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Modulacion farmacologica de la cicatriz glial para la reparacion de lesiones del SNC

Pharmacological modulation of the glial scar for CNS injury repair
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Resumen

Objetivo: Estudiar la actividad de la neurostatina obtenida enzimaticamente y purificada mediante un nuevo
método, en cultivos de células implicadas en la formacion de la cicatriz glial.

Material y métodos: La neurostatina se obtuvo mediante una reaccion enzimatica a partir del ganglidsido
GD1b comercial y se purific con un método nuevo simplificado. La actividad de la neurostatina se prob6 en
ensayos de proliferacion con MTT en pericitos y microglia de rata.

Resultados: La actividad de la neurostatina purificada fue similar a la obtenida mediante purificacion a partir
de cerebro de mamifero. La neurostatina inhibi la proliferacion de los pericitos inducida por el factor de cre-
cimiento PDGF-B y la proliferacion de la microglia de rata inducida por la toxina bacteriana LPS a concentra-
ciones nanomolar.

Conclusion: La nueva metodologia de obtencion y purificacion de la neurostatina y su actividad justifican su
ensayo en modelos de lesion del SNC en animales, para evaluar su posible uso como terapia en pacientes con
lesiones del SNC.
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Abstract

Objective: To study the activity of neurostatin obtained enzymatically and purified using a new method, in
cultures of cells involved in the formation of the glial scar.

Material and methods: Neurostatin was obtained from the commercial ganglioside GD1b, using enzymatic O-
acetylation, and was purified by a new simplified method. The activity of neurostatin was tested by an MTT
proliferation assay in pericytes and rat microglial cells.

Results: The activity of neurostatin obtained and purified by this new method was similar to the neurostatin
obtained by the purification from mammalian brain. Neurostatin inhibited the PDGF-B growth factor induced
proliferation of pericytes and LPS bacteria toxin induced proliferation of rat microglial cells at nanomolar
concentrations.

Conclusion: This new methodology to synthesize and purify neurostatin and its activity justify further studies
to test its effect in animal models of CNS injuries and to evaluate its possible use as a therapy in patients with
CNS injuries.
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I Introduccion

Las lesiones severas en el sistema nervioso central (SNC)
originadas por patologias cerebrovasculares o dafio mecani-
co (como las lesiones medulares) representan una de las
principales causas de discapacidad en Europa [1]. Las neuro-
nas lesionadas en el SNC adulto no se regeneran, y el resul-
tado son importantes déficits funcionales permanentes, con
graves consecuencias humanas y econémicas [2]. La ausen-
cia de regeneracion en el SNC esta relacionada con la muer-
te neuronal primaria y secundaria [3] y con el microambien-
te inhibidor del crecimiento axonal en la zona de lesion [4].

En las lesiones traumaticas, las células gliales, entre las que
se encuentran astrocitos, oligodendrocitos y microglia, se
transforman en células reactivas, produciendo diferentes
sustancias inhibidoras de la regeneracion axonal. Ademads, la
barrera hematoencefélica pierde su integridad fisica. Los va-
sos sanguineos lesionados liberan su contenido al parénqui-
ma nervioso; y células sanguineas (macréfagos, neutréfilos y
linfocitos) y fibroblastos procedentes de las meninges migran
hacia la zona afectada, produciendo una reaccién inflamato-
ria alrededor de la lesion [4]. Para limitar el paso de sustan-
cias y células procedentes de los vasos sanguineos, las células
gliales, las células de musculatura lisa (pericitos) y los fibro-
blastos intentan restablecer la barrera hematoencefilica, for-
mando una nueva frontera recubierta por una ldmina basal.
A esta estructura se le llama cicatriz glial. A pesar de que la
cicatriz glial tiene un efecto beneficioso evitando el paso de
sustancias toxicas y células procedentes del torrente sangui-
neo, y reduciendo la muerte celular y la respuesta inflamato-
ria, es una de las principales causas de la inhibicion de la re-
generacion axonal. Aunque la cicatriz glial contiene
sustancias favorecedoras de la regeneracion axonal, como fi-
bronectina o laminina, sus principales componentes son un
grupo de glicoproteinas (como tenascinas) y proteoglicanos
inhibidores del crecimiento axonal [5][6].

