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DESCRIPCION
Materiales y métodos para favorecer la reparacion del tejido nervioso
Antecedentes de la invencion

Las lesiones de los nervios periféricos son una fuente importante de incapacidad crénica. Un tratamiento deficiente
de las lesiones de los nervios se asocia con la atrofia muscular y puede llevar a un neuroma doloroso cuando los
axones cortados son incapaces de restablecer la continuidad con el nervio distal. Aunque los nervios tienen
potencial para regenerarse después de una lesion, esta capacidad es estrictamente dependiente de la regeneracion
de las fibras nerviosas (y sus brotes axonales) que hacen un contacto apropiado con el segmento del nervio cortado
(y las laminas basales de las células de Schwann en el mismo). Los axones regenerados que no atraviesen el hueco
o sitio de la lesion y entren en la lamina basal del segmento del nervio distal cortado sufriran un deterioro, dando
lugar a la muerte neuronal, atrofia muscular y déficit funcional permanente (Fawcett J W et al. [1990] Annu Rev
Neurosci 13: 43-60).

En resumen, un nervio soporta los procesos periféricos (0 axones) de las neuronas. Los cuerpos neuronales residen
en la médula espinal (neuronas motoras), en los ganglios situados a lo largo de la columna vertebral (ganglios
raquideos sensoriales) o en los ganglios que se encuentran en los 6rganos del cuerpo (ganglios autonémicos y
entéricos). Un nervio consiste en axones, células de Schwann y vainas de tejido conjuntivo extensivo (Dagum AB
[1998] J Hand Ther 11: 111-117). La cubierta exterior, el epineurio, esta hecho de tejido conjuntivo de colageno que
protege a los fasciculos de la presion externa y rodea el perineurio. El perineurio rodea los fasciculos individuales vy,
junto con las células endoteliales en los microvasos endoneurales, funciona como la barrera sangre-nervio. El
endoneurio esta dentro del perineurio y consiste en tejido colagenoso que rodea las células de Schwann y los
axones. Un grupo fascicular consiste en dos o mas fasciculos rodeados, respectivamente, por el perineurio y el
epineurio. La topografia de los nervios es constante distalmente, con un grupo de fasciculos que son o sensoriales o
motores. La neurona consiste en un soma (cuerpo) y un axén, que puede tener varios pies de largo.

En las lesiones de los nervios en las que hay rotura axonal, pero la continuidad de la vaina endoneural permanece
intacta (por ejemplo, lesion por aplastamiento), los axones se regeneran dentro de sus laminas basales originales y
se puede esperar una recuperacion completa. Por contraste, el rebrote axonal puede estar seriamente en peligro
después del seccionamiento transversal del nervio y la reparacion quirdrgica depende en gran medida del
realineamiento de los elementos del nervio descritos antes (Dagum AB [1998] J Hand Ther 11: 111-117). La
coaptacion epineural (neurorrafia) es el método principal de tratar el seccionamiento transversal de un nervio. Sin
embargo, la extensiéon de la regeneracion es muy variable y como mucho, se puede esperar una recuperacion
parcial de la funcion (Terzis JK et al. [1990] The Peripheral Nerve: Structure, function and reconstruction, Hampton
Press, Norfolk). La recuperacion completa de la funcion después de la reparacion del seccionamiento transversal del
nervio sigue siendo un ideal inalcanzable debido a la fina microestructura de los nervios y a una incapacidad de
alcanzar la coaptacion precisa axdn-a-axon, a pesar del estado actual de la técnica en las técnicas de microcirugia.

La implantacién de injertos de nervios se asegura con la ablacién del nervio pero presenta varios desafios practicos.
A lo largo de los afios, se han explorado diferentes alternativas al injerto de nervios. Actualmente se considera como
una alternativa en desarrollo la aplicacion de injertos de nervios alogénicos. Aunque la disponibilidad de injertos de
donantes tiene las mismas dificultades que otras estrategias de sustitucion de dérganos, la importancia de elementos
celulares viables en los injertos de nervios puede ser mucho menos importante. Aunque las células de Schwann
contribuyen significativamente al proceso regenerativo, la estructura de la vaina del nervio contiene el soporte
esencial y los estimulos adhesivos para promover la regeneracion axonal y se ha alcanzado una regeneracion
significativa en los injertos de nervios acelulares (por ejemplo, desvitalizados por congelacion) (Ide C et al. [1983]
Brain Res 288: 61-75; Hall SM [1986] Neuropathol Appl Neurobiol 12: 401-414; Gulati AK [1988] J Neurosurg 68:
117-123; Nadim W et al. [1990] Neuropathol Appl Neurobiol 16: 411-421). La inactivacién de las células residentes
gue presentan antigeno (por ejemplo, las células de Schwann, los fibroblastos, las células endoteliales, etc.) reduce
en gran medida la inmunogenicidad del injerto. El uso de injertos de nervios acelulares reduce grandemente o
elimina los problemas de inmunorrechazo huésped-injerto (Evans PJ et al. [1994] Prog Neurobiol 43: 187-233; Evans
PJ et al. [1998] Muscle Nerve 21: 15071522). Estas caracteristicas son muy prometedoras para el uso de injertos de
nervios alogénicos o xenogénicos desvitalizados por congelacion (acelulares). Por otro lado, la ausencia de células
viables descarta la degeneracién del nervio y el subsiguiente remodelado que parece promover el proceso
regenerativo (Bedi KS et al. [1992] Eur J Neurosci 4: 193-200; Danielsen N et al. [1994] Brain Res 666: 250-254).

La laminina es un componente principal de la lamina basal, promotor del crecimiento, que representa el estimulo
adhesivo para la regeneracion axonal satisfactoria (Wang, GY et al. [1992] Brain Res 570: 116-125). Sin embargo,
aunque el nervio normal (no lesionado) es rico en laminina, el nervio normal permanece inhibitorio o refractario para
el crecimiento axonal. (Langley JN [1904] J Physiol 31: 365-391; Brown MC et al. [1994] Eur J Neurosci 6: 420-428).
Esto da a entender que la actividad promotora del crecimiento de la laminina se suprime en el entorno de un nervio
normal y que la actividad de la laminina se debe restablecer de algiin modo en la degeneracion del nervio y en la
regeneracion subsiguiente.
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Los nervios periféricos normales son un pobre sustrato para el crecimiento axonal (Zuo J. et al. [1998] J Neurobiol
34: 41-54; Bedi KS et al. [1992] Eur J Neurosci 4: 193-200). Los resultados experimentales indican que la laminina
dentro de las laminas basales del nervio normal no es accesible para los brotes regenerativos de los axones (Zuo J.
et al. [1998] J Neurosci 18: 5203-5211; Ferguson TA, and D. Muir [2000] Mol Cell Neurosci 16: 157-167; Agius E. et
al. [1998] J Neurosci 18: 328-338). Después de la lesion del nervio, el segmento cortado (distal a la lesion) sufre un
extenso proceso degenerativo que inicia un extenso remodelado. En la degeneracion del nervio inducida por la
lesion, los axones cortados mueren, sus fragmentos de la vaina de mielina y los residuos resultantes se separan por
fagocitosis. A pesar de esta degeneracion, se conservan las estructuras de la vaina y de la lamina basal. Las células
de Schwann proliferan y preparan el nervio para el nuevo crecimiento de los axones. Este proceso entero,
incluyendo el aspecto del remodelado, generalmente se denomina degeneracién del nervio. Queda claro ahora que
la lesion del nervio produce modificaciones positivas para el segmento distal del nervio y los experimentos
demuestran que el nervio degenerado tiene mayor potencial promotor del crecimiento de los axones que el nervio
normal (Bedi KS et al. [1992] Eur J Neurosci 4: 193-200; Danielsen NJ et al. [1994] Brain Res 666: 250-254; Agius E
et al. [1998] J Neurosci 18: 328-338). Por lo tanto, el proceso degenerativo parece que implica mecanismos que
convierten el nervio normal de un estado deprimido a un estado que promueve el crecimiento axonal (Salonen VJ et
al. [1987] J Neurocytol 16: 713-720; Danielsen N et al. [1995] Brain Res 681: 105-108).

