionar la via perforante (Jensen y cols., 1997), mientras que otros
modelos de lesién, como la electrolitica, dafian por completo el cortex entorrinal, permitiendo el

estudio del hipocampo deaferentado pero no en el cortex entorrinal lesionado (Fig. 4.6).

a) Reaccion glial tras la axotomia de la via perforante. En respuesta a una lesion, los
astrocitos proliferan, se vuelven hipertroficos y unen sus prolongaciones formando la cicatriz
glial (Silver y Miller, 2004). La microglia, por su parte, cambia de un estado altamente
ramificado a uno denominado ameboide (Turner y cols., 1998). Este cambio en la microglia
tiene lugar pocas horas después de la axotomia de la via perforante in vivo, y recupera su
morfologia y distribucién normal pasada una semana (Jensen y cols., 1994; Hailer y cols.,
1999). Los astrocitos reaccionan un poco mas tarde (unos dos dias postlesion -2 dpl-) y
permanecen detectables durante meses (Gall y cols., 1979; Steward y cols., 1990; Fagan
and Gage., 1994; Jensen y cols., 1994). Los progenitores de oligodendrocitos también
proliferan en respuesta a una lesion y tras diferenciarse contribuyen a remielinizar las nuevas
conexiones formadas (Jensen vy cols., 2000b; Drojdahl y cols., 2002, 2003; Fontana vy cols.,
2005).

Aproximadamente el 30% de las neuronas entorrinales muere como resultado de la axotomia,
dando lugar a un descenso en el numero de sinapsis en el estrato molecular del giro dentado
(Matthews vy cols., 1976a,b; Peterson vy cols., 1994). Unos dias después de la lesion tiene
lugar un proceso llamado sprouting reactivo, por el cual los axones de poblaciones neuronales
que no han sido afectadas se ramifican y establecen sinapsis con las zonas que han quedado
deaferentadas. Estas poblaciones son principalmente las del entorrinal contralateral, las fibras
colinérgicas procedentes del septum y las asociacionales/comisurales (Matthews y cols.,
1976b; Steward and Vinsant, 1983; Steward and Cotman., 1974, 1976; Steward, 1976; Zimmer
y cols., 1986; Deller y cols., 1995, 1996a, b; Frostcher y cols., 1997; Del Turco vy cols.,
2003),

b) Regulacion de los inhibidores de la regeneracidn tras lesidn. Tras la axotomia de la via
perforante, los astrocitos reactivos sobreexpresan una serie de proteoglucanos particularmente
inhibitorios para el crecimiento axonal como Neurocan y Brevican. Esta sobreexpresién tiene

lugar alrededor de la lesion y en la zona deaferentada del hipocampo (SLM y dos tercios



exteriores de la capa molecular del giro; Deller vy cols., 1997 Haas vy cols., 1999; Thon vy
cols., 2000). Poco se sabia cuando comenzamos este trabajo de los IAM en el hipocampo y no

habia ningun dato acerca de su regulacién tras axotomia de la via perforante.
4.5. Cultivos organotipicos como modelo in vitro

Un cultivo organotipico permite mantener la complejidad del tejido original pero facilitando su
manipulacién, particularmente a la hora de realizar una lesién y administrar un tratamiento.
Para la realizacion de esta tesis hemos utilizado el cultivo sobre membrana o en interfase
(Stoppini  y cols., 1991). El tejido (hipocampo y cortex entorrinal) debe ser obtenido de
animales en estadio perinatal y es cultivado en secciones de 300um sobre una membrana
semipermeable durante varias semanas (Fig 4.7). Cuando el cultivo contiene tanto el
hipocampo como el cortex entorrinal, la via perforante se forma y madura siguiendo el mismo
patrén que presentaria in vivo, manteniendo su morfologia y sinaptogénesis y perdiendo, como
in vivo, su capacidad de regeneracién durante la segunda semana (postnatal) en cultivo
(Gahwiler y cols., 1984; Woodhamns vy cols., 1993; Berger y Frostcher, 1994). Este
paralelismo nos ha permitido establecer un ensayo mediante el cual analizar la contribucion de
los diferentes inhibidores a la falta de regeneracion de la conexién (Fig 4.7). Este ensayo
consiste en seccionar la via perforante en el dia 15 in vitro y permitir un tiempo de
supervivencia al cultivo durante el cual es tratado con diversos agentes (enzimas, anticuerpos o
péptidos), en ausencia de los cuales la via no regenera espontaneamente. Pasado este tiempo
(generalmente 7-8 dias) la regeneraciéon se la conexion se examina mediante el uso de un

trazador anterégrado, como la biocitina, inyectado en el cortex entorrinal.

Este mismo modelo, el cocultivo organotipico de cortex entorrinal e hipocampo, ha sido ya
utilizado como modelo de lesién, y sobre él se han testado diferentes estrategias destinadas a
promover la regeneracion de la via perforante, entre ellas un amplio espectro de neurotrofinas,
factores de crecimiento, neuroproteccion mediante el uso del ratén sobreexpresante de Bcl-2, y
transpante de células de Cajal-Retzius (Tabla 4.1, Woodhams y Atkinson, 1996; Prang vy cols.,
2001; Del Rio vy cols., 2002; Solé vy cols., 2004). Ninguna estrategia, sin embargo, habia sido

utilizada dirigida al bloqueo de los inhibidores asociados a mielina hasta este trabajo.

Resultados y Discusidén

1. El papel de los inhibidores asociados a mielina en la
regeneracion axonal

El presente trabajo muestra que tanto Nogo-A como MAG llevan a cabo un papel importe

contribuyendo a impedir la regeneracion axonal tras lesién, como se demuestra por la



regulacion de su expresion tras lesién in vivo y por su bloqueo, que promueve la regeneracion

de la via perforante in vitro.

1.1. El patron de desarrollo de NgR y MAG correlaciona con la pérdida de capacidad de

regeneracion de la via perforante.

Se ha propuesto que la mielinizacién de un axén ocurre en paralelo a su maduracion. De echo
en el primer lugar donde se observa expresion de MAG es en el cuerpo calloso, formado por
los axones de las neuronas de proyeccion, que son de las primeras en madurar (Fig. 1.1).
Posteriormente la expresion de MAG incrementa hasta alcanzar un maximo alrededor de los
estadios P15 y P21, cuando la sinaptogénesis es maxima. En la sustancia gris la expresion de
MAG es algo posterior, comenzando a ser detectada en el hipocampo a partir de P10 (Fig. 1.1).
Esta expresion temporal concuerda con el progreso de la mielinizacion (Meier vy cols., 2004).

Al contrario que MAG, Nogo-A se expresa también durante los estadios en los que existe
regeneracion axonal, y tiene un maximo de expresiéon alrededor de PO (Fig. 1.1). Sin embargo,
durante estos estadios la expresion de Nogo-A esta restringida a neuronas y células de glia
radial, y su expresion por oligodendrocitos no comienza hasta que estos no mielinizan. Esta
expresion de Nogo-A por oligodendrocitos mielinizantes correlaciona, como ocurre con MAG,
con la pérdida de capacidad de regeneracion del SNC. Sin embargo, la sola presencia de los
ligandos no implica que ejerzan inhibicidn en un determinado momento, si no se expresa su
correspondiente receptor. De acuerdo con la bajada en la capacidad de regeneracion de los
axons entorrinales, la expresion de NgR en el cortex entorrinal comienza a partir de P5, lo que

haria a estas neuronas sensibles a los inhibidores asociados a mielina.

1.2. La actividad neuronal regula la expresion de Nogo-A y NgR.

Durante el desarrollo, numerosas poblaciones neuronales, como las granulares del giro y las
piramidales de CA3-CA1 maduran siguiendo un gradiente (Fig. 1.2). En el presente trabajo
demostramos que la expresion de NgR en estas poblaciones neuronales sigue su gradiente de
maduracién, aumentando su expresion a medida que la neurona madura (Fig. 1.2.1’a 3°). Esto
sugiere que la actividad sinaptica podria regular su expresién, como mecanismo de
estabilizaciéon de las sinapsis formadas. A favor de esta hipotesis, hemos observado que la
expresion de Nogo-A y NgR se regula tras la administracion de acido kainico, que se utiliza
como modelo de epilepsia al incrementar la actividad neuronal (Ben-Ari, 1985). En ambos
casos, la expresion es regulada de forma negativa, de modo que 24 horas después de la
inyeccioén las células granulares del giro practicamente dejan de expresar tanto Nogo-A como
NgR. Esta bajada, y su posterior recuperacién parcial a 72 horas, va en paralelo con la
reorganizacion sinaptica que experimentan las neuronas granulares en respuesta a la lesiéon
(the mossy fibers; Tauck and Nadler, 1985; Cronin and Dudek, 1988) y apunta a la posible
implicacion de Nogo-A y/o NgR en esta reorganizacion. Como la expresion de Lingo y p75 es
contraria, es posible que asuman una funcién distinta a la de NgR (Tabla 1.1; Roux vy cols.,
1999; Trifunovski y cols., 2004).