La induccion de la cicatriz glial estd regulada por citoqui-
nas y factores de crecimiento liberados por plaquetas, célu-
las sanguineas y células enddgenas del SNC, que responden
a la lesion inicial y a la reaccion inflamatoria posterior [7].
Entre los factores de crecimiento que aumentan la transcrip-
cion, traduccion y secrecion de los proteoglicanos y de otras
proteinas inhibidoras del crecimiento axonal, destacamos
miembros de la familia del factor de crecimiento transfor-
mante tipo beta (TGFB), del factor de crecimiento epidérmi-
co (EGF), la interleuquina 6 (IL-6) y el factor de crecimiento
del tejido conectivo (CTGF). Hay otra serie de citoquinas y
factores de crecimiento que se liberan en la lesion, favore-
ciendo el estado proinflamatorio y la reactividad glial. Entre
ellos estan: la interleuquina 1 (IL-1), el interferon-gamma

(IFNy) y el factor alfa de necrosis tumoral (TNFa). La neu-
rostatina es un ganglisido aislado de cerebro normal de
mamifero, identificado como el gangliésido GD1b O-aceti-
lado, preferentemente en el hidroxilo en posicion 9 de su sia-
lico terminal [8-10]. Los ganglidsidos son compuestos anfi-
paticos que contienen una porcion hidrofébica, la ceramida,
unida a una cadena hidrofilica de azicares por la que se cla-
sifican. En concreto, los ganglidsidos son glicoesfingolipidos
que se caracterizan por presentar en su estructura el azicar
modificado 4cido sidlico. Los ganglidsidos se encuentran
preferentemente en la region externa de la membrana plas-
matica de las células eucariotas, y juegan un papel funda-
mental en los procesos de relacion de una célula con su mi-
croambiente, como adhesion celular [11], reconocimiento
celular [12], transduccién de sefales [13] y desarrollo neural
[14]. La neurostatina inhibe la proliferacion de astroblastos
en cultivo primario y de células de glioma (tanto de rata co-
mo humano) a concentracién nanomolar, tanto en presencia
de mitogenos definidos (como EGFE, PDGF o FGF basico) co-
mo de suero fetal bovino [8-10]. Sin embargo, no inhibe la
proliferacion ni de fibroblastos (cultivos provenientes de me-
ninges o la linea celular NTH-3T3), ni de lineas celulares de
neuroblastoma (linea de ratén N2A o la linea humana SH-
SY5Y), lo que sugiere que la actividad antimitética de la
neurostatina estd dirigida selectivamente a células de linaje
glial [9]. La O-acetilacion es fundamental para la actividad
inhibidora de la proliferacion de la neurostatina y de otros
gangliosidos O-acetilados. La simple O-acetilacion convierte
un gangliésido mitogénico (GD1b) en un gangliésidos inhi-
bidor de la proliferacion de astrocitos y de lineas celulares de
glioma. Este cambio en la actividad de los ganglidsidos O-
acetilados con respecto a los gangliésidos normales no s6lo
ocurre con GD1b y la neurostatina, sino con todos los gan-
gliosidos ensayados [10].