La pérdida de la funcion asociada con la lesién del nervio resulta de la ruptura de los axones. Los axones son muy
delgados y fragiles y la lesién mas ligera (incluyendo la compresién) puede causar una respuesta grave (axotomia).
En la axotomia el axdn distal a la lesién se muere y degenera. La lesiébn menos problematica para un nervio es una
lesién por aplastamiento (axonotmesis), en la que hay axotomia pero la continuidad de las vainas del nervio
permanece intacta. En el caso de axonotmesis, los axones se regeneran tipicamente sin intervencion quirdrgica
porque las laminas basales permanecen continuas. Para que los nervios periféricos cortados se regeneren
satisfactoriamente, se deben localizar en primer lugar los brotes axonales que emanan del tronco proximal del nervio
y acceder después a las laminas basales de las células de Schwann en el segmento distal del nervio. Se cree que
este requisito decisivo contribuye a la regeneracion relativamente pobre alcanzada después del seccionamiento
transversal del nervio en comparacion con la lesiéon por aplastamiento. En el seccionamiento transversal del nervio
(neurotmesis) se corta el nervio parcial o completamente. Las lesiones por seccionamiento transversal son aquellas
en que tanto los axones como las vainas del nervio se cortan, rompiendo la continuidad del nervio y los mecanismos
guia requeridos para la regeneraciéon de los axones. La coaptacion quirdrgica (neurorrafia) para re-establecer la
continuidad de los elementos nerviosos del nervio es esencial para el nuevo crecimiento de los axones. En adicion,
el recrecimiento axonal y la reparacion después del seccionamiento transversal del nervio se complican ademas por
el desalineamiento de los elementos proximales y distales. Incluso en los casos de seccionamiento transversal
limpio mediante un instrumento afilado, la estructura del nervio entero se deteriora. La hinchazén y el flujo
axoplasmico desde los extremos cortados causan un efecto de multiplicacion que interfiere con la coaptacion y
realineamiento seguros del soporte de la lamina basal. A pesar de las mejoras en el alineamiento fascicular
conseguidas por la técnica microquirdrgica, la coaptacion axén-a-axén sigue siendo una meta idealista. Debido al
pequefio tamafio de los axones y a la preponderancia relativa de los tejidos conjuntivos, la mayoria de los brotes
axonales que emergen del tronco proximal después de la coaptacion quirdrgica son los que mas probablemente
encontraran primero un sustrato no permisivo rico en el proteoglicano sulfato de condroitina (CSPG) inhibitorio. Esto
puede explicar la latencia significativa y la regeneracion erratica asociadas con la reparacion del seccionamiento
transversal de los nervios periféricos. Hay signos que indican que los CSPG se unen a la laminina e inhiben la
actividad promotora del crecimiento de la misma y que el CSPG se degrada durante el proceso degenerativo
después de la lesién. Por consiguiente, el proceso por el cual se inactivan los CSPG puede explicar por qué es
esencial la regeneracion para la regeneracién del nervio. Se ha encontrado recientemente que el nervio periférico
contiene abundante CSPG, que inhibe la actividad promotora del crecimiento de la laminina endoneural (Zuo J et al.
[1998a] J Neurobiol 34: 41-54). Los CSPG que inhiben las neuritas son abundantes en los tejidos endoneurales que
rodean las laminas basales de las células de Schwann y aumentan rapidamente después de la lesion del nervio
(Braunewell KH et al. [1995a] Eur Neurosci 7: 805-814; Braunewell KH et al. [1995b] Eur J Neurosci 7: 792-804). En
consecuencia, cualquier desalineamiento de la microestructura del nervio (después de lesién y reparacion) obliga a
los brotes axonales regenerativos a superar los tejidos no permisivos que pueden limitar severamente su acceso a
las laminas basales en el nervio distal. Una investigacion reciente apoya la conclusion de que ciertas enzimas de
degradacion de CSPG representan un mecanismo por el cual las propiedades promotoras del crecimiento de la
laminina se pueden restablecer dentro del nervio degenerado (Zuo J et al. [1998b] J Neurosci 18: 5203-5211;
Ferguson TA et al. [2000] Mol Cell Neurosci 16: 157-167). En adicion, este proceso se puede llevar a cabo por la
aplicacion de enzimas que degradan el CSPG en el sitio de la lesion del nervio y en los injertos de nervio para
mejorar la regeneracion (Zuo J et al. [2002] Exp Neurol 176: 221-228; Krekoski CA et al. [2001] J Neurosci 21: 6206-
6213). Una enzima de este tipo que degrada el CSPG que es particularmente eficaz es la condroitinasa ABC, una
enzima bacteriana que degrada las cadenas laterales de disacéarido de CSPG (Zuo J et al. [1998a] J Neurobiol 34:
41-54). Otras enzimas incluyen miembros especificos de la familia de las metaloproteinasas de la matriz, MMP-2 y
MMP-9, que degradan la proteina nucleo del CSPG (Ferguson TA et al. [2000] Mol Cell Neurosci 16: 157-167).

Aunque la condroitinasa ABC (una glicosaminoglicano-liasa) degrada el sulfato de condroitina, el sulfato de
dermatan y el hialuronano, su capacidad para aumentar la propiedad promotora de crecimiento del tejido nervioso ha
sido atribuida a la degradacion del CSPG (Zuo J et al. [1998] Exp Neurol 154: 654-662; Ferguson TA et al. [2000]
Mol Cell Neurosci 16: 157-167). En adicion, se ha demostrado que el tratamiento con la condroitinasa ABC no rompe
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la organizacion de la vaina del nervio ni desplaza la laminina de la lamina basal de las células de Schwann (Krekoski
CA et al. [2001] J Neurosci 21: 6206-6213).

En los modelos de reparacién del seccionamiento transversal de un nervio, la degradacion del CSPG inhibitorio
elimind un obstaculo importante para regenerar los brotes axonales y produjo un crecimiento mas robusto y uniforme
en el nervio distal (Krekoski CA et al. [2001] J Neurosci 21: 6206-6213).

Se ha demostrado que el nervio degenerado tiene una mayor capacidad de sostener el crecimiento axonal (Giannini
C et al. [1990] J Neuropathol Exp Neurol 49: 550-563; Hasan N et al. [1996] J Anat 189: 293-302). Los efectos de la
degeneracion son debidos probablemente a modificaciones de la lAmina basal del nervio ya que la regeneracion
axonal se mejora también en los injertos acelulares preparados a partir de un nervio predegenerado (Danielsen N et
al. [1995] Brain Res 681: 105-108). A lo largo del proceso degenerativo, la lamina basal de las células de Schwann
permanece estructuralmente intacta.

Los modelos animales han demostrado que los injertos hechos de nervios que estan predegenerados in vivo son
mucho mejores para apoyar la regeneracion del nervio que los injertos recientemente cortados (Danielsen N et al.
[1995] Brain Res 681: 105-108). Sin embargo, el procedimiento para crear nervios pre-degenerados en los seres
humanos es impracticable (esto es, lesion del nervio seguida por un periodo de supervivencia in vivo para permitir la
degeneracion del tejido).

La degeneracion de los nervios periféricos in vivo da como resultado un aumento del recambio de varias moléculas
de la matriz extracelular que depende de la liberacién y activacion de las enzimas proteoliticas por las neuronas, las
células de Schwann y los macréfagos invasores. La modulacién de las actividades de la metaloproteinasa de la
matriz (MMP) después de la lesion implica a la MMP-2 y la MMP-9 en el remodelado de la matriz extracelular
durante la degeneracion y regeneracion del nervio (La Fleur et al. [1996] J Exp Med 184: 23112326; Kherif et al.
[1998] Neuropathol Appl Neurobiol 24: 309-319; Ferguson et al. [2000] Mol Cell Neurosci 16: 157-167). La MMP-9 se
expresa en los nervios periféricos inmediatamente después de la lesion y principalmente en el sitio de la lesion. La
expresion de la MMP-9 se correlaciona con la rotura de la barrera sangre-nervio, la acumulacion de granulocitos y la
invasion de macrofagos (Shubayev et al. [2000] Brain Res 855: 83-89; Siebert et al. [2001] J Neuropathol Exp Neurol
60: 85-93). Muchos indicios dan a entender que las células hematogénicas contribuyen significativamente a la
elevacion de la actividad de MMP-9 (Taskinen et al. [1997] Acta Neuropathol (Berl) 93: 252-259). Por otro lado, la
MMP-2 se expresa constitutivamente por las células de Schwann en los nervios periféricos normales (Yamada et al.
[1995] Acta Neuropathol (Berl) 89: 199-203). Varios dias después de la lesion, la expresion de la MMP-2 aumenta y
la enzima latente se convierte sustancialmente en su forma activa (Ferguson et al. [2000] Mol Cell Neurosci 16: 157-
167).

La degeneracion in vitro produce un aumento sustancial en la actividad promotora de neuritas de los explantes de
nervios. Este aumento se bloquea por la adicion de un inhibidor de la MMP, ya que es el aumento casual de la
actividad gelatinolitica neta (demostrada por la zimografia in situ). El aumento de la actividad promotora de neuritas
tiene lugar rapidamente en los explantes de nervios cultivados y en paralelo con la regulacion por incremento y la
activacion de MMP-2. Por contraste, el efecto inicial de la degeneracion in vivo solamente deprime la actividad
promotora de neuritas del nervio normal que ya era baja, durante cuyo tiempo no hay ningin cambio en la expresion
ni en la activacion de la MMP-2 in vivo. Sin embargo, la actividad promotora de neuritas de los nervios seccionados
transversalmente, aumenta con el tiempo in vivo y esto coincide con un estallido de la expresion y activacion de la
MMP-2 (Ferguson and Muir, 2000, Mol Cell Neurosci 16: 157-167; Shubayev and Myers, 2000, Brain Res 855: 83-
89).