Combinando nuestros resultados con los encontrados en la bibliografia se extrae que Nogo-A
sufre una regulacion bifasica tras inyeccion de &cido kainico, en la que a la bajada inicial le
sigue un aumento de expresion que se puede observar en pacientes con epilepsia, en los
cuales la sobreexcitacién neuronal es crénica (Meier y cols., 2003; Bandtlow y cols., 2004).
NgR, por su parte, parece experimentar una regulacién opuesta a la de BDNF, tanto en
modelos de sobreexcitacion, como el utilizado en este trabajo, como en modelos de
aprendizaje, indicando que el descenso en los niveles de expresion de NgR podria ser
beneficioso para permitir plasticidad neuronal (Wetmore vy cols., 1994; Josephson y cols.,
2003). En experimentos con cultivos primarios de neuronas hipocampicas hemos podido
constatar que BDNF puede directamente regular los niveles de expresiéon de NgR, asi como
tambien los de Nogo-A (que ademas son susceptibles a tratamientos con altas dosis de

glutamato).

Una forma en la cual Nogo-A y NgR podrian regular la plasticidad sinaptica es interaccionando
en la propia sinapsis. En este sentido, se ha descrito la presencia de ambas proteinas en
sinapsis, (Fig. 1.5; Wang X. y cols., 2002; Liu y cols., 2003) actuando a modo de proteinas
de adhesién (revisado por Sheifelle, 2003; Washbourne y cols., 2004). Otra opcién es que
Nogo-A tenga una localizacién reticular en la sinapsis y participe en la regulacién de la
liberaciobn de calcio desde el reticulo (Oertle y cols., 2003c; Dodd y cols., 2005).
Observaciones nuestras de cultivos primarios, en los cuales la presencia de Nogo-A en el
sustrato induce la formaciéon de varicosidades en el axén (enriquecidas en NgR), parecen
apoyar la hipotesis de que Nogo-A y NgR interaccionarian fisicamente en la sinapsis. Otra
posibilidad es que este aumento de varicosidades se deba simplemente a una consecuencia de

la maduracién neuronal, al crecer sobre un sustrato inhibitorio.

1.3. La expresion de Nogo-A, MAG y NgR esta regulada por la axotomia de la via

perforante in vivo.

En la presente tesis, la descripcién de la regulacion de MAG en el cortex entorrinal tras lesion
de la via perforante nos ha permitido describir una reaccién reactiva por parte de los
oligodendrocitos maduros. Si bien otros tipos de glia experimentan tras lesiébn un proceso
claramente reactivo, caracterizado por hiperplasia, migracion, proliferacion y sobreexpresiéon de
ciertas proteinas (Ridet vy cols., 1997; Acarin y cols., 2001), la reaccion que describimos para
los oligodendrocitos maduros solo reune algunas de estas caracteristicas. Esto se debe en
parte a la propia naturaleza del oligodendrocito mielinizante: es una célula postmitética, por
tanto no puede proliferar, y se encuentra rodeando los axones a los cuales mieliniza, lo que
restringe su posible migraciéon. Sin embrago la expresiéon de MAG nos muestra claramente una
poblacién de oligodendrocitos maduros que de modo transitorio incrementa su volumen y
sobreexpresa proteinas, no solo MAG sino también, al menos, MBP (una proteina estructural
de la mielina; Bartholdi y Schwab, 1998; Jensen vy cols., 2000).



Es interesante el hecho de que los oligodendrocitos maduros parecen tener dos posibles
reacciones a una lesion. En algunos modelos ocurre una muerte extensiva de oligodendrocitos,
a lo que a compafia un descenso en la expresion de determinados genes relacionados con la
mielina (Morin-Richaud y cols., 1998; Wrathall vy cols., 1998; Zai y Wrathall, 2005). En otros,
por el contrario, los oligodendrocitos sobreviven, y en esta situacion reaccionan a la lesion
sobreexpresando estos genes (Frei vy cols., 2000; Jensen vy cols., 2000; Meier vy cols., 2003;
Li y Blakemore, 2004). Esta segunda reaccion podria estar ligada con la supervivencia
neuronal, ya que la muerte de oligodendrocitos secunda la degeneracién neuronal (Abe vy
cols., 1999) y por otro lado la mielina parece tener efecto trofico en las neuronas, y la respuesta
reactiva de los oligodendrocitos podria ayudar a la supervivencia neuronal (Windebank vy cols.,
1985; Sanchez vy cols., 1996).

La posible regulacion de Nogo-A en oligodendrocitos tras axotomia de la via perforante no es
tan clara, si bien observamos una acumulacién de Nogo-A en el soma de las neuronas
seccionadas por inmunohistoquimica (Fig. 1.8), y un ligero aumento en su expresion en las
células granulares del giro por hibridacion in situ. Cuando seccionamos la fimbria (tracto que
contiene un gran numero de aferencias y eferencias hipocampales, Cassel y cols. 1997)
podemos advertir una sobreexpresion de Nogo-A en oligodendrocitos maduros, pero también
en los axones seccionados y en fibroblastos procedentes de las meninges (Fig. 1.9). Esta
acumulacion en los terminales axoénicos seccionados es tipica de proteinas que son
transportadas anterégradamente. De hecho el transporte anterégrado se ve incrementado tras
lesion, en un esfuerzo de la célula por proveer suficiente aporte de membrana y otros

organulos al terminal seccionado (Su y cols., 1997).

Un hecho interesante es la reexpresion de Nogo-A por astrocitos, después de que cesaran de
expresarlo al pasar de glia radial a astrocito (Culican y cols., 1990). Esto ocurre también con
otras proteinas, como la Vimentina y la Nestina (Clarke y cols., 1994), y en todo caso parece
que tras lesion, los astrocitos al volverse reactivos recuperan la expresién de diversos genes
propios de la glia radial. Esta expresién de Nogo-A por astrocitos reactivos ocurre no solo en el
giro dentado deaferentado sino también alrededor de las neuronas degenerantes en la médula
espinal de pacientes enfermos de esclerosis lateral amilotréfica (Luc Dupuis comunicacion

personal).

Nuestros datos muestran una subida en los niveles de expresidon de NgR en las céllas
granulares deaferentadas seguido por un descenso mucho mayos que sitla sus niveles de
expresiéon muy por debajo de los del hipocampo no lesionado dos semanas después de la
lesion. Esto mismo ha sido reportado por Meier y colaboradores (2003) que propusieron que el
descenso de NgR podria permitir el sprouting de las neuronas granulares al coincidir
temporalmente. Este descenso de la expresiéon de NgR ha sido también observado en
enfermedades cronicas y podria representar un intento de la neurona herida por liberarse del

fuerte ambiente inhibitorio.



1.4 El bloqueo de Nogo-A y MAG promueve la regeneracién de la via perforante in vitro.

Los estudios de bloqueo son los que mas claramente han demostrado la participacion de Nogo-
A y MAG en la falta de regeneracién axonal, principalmente el anticuerpo IN-1 y el péptido
NEP1-40 para Nogo-A y la enzima neuraminidasa para MAG (Tang Y cols., 1997, Vinson y
cols., 2001; GrandPre vy cols., 2002; Schwab y cols., 2003; Venkatesh vy cols., 2005).
Nosotros hemos testado estas herramientas en cultivos organotipicos para ver la contribucion

de Nogo-A y MAG a la regeneracién de la via perforante (Tabla 1.3).

Pasados 15 dias in vitro, la via perforante pierde su capacidad de regeneracion tras lesion.
Cuando el cultivo es tratado con neuraminidasa después de la axotomia, el nUmero de axones
capaces de entrar en el hipocampo se ve muy aumentado. Una de las principales dianas de la
neuraminidasa es MAG, ya que la eliminacién selectiva de &cidos sialicos, o neuraminicos,
presentes en diversas moléculas impide la actividad inhibitoria de MAG (Venkatesh vy cols.,
2005). IN-1, sin embargo, dirigido al dominio NiG de Nogo-A, no consigue promover un
incremento claro en la regeneracion axonal, si bien permite una longitud axonal mayor de
aquellos pocos axones que consiguen entrar en el hipocampo. El bloqueo del segundo dominio
inhibitorio de Nogo, loop-66, con el péptido NEP1-40 promueve la regeneracién axonal en la
misma medida que la neuraminidasa, y apoya la contribucion de Nogo-A y NgR a la falta de

regeneracion de esta via.