Nuestro grupo ha demostrado que la neurostatina y otros
miembros de la familia inhiben el crecimiento tumoral in vi-
vo de lineas celulares de glioma humano en modelos ortoté-
picos en animales inmunodeprimidos [15]. La neurostatina
ejerce este efecto, en parte, inhibiendo la activacion de la ru-
ta del receptor del factor de crecimiento EGF (EGFR) en las
células tumorales. La activacion de la ruta de EGFR no s6lo
es importante en el crecimiento y progresion tumoral, sino
que juega un papel fundamental en la proliferacion glial y en
la expresion de proteinas (proteoglicanos y otras glicoprotei-
nas) necesarias para la formacioén de la cicatriz glial [16][17]
y, por lo tanto, en la inhibicién de la regeneracion axonal
[18]. Ademas, nuestro grupo ha demostrado que el trata-
miento con neurostatina tiene un efecto inhibidor de la reac-
tividad glial, en concreto, en las células de microglia, tanto
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in vitro como en modelos animales de inflamacién [19-20].
La microglia colabora en la activacion de la respuesta infla-
matoria, es fundamental para la modulacion de la cicatriz
glial y, por tanto, de la regeneracion axonal. En resumen, el
tratamiento con neurostatina y otros miembros de su familia
gjerceria un papel doblemente beneficioso en lesiones trau-
maticas del SNC, como antiinflamatorio y modulador de la
cicatriz glial.

El estudio de la actividad bioldgica de la neurostatina y de
otros gangliosidos O-acetilados ha estado limitado por su
escasez en la naturaleza. Aunque se han descrito varios pro-
cedimientos de O-acetilacion de gangliésidos comerciales,
tanto de tipo quimico como enzimdtico, por nuestro grupo
[10][21] y por otros [22,23], todos presentan escasa especi-
ficidad. Se obtienen muchos productos con muchas O-aceti-
laciones y en varios grupos hidroxilos de la misma molécu-
la, reduciendo considerablemente el rendimiento de la
reaccion. Recientemente se ha clonado de la bacteria
Campylobacter jejuni una enzima con actividad O-acetil-
transferasa llamada SOAT (del inglés, Sialic acid O-Acetyl
Transferase), que cataliza la O-acetilacion de oligosacaridos
unidos a 4cido sidlicos, con alta especificidad por los sidlicos
terminales unidos por un enlace (2,8) [24]. Utilizando esta
enzima, hemos conseguido O-acetilar especificamente el
gangliosido comercial GD1b, para producir neurostatina en
cantidades suficientes como para su posible uso clinico [25].

I Material y métodos

La sintesis enzimatica de la neurostatina y su desalado se
realizaron como se ha descrito previamente [25]. Se afiadie-
ron 2 mg del gangliésido GD1b (Carbosynth) a una soluciéon
tamponada de 0,5 M MES, pH 7, que contenia 10 mM
MgCl,, 1 mM DTT, 1 mM acetyl-Coenzima A (Sigma-Al-
drich), 0,1% (peso/volumen) colato sddico y 1 U del enzima
bacteriano SOAT (Sialate-O-Acetyl-Transferase). La reac-
ci6n se incubd a 37° C, en agitacion (300 rpm), durante siete
horas en un termobloque Thermomixer comfort (Eppen-
dorf). La reaccién se finalizd afiadiendo un volumen de me-
tanol equivalente al volumen final de reaccion. La muestra
se centrifugd a maxima velocidad en una microfuga 5415R
(Eppendorf), a 4° C, durante cinco minutos. En estas condi-
ciones, el enzima precipitd en el fondo del tubo y retiramos
el sobrenadante, que se conservé a —20° C hasta su uso. El
producto de reaccion se desalé mediante un cartucho de fase
reversa Sep-Pak C18 (Waters), siguiendo las instrucciones
del fabricante [25]. Una vez eluido con metanol, el producto
de reaccion se seco en un speed-vac UVS400A (Savant) y se
conservd a —20° C hasta su uso. La purificacion de la neu-
rostatina se realizo en una columna (2,5 mm de diamétro x