Los ensayos in vitro indican que los segmentos de nervios predegenerados in vivo tienen mayor actividad promotora
de neuritas que los segmentos normales de nervios (Bedi et al. [1992] Eur J Neurosci 4: 193-200; Agius et al. [1998]
J Neurosci 18: 328338; Ferguson et al. [2000] Mol Cell Neurosci 16: 157-167). Sin embargo, los estudios in vivo que
analizan los injertos de nervios predegenerados han producido resultados conflictivos, especialmente cuando se
usan injertos de nervios celulares (vivos) (Gordon et al. [1979] J Hand Surg [Am] 4: 42-47; Danielsen et al. [1994]
Brain Res 666: 250254; Hasan et al. [1996] J Anat 189(Pt 2): 293-302). Sin embargo, parece que la predegeneracion
es particularmente ventajosa para el aumento de regeneracion en los injertos acelulares (Ochi et al. [1994] Exp
Neurol 128: 216-225; Danielsen et al. [1995] Brain Res 681: 105-108). Esto indica que, en la degeneracioén, actian
mecanismos celulares y moleculares para aumentar las propiedades de promocion del crecimiento de la lamina
basal que mantiene entonces la capacidad de estimular la regeneracion del nervio una vez que los elementos
celulares han sido destruidos. La predegeneracion in vitro produce un aumento sustancial de la capacidad de
promocion del crecimiento de los injertos de nervios acelulares, lo que se ha demostrado facilmente en los modelos
de criocultivo y de implantacion de injertos de la presente invencion. La implantacion de injertos de nervios
acelulares se asocia con una latencia sustancial en el inicio de la regeneracion axonal (Danielsen et al. [1995] Brain
Res 681: 105-108).

Muchas de las investigaciones sobre la conservacion de cultivos de explantes de nervios y de injertos de nervios se
han enfocado sobre la conservacion en frio de segmentos de nervios. A diferencia de los esfuerzos para promover la
degeneracion finita de los injertos de nervios en cultivo, los métodos de conservacion en frio quieren mantener el
nervio en condiciones minimas e isquémicas que reducen las actividades celulares y proteoliticas. Levi et al. (Levi A
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et al. [1994] Glia 10: 121-131) encontr6 que la viabilidad de la célula decrece significativamente después de 1
semana y solamente algunas células de Schwann viables permanecieron en los explantes de nervio después de 3
semanas de conservacion en frio. Posteriormente, Lassner et al. (Lassner et al. [1995] J Reconstr Microsurg 11:
447-453) publicaron que el medio de cultivo (DMEM, en lugar de la Solucion de almacenaje en frio) tiene un efecto
positivo sobre el mantenimiento de la viabilidad de las células de Schwann y sobre el potencial regenerativo de los
injertos de nervios conservados en condiciones isquémicas frias. Aunque no es beneficioso para optimizar el
potencial de promocion del crecimiento de los injertos de nervios, la conservacion continuada en frio no reduce
adicionalmente la viabilidad de las células, la inmunogenicidad, ni los problemas de inmunorrechazo de los injertos
alogénicos de nervios (Evans et al. [1998] Muscle Nerve 21: 1507-1522). Por esta razon, la conservacion prolongada
en frio y los aloinjertos de nervios desvitalizados por congelacion producen una regeneracion mejor que los
aloinjertos frescos (Evans et al. [1999] Microsurgery 19: 115-127).

Por consiguiente, sigue existiendo en la técnica la necesidad de una terapia complementaria de bajo riesgo para
mejorar el resultado de la reparacion convencional de nervios.

Breve sumario de lainvencion
La presente invencion se refiere a composiciones y métodos para promover la reparacion de tejido nervioso.

La presente invencion se refiere a métodos de preparacion de injertos de nervios por tratamiento con enzimas que
degradan el CSPG. Preferiblemente, el injerto de nervio (ya sea alogénico o xenogénico) es fresco y no degenerado
y se trata con las enzimas que degradan el CSPG antes o después de congelar el injerto de nervio. Si se trata
mientras las células del injerto estan vivas, el injerto se puede desvitalizar por congelacién para hacer que sea
acelular. El tejido nervioso se vuelve acelular después del tratamiento. En una realizacion preferida, el tejido
nervioso se vuelve acelular por desvitalizacion por congelacion.

La presente invencion se refiere también a métodos de cultivo de tejido nervioso fresco (o conservado durante poco
tiempo para transporte) para posterior implantacion como un injerto de nervio en un ser humano o animal.
Preferiblemente, el tejido nervioso se recoge fresco de un donante humano o animal y se cultiva en condiciones
fisiologicas que permiten que el tejido degenere y se remodele ex vivo, promoviendo la proliferacion de las células
de Schwann dentro del tejido y la activacion de la lamina basal por procesos enddgenos. El tejido/injerto nervioso se
vuelve acelular después del cultivo. En una realizacion preferida, el tejido/injerto nervioso se vuelve acelular
mediante desvitalizacién por congelacion.

La presente invencién hace referencia ademas a métodos para proporcionar injertos de nervios para implantacion en
seres humanos o animales. Preferiblemente, las caracteristicas del corte transversal del injerto del donante son
similares a las caracteristicas del corte transversal del tejido nervioso en el sitio de implantacion.

Breve descripcion de los dibujos

Las figuras 1A-1D presentan la inmunofluorescencia del neoepitopo de CSPG de injertos de nervios acelulares
tratados con condroitinasa. Los segmentos acelulares (desvitalizados por congelacion) del nervio ciatico de rata se
trataron en bloque con condroitinasa ABC durante 16 h in vitro. La Figura 1A muestra el marcado del neoepitopo
(condroitinasa-dependiente) con Ab1918, que demuestra que el tratamiento en bloque con condroitinasa impregné
efectivamente todos los compartimentos del nervio y degradé las cadenas laterales de CSPG. En la Figura 1B, la
intensidad del inmunomarcado con Ab1918 no aumento por el tratamiento adicional de las secciones del nervio que
se muestran en la Figura 1A con condroitinasa, lo que indica que el tratamiento inicial en blogue habia sido riguroso.
En la Figura 1C, la integridad estructural de las laminas basales de las células de Schwann en segmentos acelulares
de nervios tratados con condroitinasa se demostro por la inmunofluorescencia de la laminina. La Figura 1D presenta
el inmunomarcado con Ab1918 del injerto de nervio interposicional acelular tratado con condroitinasa después de 8
dias in vivo.

La Figura 2 muestra la inactivacion del CSPG inhibitorio mediante bioensayos de criocultivo de segmentos
acelulares de nervios tratados con condroitinasa. Los segmentos acelulares de nervios se trataron en bloque con
condroitinasa ("Ch'ase") o con vehiculo solo. Se seccionaron los nervios y después se trataron adicionalmente, se
post-trataron con condroitinasa o con vehiculo solo. Se dejaron crecer neuronas DRG (neuronas del ganglio de la
raiz dorsal) embrionarias de pollito disociadas sobre las secciones nerviosas durante 24 h y se puntuaron las
longitudes de las neuritas como se describe en Materiales y Métodos. Se hicieron las determinaciones puntuando al
menos 250 neuronas en cada condicion. Los resultados se expresan como las medias (-SEM) y se determind la
significancia estadistica comparando las condiciones del vehiculo y la condroitinasa en bloque utilizando la prueba t
de Student. *P <0,001.

La Figura 3 muestra una evaluacion de la continuidad y la inmunotincién de GAP-43 (proteina 43 asociada al
crecimiento) de los injertos de nervios acelulares interposicionales. La continuidad de cada injerto de nervio se
confirmd examinando las coaptaciones proximal y distal del injerto de nervio en seccién longitudinal. En la
coaptacion proximal, el marcado de GAP-43 reveld numerosos axones de regeneracién que entran en la vista
proximal del injerto. La GAP-43 no marcé ninguno de los elementos restantes dentro del injerto acelular.
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La Figura 4 muestra la regeneracién axonal en los injertos de nervios acelulares interposicionales después de 8
dias. Series representativas de las secciones de dos animales, que reciben cada uno injertos tratados con vehiculo e
injertos tratados con condroitinasa. Las secciones en serie tomadas del injerto proximal (1,2 mm, parte superior) y
los siguientes intervalos de 0,56 mm se inmunomarcaron con GAP-43. En cada animal que recibe los injertos
bilaterales (n=9), el crecimiento de los axones fue mayor en el injerto acelular tratado con condroitinasa que en el
control tratado con el vehiculo. Las imagenes se tomaron en el epineurio para aproximar los campos puntuados por
andlisis de imagen digital en la Figura 5.

La Figura 5 muestra un mayor acceso de los axones de regeneracion en los injertos de nervios acelulares tratados
con condroitinasa. Las secciones en serie de injertos de nervios interposicionales de 8 dias (como se muestra en la
Figura 4) se puntuaron para los perfiles axonales marcados para GAP-43 mediante analisis de imagen digital. Los
datos representan las medias (-SEM) de 9 injertos tratados con vehiculo y 9 injertos tratados con condroitinasa
evaluados a las distancias especificadas en el injerto (proximal a distal).

