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Resumen Al producirse una lesion de médula espinal (LME), un sinnimero de proteinas inhibidoras de la
regeneracion axonal ocupan el sitio de lesién en forma secuencial. La primer proteina en llegar
al mismo se conoce como semaforina 3A (Sema3A), siendo ademas una de las mas potentes por su accion
de inhibir la regeneracion axonal. A nivel mecanistico la unién de esta proteina al complejo-receptor neuronal
neuropilin-1 (NRP-1)/PlexinA4 evita que se produzca regeneraciéon axonal. En este trabajo de revision se dis-
cutird la accion de galectin-1 (Gal-1), una proteina endégena de unién a glicanos, que selectivamente se une
al complejo-receptor NRP-1/PlexinA4 de las neuronas lesionadas a través de un mecanismo dependiente de
interacciones lectina-glicano, interrumpiendo la sefalizacion generada por Sema3A y permitiendo de esta manera
la regeneracion axonal y recuperacion locomotora luego de producirse la LME. Mientras ambas formas de Gal-1
(monomeérica y dimérica) contribuyen a la inactivacion de la microglia, solo la forma dimérica de Gal-1 es capaz de
unirse al complejo-receptor NRP-1/PlexinA4 y promover regeneracion axonal. Por lo tanto, Gal-1 dimérica produce
recuperacion de las lesiones espinales interfiriendo en la senalizacion de Sema3A a través de la unién al complejo-
receptor NRP-1/PlexinA4, sugiriendo el uso de esta lectina en su forma dimérica para el tratamiento de pacientes
con LME.
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Abstract  Axonal regeneration in spinal cord injury: a key role of galectin-1. When spinal cord injury
(SCI) occurs, a great number of inhibitors of axonal regeneration consecutively invade the injured site.
The first protein to reach the lesion is known as semaphorin 3A (Sema3A), which serves as a powerful inhibitor
of axonal regeneration. Mechanistically binding of Sem3A to the neuronal receptor complex neuropilin-1 (NRP-
1) / PlexinA4 prevents axonal regeneration. In this special article we review the effects of galectin-1 (Gal-1), an
endogenous glycan-binding protein, abundantly present at inflammation and injury sites. Notably, Gal1 adheres
selectively to the NRP-1/PlexinA4 receptor complex in injured neurons through glycan-dependent mechanisms,
interrupts the Sema3A pathway and contributes to axonal regeneration and locomotor recovery after SCI. While
both the monomeric and dimeric forms of Gal-1 contribute to 'switch-off’ classically-activated microglia, only
dimeric Gal-1 binds to the NRP-1/PlexinA4 receptor complex and promotes axonal regeneration. Thus, dimeric
Gal-1 promotes functional recovery of spinal lesions by interfering with inhibitory signals triggered by Sema3A
adhering to the NRP-1/PlexinA4 complex, supporting the use of dimeric Gal-1 for the treatment of SCI patients.
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Los traumatismos de la médula espinal son lesiones
que producen alteraciones temporarias 0 permanentes
sobre las funciones motoras, sensitivas y autondmicas.
Dependiendo del grado de lesion, el paciente puede
terminar incapacitado. Solo en los EE.UU. ocurren entre
10 000 y 20 000 lesiones traumaticas de médula espinal
(LTME) por afio, 38% de las cuales ocurren durante ac-
cidentes automovilisticos. Al dia de hoy, si bien se han
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realizado avances extraordinarios no hay una cura para
esta patologia traumatica (Fuente: National Spinal Cord
Injury Statistical Center, https.//www.nscisc.uab.edu/l) por
lo que representa un gran desafio para la biomedicina.

El proceso patoldgico de este tipo de lesiones involucra
la accion secuencial de multiples factores que contribuyen
a inhibir la regeneracion axonal. En este sentido, una
intervencion temprana que limite dicho proceso seria in-
dispensable para permitir la restauracion y neo-formacion
de circuitos neuronales que restablezcan las funciones
motoras perdidas.