1.5 No hay sinergismo entre los PGCS y Nogo-66 tras lesion.

Ademas de los inhibidores asociados a mielina, los proteoglucanos han recibido mucha
atencién como inhibidores de la regeneracién axonal. El hecho de que la mayoria de los
proteoglucanos pierdan su efectividad al ser tratados con la enzima condroitinasa la ha
convertido en una de las herramientas mas utilizadas con fines terapéuticos y frecuente mente
utilizada en terapias combinatoriales (Moon y cols., 2001; Bradbury y cols., 2002; Zuo vy
cols., 2002; Chau y cols., 2004; Fouad y cols., 2005). El tratamiento de cultivos
axotomizados con esta enzima promueve el mejor rango de regeneracion que hemos obtenido,
en cuanto a cantidad de axones (10 veces mas que en cultivos no tratados, en los cuales solo
un promedio de 3-4 axones regenera), y también en cuanto a especificidad (inervacién del
SLM, y ML del giro). En principio, esta mayor efectividad de la condroitinasa parece sugerir que
existe una contribucién mayor, por parte de los proteoglucanos, a la falta de regeneracion
axonal en relacion con aquella de Nogo-A/NgR. A pesar de esto, si los dos grupos de proteinas
contribuyen a la prevencién de la regeneracion axonal una combinacion de los dos bloqueos
podria tener efecto acumulativo y permitir un grado de regeneracién adun mayor que la
condroitinasa de modo aislado. Para nuestra sorpresa este supuesto no se cumple, y el
numero de axones que regenera cuando ambas terapias se combinan no es superior al de la
condroitinasa sola (tabla 1.3). Es mas, la especificidad que aporta la condroitinasa se ve
reducida en el tratamiento combinado por efecto de NEP1-40, asi como la longitud de estos

axones.



Una posible explicacion seria que solo parte de la falta de regeneracion esta debida a la
presencia de inhibidores, de modo que para promover regeneracidon mas alla de la debida a los
inhibidores (para la cual el bloqueo simple con condroitinasa seria suficiente) deberemos
considerar otros aspectos, como proveer a los axones de un sustrato mas permisivo o eliminar
barreras fisicas como la cicatriz glial. Otra opcién es que en particular proteoglucanos y mielina
parecen utilizar las mismas vias de sefalizacion intracelular. En este sentido recientemente se
ha demostrado que al menos algunos de los puntos clave de su sefalizacién son compartidos,
como PKC y RhoA (Monnier y cols., 2003; Fournier vy cols., 2003; Schweigreiter vy cols.,
2004; Hasegawa y cols., 2004; Sivasankaran y cols., 2004). En este caso, la condroitinasa
podria ser suficiente para reducir la activacion de estas proteinas hasta un umbral a partir del
cual las vias se sefalizacion que quedan por debajo dejarian de estar activadas, y la adicién de
NEP1-40 no mostraria un efecto perceptible al haberse superado ella ese umbral (no nos pasa
desapercibido que esta segunda opcién no es independiente de la primera y podria facilmente

ser un caso particular de ésta).

2. Nogo-A y desarrollo neuronal

2.1. Nogo-A es expresado por neuronas durante el desarrollo

No existen aun en la bobliografia estudios acerca de la funciéon neuronal de Nogo-A durante el
desarrollo. Nosotros hemos visto que durante el desarrollo del SNC Nogo-A esta ademas
expresado por las células de glia radial, y que en neuronas en cultivo se localiza tanto en el

reticulo como en la membrana plasmatica (Fig. 2.1).
2.2. El contacto con Nogo-A induce fasciculacion in vitro

La presencia de Nogo-A en la membrana plasmatica sugiere la existencia de un receptor para
Nogo-A durante el desarrollo. De hecho, aun en ausencia de NgR las neuronas embrionarias
son sensibles a la presencia de Nogo-A, a la cual responde con un incremento de fasciculacion
(Fig. 2.2). Esto puede responder a un descenso en la permisividad del sustrato, debido a la
presencia de Nogo-A, lo que favoreceria la adhesion de los axones entre si (frente a adhesién
al sustrato). Sin embargo, el patrén de expresion de Nogo-A durante el desarrollo parece
sugerir lo contrario, ya que Nogo-A se encuentra preferentemente localizado en tractos
axonales, lo que indica un papel neutral o adhesivo pero nunca antiadhesivo, sobretodo
teniendo en cuenta su presencia en la membrana plasmatica. La explicacion mas provable es
que el efecto de Nogo-A en la neurona dependa del contexto en el cual éste se presente. Por
un lado, los principales tractos axonales presentan niveles de Nogo-A particularmente
elevados, y sus axones permaneces unidos. Por otro lado, la glia radial también expresa Nogo-
A, y en este caso no hemos podido detectar que ninguna neurona exprese Nogo-A mientras
migra sobre la glia radial, aunque comienzan a expresarlos tan pronto como se separan de la

glia. Una forma de diferenciar el Nogo-A neuronal del glial, para la neurona, seria que éste



apreciera acomparfado de diferentes proteinas. Por tanto el Nogo-A recombinante expresado
por células en cultivo, y que se utiliza para los ensayos in vitro, podria simular el Nogo-A glial,
induciendo la desadhesion de los axones que fascicularian entre ellos, mientras que la
coexpresion de Nogo-A con otras proteinas neuronales en los tractos, como TAG-1 y DCC,

pordria inducir el efecto contrario y contribuir al mantenimiento del tracto.
2.3. IN-1 induce crecimiento axonal

Otro posible indicio de la funcién de Nogo-A en desarrollo se deriva del efecto que ejerce IN-1
en neuronas en desarrollo. La adicién de IN-1 a neuronas en cultivo induce un claro incremento
en la longitud de sus axones, independientemente del sustrato sobre el que crezcan y
sobretodo de la presencia de Nogo-A en él, lo que indica que es un efecto de la unién de IN-1 a
la neurona (Fig. 2.3). Si IN-1 promueve crecimiento por unién al Nogo-A neuronal, es posible
que éste necesite dimerizar para inducir crecimiento axonal y la unién del anticuerpo promueve
la formacién de dimeros, como se ha observado para otras proteinas (Dickson y cols., 2002;
Suda y cols., 1997). Sin embargo en nuestros experimentos in vitro no observamos esta
dimerizacion, aunque si podemos detectar la interaccion de Nogo-A con Nogo-B, por lo que
parece que Nogo-A no formaria dimeros, al menos en lineas celulares, que no necesariamente

expresan el ligando capaz de inducir esta dimerizacion.

3. La contribucion de la mielina a la falta de regeneracion

Cuando comparamos la aparicion de los inhibidores del crecimiento axonal durante la
evolucién, vemos que la mayoria de ellos ya estan presentes en vertebrados inferiores, y sin
embrago el SNC de éstos tiene un alto grado de regeneracion tras lesion (Battisti y cols.,
1992; Becker vy cols., 1995; Lehman vy cols., 2004; Vourch y Andres., 2004; Diekmann vy
cols., 2005), por lo que su presencia no parece estar directamente ligada con la falta de
regeneracion axonal del SNC de mamiferos. Mas plausible seria geu la regulacién de la
expresion de estas proteinas tras lesion sea lo que determine el grado final de regeneracion
axonal. En esto sentido se sabe que los oligodendrocitos de salamandra dejan de expresar
MAG transitoriamente tras lesién, y que en anfibios, como en el SNP, los restos de mielina son
rapidamente eliminados de la lesién por células fagocitarias (Wilson y cols., 1992; Sivron and
Schwartz, 1995; Becker y cols., 1999). Parece pues que es la compleja reaccién que tiene
lugar tras lesién la que determina el éxito de la regeneracion axonal, y no tanto la presencia

aislada de los inhibidores.

Esta reaccién parece ligada a la propia complejidad del SNC. Si lo largo de la evolucién se ha
favorecido la restriccibn de la regeneracion axonal es posible que ésta aporte, directa o
indirectamente, algun beneficio mayor. Posiblemente la reactividad de los astrocitos, que
previene una cavitacion excesiva, sea responsable directa de la supervivencia del animal tras
la lesion (Faulker vy cols., 2004), y cualquier mutacion en contra de esta reactividad haya sido

seleccionada negativamente a lo largo de la evolucion. La mielina, por su parte, parece



contribuir a regular la plasticidad del SNC adulto, y un descenso en su restrictividad
comprometeria la alta especificidad del SNC, siendo por tanto también seleccionado
negativamente. No resulta tan simple explicar por qué entonces no se regula la expresion de
estos inhibidores asociados a mielina de modo que después de una lesidbn permitan un
incremento de plasticidad durante una ventana temporal restringida, pero es posible que entre
sus funciones haya algunas ventajosas en caso de lesion, como es la capacidad de la mielina
de promover supervivencia neuronal, a la cual MAG podria contribuir directamente (Windebank

y cols., 1985; Sanchez vy cols., 1996).

4. Convergencia intracelular y reciclaje de proteinas

A medida que se ha ido sabiendo mas sobre los mecanismos moleculares que subyacen al
crecimiento axonal y a su inhibicion, se han ido encontrando pruebas de que existe una serie
de vias y moléculas en las cuales converge toda la sefalizacion que regula estas funciones.
Para regular la movilidad axonal resulta necesario regular las GTPasas Rho (que controlan la
dinamica del citoesqueleto), y esto es lo que hacen las moléculas de guia axonal y los
inhibidores de regeneraciéon. Ademas, antes de llegar al citoesqueleto, las vias de sefalizacidén
que inducen en la neurona también convergen en una serie de puntos criticos, como es la
regulacion de los niveles de nucleétidos ciclicos y calcio intracelular, y la activacion de PKC. La
importancia de esta convergencia queda de manifiesto en nuestros resultados con el
tratamiento combinado con condroitinasa y NEP1-40, ya que el bloqueo de diferentes
inhibidores posiblemente sera menos efectivo que el bloqueo de un inhibidor en combinacion
con un tratamiento distinto (dirigido al sustrato o a la supervivencia neuronal, por ejemplo), ya

que los distintos inhibidores son en realidad diferentes formas de activar la misma via.