La Figura 6 muestra la regeneracion axonal en el segmento inicial de los injertos de nervios acelulares
interposicionales después de 4 dias. Se examinaron la interfase nervio-injerto y la region inmediatamente proximal
de injertos acelulares de 4 dias. Los perfiles de los axones marcados para GAP-43 se compararon cada 0,3 mm
dentro de los injertos. Los datos representan las medias (-SEM) de 3 injertos tratados con vehiculo y 3 injertos
tratados con condroitinasa.

La Figura 7 muestra la asociacion de la regeneracion de los axones y la migracion de las células de Schwann dentro
de los injertos. Las secciones en serie de injertos de 8 dias se inmunomarcaron para GAP-43 (axones) y S-100
(células de Schwann). En las regiones proximales de los injertos tratados con condroitinasa, se encontraron muy a
menudo las células de Schwann en estrecha asociacion con los axones de regeneracion. Se observaron racimos
ocasionales de axones sin células de Schwann co-migrantes (flecha). En puntos mas distales de los injertos, se
encontraron a menudo axones sin ir acompafiados de células de Schwann. Algunas células de Schwann aisladas se
inmunomarcaron intensamente con S-100 en las regiones mas distales de los injertos, que contenian en su mayor
parte una tincién apenas perceptible de S-100 asociada con las células de Schwann inactivadas por congelacion
remanentes.

Las figuras 8A y 8B muestran el crecimiento de los axones y las células de Schwann en la coaptacion del injerto
distal. Las secciones longitudinales en serie de injertos tratados con condroitinasa de 8 dias y troncos del nervio
distal se inmunomarcaron para GAP-43 (axones), como se muestra en la Figura 8A, y para S-100 (células de
Schwann), como se muestra en la Figura 8B. En la Figura 8A, los axones (flechas pequefias) se acercan, atraviesan
la coaptacion distal, y crecen de forma difusa dentro del tronco distal del hospedante. En la Figura 8B, las células de
Schwann marcadas con S-100 son abundantes en los troncos distales del hospedante, aunque pocas, si alguna,
invaden la vista distal de los injertos (que contienen una débil inmunotincién de S-100 asociada con las células de
Schwann inactivadas por congelacién remanentes).

Las figuras 9A y 9B muestran nervios humanos tefiidos para el neoepitopo de CSPG y laminina, respectivamente.
Estos resultados demuestran que, aunque la estructura macroscépica del nervio humano es mas compleja que la del
nervio de rata, la lamina basal que soporta la regeneracion de los axones es principalmente similar y los
componentes moleculares que regulan el crecimiento (CSPG y laminina) son abundantes. La Figura 9A demuestra
también que, en virtud del marcado del neoepitopo, las cadenas laterales del CSPG se degradaron de modo efectivo
en los segmentos del nervio humano tratados con condroitinasa.

La Figura 10 muestra la inactivacién del CSPG inhibitorio por ensayos de criocultivo utilizando segmentos de nervio
humano. Se trataron los nervios humanos con condroitinasa y después se ensayaron en cuanto a la actividad
promotora de neuritas. Las neuronas DRG de pollito disociadas se cultivaron sobre las secciones durante 24 hy se
puntuaron las longitudes de las neuritas. Los resultados se expresan como las medias (-SEM). Se encontré la
significancia estadistica (P <0,001) comparando las condiciones tratadas con vehiculo y las condiciones tratadas con
condroitinasa utilizando la prueba t de Student.

La Figura 11 muestra el mayor crecimiento de los axones en los injertos de nervios acelulares tratados con
condroitinasa en un modelo de xenoinjerto humano-a-rata. Los fasciculos de nervios humanos (de didametro similar
al nervio ciatico de rata) se injertaron en un hueco hecho en el nervio ciatico de rata. Las secciones en serie de los
xenoinjertos de nervios interposicionales de 8 dias se puntuaron para los perfiles axonales marcados para GAP-43
por analisis de imagen digital. Los datos representan las medias (-SEM) de 2 injertos tratados con vehiculo y 2
injertos tratados con condroitinasa evaluados en las distancias especificadas dentro del injerto (proximal a distal).

Las figuras 12A-12D muestran la degradacion de CSPG en el nervio ciatico lesionado por una Unica inyeccion de
condroitinasa ABC. Se examinaron dos modelos de lesién, seccionamiento transversal bilateral del nervio y
reparacion (figuras 12A, 12B, y 12D) y aplastamiento bilateral del nervio (Figura 12C). En el momento de la lesion se
inyectd el nervio ciatico derecho con condroitinasa ABC (1 unidad en 2 pl) en un sitio a 2 mm distal del sitio de lesion
del nervio. Cuatro dias después del seccionamiento transversal del nervio y de la reparacion, la inmunotincién del
neoepitopo de CSPG fue intensa por todo el endoneurio y las vainas del nervio en el sitio de coaptacion (Figura 12A)
(obsérvese suturas en el epineurio) y por toda el area de seccidn transversal del nervio en varios mm tanto distales
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(Figura 12B) como proximales (no se muestra) a la coaptaciéon. Como se muestra en la Figura 12C, se obtuvieron
resultados similares en los nervios lesionados por aplastamiento que se examinaron 2 dias después de la inyeccion
de condroitinasa. Se examiné la extension de la degradaciéon de CSPG por la inyeccion in vivo de condroitinasa
mediante inmunomarcado del neoepitopo de CSPG de los nervios tratados una segunda vez con condroitinasa
después de que el tejido fuera seccionado, como se muestra en la Figura 12D. La intensidad de la tincién observada
en las secciones en serie no fue especialmente diferente después de la segunda aplicacion (comparense la Figura
12B y la Figura 12D), indicando que la Unica inyeccion in vivo de condroitinasa degradé efectivamente el CSPG en la
matriz extracelular de alrededor.

Las figuras 13A y 13B muestran el tratamiento con condroitinasa ABC que no alterd la regeneracion axonal después
de la lesion del nervio por aplastamiento. Las ratas adultas recibieron el aplastamiento bilateral del nervio ciatico y
un nervio fue inyectado con condroitinasa ABC vy el nervio contralateral recibié el vehiculo solo. Se separaron los
nervios dos dias después de la lesion y los axones que se regeneran se marcaron por inmunocitoquimica de GAP-
43. Los perfiles de axones regenerados inmediatamente distales al nervio aplastado en dos animales
representativos (que reciben cada uno inyecciones de vehiculo y de condroitinasa) se muestran en la Figura 13A.
Como se muestran en la Figura 13B, los axones inmunomarcados para GAP-43 se puntuaron en secciones en serie
de los nervios distales. No hubo diferencia significativa en la regeneracién de axones en los nervios tratados con
condroitinasa (Ch'asa) comparados con los nervios control tratados con vehiculo. Los datos representan las medias
(+SEM) de 6 nervios tratados con condroitinasa y 6 nervios tratados con vehiculo evaluados a intervalos de 0,56 mm
dentro de los nervios distales.

Las figuras 14A y 14B muestran el tratamiento con condroitinasa ABC que mejoré marcadamente la regeneracion de
los axones después del seccionamiento transversal del nervio y la reparacion neurorréfica. Las ratas adultas
sufrieron el seccionamiento transversal bilateral del nervio y la reparacion extremo-a-extremo. Se inyectd un nervio
con condroitinasa ABC y el nervio contralateral recibidé el vehiculo solo. Se separaron los nervios cuatro dias
después de la lesion y los axones en regeneracion se marcaron por inmunocitoquimica para GAP-43. Los perfiles de
los axones regenerados inmediatamente distales de la coaptacién del nervio en dos animales representativos (que
reciben cada uno inyecciones de vehiculo y de condroitinasa) se muestran en la Figura 14A. Los axones
inmunomarcados para GAP43 se puntuaron en secciones en serie de los nervios distales como se muestra en la
Figura 14B. La regeneracion de los axones fue significativamente mayor en los nervios tratados con condroitinasa
(Ch'asa) en comparacion con los controles tratados con vehiculo. Los datos representan las medias (+ SEM) de 7
nervios tratados con condroitinasa y 7 nervios tratados con vehiculo evaluados a intervalos de 0,56 mm dentro de
los nervios distales.

Las figuras 15A y 15B muestran el ensayo de criocultivo de cultivos de explantes de nervios. Como se muestra en la
Figura 15A, se cultivaron explantes de nervio ciatico de rata recientemente extirpados durante 1, 2, 4, y 7 dias en
DMEM/N2 que contenia 0, 2, o 10 % de suero fetal bovino. Como se muestra en la Figura 15B, se cultivaron los
explantes de nervio durante 2 dias en DMEM/N2 que contenia 2 % de suero (cultivo estandar) con y sin adicion de
GM6001 (inhibidor de MMP). Se crioseccionaron entonces los nervios y se sembraron las neuronas DRG
embrionarias sobre las secciones de tejido en DMEM/N2 que contenia NGF. Después de 24 horas, se inmunotifieron
las neuronas DRG para GAP-43 y se midio el crecimiento neuritico por fotomicroscopia digital y analisis de imagen.
La condicion de control fue el nervio normal (0 dias en cultivo). Los datos representan la media de las longitudes de
las neuritas (+ SEM) de >250 neuronas puntuadas en cada condicion a partir de al menos 4 cultivos separados de
explantes de nervios ensayados en 2 0 mas experimentos separados.