70 mm de largo) con una matriz de silica Iatrobeads 6RS-
8060 (Iatron Inc.). La matriz fue suspendida en cloroformo
y sonicada durante 10 minutos. La muestra se disolvid en
una solucién de cloroformo:metanol (85:15, v/v) y se afia-
di6 a la columna. Los compuestos retenidos en la matriz se
eluyeron en diferentes fracciones, incrementando la propor-
cion de metanol respecto al cloroformo de la fase mévil,
empezando por cloformo: metanol en proporcion 7:3 (v/v),
hasta metanol puro. Las fracciones se secaron en un speed-
vac'y se resuspendieron en 100 uL. de metanol. El contenido
de cada fraccion se comprobé mediante cromatografia de
capa fina (TLC), utilizando cromatofolios Silica gel 60
(Merck) y una fase movil de cloroformo:metanol:0,2%
CaCl, (45:55:10, v/v/v) en una cubeta de cristal (Altech).
El cromatograma se sec6 con un secador de pelo y se rocio
con una solucién al 3,5% de 4cido sulfirico en metanol. El
cromatograma se volvid a secar y se calent6 a 100° C du-
rante unos minutos hasta observarse las bandas de los pro-
ductos de reaccion. Se utilizaron los gangliosidos comercia-
les GM1a y GD1b como estindares de la cromatografia.
Las fracciones que contenian neurostatina se juntaron y se
cuantificé su concentracion mediante una nueva cromato-
grafia de capa fina, donde se utilizaron concentraciones co-
nocidas de gangliésido GD1b comercial.

Las lineas celulares utilizadas fueron A7rS de musculatura
lisa de rata, la linea de astrocito Cé6 de rata, la linea de astro-
citoma T98G humana, la linea de fibroblastos NIH3T3 de
raton y células de microglia procedentes de ratas recién naci-
das o postnatales de hasta dos dias de edad. La linea celular
A7r5 fue cultivada en frascos de 75 cm? con medio DMEM-
F12 (DF), suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS, Gibco) y una mezcla para cultivos celulares de los anti-
bidticos penicilina y estreptomicina (Sigma-Aldrich). Las li-
neas celulares C6, T98G y NIH3T3 fueron cultivadas en
frascos de 75 cm?, en medio DMEM suplementado con 10%
de suero bovino fetal (FBS, Gibco) y antibioticos.

Las células de microglia fueron obtenidas de un cultivo
mixto de células gliales de cerebro de ratas Wistar [26]. Las
células fueron cultivadas en frascos de 75 cm?, recubiertos
con poli-L-lisina (PLL, 10 ug/mL) en medio DMEM suple-
mentado con 10% FBS, 10% suero de caballo (HS, Gibco)
y los antibidticos penicilina y estreptomicina. Una vez que
el cultivo llego a confluencia, los frascos fueron agitados a
230 rpm durante tres horas a 37° C. Las células en suspen-
sion se centrifugaron a 168 x g durante 10 minutos. El pe-
llet con las células de microglia se resuspendié en medio
DMEM con 10% FBS.

Los ensayos de proliferacion se realizaron en placas de 96
pocillos mediante un ensayo de MTT. Las células A7r5 se
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plaquearon a razén de 10.000 células por pocillo en DF-
10% FBS y se mantuvieron asi durante 72 horas. Se cambio
el medio a DF sin suero y se mantuvieron durante 24 horas,
tras las cuales se realizaron los tratamientos en DF-1%
FBS. Se anadi6 primero la neurostatina a diferentes concen-
traciones (desde 0.5 a 4 uM) y se incub6 durante una hora.
A continuacion se afiadi6 el mitogeno PDGF-B (25 ng/mL,
Peprotech) y se incubd durante 72 horas. En el caso de las
células de microglia, se cultivaron 20.000 células por poci-
llo en medio RPMI 1.640 con 10% FBS en placas recubier-
tas con PLL (10 ug/mL). Al dia siguiente, las células se cul-
tivaron durante seis horas con RPMI sin suero. Una vez
retirado este medio, la microglia se pretraté con diferentes
concentraciones de neurostatina durante una hora, para
mas tarde afadir la toxina bacteriana lipopolisacarido
(LPS, 10 ng/mL, Sigma-Aldrich) como mit6geno, y se incu-
bé durante 48 horas. En el caso de las lineas celulares C6,
NIH3T3 y T98G se plaquearon a razén de 7.500 células
por pocillo en medio DMEM-10% FBS. Al dia siguiente, se
retiré el medio y se afiadi6 medio DMEM sin suero. Des-
pués de 24 horas, se pretrat6 con diferentes concentracio-
nes de neurostatina durante una hora, para més tarde tra-
tar con los diferentes mitégenos, segun el caso, EGE,
PDGEF-B o bFGF (a una concentracion de 10 ng/mL), que se
incubaron durante 48 horas.