Es curioso que muchas de las proteinas que inicialmente se caracterizaron como moléculas de
guia axonal hayan resultado jugar un papel muy importante en el SNC maduro controlando la
regeneracion axonal. Tal es el caso de la Semaforina 4S, la Netrina 1 y la Efrina B3. Es muy
posible que las vias de sefalizacion que utilicen para prevenir la regeneracién axonal sean las
mismas que emplean durante el desarrollo en el mecanismo que quimiorepulsion. Del mismo
modo, es probable que proteinas como Nogo-A u OMgp, que han sido primeramente
caracterizados en le contexto de la regeneracién axonal, participen en la regulacién de la

atraccion, repulsién y ramificacion axonal durante el desarrollo.



CONCLUSIONES

1. Nogo-A es expresado por las neuronas del hipocampo durante el desarrollo y por neuronas
principales, interneuronas y oligodendrocitos mielinizantes en el SNC maduro. La expresiéon de
NgR es Unicamente neuronal y comienza en estadios postnatales. El contacto con Nogo-A in

vitro induce fasciculacion en explantes embrionarios, pero no inhibe el crecimiento axonal.

2. La expresion de MAG por oligodendrocitos maduros sigue el proceso de mielinizacion y

correlaciona con la pérdida gradual de capacidad de regeneracion de la via perforante.

3. La expresién de Nogo-A y NgR en neuronas esta regulada por actividad neuronal. El 4cido
kainico, el glutamato (para Nogo-A) y el BDNF disminuyen los niveles de expresién de Nogo-A
y NgR. La expresion de NgR también es selectivamente reducida durante procesos de
remodelacion sinaptica. Esto indica que Nogo-A y NgR podrian regular la estabilizacién y la

plasticidad sinaptica.

4. Nogo-A y MAG se sobreexpresan de manera transitoria por astrocitos reactivos y
oligodendrocitos mielinizantes respectivamente en respuesta a la axotomia de la via perforante.
NgR experimenta una regulacién bifasica y la reduccién tardia de su expresion coincide con
procesos de sprouting reactivo de las células granulares. Estos datos apoyan la participacion

de MAG, Nogo-A y NgR en la prevencion de la regeneracion axonal.
5. El bloqueo de MAG y de los dominios inhibitorios de Nogo-A promueve regeneracion axonal.

6. Los proteoglucanos condrotin-sulfato se sobreexpresan tras axotomia de la via perforante y

su bloqueo permite la regeneracion de esta via.

7. El bloqueo combinado de los inhibidores asociados a mielina y los proteoglucanos

condroitin-sulfato no presenta un efecto sinérgico sobre la regeneracion de la via perforante.
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NOGO-A FUNCTIONS DURING THE DEVELOPMENT OF THE CENTRAL NERVOUS SYSTEM AND IN THE ADULT

Summary. Objective. The myelin-associated inhibitors play a very important role in preventing the regeneration of the adult
central nervous system. Among these inhibitorsit is Nogo-A, a recently cloned protein expressed by oligodendrocytes. However,
after its discovery as a myelin-associated protein, there has been described new functions for Nogo-A far fromitsrole in the
oligodendrocytes myelin. Development. After an introduction to the molecular changes that occur after a central nervous
system (CNS) injury we focus in the figure of Nogo-A and its family of proteins. Finally, we make a revision of the different
functions that have been described to date for Nogo-A, from the devel opment of the CNSto the inhibition of axonal regeneration
in the adult, highlighting the therapeutic potential of the selective blockade of Nogo-A. Conclusions. Although Nogo-A was
discovered in the context of axonal growth inhibition, in which it isindeed playing a determining role, Nogo-A hasturned out to
be also a neuronal protein involved in diverse processes that go from axonal fasciculation to apoptosis. As we deepened in our
knowledge about the molecular mechanisms that organize the complex functioning of the CNS it is clearer that the proteins
implicated in fasciculation and axonal guidance during development also play equally important roles in mechanisms like the

axonal inhibition or the regulation of the synaptic plasticity in the adult CNS [ REV NEUROL 2004; 39: 440-6]
Key words. Fasciculation. Inhibition. Myelin. NgR. Nogo-A. Regeneration.

INTRODUCCION

Desde hace tiempo se conoce que en € sistema nervioso central
(SNC) de mamiferos, los axones tienen una capacidad de regene-
racion muy limitada tras lesion. Una lesion anisotrépica en €l
SNC adulto lleva generdmente ala aparicion de lallamada cica
triz meningoglia (Fig. 1) [1]. La cicatriz meningoglia es una
estructura formada principalmente por astrocitos y células de las
meninges que se infiltran en la zona de lesidn, y constituye una
barrera fisica y bioquimica para crecimiento axond [1]. En los
ultimos afios se han descrito un nimero elevado de moléculas
inhibitorias para la regeneracion axonal. Dentro de este grupo se
encuentra la familia de los proteoglucanos condroitin sulfato
(CSPG), que se sobreexpresan por los astrocitos y |os progenito-
res de oligodendrocitos que se desplazan alacicatriz glial, donde
también se sobreexpresan otras proteinas inhibitorias, como las
semaforinas —secretadas por las células de las meninges que se
infiltran en la zona lesionada— (Fig. 1c). Un segundo grupo de
proteinas inhibitorias se asocia constitutivamente a la midlina
(Figs. 1b y 1c). Hasta le fecha se han identificado tres de estas
proteinas. Nogo-A [2-4], la glucoproteina asociada a mielina
(MAG) [5,6], vy la recientemente descubierta glucoproteina de
mielina oligodendroglial (OMgp) [7]. En esta revision pretende-
mos dar unavision generd del conocimiento actual sobre lasfun-
ciones de Nogo-A como inhibidor asociado a mi€lina, asi como
sus funciones neuronales durante €l desarrollo y en e adulto.
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Hace dos décadas, €l grupo del profesor Martin Schwab identi-
fico dos proteinas en lamielina, NI1-250 y NI-35, como potentes
inhibidores del crecimiento axonal [8]. Un anticuerpo monaoclo-
nal obtenido contra NI-250 (el anticuerpo IN-1) resultd ser
capaz derevertir el efecto inhibitorio de lamielinay permitir a
neuronas simpéticas y sensoriales crecer sobre ella [9]. Con
estos prometedores resultados in vitro, el IN-1 se empled en
diferentes model os de lesion in vivo con bastante éxito [10-12].
Sin embargo, laidentidad del antigeno reconocido por IN-1 no
se determind hasta diez afios después, cuando tres grupos inde-
pendientemente lo identificaran como Nogo-A [2-4].

Nogo-A esd trascrito de mayor tamafio del gen nogo (RTN4),
gue dalugar atresisoformas denominadas Nogo-A, -B y -C (Fig.
28) [3]. Los tres miembros de Nogo pertenece a una familia de
proteinas descrita recientemente, pero muy extendidaen laesca-
lafilogenética: lafamiliareticulon (RTN1-4) [13,14]. Estafami-
lia posee unaregién C-terminal muy conservada—el dominio de
homologia reticulén (RHD)— que contiene dos dominios trans-
membranay retiene a sus miembros en € reticulo endoplasméti-
co (Fig. 2b) [13]. Nogo-A (NI-250) y Nogo-B comparten unare-
gion N-terminal que en Nogo-A se continda por unaregion cen-
tral (NiG) ausente en Nogo-B y -C. Ademés, Nogo-C posee un
corto dominio N-termina de 11 aminoacidosy las tresisoformas
de Nogo presentan el RHD en & C-terminal (Fig. 2a) [2,3].

Nogo-A, -B y -C se expresan en el SNC. Celularmente, No-
go-A se expresa en oligodendrocitos y sorprendentemente tam-
bién en la mayoria de las neuronas (Fig. 2c¢), donde registra sus
niveles més atos durante desarrollo [15-18]. Por otro lado, aun-
guelos astrocitos no presenten Nogo-A durante e desarrolloy en
el SNC adulto en condiciones normales, si que son capaces de ex-
presarlo, transitoriamente, después de unalesion mecénica[18].