La Figura 16 muestra el andlisis zimogréafico de cultivos de explantes de nervios. Los explantes de nervios se
cultivaron durante 0 (Control, C), 1, 2, 4, y 7 dias en DMEM/N2 que contenia 2 % de suero. Se extrajeron entonces
los nervios y se analizaron por electroforesis con capa de gelatina. La zimografia revela tanto la gelatinasa proforma
como la gelatinasa activada que aparecen como bandas claras dentro del gel tefiido. El nervio control contenia
predominantemente pro-MMP-2 y cantidades trazas de MMP-2 activada. Hubo un aumento progresivo del contenido
de MMP-2 y una rapida conversion en la forma activada dentro de los explantes del nervio cultivados durante 2 dias
0 mas. La MMP-9 fue despreciable en el control y en los primeros explantes mientras que se detectd una cantidad
trazas a los 4 y 7 dias. Las masas moleculares indican las posiciones de pro-MMP-9 (92 kD), MMP-9 activada (84
kD), pro-MMP-2 (72 kD) y MMP-2 activada (66 kD) recombinantes humanas.

Las figuras 17A-17F muestran la localizacion de actividad gelatinolitica neta en los segmentos de nervio por
zimografia in situ. Las secciones tisulares del nervio control (Figura 17A y Figura 17B) y los explantes de nervio
cultivados (2 dias, 2 % de suero) (Figura 17C y Figura 17D) fueron recubiertos con gelatina marcada con
fluoresceina, apagada, que se convierte en péptidos fluorescentes por actividad gelatinolitica dentro de los tejidos.
Se detect6 actividad gelatinolitica constitutiva en el nervio normal (Figura 17A) que, a mayor aumento (Figura 17B),
se asocio con las células de Schwann. Como se muestra en las figuras 17C y 17D, la actividad gelatinolitica fue mas
intensa y difusa por todo el endoneurio en los nervios cultivados. Como se muestra en las figuras 17E y 17F, la
actividad gelatinolitica en los nervios cultivados en presencia de GM6001 estaba marcadamente reducida.

Las figuras 18A-18D muestran la inmunoexpresion de MMP-2 y MMP-9 en explantes de nervios cultivados. Como se
muestra en la Figura 18A, el inmunomarcado de MMP-2 de los nervios de cultivo (2 dias, 2 % de suero) fue intenso
dentro de las células de Schwann y de las laminas basales de alrededor (recuadro). En la Figura 18B, el
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inmunomarcado con S-100 mostrd el reposicionamiento de una poblacién expandida de células de Schwann dentro
del nervio. Como se muestra en la Figura 18C, el inmunomarcado de MMP-9 estuvo virtualmente ausente dentro de
los fasciculos del nervio, excepto para un perfil celular raro. Algunas células del epineurio circundante se marcaron
para MMP-9. En la Figura 18D el marcado con OX42 mostr6 macrofagos esparcidos por el epineurio y raramente
dentro de los fasciculos del nervio de los nervios cultivados.

Las figuras 19A-19D muestran la degeneracion de Wallerian en explantes de nervios cultivados. Los cambios
degenerativos observados en los segmentos de nervios cultivados durante 2 dias fueron reminiscencias de las fases
iniciales de la degeneracién de Wallerian vista in vivo. En la Figura 19A, el inmunomarcado del neurofilamento
mostré la formacion compacta y contigua de axones en el nervio normal comparado con los axones anulares y
fragmentados encontrados en los explantes de nervios cultivados (2 dias, 2 % de suero) como se muestra en la
Figura 19B (recuadros de las figuras 19A y 19B, secciones longitudinales). Como se muestra en la Figura 19C, el
inmunomarcado para la laminina indicé que las laminas basales estaban estructuralmente intactas y que la
expresion de laminina estaba regulada por incremento en las células de Schwann (recuadro). Como se muestra en
la Figura 19D, la degeneracion de los axones y la extrusién de mielina por las células de Schwann fue
especialmente evidente en las secciones semi-delgadas tefiidas con azul de toluidina. Los procesos degenerativos
gue producen mayor degeneracion de mielina (colapso y condensacion) y la separacion fagocitica no fueron
observados en los segmentos de nervios cultivados de 2 dias como se muestra en el recuadro de la Figura 19D.

Las figuras 20A y 20B muestran la regeneracion axonal dentro de los injertos de nervios acelulares predegenerados
in vitro. Los injertos de nervios normales y cultivados (2 dias, 2 % de suero) fueron desvitalizados por congelacion,
fueron recortados a 10 mm de longitud y usados como injertos interposicionales para la reparacion de nervios
ciaticos seccionados transversalmente. Las ratas hospedantes recibieron injertos bilaterales, uno normal (sin
cultivar) y uno predegenerado (cultivado). Se evalud la regeneracion axonal después de 8 dias puntuando los
perfiles inmunopositivos para GAP-43 en secciones transversales. En la Figura 20A, se muestran las secciones
representativas de control e injertos predegenerados de dos animales. Las secciones muestran la regeneracion
axonal a 1,5 mm dentro de los injertos. Se invirtieron los valores pixel de las imagenes inmunofluorescentes. Como
se muestra en la Figura 20B, se realiz6 un analisis cuantitativo a distancias medidas dentro de los injertos. Los datos
representan las medias (+ SEM) de 6 nervios en cada condicién.

Descripcion detallada de lainvencién

La presente invencion proporciona métodos para promover la reparacion de tejido nervioso. Los métodos de la
presente invencion se pueden emplear para restaurar la continuidad del nervio interrumpida por enfermedad,
sucesos traumaticos o procedimientos quirlrgicos. Los métodos de la presente invencion promueven la reparacion
del tejido aumentando el nimero de axones que penetran satisfactoriamente en el tejido nervioso dafiado o en los
injertos de nervios implantados, dando como resultado una mayor recuperacion funcional.

Los métodos de la presente invencidn comprenden enzimas que degradan el proteoglicano sulfato de condroitina
(CSPG). En una realizacion, un método de la presente invencion comprende una enzima que degrada el CSPG
seleccionada del grupo que consiste en condroitinasa, hialuronidasa, y metaloproteinasa de la matriz (MMP), o
combinaciones de las mismas. En otra realizacion, un método de la presente invencion comprende una enzima que
degrada el CSPG seleccionada del grupo que consiste en condroitinasa ABC, condroitinasa A, condroitinasa C,
condroitinasa AC, hialuronidasa, MMP-2, y MMP-9, o combinaciones de las mismas.

Las enzimas que degradan el CSPG pueden ser de origen humano, animal, o bacteriano, naturales o
recombinantes. Como se usa aqui, la expresién "enzimas que degradan el CSPG" puede incluir también fragmentos
y variantes bioldgicamente activos de tales enzimas, por ejemplo, que retienen una cantidad sustancial de su
actividad de degradacion de CSPG. Las composiciones usadas en la presente invencion pueden incluir un vehiculo
farmacéutico apropiado. La presente invencion se refiere también a un tejido nervioso tratado con una 0 mas
enzimas que degradan el CSPG.

En adicion a una o mas enzimas que degradan el CSPG, las composiciones usadas en la presente invencion
pueden comprender ademas moléculas biolégicamente o farmacolégicamente activas, tales como los factores de
crecimiento. Tales factores de crecimiento incluyen, pero sin limitarse a ellos, factor de crecimiento nervioso (NGF),
factores de crecimiento de fibroblastos (FGF-1 y 2), factor de crecimiento epidérmico (EGF), factor neurotréfico ciliar
(CNTF), factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), neurotrofina-3, neurotrofina-4, y neurotrofina-5 (NT-3, NT-
4, y NT-5), factor de crecimiento-l y factor de crecimiento-ll tipo insulina (IGF-I, Il), factor de crecimiento
transformante (TGF), factor de crecimiento-2 glial (GGF-2), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF), y factor infiltrante de linfocitos/ factor de
diferenciacion colinérgica (LIF/CDF). Tales moléculas se pueden obtener naturalmente o por técnicas de DNA
recombinante. Se pueden usar también fragmentos o variantes de tales moléculas que retienen sus actividades
bioldgicas o farmacologicas.

La presente invencion se refiere también a métodos para promover la reparacion de tejido nervioso dafiado en un
ser humano o animal. Los métodos de la presente invencién comprenden administrar una 0 mas enzimas que
degradan el CSPG a un injerto de nervios. Los métodos de la presente invencién mejoran la capacidad de regenerar
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axones que atraviesan la interfase nervio-nervio y nervio-injerto y potencian el crecimiento axonal dentro de su
soporte de la lamina basal. La degradacion de CSPG inhibitorio crea un sustrato nervioso mas permisivo y permite
que los brotes de los axones accedan en mayor medida a la lamina basal de las células de Schwann del nervio,
aumentando de este modo el nimero de axones que penetran satisfactoriamente en el tejido nervioso dafiado o en
los injertos de nervios implantados.