El principal inhibidor de la regeneracién axonal es la se-
maforina 3A (Sema3A), una proteina soluble miembro de
la superfamilia de las semaforinas. Durante el desarrollo
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del sistema nervioso, esta proteina direcciona el creci-
miento axonal a través de su union al complejo receptor
neuronal: neuropilina-1 (NRP-1)/plexina A4 (PlexinA4),
produciendo un efecto inhibitorio para el crecimiento axo-
nal'-2 al gatillar sefales que actuan directamente sobre la
dinamica de los microtubulos y microfilamentos del citoes-
queleto®*. Una vez establecida la correcta formacion de
los circuitos axonales, la expresion de Sema3A disminuye
hasta niveles indetectables en la médula espinal adulta
sana®. Al producirse una LTME, la concomitante ruptura
de las meninges permite la migracion de los fibroblastos
meningeales, los cuales ademas de expresar y secretar
la Sema3A, ingresan al sitio de lesion conformando la
cicatriz glial®. Asimismo, tanto los tractos axonales des-
cendentes axotomizados como las neuronas en el sitio
de lesién aumentan la expresion del complejo receptor
NRP-1/PlexinA4 aumentando la avidez por Sema3A y
produciendo el colapso del cono de crecimiento axonal”.
Por lo tanto, la interrupcién de la sefalizacién mediada
por Sema3A constituye un potencial blanco terapéutico.

La galectina-1 (Gal-1), miembro altamente conservado
de la familia de las galectinas, une multiples unidades
del disacarido [(Gal.1-4)GIcNAc] localizadas en N-y O-
glicanos de receptores celulares. Esta lectina existe en
un equilibrio monémero-dimero dependiente de su con-
centracion®. A nivel del sistema nervioso central (SNC), la
Gal-1 participa en la proliferacion de progenitores neurales
en el cerebro adulto®, en la regulacion de la neurogénesis'®
y en forma indirecta en la regeneracion neuronal''. Ade-
mas, se demostré recientemente que la Gal-1 previene la
neurodegeneracion por inactivacion de la microglia tipo-1
(M1) en un modelo de neuroinflamacion autoinmune'.
De manera interesante, en modelos no neuronales se
observd que Gal-1 interacciona con NRP-1 modulando
la migracion de células endoteliales'. Llamativamente,
este efecto se asemeja a la migracion o ‘guidance’ axonal.

Asi, nuestra hipétesis de trabajo fue que el tratamiento
con Gal-1 recombinante administrada in situ al momen-
to de una LTME en concentraciones que desplazan el
equilibro hacia la forma dimérica, podria evitar la unién
de Sema3A al complejo receptor NRP-1/PlexinA4 por
union directa de Gal-1 a dicho complejo a través de una
interaccion proteina-glicano evitando asi la inhibicion de
la regeneracion axonal'. En primera instancia llevamos
a cabo un estudio in vivo para evaluar la capacidad de
las distintas conformaciones moleculares de Gal-1 para
producir una recuperacion locomotora post-LTME. Se
procedio a generar una lesion de médula espinal completa
a nivel toracico T9-T10 en ratones C57BL/6 Lgals1" asi
como en ratones wild-type (WT) administrandoles distintas
concentraciones de Gal-1 recombinante (D-Gal-1) (0.5-1.0
mg/ml), una Gal-1 mutante que es monomérica en forma
estable (M-Gal-1) y una Gal-1 dimérica con una mutacion
puntual en el sitio de reconocimiento a carbohidratos (Gal-
1-N46-D). Al grupo control se le administré vehiculo. Los
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tratamientos se inyectaron en un volumen de 10 ml, en
el epicentro del sitio de lesion, y en angulos de 45° con
orientacion craneal y caudal. Utilizando el test Locomotor
de Campo Abierto, se analizaron distintos parametros de
motricidad, luego volcados a la escala de Basso Beattie
Bresnahan (BBB)'® cuyo rango oscila entre 0 y 21, divi-
diéndose en tres estadios de recuperacion:

-Estadios tempranos (score de 0-7): movimientos ais-
lados del tren inferior o ausencias de los mismos.

-Estadios intermedios (score de 8-13): intervalos no
coordinados de movimientos del tren inferior.

-Estadios avanzados (score de 14-21): coordinacion
motora entre el tren superior e inferior.

Los anadlisis finalizaron a los 7 dias posteriores a la
LTME para evitar cualquier sobre-estimacion locomoto-
ra del tren inferior asociada a una posible recuperacion
espontanea de los reflejos espinales.