Nogo-A, a contrario que Nogo-B y -C, se localiza, ademés
deen €l reticulo, en lamembrana plasmética[2,3]. Su topologia
indicaque e dominio C-terminal permanece intracelular, segui-
do por los dos segmentos transmembrana que exponen extrace-
lularmente un dominio de 66 aminoé&cidos —conocido como el
loop-66 presente en las tres isoformas de Nogo—. El segundo
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Figura 1. Esquema de la aparicion de los inhibidores asociados a mielina
durante el desarrollo. a) Durante el desarrollo los axones crecen y se guian
hasta sus dianas, donde establecen sinapsis; b) Posteriormente, estas co-
nexiones se mielinizaran; c) Tras una lesién, los inhibidores presentes en la
mielina pueden contribuir a que el axdn no sea capaz de regenerar.

segmento transmembrana cruza la misma en una o dos ocasio-
nesy deja el largo dominio N-terminal de Nogo-A, con su re-
gion NiG, expuesto a lado extracelular en una fraccion de las
proteinas[19]. Diversos estudios han sefidlado que en estos dos
dominios, e loop-66 y e NiG, selocalizala actividad inhibito-
riade Nogo-A [2,3,19,20].

FUNCIONES DE NOGO-A
DURANTE EL DESARROLLO DEL SNC

Durante el desarrollo, Nogo-A se expresa en la mayoria de po-
blaciones neuronales, incluyendo las que se encuentran en es-
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tadios de proliferacion y migracion (Figs. 3ay 3b) [15,17,18].
Esta presencia de Nogo-A en neuronas, previa a la expresion
de NgR, ha llevado a algunos autores a indicar que Nogo-A
podriallevar a cabo durante el desarrollo funciones no relacio-
nadas con la inhibicion del crecimiento axona [17,18,21].
Tozaki et a, buscando un marcador parael tracto olfatorio late-
ra (LOT), obtuvieron un conjunto de anticuerpos monoclona-
les [17]. Uno de los anticuerpos tefiia muy claramente este
tracto axonal, principalmente en su porcion mas distal rica en
conos de crecimiento. Para sorpresa de todos, €l epitopo que
observaban era Nogo-A. Los autores proponian para Nogo-A
algun papel relacionado con la promocion del crecimiento axo-
nal [17]. Recientemente, hemos aportado la primera evidencia
directa de las funciones de Nogo-A durante el desarrollo axo-
nal [18]. Haciendo crecer explantes de hipocampo embrionario
in vitro sobre sustratos que contenian el loop-66 aislado o bien
la proteina entera Nogo-A, pudimos observar que las neuronas
hipocémpicas embrionarias, en ausencia de NgR, son capaces
de responder alapresenciade Nogo-A, y que esta respuesta se
traduce en un incremento en la fasciculacién axona del ex-
plante (Figs. 3c y 3d) [18]. Por lo tanto, durante el desarrollo,
Nogo-A podria participar en la formacion de tractos —como
apoya su patron de expresion—, ya sea por interacciones homo-
filicas o heterofilicas; por ejemplo, viala proteina F3/contacti-
na, a la que Nogo-A es capaz de unirse (véase mas adelante)
(Fig. 4a) [22].

FUNCIONESINTRACELULARES DE NOGO-A

Desde su localizacion en e reticulo endoplasmético, Nogo-A
puede |levar a cabo diversas funciones, todavia poco caracteri-
zadas (Fig. 4b). Por el contrario, se conoce que Nogo-B modu-
lalaactividad del protooncogén Bcl-2, lo translocaareticulo, e
impide su funcidn antiapoptdética; por tanto, Nogo-B cumple
funciones proapoptéticas [23,24]. Dado que Nogo-A contiene
la secuencia completa de Nogo-B, es muy posible que pueda
regular también el proceso apoptético. En este sentido, se ha
descrito una proteina mitocondrial (NIMP), de funcién desco-
nocida, capaz de interaccionar con Nogo-A [25]. La mitocon-
dria desempefia un papel central en el proceso de apoptosis, por
lo que NIMP puede representar una segunda via que implicaria
a Nogo-A en este proceso. Otras proteinas capaces de interac-
cionar con Nogo-A son latubulinay la MBP, aunque se desco-
noce qué papel pueda desempefiar estas interacciones [26].
Ademés, algunos miembros de la familia Reticulon cumplen
funciones relacionadas con el tréfico vesicular e incluso inter-
accionan con las proteinas SNARE; por €ello, debido al alto
grado de homologia de los reticulones y su facilidad para aso-
ciarse unos a otros, no podemos descartar para Nogo-A una
funcion similar [27].

FUNCIONES DE NOGO-A
EN LA UNION AXOGLIAL

En el inicio de lamielinizacién, Nogo-A se concentra especial-
mente —en lavainade mielina—en laregién paranodal, que esla
zonaque flanquealos nodos de Ranvier y donde el oligodendro-
cito y la neurona establecen un contacto més estrecho (Fig. 4c)
[22]. Durante este periodo, Nogo-A (via €l loop-66) interaccio-
na con e complgjo Caspr/F3 de la superficie neuronal. Esta
unién da lugar a un desplazamiento de los canales de potasio

441



A. MINGORANCE, ET AL

desde €l nodo a yuxtaparanodo, un proceso necesario para per-
mitir la conduccion saltatoria [22]. Es posible que pasado este
periodo la distribucion de Nogo-A varie e interaccione prefe-
rentemente con NgR.

Lainteraccién de Nogo-A con el complejo Caspr/F3 solo se
ha estudiado en el contexto de la unién axoglia; sin embargo,
F3 es una proteina conocida por regular el crecimiento y fasci-
culacion axonal durante el desarrollo —interacciona con diversas
proteinas como componentes de la matriz extracelular y proteo-
glucanos como €l fosfacan—[28,29]. Por tanto, F3 podria ser un
ligando de Nogo-A durante el desarrollo, a expresarse ambos
en neuronas e implicarse en fasciculacién axonal .

NOGO-A COMO PROTEINA CLAVE EN LA
INHIBICION DE LA REGENERACION AXONAL

Sin duda alguna, el papel mejor caracterizado de Nogo-A es el
relacionado con lainhibicion asociada a mielina. Nogo-A, jun-
to con MAG y OMgp, se localiza en la membrana més exterior
delamielina, en estrecho contacto con el axon mielinizado, que
expresa un conjunto de receptores capaces de inducir el colapso
del cono de crecimiento en respuesta a estos ligandos [30,31].

Los receptores de Nogo-A y su sefializacion intracelular

El Nogo-receptor (NgR) se identificd inicialmente como recep-
tor para el loop-66 de Nogo-A, aunque més tarde result6 ser
también el receptor comun de los tres inhibidores asociados a
mielina [20,32-34]. NgR es una proteina anclada a GPI y, por
tanto, necesita el concurso de otras proteinas con dominio intra-
celular para poder inducir sefializacion intracelular.

El primer correceptor que se identifico fue p75, €l receptor
de baja afinidad de neurotrofinas [35,36]. Las neuronas del ra-
tén deficiente para p75 tienen una mayor facilidad para crecer
sobre sustratos ricos en mielinay, aunque su nivel de expresion
es muy bajo en e SNC adulto, p75 se sobreexpresa tras lesién
[35,36]. El tercer miembro del sistema de sefializacion NgR/
p75 es una proteina especifica del sistema nervioso que no se
habia caracterizado previamente y que harecibido el nombre de
LINGO-1 [37]. LINGO-1 se sobreexpresa en los axones de la
médula espinal después delesidny, a contrario que p75, se ex-
presaalolargo detodo el desarrollo [37]. Si bien no se ha deter-
minado como LINGO-1 participaria en la sefializacion que da
lugar alainhibicién del crecimiento axonal, su presencia pare-
ce ser necesaria para que esta sefializacion ocurra, posiblemen-
te modulando la actividad de p75. Sin embargo, queda por des-
cubrir el receptor neuronal parael dominio NiG de Nogo-A, por
lo que no todos los inhibidores asociados a mielina emplearian
el mismo complejo de receptores [38].

La principal via de sefializacion que se activa tras la union
de Nogo-A aNgR eslade las GTPasas Rho, que también parti-
cipan en la guia axonal mediada por otras moléculas de guia
axona como la efrinaAl, sema 3A y netrina [35,38,39]. Para
inducir lainhibicién del crecimiento axonal, p75 liberaa RhoA
del complejo Rho-GDI —€l cual impide la activacion de RhoA—,
y permite que RhoA se active por algun efector todavia sin
identificar [40]. En consonancia, la sefializacion de NgR llevaa
lainhibicién de Racl, una GTPasa de efecto opuesto a de RhoA
[38]. El efecto combinado es la estabilizacion del citoesqueleto
y €l colapso del cono de crecimiento.