Aplicacion de las enzimas que degradan el CSPG a injertos de nervios. Las enzimas que degradan el CSPG se
aplican a un injerto de nervio. Cuando las enzimas que degradan el CSPG se aplican a un injerto de nervio, el injerto
completo puede ser tratado. Las enzimas que degradan el CSPG se pueden aplicar al injerto de nervio completo, en
bloque. Esta aplicacion es un pretratamiento o incubacion anterior a la implantacién y puede implicar o no
procedimientos para eliminar la enzima aplicada. El tratamiento en bloque se puede aplicar a injertos de nervios
vivos (frescos) o previamente congelados. El tratamiento en bloque no excluye, sino que se puede usar
conjuntamente con una aplicacion adicional de enzimas que degradan el CSPG en el sitio de coaptacion con el
nervio hospedante.

Segun los métodos de la presente invencion, la enzima que degrada el CSPG se puede aplicar al injerto de nervio.
La enzima que degrada el CSPG se puede aplicar a un injerto de nervio antes de la implantacion. La enzima que
degrada el CSPG se puede aplicar a cualquier porcion del injerto, tal como el extremo o extremos a ser unidos al
tronco del nervio dafado. Las enzimas que degradan el CSPG se pueden poner en un medio de cultivo para
aplicacion al injerto de nervio. El medio de cultivo puede ser un medio indefinido, un medio definido, 0 un medio
definido suplementado con suero por ejemplo. La presente invencion incluye también soluciones de conservacion
para la conservacion de injertos de nervios antes de la implantacién. La solucién de conservacion contiene un medio
de cultivo, como se ha indicado antes, y al menos una enzima que degrada el CSPG. La solucién de conservacion
puede incluir también un adhesivo de tejidos, tal como goma de fibrina. La solucion de conservacion puede incluir
también otros agentes bioldgicamente activos, tales como los factores de crecimiento listados antes.

Como se usa en esta memoria, el término "injerto” se refiere a cualquier tejido destinado a implantacién dentro de un
ser humano o animal. Dentro de la presente invencion se engloban diferentes tipos de injertos, tales como
autoinjertos, isoinjertos, aloinjertos, y xenoinjertos. El tamafio (por ejemplo, longitud y diametro) del injerto no es
critico para la presente invencion. Por ejemplo, la longitud del injerto de nervio puede ser de aproximadamente 1
centimetro a aproximadamente 10 centimetros, o0 mas de aproximadamente 10 centimetros. El diametro del el injerto
de nervio puede coincidir con el de cualquier nervio o parte de un nervio lesionado, segin necesidades. El injerto de
nervio puede ser un segmento estructuralmente completo de nervio para tender un puente sobre un hueco a lo largo
de la longitud del nervio del receptor o para reemplazar el extremo distal, esto es, para el injerto de extremo-a-
extremo. Alternativamente, el injerto de nervio puede ser un segmento parcial de nervio, o de forma excéntrica (por
ejemplo, un colgajo de nervio), y se destina a reconstruir un nervio desgarrado que tiene alguna ruptura estructural,
pero mantiene su continuidad fisica.

Opcionalmente, la enzima que degrada el CSPG se puede aplicar a un injerto de nervio conjuntamente con un
adhesivo de tejidos, tal como una goma bioldgica. Preferiblemente, la goma bioldgica es un adhesivo que contiene
fibrina, tal como la goma de fibrina, sellante de fibrina, o gel plaquetario. Las gomas biolégicas son bien conocidas
en la técnica quirdrgica (Suri A et al. [2002] Neurol. India 50: 23-26; Alibai E et al. [1999] Irn J Med. Sci. 24(3&4): 92-
97; Sames M et al. [1991] Physiol. Res. 46(4): 303-306; Jackson M et al. [1996] Blood Coag. Fibrinolysis 7: 737-746;
Fasol R et al. [1994] J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 107: 1432-1439). Como se usan aqui, los términos "goma de
fibrina", "sellante de fibrina ", y "tejido adhesivo de fibrina" se usan de modo intercambiable para referirse a un grupo
de formulaciones que contienen fibrin6geno y trombina, que llevan a la formacién de un coagulo de fibrina en el sitio
de aplicacion. El adhesivo de tejido se puede aplicar simultanea o consecutivamente con la enzima que degrada el
CSPG. El adhesivo de tejido se puede aplicar al nervio lesionado y/o al injerto de nervio dentro de la misma
formulacion que la enzima que degrada el CSPG, o en una formulacién separada. Preferiblemente, el adhesivo no
debe contener sustancias tales como la laminina que atraen el crecimiento de los axones desde la estructura del
nervio remanente ni contener sustratos o inhibidores de la enzima o enzimas aplicadas que puedan competir con la
actividad de la enzima o enzimas o inhibir dicha actividad

Las enzimas que degradan el CSPG usadas en la presente invencion se pueden aplicar al injerto de nervio por
diferentes medios y en una variedad de formulaciones. Como se usan aqui, los términos "aplicado", "administrado",
"puesto en contacto", y "tratado" se utilizan de modo intercambiable. Por ejemplo, las enzimas que degradan el
CSPG se pueden aplicar al injerto de nervio topicamente (por ejemplo, a gotas). Ademas, las enzimas que degradan
el CSPG, o las composiciones que contienen dichas enzimas, se aplican preferiblemente como una formulacion
liquida, fluida. La enzima o enzimas que degradan el CSPG se pueden adsorber también sobre una sustancia

porosa, o se pueden formular en una pomada, unguento, gel, crema, o espuma, por ejemplo.

Las enzimas que degradan el CSPG se pueden aplicar al injerto de nervio o tejido nervioso dafiado en diferentes
concentraciones, pero se aplican preferiblemente en una forma concentrada. Las concentraciones ideales variaran
con el tamafio del nervio y con la enzima. Por ejemplo, la condroitinasa se puede aplicar en una concentracién que
varia de aproximadamente 10 unidades/mL a aproximadamente 1000 unidades/mL. Preferiblemente, la
condroitinasa se aplica al injerto de nervio o tejido nervioso dafiado a un intervalo de concentracién de
aproximadamente 100 unidades/mL a aproximadamente 500 unidades/mL. Las MMP se pueden aplicar en una
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concentracion que varia de aproximadamente 0,1 pug/mL a aproximadamente 100 pg/mL. Preferiblemente, la MMP
se aplica en una concentracion que varia de aproximadamente 10 pg/mL a aproximadamente 50 pug/mL.

Como se ha indicado antes, seguin los métodos de la presente invencion, la enzima o enzimas que degradan el
CSPG se pueden administrar a un injerto de nervio conjuntamente con una molécula biolégicamente activa, tal como
un factor de crecimiento. Otros agentes biolégicamente activos que se pueden administrar con la enzima o enzimas
gue degradan el CSPG incluyen células modificadas genéticamente o no modificadas genéticamente. Por lo tanto,
las composiciones usadas en la presente invencion pueden incluir tales células. Las células pueden ser células que
no son células madre (células maduras y/o especializadas, o sus precursores 0 progenitores) o células madre,
excluyendo las células madre embrionarias humanas. Asi, las células administradas pueden variar en plasticidad
desde células madre totipotentes o pluripotentes (por ejemplo, adultas o embrionarias), células precursoras o
progenitoras, hasta células altamente especializadas o maduras, tales como las del sistema nervioso central o
periférico (por ejemplo, las células de Schwann).

Las células madre se pueden obtener de una variedad de fuentes, incluyendo el tejido fetal, tejido adulto, sangre del
cordon umbilical, sangre periférica, médula 6sea, y cerebro, por ejemplo. Las células madre y las células no-madre
(por ejemplo, células especializadas o maduras, y células precursoras o progenitoras) se pueden diferenciar y/o
modificar genéticamente. Los métodos y marcadores cominmente utilizados para identificar las células madre y
para caracterizar tipos diferenciados de células estan descritos en la literatura cientifica (por ejemplo, Stem Cells:
Scientific Progress and Future Research Directions, Appendix E1-E5, informe preparado por los National Institutes of
Health, Junio, 2001). La lista de tejidos adultos descritos como contenedores de células madre es creciente e incluye
la médula ésea, sangre periférica, cerebro, médula espinal, pulpa dental, vasos sanguineos, musculo esquelético,
epitelios de la piel y del sistema digestivo, cornea, retina, higado, y pancreas.

Segun los métodos de la presente invencion, se pueden administrar al injerto de nervio o al tejido nervioso dafiado,
hospedantes modificados genéticamente, tales como células recombinantes. Los hospedantes pueden ser
modificados genéticamente para producir una o mas enzimas que degradan el CSPG. Preferiblemente, la enzima
que degrada el CSPG es segregada por la célula recombinante. Por ejemplo, los sistemas de expresion de enzimas
condroitin-liasas son conocidos en la técnica, algunos de los cuales estan descritos en la patente de Estados Unidos
No. 6.054.569; patente de Estados Unidos No. 6.093.563; solicitud publicada de patente de Estados Unidos serie
No. 2001/0034043; y Tralec, A. L. [2000] Appl. Environ. Microbiol. 66: 29-35. Opcionalmente, el hospedante
recombinante esta genéticamente modificado para producir recombinantemente otros agentes bioldgicamente
activos, en adicion a la enzima que degrada el CSPG.