Se pudo demostrar que tanto los ratones Lgals1”
como los WT tratados con 0.5 pg/ul y 1 pg/ul de D-Gal-1
consiguieron recuperar su motricidad respecto de los
controles. Por otro lado, solo los ratones tratados con 1
pg/ul de D-Gal-1 alcanzaron los niveles de recuperacion
coincidentes con coordinacion motora (Fig. 1b-c).

En linea con estos resultados, los ratones WT control
presentaron algun movimiento aislado del tren inferior,
los que se corresponden con estadios tempranos de
recuperacion locomotora; lo interesante fue que el mismo
fue superior al observado en los Lgals1” control. Por el
contrario, en el tratamiento con 0.5 pg/pl de D-Gal-1, los
ratones Lgals1’ respondieron de mejor manera que los
WT. Finalmente, con 1 pg/ul de D-Gal-1, no se observaron
diferencias significativas entre ratones WT y Lgals1”. Estos
resultados fueron los primeros indicios que indicaron que
Gal-1 enddgena estaria desplazada hacia la conformacion
monomeérica, ya que solo a altas concentraciones de la
proteina exdgena (equilibrio desplazado hacia la forma di-
meérica) se consiguid una recuperacion motora coordinada.

En linea con estos experimentos y a los fines de
entender las bases celulares de la regeneracion axonal,
se realiz6 una retranseccion de la médula espinal en los
animales que habian recuperado la motricidad coordina-
da para descartar que dicho fendmeno se debiera a una
compensacion por funciones auténomas rio abajo del
sitio de lesion. La cirugia fue realizada en el mismo sitio
anatémico 8 dias post-LTME, analizandose la actividad
locomotora 4 y 15 dias posteriores a la segunda lesion.
Los animales retransectados perdieron la actividad loco-
motora que habian recuperado, el score BBB disminuyo
acero y permanecio en ese valor por mas de 2 semanas.
Este hallazgo sugirié que los ratones tratados con D-Gal-1
recuperaron la actividad locomotora debido a que se
produjo una regeneracién axonal local.

Asimismo, el analisis macroscopico de las médulas
espinales de los ratones lesionados mostré que el tamafio
de la cicatriz glial disminuy6 en los ratones que fueron
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Neuropilin-1

Bloqueo de la inhibicion de la regeneracion axonal

Fig. 1.— Representacion esquematica del modelo mecanistico
propuesto de regeneraciéon axonal por Gal-1. NRP-1 es
una proteina que tiene un dominio N-terminal extracelular
de 835 amino acidos, un dominio transmembrana de 23
amino acidos y un dominio citoplasmatico de 44 amino
acidos. La region extracelular esta dividida en 3 dominios
formados por atl/a2, b1/b2 y C. La porcion citoplasmatica
tiene un dominio PDZ el cual corresponde a la region de
NRP-1 que tiene la propiedad de interaccionar con pro-
teinas citoplasmaticas. Por lo tanto el esquema muestra
el bloqueo de la interaccion entre Sema3A y el complejo
receptor neuronal NRP-1 debido al tratamiento con D-Gal-1
desviada hacia la forma dimérica de la molécula, la cual a
través de su dominio de reconocimiento a carbohidratos
se une a NRP-1

tratados con D-Gal-1 respecto del grupo control. Ademas,
en linea con lo observado en los experimentos de motri-
cidad, se evidencié que si bien el tamafio de la cicatriz
glial en los ratones WT control es considerable, fue menor
al observado en los ratones Lgals1” control. Se puede
concluir que la adicién exégena de D-Gal-1 produjo una
disminucion significativa en la respuesta inflamatoria y que
ademas la Gal-1 enddgena tuvo una accioén protectora.
Dado que la formaciéon de la cicatriz glial es depen-
diente de la respuesta inflamatoria post-lesion, gatillada
por la microglia tipo-1 activada, macréfagos y astrocitos
reactivos'®'®, se investigdé microscopicamente la localiza-
cién y fenotipo de estos tipos celulares en las médulas
lesionadas. La localizacidon de microglia activada estuvo
acotada exclusivamente al sitio de lesién en los ratones
Lgals 1’ tratados con D-Gal-1, mientras que el grupo con-
trol, ademas de presentar dicha sefial en el sitio de lesion