Una vez cumplido el tiempo de tratamiento para cada tipo
celular, se retir6 el medio de cultivo y se afiadieron 100 uL
por pocillo de una solucién 0,5 mg/mL del reactivo 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromido
(MTT, Sigma-Aldrich), disuelto en medio DMEM sin vira-
dor de pH y sin suero. Después de tres horas de incubacion
con MTT, se retir6 el medio de los pocillos y se afiadieron

100 uL por pocillo de dimetilsulfoxido para solubilizar el
colorante formazan, y la densidad dptica de los pocillos se
determiné mediante la lectura a una absorbacia de 595 nm
en un espectofotometro Spectramax Plus (Molecular Devi-
ces Corporation). El porcentaje de inhibicion (%) se calculd
mediante la siguiente ecuacion:

Loa )x100

% Inhibicion = (1 -
donde «Y» corresponde al valor de proliferacion para una
concentracion de ganglidsido, «A» corresponde al valor del
control bajo de la placa (pocillos sin suero ni mitogeno) y
«B» corresponde al valor del control alto de la placa (poci-
llos con mitégeno pero sin gangliosido).

I Resultados

El protocolo inicial de purificacion de la neurostatina que
habiamos desarrollado era muy laborioso e incluia el desa-
lado de la muestra de reaccion mediante un cartucho de
Sep-Pak de fase reversa C18 y la purificacion mediante una
columna preparativa de Silicagel 60 o mediante una colum-
na amino de intercambio idnico acoplada a un HPLC [25].
A lo largo del proyecto, hemos optimizado un procedimien-
to de purificacién mds sencillo mediante el uso de una co-
lumna con una fase sélida formada por particulas de silica
Iatrobeads y utilizando una mezcla de los disolventes cloro-
formo:metanol como fase mévil. Con este procedimiento
hemos conseguido que el colato sédico, principal reactivo
contaminante de la reaccion, se eluya en las primeras frac-
ciones y también que exista una separacion optima entre la
neurostatina y el gangliésido GD1b no reaccionado, que fa-
vorece su purificacion (Figura 1). Ademas, esta técnica evi-
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Fig. 1. El nuevo procedimiento de fraccionamiento de la reaccion para obtener neurostatina mediante
una columna de Iatrobeads reduce considerablemente los pasos de purificacion. Cromatografia de ca-
pa fina de las diferentes fracciones obtenidas de la reaccién enzimatica con SOAT para producir neu-
rostatina. En las fracciones 1-2 se consigue eluir el colato sddico, principal contaminante de la reac-
cién, mientras que la neurostatina se separa parcialmente (fracciones F5-F10) del gangliésido GD1b.
Como ganglidsidos estindares (Std) se utilizaron GM1a y GD1b.
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ta el uso de cromatografia liquida HPLC vy el posterior de-
salado de las neurostatinas, reduciendo el numero de pasos
de purificacion vy, por lo tanto, simplificando considerable-
mente el procedimiento.

La neurostatina obtenida con este nuevo método de sin-
tesis enzimatica y de purificacion (Tabla 1) tiene una activi-
dad similar a la neurostatina purificada a partir de extrac-
tos de cerebro porcino y bovino mediante otros métodos ya
descritos en publicaciones de nuestro grupo [8-10].