Otras vias parecen afectar la inhibicion de la regeneracion
axonal y, por tanto, pueden interferir en la sefializacion mediada
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Figura 2. Estructura y localizacién celular de Nogo-A. a) Estructura de
Nogo-A, -B y -C; b). Topologia de Nogo-A en células COS transfectadas.
El patrén de Nogo-A es tipicamente reticular; c). Expresion de Nogo-A
en neuronas del giro dentado. Algunas neuronas del hilus expresan nive-
les muy altos de Nogo-A. CG: capa granular; CM: capa molecular; H: hi-
lus; NiG: dominio central exclusivo de Nogo-A; Nogo-66: dominio loop-66
de Nogo-A; TM: dominios transmembrana. Barras de escala: B, 10 um;
C, 30 um.

por NgR. Recientemente, se ha visto que tanto la mielina como
los CSPG son capaces de activar a la proteina cinasa C (PKC)
[41]. Esta activacion parece necesitarse para que se produzcala
inhibicién de la regeneracion axonal, ya que el bloqueo farma-
col6gico y genético delaPKC atential os efectosinhibitorios de
los mismos [41]. También la el evacion farmacol 6gica del AMP
ciclico con anaogos consigue blogquear lainhibicién por mieli-
na de un modo dependiente de la proteina cinasa A (PKA), lo
que indica que el proceso de inhibicion del crecimiento axonal
se regulapor PKCy PKA [42-44].
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FUNCIONES DE NOGO-A EN SNC

Figura 3. Funciones de Nogo-A. a) Funcion del Nogo-A neuronal durante el desarrollo. La induccion de fasciculacion por parte de Nogo-A puede mediar-
se por una asociacién homofilica (Nogo-A/Nogo-A) o heterofilica, por union a proteinas todavia sin identificar o, por ejemplo, F3/contactina; b) Funcio-
nes intracelulares de Nogo-A. Se sefalan las distintas proteinas conocidas por interaccionar con Nogo-A u otros reticulones; ¢) Funcion de Nogo-A en
la unién axoglial. Nogo-A se localiza en la mielina, en la region correspondiente con los paranodos; d) Funcién inhibitoria de Nogo-A. Nogo-A promueve inhi-
bicion neuronal via sus dos dominios. El receptor de NiG se desconoce. El loop-66 actua a través de NgR y sus dos correceptores (LINGO-1y p75). Ambos

dominios inducen la activacion de Rho-A. MAG y OMgp, que activan las mismas vias a través de NgR, no se representan.

EL BLOQUEO DE LASFUNCIONES
DE NOGO-AY LA POTENCIACION
DE LA REGENERACION AXONAL

Hasta el momento se han llevado a cabo tres estrategias para es-
tudiar las funciones de Nogo-A como inhibidor e intentar po-
tenciar laregeneracion axonal. Laprimerahasido lageneracion
de ratones deficientes paraNogo-A y NgR, y las siguientes, con
aplicabilidad terapéutica clara, son el blogueo de los dominios
NiG y loop-66 de Nogo-A, y la vacunacion con antigenos pre-
sentes en lamielina

Laregeneracion axonal en ausencia
de Nogo-A, el ratdn deficiente

Tres grupos independientes han generado un total de cuatro li-
neas de ratones deficientes para Nogo-A, deficientes para No-
go-A y -B (dos lineas diferentes) y deficientes para Nogo-A, -B
y -C [45-47]. El fenotipo, comportamiento y viabilidad de to-
dos los animales mutantes es completamente normal; sin em-
bargo, corroborando los ensayos in vitro, la mielina obtenida a
partir de todas las lineas deficientes posee unas propiedades
inhibitorias muy reducidas [45-47]. Respecto a regeneracion
axonal, €l resultado més positivo fue el obtenido con un mu-
tante para Nogo-A y -B. Al menos en los animales jévenes, los
axones del tracto corticospina (CST) son capaces de crecer
extensivamentey regenerar hasta segmentos medulares distales,
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lo que ha permitido una mejora funcional [45]. Los resultados
con el mutante simple para Nogo-A son muchos més modestos
y en las dos ultimas lineas, deficientes de Nogo-A/B y Nogo-
A/BJ/C, no se ha podido ver ningln incremento en la capacidad
deregeneracion [46, 47]. Por desgracia, lavariabilidad de rege-
neracién axonal que se observa en las diferentes lineas de rato-
nes no permite extraer un dato concluyente acerca de laimpor-
tanciafinal de Nogo-A en laausencia de regeneracion neuronal
apartir de su estudio.

El rat6n deficiente en NgR

Recientemente, el grupo del profesor Stephen Strittmatter ha
generado el ratén mutante que carece de NgR [48]. Las neuro-
nas de este animal presentan una sensibilidad bastante reduci-
daalamielinacuando se cultivan in vitro. Ademas, en el ratén
deficiente de NgR, laregeneracion del CST seincrementares-
pecto a animales control, y se acompafia por una recuperacion
funcional muy significativa incluso tras seccion completa de
la médula espinal [48]. Los datos obtenidos a partir de este
animal indican que NgR desempefia un papel principa en la
transduccion de sefial de los inhibidores asociados amielina, y
gue éstos, a su vez, contribuyen de manera significativa a la
escasa regeneracion axonal que se observa en el SNC adulto.
Posiblemente, en los mutantes simples de Nogo-A, la presen-
ciade MAG y OMgp sea suficiente para impedir una regene-
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racion clara de los axones lesionados, y es
el ratén deficiente para NgR el que repre-
senta la mejor aproximacion para determi-
nar el papel de los inhibidores asociados a
mielina[49].

El anticuerpo blogueador

deNogo-A: IN-1

Desde antes de que se descubriera Nogo-A
como el antigeno reconocido por IN-1, este
anticuerpo se usd en numerosos estudios in
Vivo e in vitro, y se consiguieron buenos
resultados. Actualmente, se conoce que €l
anticuerpo IN-1 reconoce la regién central
de Nogo-A (el dominio NiG), un dominio
capaz de inhibir tanto células neuronaes
como no neuronales a través de un receptor
desconocido [50]. Lamayoriade los experi-
mentos con IN-1 se centraron en el CST,
donde se observé un incremento de axones
capaces de regenerar después del tratamien-
to con el anticuerpo. Si bien no conseguian
una regeneracién cuantitativamente impor-
tante, los axones eran capaces de recrecer
largas distancias y permitir cierto grado de
recuperacion funcional [10,11,51,52]. En
otros ensayos se estudi6 con éxito € efecto
de IN-1 sobre la regeneracion de los tractos
rubroespinal, corticoestriatal y corticofugal,
los axones septohipocampicos, €l tracto
auditivo, las proyecciones eferentes cortica-
les y la conexién entorrinohipocampica
[18,53-57]. Sin embargo, €l anticuerpo IN-1
—tanto en su forma IgM origina como en
fragmento F, recombinante- presenta una

Controt Nogo-A

afinidad muy bajay una especificidad limi-

tada por Nogo-A, 1o que halimitado su uso
como agente terapéutico [50].

El péptido NEP1-40

El loop-66 es el segundo dominio inhibito-
rio de Nogo-A [20]. Para impedir la unién
de este dominio a su receptor (NgR), se ha
sintetizado un péptido, con los primeros 40

Figura 4. Expresién de Nogo-A por neuronas y su efecto sobre axones en desarrollo. a,b) Pre-
sencia de Nogo-A en neuronas granulares de cerebelo in vitro. Las neuronas se obtuvieron de un
ratén en el dia posnatal cinco y mantenidas en cultivo por 16 horas. La imagen a corresponde con
una inmunocitoquimica para TUJ-1 (tubulina, marcador neuronal) y la imagen b corresponde a la
misma célula marcada con un anticuerpo anti-Nogo-A. Notar la presencia de Nogo-A en el axéon y
el cono de crecimiento. ¢,d). Efecto de Nogo-A en explantes embrionarios. Los explantes de hi-
pocampo se obtuvieron de un ratén en el estadio embrionario E16, y se plantaron sobre un sus-
trato con o sin Nogo-A (d y ¢, respectivamente). Después de cinco dias in vitro, los explantes que
no han entrado en contacto con Nogo-A presentan un crecimiento radial, mientras que los ex-
plantes que se han expuesto a Nogo-A presentan una fasciculacion muy llamativa. Barras de
escala: a-b, 10 um; c-d, 100 um.

aminoécidos del loop-66, con capacidad de

unirse a NgR, pero no de activarlo [58]. El péptido agonista
NEP1-40 (del inglés, Nogo Extracellular Peptide, residues 1-40)
promueve la regeneracion anatdmicay funcional del CST [58].
La administracion del NEP1-40 ha resultado ser muy eficaz
como terapia sistémica, y puede administrarse incluso por via
subcutédnea en animales de experimentacion [59]. Otro dato
positivo es que, posponiendo el inicio del tratamiento con
NEP1-40 en ratas lesionadas hasta una semana después de la
lesion, los efectos contindan siendo igualmente efectivos, o
gue convierte a NEP1-40 en un agente terapéutico con elevado
potencial [58,59].