Nota: La Fig.1 se puede apreciar en color en www.medicinabuenosaires.com
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también presentoé un incremento en el nimero de células
ED1* rio arriba del sitio de lesion. Asimismo, al analizar el
fenotipo de los astrocitos que invadieron el sitio de lesion,
los ratones control presentaron un fenotipo correspondien-
te a astrocitos reactivos, altamente arborizados respecto
a los observados en los ratones tratados con D-Gal-1,
cuyas arborizaciones y procesos fueron menores. En
resumen, la menor respuesta inflamatoria generada por
el tratamiento con D-Gal-1 estuvo asociada a una dismi-
nucion de la microglia tipo-1 activada (en linea con lo ya
demostrado por Starossom y col.'') y la disminucién de
la barrera fisica formada por astrocitos, convirtiendo la
zona lesionada en un ambiente mas permisivo para que
ocurra un fendmeno de regeneracion axonal.

El grado de recuperacion funcional luego de una LTME
depende de la reorganizacion de nuevos circuitos, dado
por la plasticidad sinaptica y “colateral sprouting” de los
tractos axonales lesionados?®*2'. Por lo tanto, el efecto
del tratamiento con D-Gal-1 sobre la regeneracion de los
axones lesionados se evalué utilizando el marcador neu-
ronal 0lll-tubulina, los marcadores de regeneracion axonal
neurofilamento-M (NF-M) y Tau-1 (proteina estabilizadora
de microtubulos??) y el marcador de “sprouting”. Al analizar
la sustancia gris correspondiente a las médulas espinales
de los ratones Lgals1’ controles no se encontrd ningun
axon regenerado en el epicentro de la lesidn, en contraste
a lo observado en los ratones tratados con D-Gal-1, los
que presentaron un incremento dosis-dependiente en el
numero de axones regenerados NF-M*, un incremento en
la expresion de Tau-1, asi como en el area ocupada por
axones en dicha zona. Ademas, en los ratones WT control
no se observo ninguin axon regenerado en el epicentro de
la lesion, indicando que la Gal-1 enddgena no participa
en el fendmeno de regeneracion axonal.

Resulté interesante que, al analizar el area ocupada
por motoneuronas rio arriba del sitio de lesion, solo los
ratones tratados con D-Gal-1 presentaron motoneuronas
con fenotipo normal ocupando la misma area que la ob-
servada en ratones Sham. En forma opuesta, los ratones
Lgals1" controles presentaron una disminucién en el area
ocupada por motoneuronas en la sustancia gris siendo
su fenotipo consistente con degeneracion neuronal. En
concordancia con estos hallazgos, al analizar el area rio
abajo del sitio de lesion, las motoneuronas en la sustancia
gris preservaron su fenotipo normal en ratones Lgals1”
tratados con D-Gal-1 respecto a los controles (en los que
en la mayoria de los casos estas zonas estuvieron tan
danadas que ni siquiera se pudieron recuperar). Ademas,
mantuvieron aproximadamente los mismos niveles de
ocupacion que los observados en los ratones Sham. Los
ratones WT tratados con vehiculo preservaron el numero
de motoneuronas respecto a los ratones Lgals1” con-
trol, sugiriendo que Gal-1 enddgena activaria circuitos
homeostaticos que generan neuroproteccion pero no
regeneracion axonal.
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En cuanto a los tractos axonales regenerados que tran-
sitan por la sustancia blanca y atraviesan el sitio de lesion,
el porcentaje de la sustancia blanca ocupada por axones
Blll-tub* en los ratones Lgals1” tratados con D-Gal-1 fue
superior respecto de los animales control. Paralelamente,
el mismo resultado se observo para axones regenerados,
tal como lo reveld la inmunotincion con NF-M*.

Dado que el tratamiento con D-Gal-1 produjo una
recuperacion locomotora mediada por una regeneracion
axonal sitio-especifica en la sustancia gris y de los tractos
axonales descendentes en la sustancia blanca, y que
ademas hubo preservacion de motoneuronas rio abajo
de la lesion, se caracterizé la funcionalidad del circuito
motor lumbar eferente, el cual controla los movimientos
del tren inferior. La preservacion de las motoneuronas
lumbares y la funcionalidad de sus axones solo en los
ratones Lgals1” tratados con D-Gal-1 fue confirmada.