Las moléculas de acido nucleico que codifican una o mas enzimas que degradan el CSPG se pueden insertar en
vectores y se pueden usar como vectores de terapia génica. Los vectores de terapia génica se pueden administrar a
un paciente, por ejemplo, mediante inyeccion intravenosa, administracion local, o por inyeccion estereotactica. La
preparacion farmacéutica del vector de terapia génica puede incluir el vector de terapia génica en un diluyente
aceptable o puede comprender un excipiente de liberacion lenta en el que el vehiculo de administracion génica esta
embebido o asociado de otra forma. En adicion, la preparacién farmacéutica puede incluir una cantidad
terapéuticamente eficaz de células que producen recombinantemente la enzima que degrada el CSPG.

Los diferentes métodos empleados en la modificacién genética de las células del hospedante son bien conocidos en
la técnica y estan descritos, por ejemplo, en Sambrook et al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, second
edition, volumes 1-3, Cold Spring Harbor Laboratory, New York, y Gloves, D. M. (1985) DNA Cloning, Vol. I: A
Practical Approach, IRL Press, Oxford. Por lo tanto, los expertos en ingenieria genética saben extraer el DNA de su
fuente, realizar digestiones con enzimas de restriccion, electroforesis de fragmentos de DNA, seguir y anillar el DNA
plasmido y el DNA inserto, ligar el DNA, transformar células, por ejemplo, células procariotas y eucariotas, preparar
DNA plasmido, electroforesis de proteinas, y secuenciar el DNA.

Para reducir la inmunogenicidad, los injertos de nervio usados la presente invencién se hacen acelulares por una
variedad de métodos conocidos por los expertos en la técnica. Por ejemplo, el tejido nervioso se puede hacer
acelular por desvitalizacion por congelacion, como se describe en la seccion de Materiales y Métodos, o por
extraccion quimica con detergentes (Sondell M et al. [1998] Brain Res 795: 44-54). Los injertos de nervios se pueden
hacer acelulares antes, durante, o después de la aplicacion de una o mas enzimas que degradan el CSPG.

Cultivo de nervios in vitro. La presente invencion se refiere también a métodos de cultivo de tejido nervioso para
implantacion en un ser humano o animal. Los métodos de cultivo de la presente invencion incluyen "predegenerar” el
tejido nervioso in vitro, lo cual, después de la implantacion del injerto, mejora la capacidad de regenerar los axones
para atravesar la interfase entre el injerto y el tejido nervioso del hospedante. Sin querer limitarse a la teoria, los
métodos de cultivo de la presente invencion permiten que las células nerviosas vivas expresen las enzimas que
degradan el CSPG y promuevan la proliferacion de las células de Schwann, como ocurriria naturalmente in vivo
durante el proceso de remodelado de la degeneracion del nervio.

El método de cultivo in vitro implica cultivar el tejido nervioso en condiciones que permiten que el tejido nervioso
crezca in vitro y que aumente la actividad promotora de neuritas del tejido nervioso cuando se implanta
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posteriormente como un injerto. El aumento de la actividad promotora de neuritas puede ser como se determina por
un ensayo de brote de neuritas in vitro del tejido nervioso, tal como el ensayo de criocultivo descrito aqui.

Alternativamente, se puede utilizar también un ensayo de brote de neuritas in vivo del tejido nervioso. Los métodos
para ensayar el brote de neuritas son conocidos en la técnica y tipicamente implican determinar cualitativa o
cuantitativamente la extension del brote de neuritas sobre un soporte sdlido, tal como una microplaca o un porta de
microscopio. Se puede utilizar fluorescencia estandar.

Los métodos de la presente invencion pueden comprender aislar el tejido nervioso de un ser humano o animal y
cultivar el tejido nervioso durante un corto periodo de tiempo in vitro, variando desde aproximadamente 24 horas
hasta aproximadamente 96 horas. Las incubaciones mas largas in vitro pueden producir deterioro y pérdida de las
propiedades de promocion del crecimiento. Preferiblemente, el tejido nervioso se cultiva de aproximadamente 24
horas a aproximadamente 72 horas. Mas preferiblemente, el tejido nervioso se cultiva durante aproximadamente 48
horas.

El tejido nervioso se puede cultivar a una temperatura dentro de un intervalo de aproximadamente 10 °C a
aproximadamente 37 °C. Preferiblemente, el tejido nervioso se cultiva dentro de un intervalo de aproximadamente 30
°C a aproximadamente 37 °C. Mas preferiblemente, el tejido nervioso se cultiva a aproximadamente 37 °C.

El tejido nervioso se puede cultivar en un medio definido o medio suplementado con suero. El medio definido puede
ser, por ejemplo, medio N2 o medio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM). Si se utiliza medio suplementado con
suero, el suero puede ser humano o animal, tal como suero fetal bovino. Preferiblemente, el tejido nervioso se cultiva
en medio definido. En una realizacion, el tejido nervioso es un injerto de nervio que se vuelve acelular después del
cultivo y antes de la implantacién dentro de un hospedante. En una realizacion preferida, el injerto de nervio se
vuelve acelular por desvitalizacion por congelacion. Aunque no son necesarias enzimas exdgenas para llevar a cabo
los métodos de cultivo de la presente invencion, los métodos pueden comprender ademas poner en contacto el
tejido nervioso con una 0 mas enzimas que degradan el CSPG.

La presente invencion se refiere ademas a métodos para proporcionar injertos de nervio para implantaciéon en seres
humanos o animales. Preferiblemente, las caracteristicas de la seccion transversal del injerto de nervio son similares
a las caracteristicas de la seccién transversal del tejido nervioso del hospedante en el sitio de implantacion, por
ejemplo, el tronco del nervio proximal y distal del hospedante. En una realizacion, el método de la presente invencion
comprende generar datos de imagenes digitales de la seccién transversal del tronco nervioso dentro de un
hospedante potencial (esto es, un receptor del injerto), analizar los datos de imagen para definir las localizaciones
coordinadas de elementos nerviosos y su didmetro para producir un modelo de receptor, y comparar los datos del
modelo de receptor con los datos del modelo de donante que se pueden guardar en memoria. Los datos del modelo
de donante representan los datos de imagen digital de un "banco" de injertos de nervios almacenados. Se puede
seleccionar entonces para implantacion dentro del receptor el injerto de nervios almacenado con el grado mas alto
de alineamiento de elementos estructurales con el tronco nervioso del receptor. Los parametros relevantes incluyen
el diametro, espesor, y/o el ordenamiento espacial (esto es, los limites) de uno o mas de los elementos
estructurales, que incluyen, pero sin limitarse a ellos, el epineurio, los grupos fasciculares, los fasciculos, la vaina de
mielina, y los axones. Por tanto, el alineamiento entre el injerto de nervio y el nervio del hospedante se puede
maximizar. Preferiblemente, el injerto nervioso seleccionado es uno con un ordenamiento similar en la seccion
transversal de los grupos fasciculares y de los axones.

La patente de Estados Unidos No. 5.231.580 describe una variedad de métodos para determinar las caracteristicas
de nervios. La generacion de los datos de imagen digital se puede conseguir utilizando métodos y dispositivos bien
conocidos en la técnica, tales como una cadmara digital. El andlisis de los datos de imagen y la comparacion de los
datos del modelo de receptor con los datos del modelo del donante almacenados se pueden llevar a cabo, por
ejemplo, mediante un algoritmo capaz de hacer un barrido de la imagen, analisis, y reconocimiento del patrén. Para
seleccionar la mayor concordancia entre el injerto de nervio y el nervio receptor, se pueden establecer valores
umbrales de similitud.

Los métodos y composiciones de la presente invencion son aplicables a tejido nervioso tanto del sistema nervioso
central (CNS) como del sistema nervioso periférico (PNS). Por ejemplo, los injertos de nervio de la presente
invencion se pueden utilizar como injertos de nervio interposicionales en el PNS o como puentes en el cerebro y en
la médula espinal y cualquier extension de los mismos.

Las enzimas que degradan el CSPG utilizadas en la presente invencién se pueden obtener de una variedad de
fuentes, incluyendo organismos que producen la enzima naturalmente u organismos que producen (o
sobreproducen) la enzima a través de una modificacién genética (produciendo una enzima recombinante). Por
ejemplo, las enzimas que degradan el CSPG se pueden obtener de fuentes bacterianas, incluyendo las que
producen naturalmente la enzima, o las que han sido modificadas genéticamente para producir (o sobreproducir) la
enzima. Las enzimas que degradan el CSPG se pueden obtener también de fuentes de mamiferos, incluyendo
aquellos mamiferos que producen naturalmente la enzima o aquellos mamiferos que han sido modificados
genéticamente para producir (0 sobreproducir) la enzima. Alternativamente, la enzima que degrada el CSPG se
puede sintetizar quimicamente.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2378227 T3

Como se usa aqui, la parte "proximal" significa la parte del axon que permanece en continuidad con los cuerpos
celulares neuronales o la parte del nervio que contiene estos axones. La parte "distal" significa la parte del axén que
se desconecta del cuerpo de la neurona o la parte del nervio que contiene estos axones desconectados.