La vacunacion como prevencidn de esclerosis multiple
y como potenciador de la regeneracion axonal traslesion

Una aproximacion terapéutica muy reciente para promover re-
generacion tras lesiones medulares es la vacunacion contra an-

tigenos presentes en la mielina. La inmunizacion con péptidos
derivados de Nogo-A y otros inhibidores asociados a mielina
es capaz de estimular a sistema inmunitario para producir
anticuerpos contra estas proteinas. Este tratamiento, que se
puede administrar después de realizada lalesion, haresultado
ser de gran utilidad para promover la regeneracion del CST y
del tracto dptico en animales de experimentacion [60-62].
Otra enfermedad en la que se ha aplicado recientemente con
éxito la vacunacién contra Nogo-A es el de la esclerosis mul-
tiple (EM) [64]. La EM es una enfermedad inflamatoria au-
toinmune contra componentes de la mielina [63]. Gran parte
de la sintomatol ogia que presenta esta enfermedad deriva del
dafio neuronal asociado ala desmielinizacion, debido en par-
tealagran cantidad de proteinas inhibitorias presentes en los
restos de mielinay gque entran en contacto con los axones. La
vacunacion activa con un péptido derivado de Nogo-A, o €l
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tratamiento con anticuerpos gque reconocen a Nogo-A, dismi-
nuye este dafio neurona en un modelo animal de EM [64].
Esta inmunizacién tiene la ventaja de no inducir per se la
enfermedad, como es €l caso de otras proteinas asociadas a
mielina (como MOG y MBP), y en cambio blogquea lainhibi-
cion por Nogo-A una vez comenzada la desmielinizacién
[64]. Por tanto, la vacunacién contra Nogo-A tras unalesién
otrasel inicio de una EM es capaz de prevenir parte del dafio
axonal y promover su regeneracion, si bien en el caso de la
EM no es capaz de impedir € desarrollo inflamatorio de la en-
fermedad.

FUNCIONES DE NOGO-A EN SNC

CONCLUSIONES

En esta revision hemos pretendido dar una visién integradora
del conocimiento actual que se tiene sobre las funciones de
Nogo-A. A laluz de lo que se ha descrito sobre Nogo-A en los
cuatro afios que han transcurrido desde su descubrimiento, todo
hace pensar que nos encontramos con una familia de proteinas
capaces de llevar a cabo muy diversas funciones, ya sea durante
el desarrollo o en € adulto, de un modo similar alos que se ha
descrito paralas efrinas, implicadas en guia axonal y fascicula-
cion durante el desarrollo, y, curiosamente, en inhibicion de la
regeneracion axonal tras lesion en el adulto [65].

BIBLIOGRAFIA

1. Fawcett JW, Asher RA. The glial scar and central nervous system re-
pair. Brain Res Bull 1999; 49: 377-91.

2. Chen MS, Huber AB, Van der Haar ME, Frank M, Schnell L, Spillmann
AA, et a. Nogo-A isamyelin-associated neurite outgrowth inhibitor and
an antigen for monoclonal antibody IN-1. Nature 2000; 403: 434-9.

3. GrandPre T, Nakamura F, Vartanian T, Strittmatter SM. Identification
of the Nogo inhibitor of axon regeneration as a Reticulon protein. Na-
ture 2000; 403: 439-44.

4. Prinjha R, Moore SE, Vinson M, Blake S, Morrow R, Christie G, et al.
Inhibitor of neurite outgrowth in humans. Nature 2000; 403: 383-4.

5. McKerracher L, David S, Jackson DL, KottisV, Dunn RJ, Braun PE, et
al. Identification of myelin-associated glycoprotein as a mgjor myelin-
derived inhibitor of neurite growth. Neuron 1994; 13: 805-11.

6. Mukhopadhyay G, Doherty P, Walsh FS, Crocker PR, Filbin MT. A
novel role for myelin-associated glycoprotein as an inhibitor of axonal
regeneration. Neuron 1994; 13: 757-67.

7. Kottis V, Thibault P, Mikol D, Xiao ZC, Zhang R, Dergham P, et al.
Oligodendrocyte-myelin glycoprotein (OMgp) is an inhibitor of neu-
rite outgrowth. J Neurochem 2002; 82: 1566-9.

8. Caroni P, Schwab ME. Two membrane protein fractions from rat cen-
tral myelin with inhibitory properties for neurite growth and fibroblast
spreading. J Cell Biol 1988; 106: 1281-8.

9. Caroni P, Schwab ME. Antibody against myelin-associated inhibitor of
neurite growth neutralizes nonpermissive substrate properties of CNS
white matter. Neuron 1988; 1: 85-96.

10. Schnell L, Schwab ME. Axonal regeneration in therat spinal cord pro-
duced by an antibody against myelin-associated neurite growth in-
hibitors. Nature 1990; 343: 269-72.

11. Bregman BS, Kunkel-Bagden E, Schnell L, Dai HN, Gao D, Schwab
ME. Recovery from spina cord injury mediated by antibodies to neu-
rite growth inhibitors. Nature 1995; 378: 498-501.

12. Thallmair M, Metz GA, Z'Graggen WJ, Raineteau O, Kartje GL,
Schwab ME. Neurite growth inhibitorsrestrict plasticity and function-
al recovery following corticospinal tract lesions. Nat Neurosci 1998;
1: 124-31.

13. Oertle T, Klinger M, Stuermer CA, Schwab ME. A reticular rhapsody:
phylogenic evolution and nomenclature of the RTN/Nogo gene family.
Faseb J2003; 17: 1238-47.

14. Oertle T, Schwab ME. Nogo and its partners. Trends Cell Biol 2003;
13: 187-94.

15. Josephson A, Widenfalk J, Widmer HW, Olson L, Spenger C. NOGO
mMRNA expression in adult and fetal human and rat nervous tissue and
in weight drop injury. Exp Neurol 2001; 169: 319-28.

16. Huber AB, Schwab ME. Nogo-A, a potent inhibitor of neurite out-
growth and regeneration. Biol Chem 2000; 381: 407-19.

17. Tozaki H, Kawasaki T, Takagi Y, Hirata T. Expression of Nogo protein
by growing axons in the developing nervous system. Brain Res Mol
Brain Res 2002; 104: 111-9.

18. Mingorance A, Fontana X, Sole M, Burgaya F, Urena JM, Teng FY, et
al. Regulation of Nogo and Nogo receptor during the development of
the entorhino-hippocampal pathway and after adult hippocampal le-
sions. Mol Cell Neurosci 2004; 26: 34-49.

19. Oertle T, Van der Haar ME, Bandtlow CE, RobevaA, Burfeind P, Buss
A, et a. Nogo-A inhibits neurite outgrowth and cell spreading with
three discrete regions. J Neurosci 2003; 23: 5393-406.

20. Fournier AE, GrandPre T, Strittmatter SM. Identification of a receptor
mediating Nogo-66 inhibition of axonal regeneration. Nature 2001; 409:
341-6.

21. Hunt D, Mason MR, Campbell G, Coffin R, Anderson PN. Nogo re-
ceptor mMRNA expression in intact and regenerating CNS neurons. Mol
Cell Neurosci 2002; 20: 537-52.

REV NEUROL 2004; 39 (5): 440-446

22. Nie DY, Zhou ZH, Ang BT, Teng FY, Xu G, Xiang T, et a. Nogo-A at
CNS paranodesis aligand of Caspr: possible regulation of K(+) chan-
nel localization. Embo J 2003; 22: 5666-78.

23. Li Q, Qi B, OkaK, Shimakage M, Yoshioka N, Inoue H, et a. Link of
anew type of apoptosis-inducing gene ASY/Nogo-B to human cancer.
Oncogene 2001; 20: 3929-36.

24. Watari A, Yutsudo M. Multi-functional gene ASY/Nogo/RTN-X/RTN4:
apoptosis, tumor suppression, and inhibition of neuronal regeneration.
Apoptosis 2003; 8: 5-9.

25. Hu WH, Hausmann ON, Yan M S, Walters WM, Wong PK, Bethea JR.
Identification and characterization of a novel Nogo-interacting mito-
chondrial protein (NIMP). J Neurochem 2002; 81: 36-45.

26. Taketomi M, KinoshitaN, KimuraK, KitadaM, Noda T, Asou H, et al.
Nogo-A expression in mature oligodendrocytes of rat spina cord in
association with specific molecules. Neurosci Lett 2002; 332: 37-40.

27. Steiner P, Kulangara K, Sarria JC, Glauser L, Regazzi R, Hirling H.
Reticulon 1-C/neuroendocrine-specific protein-C interacts with SNARE
proteins. J Neurochem 2004; 89: 569-80.

28. Xiao ZC, Revest M, Laeng P, Rougon G, Schachner M, Montag D.
Defasciculation of neurites is mediated by tenascin-R and its neuronal
receptor F3/11. JNeurosci Res 1998; 52: 390-404.

29. Falk J, Bonnon C, Girault JA, Faivre-Sarrailh C. F3/contactin, a neu-
ronal cell adhesion molecule implicated in axogenesis and myelina-
tion. Biol Cell 2002; 94: 327-34.

30. Fournier AE, GrandPre T, Gould G, Wang X, Strittmatter SM. Nogo
and the Nogo-66 receptor. Prog Brain Res 2002; 137: 361-9.

31. Schwab ME. Nogo and axon regeneration. Curr Opin Neurobiol 2004;
14: 118-24.

32. Wang KC, KoprivicaV, Kim JA, Sivasankaran R, Guo Y, Neve RL, et
al. Oligodendrocyte-myelin glycoprotein isaNogo receptor ligand that
inhibits neurite outgrowth. Nature 2002; 417: 941-4.

33. Liu BP, Fournier A, GrandPre T, Strittmatter SM. Myelin-associated
glycoprotein as a functional ligand for the Nogo-66 receptor. Science
2002; 297: 1190-3.