La explicacion molecular del mecanismo por el cual D-
Gal-1 produce regeneracion axonal fue abordada realizando
una serie de experimentos que permitieron demostrar que
Gal-1 administrada exdgenamente en conformacion dimé-
rica une al complejo receptor neuronal NRP-1/PlexinA4.

Sobre tejidos de médula espinal provenientes de rato-
nes Lgals1” tratados con D-Gal-1 o controles se analizé la
localizacion de NRP-1, PlexinA4 y Sema3A, vinculandola
con la localizacion de D-Gal-1. Se observo que en tejidos
provenientes de ratones Lgals1’ control, los cuales no
presentaron regeneracion axonal ni recuperacion de la
actividad locomotora, las neuronas adyacentes al sitio de
lesidn presentaron axones seccionados con acumulacion
de NRP-1. Ademas, en el epicentro de la lesion se encontrd
que todas las neuronas con axones seccionados captaron
Sema3A. En contraposicion, los ratones Lgals 1’ tratados
con D-Gal-1, ademas de mostrar regeneracion axonal y
recuperacion de la motricidad, presentaron una dispersion
de NRP-1 en todo el soma celulary en el axdn regenerado,
a diferencia de lo observado en los controles, siendo el
aspecto mas importante que cada “cluster” de NRP-1 se
localizé en la vecindad focal de otro de Gal-1; esta cercania
espacial fue evidenciada por una reconstrucciéon en 3D.
Ademas, ninguna de estas neuronas regeneradas capto
Sema3A. A su vez la cercania entre Gal-1 y el complejo
receptor fue corroborada utilizando PlexinA4.

Las interacciones moleculares fueron evaluadas por
inmunoprecipitacion de NRP-1. Solo tejidos correspon-
dientes a ratones tratados con D-Gal-1 revelaron un co-
inmunoprecipitado compuesto por NRP-1 y Gal-1. Estos
complejos presentaron disminucion en la captacion de la
Sema3A respecto a ratones controles. En este contexto,
cabe preguntarse cuan necesaria es la forma dimérica de
Gal-1 para el efecto neurorregenerador. Para responder
a este interrogante se procedid a llevar cabo la misma
bateria de experimentos descripta (experimentos in vivo,
macroscopicos, microscopicos y bioquimicos) utilizando
una variante de Gal-1 estable monomérica que no dime-
riza aun en altas concentraciones (M-Gal-1).
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A nivel locomotor, el valor alcanzado luego de tratar
los ratones Lgals1” con M-Gal-1 fue similar al obtenido
para los ratones WT control, sugiriendo que el equilibrio
de Gal-1 enddgena se encuentra desplazado hacia el
estado monomeérico. La exposicion a M-Gal-1 no logré
generar los resultados bioquimicos obtenidos con D-Gal-1.
Sin embargo, el tratamiento con M-Gal-1 indujo una dis-
minucion en el tamafo de la cicatriz glial respecto a los
animales Lgals 1" control, aunque no igualaron los valores
observados por incubacién con D-Gal-1. Respecto a la
expresion de ED1 (marcador de microglia/ macréfagos), no
hubo diferencias significativas en el sitio de lesiéon cuando
se lo comparé con los animales tratados con D-Gal-1; sin
embargo hubo una disminucién del nimero de células ED1*
rio arriba y rio abajo del sitio de lesion al compararlos con
los animales Lgals1” control. Respecto al fenotipo de los
astrocitos en el sitio de lesion luego del tratamiento con
M-Gal-1, los astrocitos nestina* presentaron arborizaciones
y longitudes de los procesos significativamente superiores
a las generadas con D-Gal-1, y similares a las observados
en ratones Lgals 1’ control. El tratamiento con M-Gal-1 no
produjo regeneracion axonal alguna ya sea en el epicentro
del sitio de lesion ni en la sustancia blanca, evidenciado
en ambos casos por la ausencia total de axones positivos
para Blll-tubulina. Ademas, al analizar la sustancia gris
rio arriba y rio abajo del sitio de lesion, se evidencio un
fenotipo normal de las motoneuronas, similar al observado
en los animales tratados con D-Gal-1, sugiriendo que este
fendmeno neuroprotectivo se deberia a la inactivacion de
la microglia tipo-1 (M1).