Resultados previos de nuestro grupo mostraron que la
neurostatina inhibia la proliferacion de la linea de glioma
T98G inducida por el factor de crecimiento PDGE-B [10].
Las células de musculatura lisa o pericitos participan en la
formacion de la cicatriz glial. El factor de crecimiento
PDGF-B juega un papel fundamental en la proliferacion de
estas células y su expresion aumenta tras la lesion trauma-
tica en el SNC, siendo necesaria para su division en el teji-
do lesionado y la formacion de la cicatriz glial. Hemos uti-
lizado la linea de pericitos A7rS para realizar un estudio
del efecto de la neurostatina sobre la ruta proliferativa del
PDGEF-B. Como se puede observar (Figura 2), la neurosta-
tina y también GD1b inhiben la proliferacion de PDGF-B
en la linea A7r5. Estos resultados son similares a los obte-
nidos con la linea de glioma T98G (Tabla 1), en la que tan-
to la neurostatina como GD1b inhiben la proliferacion in-
ducida por PDGF-B [10].

100-

754

-& MNeurostatina
= - GDib

%

Inhibicion de la proliferacién
respecto del control (%)

v T T T T T T

1] 1 2 3
Concentracson | uM)

£ =

EGF bFGF PDGF-B

GD1b -

C6

NST ZuM

GOl #*

NST > dpM

GD1b 4 uMm

T98G | NIH3T3

NST 3ZpuM

Tabla 1. Resumen de la actividad de las neurostatinas (ID50, con-
centracion de compuesto que produce una inhibicién de la proli-
feracion del 50% respecto del control con mitégeno) sobre la pro-
liferacion inducida por diferentes mitégenos en las lineas de
glioma C6 y T98G, y también en la linea de fibroblastos NIH3T3.
En blanco se sefialan los ensayos en los que no se obtuvo prolife-
racion con la adicion del mitogeno indicado en la linea celular co-
rrespondiente, o que ésta no fue significativa. Los resultados re-
presentan la media de al menos tres experimentos por triplicado.
Los simbolos «+» significan que el gangliésido probado tiene acti-
vidad mitogénica adicional a la del factor de crecimiento afiadido.

Fig. 2. La neurostatina y GD1b inhiben la proliferacion inducida
por PDGF-B en la linea de pericitos A7r5. Las células fueron pre-
tratadas con diferentes concentraciones de neurostatina durante
una hora y después se anadi6 PDGF-B (25 ng/ml) durante 72 ho-
ras. Los resultados representan la media = desviacion estandar de
un triplicado.

La microglia o macr6fagos residentes del SNC y los mo-
nocitos del torrente circulatorio que se extravasan al pa-
rénquima neural tras la lesion juegan un papel fundamen-
tal en el proceso inflamatorio. Ademds, liberan radicales
libres y citoquinas que provocan la muerte de las neuronas
circundantes e inhiben la regeneracion axonal. La micro-
glia migra hacia el tejido lesionado y participa en la res-
puesta inflamatoria y en el establecimiento del microam-
biente inhibidor de la regeneracion. La toxina bacteriana
LPS o lipopolisacarido se une a un receptor en la micro-
glia llamado TLR4 y la activa a un fenotipo proinflamato-
rio similar a la microglia de una lesién traumdtica. El LPS
a bajas concentraciones (10 ng/ml) induce la proliferacion
de las células de microglia. Los resultados muestran una
actividad inhibidora de la proliferacion de la microglia in-
ducida por LPS a muy bajas concentraciones de neurosta-
tina (IDs, inferior a 100 nM) (Figura 3). La actividad de
la neurostatina a esta concentracion sugiere la existencia
de un posible receptor con afinidad media-baja. Resulta-
dos preliminares con un reportero de NFkB muestran que
la neurostatina inhibe la ruta proinflamatoria activada
por LPS mediante la inhibicién de la activacion de este re-
portero (resultados que no se muestran). Por lo tanto,
existe un punto en la ruta de LPS-TLR4 en el que la neu-
rostatina esta interfiriendo. Este mecanismo anti-inflama-
torio de la neurostatina podria jugar un papel importante
en la regulacion del proceso inflamatorio tras una lesion

en el SNC.