34. Domeniconi M, Cao Z, Spencer T, Sivasankaran R, Wang K, Nikulina
E, et a. Myelin-associated glycoprotein interacts with the Nogo66 re-
ceptor to inhibit neurite outgrowth. Neuron 2002; 35: 283-90.

35. Yamashita T, Higuchi H, Tohyama M. The p75 receptor transduces the
signal from myelin-associated glycoprotein to Rho. J Cell Biol 2002;
157: 565-70.

36. Wong ST, Henley JR, Kanning KC, Huang KH, Bothwell M, Poo MM.
A p75(NTR) and Nogo receptor complex mediates repulsive signaling
by myelin-associated glycoprotein. Nat Neurosci 2002; 5: 1302-8.

37.Mi S, Lee X, Shao Z, Thill G, Ji B, Relton J, et al. LINGO-1 isacom-
ponent of the Nogo-66 receptor/p75 signaling complex. Nat Neurosci
2004; 7: 221-8.

38. Niederost B, Oertle T, Fritsche J, McKinney RA, Bandtlow CE. Nogo-
A and myelin-associated glycoprotein mediate neurite growth inhibi-
tion by antagonistic regulation of RhoA and Racl. J Neurosci 2002;
22: 10368-76.

39. Gallo G, Letourneau PC. Regulation of growth cone actin filaments by
guidance cues. J Neurobiol 2004; 58: 92-102.

40. Yamashita T, TohyamaM. The p75 receptor acts as adisplacement fac-
tor that releases Rho from Rho-GDI. Nat Neurosci 2003; 6: 461-7.

41. Sivasankaran R, Pei J, Wang KC, Zhang Y P, ShieldsCB, Xu XM, et a.
PKC mediatesinhibitory effects of myelin and chondroitin sulfate pro-
teoglycans on axonal regeneration. Nat Neurosci 2004; 7: 261-8.

42. Cai D, ShenY, De Bellard M, Tang S, Filbin MT. Prior exposure to
neurotrophins blocks inhibition of axonal regeneration by MAG and
myelin via a cAM P-dependent mechanism. Neuron 1999; 22: 89-101.

43. Cai D, Qiu J, Cao Z, McAtee M, Bregman BS, Filbin MT. Neuronal

445



A. MINGORANCE, ET AL

cyclic AMP controls the developmental loss in ability of axons to re-
generate. JNeurosci 2001; 21: 4731-9.

44. Qiu J, Cai D, Dai H, McAtee M, Hoffman PN, Bregman BS, et al.
Spinal axon regeneration induced by elevation of cyclic AMP. Neuron
2002; 34: 895-903.

45. Kim JE, Li S, GrandPre T, Qiu D, Strittmatter SM. Axon regeneration
in young adult mice lacking Nogo-A/B. Neuron 2003; 38: 187-99.

46. Simonen M, Pedersen V, Weinmann O, Schnell L, BussA, Ledermann
B, et a. Systemic deletion of the myelin-associated outgrowth inhi-
bitor Nogo-A improves regenerative and plastic responses after spinal
cord injury. Neuron 2003; 38: 201-11.

47. Zheng B, Ho C, Li S, Keirstead H, Steward O, Tessier-Lavigne M.
Lack of enhanced spinal regeneration in Nogo-deficient mice. Neuron
2003; 38: 213-24.

48. Kim JE, Liu BP, Yang X, Strittmatter SM. Recovery from spinal cord
injury in mice lacking the nogo-66 receptor. Program No. 415.11.
2003 Abstract Viewer/Itinerary Planner. Washington, DC: Society for
Neuroscience; 2003 [on line]. URL: http://sfn.scholarone.com/itin2003/
index.html.

49. Woolf CJ. No Nogo: now where to go? Neuron 2003; 38: 153-6.

50. Fiedler M, Horn C, Bandtlow C, Schwab ME, SkerraA. An engineered
IN-1 F(ab) fragment with improved affinity for the Nogo-A axonal
growth inhibitor permits immunochemical detection and shows en-
hanced neutralizing activity. Protein Eng 2002; 15: 931-41.

51. Raineteau O, Fouad K, Noth P, Thallmair M, Schwab ME. Functional
switch between motor tracts in the presence of the mAb IN-1 in the
adult rat. Proc Natl Acad Sci USA 2001; 98: 6929-34.

52. Von Meyenburg J, Brosamle C, Metz GA, Schwab ME. Regenera-
tion and sprouting of chronically injured corticospinal tract fibersin
adult rats promoted by NT-3 and the mAb IN-1, which neutralizes
myelin-associated neurite growth inhibitors. Exp Neurol 1998; 154:
583-94.

53. Merkler D, Metz GA, Raineteau O, Dietz V, Schwab ME, Fouad K.
Locomotor recovery in spina cord-injured rats treated with an anti-
body neutralizing the myelin-associated neurite growth inhibitor
Nogo-A. JNeurosci 2001; 21: 3665-73.

54. Wenk CA, Thallmair M, Kartje GL, Schwab ME. Increased corti-
cofugal plasticity after unilateral cortical lesions combined with neu-

FUNCIONES DE NOGO-A DURANTE
EL DESARROLLO DEL SSSTEMA NERVIOSO
CENTRAL Y EN EL ANIMAL ADULTO

Resumen. Objetivo. Los inhibidores asociados a la midlina desem-
pefian un papel muy importante a la hora de impedir la regeneracion
axonal del sistema nervioso central (SNC) en € animal adulto. Den-
tro de estos inhibidores destaca Nogo-A, una proteina recientemente
identificada con expresion en oligodendrocitos. Sn embargo, tras su
descubrimiento como proteina asociada a la mielina, se han empeza-
do a describir nuevas funciones para Nogo-A que distan mucho de su
papel en la midina de los oligodendrocitos. Desarrollo. Tras una
introduccion a los cambios moleculares que tienen lugar después de
unalesion en e SNC, noscentramosen la figura de Nogo-Ay su fami-
lia de proteinas. Finalmente, hacemos un repaso de las diferentes fun-
ciones que hasta |la fecha se han descrito para Nogo-A, desde el des-
arrollo del SNC hasta la inhibicién de la regeneracion en € adulto, y
haremos hincapié en € potencial terapéutico que representa e blo-
queo de Nogo-A. Conclusiones. Aungue Nogo-A se descubrieraen €
contexto de lainhibicién del crecimiento axonal, y efectivamente des-
empefie un papel determinante en esta inhibicion, Nogo-A ha resulta-
do ser también una proteina neuronal implicada en diversos procesos
durante e desarrollo y en € adulto, que van desde la fasciculacion
axonal hasta la apoptosis. A medida que profundizamos en nuestro
conocimiento sobre los mecanismos moleculares que organizan €
complejo funcionamiento del SNC, resulta més claro que las protei-
nas que se implican en fasciculacion y guia axonal durante el des-
arrallo llevan a cabo en & SNC adulto funciones igualmente impor-
tantes en procesos como la inhibicion axonal o la regulacion de la
plasticidad sindptica. [REV NEUROL 2004; 39: 440-6]
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FUNCOES DE NOGO-A DURANTE
O DESENVOLVIMENTO DO SISTEMA
NERVOSO CENTRAL E NO ANIMAL ADULTO

Resumo. Objectivo. Os inibidores associados & mielina desempen-
ham um papel importante no momento de impedir a regeneracéo
axonal do sistema nervoso central (SNC) no animal adulto. Dentro
destes inibidores destaca-se a Nogo-A, uma proteina recentemente
identificada com expressdo em oligodendrdcitos. Contudo, apds a
sua descoberta como proteina associada a mielina, comecaram a
descrever-se novas fungdes para a Nogo-A que distam muito do seu
papel na mielina dos oligodendrécitos. Desenvolvimento. Apds
uma introdugao as alteragdes moleculares que tém lugar apds uma
lesdo no SNC, centramo-nos na figura da Nogo-A e sua familia de
proteinas. Finalmente, fazemos uma revisdo das diferentes fungdes,
gue até a data foram descritas para Nogo-A, desde o desenvolvi-
mento do SNC até a inibicdo da regeneracéo no adulto, einsistire-
mos sobre o potencial terapéutico que representa o blogueio de
Nogo-A. Conclusdes. Embora Nogo-A tenha sido descoberto no
contexto da inibicdo do crescimento axonal, e efectivamente des-
empenhe um papel determinante nesta inibigdo, Nogo-A € também
uma proteina neuronal envolvida em diversos processos durante o
desenvolvimento e no adulto, que vao desde a fasciculagéo axonal
até & apoptose. A medida que aprofundamos o nosso conhecimen-
to sobre os mecanismos moleculares que organizam o complexo
funcionamento do SNC, é mais claro que as proteinas envolvidas
na fasciculagéo e guia axonal durante o desenvolvimento realizam
no SNC adulto fungdes igual mente importantes em processos co-
mo a inibicdo axonal ou a regulacéo da plasticidade sinaptica.
[REV NEUROL 2004; 39: 440-6]
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