Ademas, se demostré que las neuronas lesionadas
provenientes de animales Lgals1” tratados con M-Gal-1
no solo no regeneraron sus axones sino que ademas
NRP-1 se acumuld en parches en las zonas aledanas al
axon seccionado y ninguna de estas neuronas captaron
la M-Gal-1. Asimismo, cuando se realizé la inmunopre-
cipitacion de NRP-1 previo tratamiento con M-Gal-1, en
el co-inmunoprecipitado solo aparecié la Sema3A sin
rastros de M-Gal-1, sugiriendo que esta conformacioén
carece de la habilidad de unirse al complejo receptor y
desplazar a la Sema3A.

Por lo tanto, dado que solo la D-Gal-1 en conformacion
dimérica produjo regeneracion axonal, y que ademas esa
conformacion es la Unica con capacidad de unir glicanos,
se investigo la interaccion molecular involucrada en dicho
fendmeno. Realizamos digestion enzimatica del inmuno-
precipitado compuesto por NRP-1/D-Gal-1 con la enzima
PNGasaF, la cual remueve N-glicanos de la glicoproteina.
De esta manera se logré evidenciar la liberacion de D-
Gal-1 por parte de NRP-1. Este resultado sugiere que la
interaccion entre D-Gal-1 y NRP-1/PlexinA4 es via unién
a glicanos. Finalmente la validacion de dicho hallazgo fue
llevada a cabo en ratones Lgals1” con LTME los cuales
fueron tratados con Gal-1-N46-D. Estos ratones no re-
cuperaron motricidad alguna. Este resultado estuvo en
linea con una ausencia total de regeneracion axonal y una
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marcada captacion de Sema3A por parte de las neuronas
con axones seccionados adyacentes al sitio de lesion.
En resumen, estos hallazgos demuestran un nuevo
mecanismo a través del cual el tratamiento in-situ con Gal-1
en conformacion dimérica posterior a una LTME produce re-
generacion axonal funcional y recuperacion de la motricidad
coordinada, actuando directamente a nivel neuronal. Dicho
mecanismo es independiente de fendmenos de inactiva-
cién de la microglia. Ademas, se observd que el hecho de
administrar D-Gal-1 en concentraciones farmacoldgicas
consistentes con el equilibrio dimérico es fundamental para
la completa actividad neuroregenerativa de la misma. Se
demostré que solo D-Gal-1 en conformacién dimérica inte-
racciona via N-glicanos con el complejo NRP-1/PlexinA4 y
de esa manera impide la unién de Sema3A, contrarrestando
la inhibicion de la regeneracion axonal. Se demostré que
M-Gal-1 no puede producir regeneracion axonal y por ende
tampoco recuperacion de la actividad locomotora debido a
que carece de la propiedad de unirse a glicanos especificos
del complejo receptor neuronal. Si bien esta forma de Gal-1
puede inactivar la microglia protegiendo las neuronas rio
arriba y rio abajo del sitio de lesion, este efecto es insuficiente
para recuperar las funciones motoras. En linea con este
hallazgo, se determind que la accién protectora, aunque
minima, observada en los ratones WT control se debe a
que la conformacion de Gal-1 endédgena es monomeérica. La
interaccion molecular lectina-carbohidrato fue demostrada
in vitro por digestion enzimatica de N-glicanos, e in vivo,
utilizando una variante de Gal-1 dimérica con una mutacion
en el sitio de reconocimiento a carbohidratos (Fig. 1).
Estos resultados apoyan el uso racional de Gal-1 en
una forma dimérica estable con potencial terapéutico para
tratar LTME, teniendo en cuenta que la expresion de la
Sema3A aparece recién 7 dias posteriores a la lesion®,
su administracion dentro de las primeras 24 horas de
producirse la lesién (consistente con los tiempos de los
procesos quirurgicos aplicados en clinica médica para
descomprimir la zona afectada y estabilizar las vertebras
lesionadas) harian aplicable su uso en humanos; sumado
al hecho de que la administracion in situ evitaria el feno-
meno de oxidacion de Gal-1 y otros efectos sistémicos.

Todos los autores son miembros de la Carrera del Inves-
tigador Cientifico del CONICET.
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