Trauma Fund MAPFRE (2014) Vol 25 n°® 4:219-225

223



b

b o

o e e

Inhibicion de la proliferacion
respecto de los controles (%)

e
=

0.0 0.2 0.4 06 1 2
Concentracion | gM}

Fig. 3. La neurostatina inhibe la proliferacion de células de mi-
croglia inducida por la toxina bacteriana LPS. Las células de mi-
croglia de rata fueron pretratadas una hora y después se afiadio
LPS (10 ng/ml) durante 48 horas. Los resultados representan la
media = error estindar de al menos tres experimentos por tripli-
cado. Los resultados obtenidos con cada compuesto se ajustaron
a una curva sigmoide con la que se calcul6 la ID5.

I Discusion

Los resultados obtenidos en este proyecto muestran que la
neurostatina actia en diferentes tipos celulares implicados
en la respuesta a la lesion del SNC, interfiriendo en las rutas
de diferentes factores de crecimiento y estimulos proinflama-
torios. Nuestros resultados muestran que la neurostatina tie-
ne un efecto anti-inflamatorio capaz de inhibir la ruta acti-
vada por estimulos proinflamatorios (como la toxina LPS).
Recientemente, inhibidores de TLR4, que es el receptor de
LPS, inhiben la activacion de la microglia en cultivos celula-
res y en modelos animales de isquemia [27]. Ademads, estos
inhibidores reducen la extravasacion de sustancias proce-
dentes de la sangre al interior de la médula espinal produci-
das por el proceso de isquemia/reperfusion [28] y, por lo tan-
to, reducen el dafio neuronal [29]. El control de la respuesta
inflamatoria es fundamental para reducir el dafio celular tras
la lesion [3]. La microglia es fundamental en la respuesta in-
flamatoria y tras su activacion durante el proceso proinfla-
matorio participa en la muerte neuronal secundaria a través
de la produccion de radicales libres y citoquinas proinflama-
torias. La neurostatina reduce la activacion de la microglia
inducida por LPS, por lo que podria reducir la muerte neu-
ronal. Ademds, la microglia activada produce y secreta sus-
tancias con actividad inhibidora del crecimiento axonal. Por
lo tanto, la neurostatina podria tener un efecto beneficioso
adicional sobre la inhibicion del crecimiento neuritico.

A la vez que ocurre la reaccién inflamatoria y regulada
por ella misma, se activa un proceso de formacion de la ci-

catriz glial que intenta restablecer la glia limitans [30]. Esta
estructura es fundamental para restaurar la homeostasis en
el parénquima neural y asi limitar el paso de sustancias y
células del torrente sanguineo. Entre las células que partici-
pan en la formacion de la cicatriz glial mediante la produc-
cion y secrecion de proteinas de matriz extracelular se en-
cuentran los astrocitos y los pericitos (o células de
musculatura lisa). El factor de crecimiento EGF juega un
papel fundamental en la reactividad astroglial y en la proli-
feracion de estas células durante la formacion de la cicatriz
glial [17]. La neurostatina inhibe la proliferaciéon inducida
por EGF en astrocitos [8-9], interfiriendo sobre la activa-
cion del receptor de EGF [15]. El factor de crecimiento
PDGF-B es fundamental para la proliferacion de los perici-
tos que van a participar en la formacion de la cicatriz glial
[30]. La neurostatina inhibe la proliferacion inducida por el
factor de crecimiento PDGF-B en las células A7r5 de mus-
culatura lisa. Aunque estos experimentos son muy prelimi-
nares y es necesario realizarlos en células de vasculatura li-
sa procedentes de cultivos celulares, abren la posibilidad de
que el compuesto tenga un papel adicional en la regulacion
de la fibrosis. Por lo tanto, la neurostatina podria tener un
efecto doble en la regulacion de la formacion de la cicatriz
glial y en la fibrosis, de forma directa sobre la regulacion de
las poblaciones de astrocitos y pericitos, e indirecta redu-
ciendo la inflamacion inicial. I
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