En el caso de una lesion de nervios periféricos, su parte proximal es la que se conecta con los ganglios o con la
médula espinal. La parte distal del nervio periférico puede significar la parte mas periférica del nervio que esta
conectada a la placa final motora (union neuromuscular) o a los 6rganos sensoriales. En el caso de una lesion de la
médula espinal, la parte proximal es la que esta en contacto con los nicleos o mas anterior. La parte distal significa
la parte que se extiende hasta una sinapsis terminal.

Los términos "tratar" o "tratamiento”, como se usan aqui, se refieren a la reduccion o alivio de al menos un efecto
adverso o sintoma asociado con el dafio del nervio particular sufrido por el paciente.

Como se usa aqui, el término "célula madre" es una célula no especializada que es capaz de replicarse o
autorrenovarse, y desarrollarse en células especializadas de una variedad de tipos celulares. El producto de una
célula madre que sufre division es al menos una célula madre adicional que tiene las mismas capacidades que la
célula original. Por ejemplo, en condiciones apropiadas, una célula madre hematopoyética puede producir una célula
madre de segunda generacion y una neurona. Las células madre incluyen las células madre embrionarias no
humanas (por ejemplo, aquellas células madre que se originan de la masa celular interior de los blastocitos) y las
células madre adultas (que se pueden encontrar en todos los animales mas maduros, incluyendo los seres
humanos). Como se usa aqui, las células madre incluyen aquellas células madre que se encuentran en animales
que han madurado después de la etapa embrionaria (por ejemplo, feto, nifio, adolescente, joven, adulto, etc.).

Como se usa aqui, el término "célula progenitora” (conocida también como una "célula precursora™) es una célula no
especializada o tiene caracteristicas parciales de una célula especializada que es capaz de sufrir la division celular y
dar dos células especializadas. Por ejemplo, una célula progenitora/precursora mieloide puede sufrir la division
celular para dar dos células especializadas (un neutréfilo y un eritrocito).

Como se usa aqui, el término "co-administracién" y sus variaciones se refiere a la administracion de dos o mas
agentes simultdneamente (en una 0 mas preparaciones), 0 consecutivamente.

Como se usa aqui, el término "combinacién” incluye las sub-combinaciones. Por ejemplo, una combinacion de las
enzimas que degradan el CSPG, condroitinasa ABC, condroitinasa A, condroitinasa C, condroitinasa AC,
hialuronidasa, MMP-2, y MMP-9, incluirian las subcombinaciones de condroitinasa ABC y MMP-2, por ejemplo.

Como se usa aqui, el término "actividad bioldgica" o "bioldgicamente activo" se refiere a la actividad asociada con el
particular agente, molécula, compuesto, etc. Por ejemplo, la actividad bioldgica presentada por las condroitinasas
gue degradan el CSPG es la degradacion de CSPG. Preferiblemente, la actividad que degrada el CSPG incluye la
escision o la lisis de condroitin-4-sulfato, condroitin-6-sulfato, o ambos condroitin-4-sulfato y condroitin-6-sulfato. Por
lo tanto, los fragmentos y variantes biolégicamente activos de enzimas especificas que degradan el CSPG presentan
también actividad que degrada el CSPG. Asimismo, los fragmentos biolégicamente activos de factores de
crecimiento, tales como el factor de crecimiento-1 de los fibroblastos, presentan la actividad biol6gica normalmente
asociada con dicho factor de crecimiento.

El término "modificacion genética" como se usa aqui se refiere a la alteracion estable o transitoria del genotipo de
una célula de la presente invencion mediante introduccion intencionada de acidos nucleicos exdgenos por cualquier
medio conocido en la técnica (incluyendo por ejemplo, transmision directa de una secuencia de polinucleotido
procedente de una célula o particula de virus, transmision de particulas de virus infecciosas, y transmision por
cualquier sustancia conocida que lleva polinucleétidos) dando como resultado una alteracién permanente o temporal
de genotipo. Los acidos nucleicos pueden ser sintéticos o derivados naturalmente, y pueden contener genes,
porciones de genes, u otros polinucledtidos Utiles. El término "modificaciéon genética” no tiene por objeto incluir las
alteraciones que ocurren naturalmente tales como las que ocurren a través de la actividad viral natural,
recombinacion genética natural, o similares.

Se pueden utilizar diferentes vectores para llevar a cabo la modificacion genética segun la presente invencion. Los
vectores pueden ser vacunas, vectores de replicacion, o de amplificacion. En algunas realizaciones de este aspecto
de la invencion, los polinucledtidos se asocian operativamente con elementos reguladores capaces de causar la
expresion de las secuencias de polinucledtidos. Tales vectores incluyen, entre otros, vectores cromosomicos,
episomiales y derivados de virus, por ejemplo, vectores derivados de plasmidos bacterianos, de bacteriéfagos, de
transposones, de episomas de levaduras, de elementos de insercion, de elementos cromosémicos de levaduras, de
virus tales como baculovirus, papova virus, tal como SV40, virus vaccinia, adenovirus, virus de la viruela aviar, virus
pseudorabicos y retrovirus, y vectores derivados de combinaciones de las fuentes de vectores mencionadas, tales
como los derivados de elementos genéticos de plasmidos y bacteriéfagos (por ejemplo, cosmidos y fagémidos).

Como se ha indicado antes, los vectores utilizados para llevar a cabo la modificacion genética pueden comprender
también elementos necesarios para proporcionar la expresion y/o la secrecién de un polipéptido, tal como una
enzima que degrada el CSPG, o uno de sus fragmentos o variantes biolégicamente activos, codificados por las
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secuencias de nucleotidos de la invencién en una célula hospedante dada. El vector puede contener uno o mas
elementos seleccionados del grupo que consiste en un promotor, sefiales para la iniciacion de la traduccion, sefales
para la terminacién de la traduccién, y regiones apropiadas para la regulacién de la transcripcion. En ciertas
realizaciones, los vectores se pueden mantener de forma estable en la célula hospedante y pueden contener
opcionalmente secuencias sefiales que dirigen la secrecién de la proteina traducida. Otras realizaciones
proporcionan vectores que no son estables en células hospedantes transformadas. Los vectores se pueden integrar
en el genoma del hospedante o pueden ser vectores que se replican de forma auténoma.

En una realizacion especifica, el vector comprende un promotor operativamente ligado a una secuencia de acido
nucleico que codifica una proteina o un péptido, uno o mas origenes de replicacion, y, opcionalmente, uno o0 mas
marcadores seleccionables (por ejemplo, un gen de resistencia a antibiéticos). Los ejemplos no limitantes de
vectores para la expresién de los polipéptidos de la invencién incluyen vectores tipo pBr, vectores plasmidos tipo
pET (PROMEGA), vectores plasmidos pBAD (INVITROGEN) o los que se indican en los ejemplos que siguen.
Ademas, los vectores segun la invencion son Utiles para transformar las células hospedantes para la clonacién o
expresion de las secuencias nucleotidicas de la invencion.

Los promotores que se pueden utilizar para controlar la expresion incluyen, pero sin limitarse a ellos, el promotor
CMV, la region del promotor precoz SV40 (Bemoist and Chambon [1981] Nature 290: 304-310), el promotor
contenido en la repeticion terminal larga en 3' del virus del sarcoma de Rous (Yamamoto et al. [1980] Cell 22: 787-
797), el promotor de timidina-cinasa del herpes (Wagner et al. [1981] Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 1441-1445), las
secuencias reguladoras del gen de metalotioneina (Brinster et al. [1982] Nature 296: 39-42); los vectores procariotas
que contienen promotores tales como el promotor de B-lactamasa (Villa-Kamaroff et al. [1978] Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 75: 37273731), o el promotor tac (DeBoer et al. [1983] Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80: 21-25); véase también,
"Useful Proteins from Recombinant Bacteria" en Scientific American, 1980, 242: 74-94; los vectores de expresion de
plantas que comprenden la regién del promotor nopalina sintetasa (Herrera-Estrella et al. [1983] Nature 303: 209-
213) o el promotor del RNA del virus del mosaico de la coliflor 35S (Gardner et al. [1981] Nucl. Acids Res. 9: 2871), y
el promotor de la enzima fotosintética ribulosa bifosfato carboxilasa (Herrera-Estrella et al. [1984] Nature 310: 115-
120); elementos promotores procedentes de levaduras u hongos tales como el promotor Gal 4, el promotor ADC
(alcohol deshidrogenasa), promotor PGK (fosfoglicerol cinasa), y/o el promotor fosfatasa alcalina.

La presente invencion proporciona también el uso de secuencias nucleotidicas "homdélogas" o "modificadas”. Se
entenderd que las secuencias de &acido nucleico modificadas significan cualquier secuencia de nucleétido obtenida
por mutagénesis segun métodos bien conocidos por los expertos en la técnica, y que presentan modificaciones en
relacion con las secuencias normales. Por ejemplo, las mutaciones en las secuencias reguladoras y/o promotoras
para la expresion de un polipéptido que dan como resultado una modificacion del nivel de expresién de un
polipéptido segln la invencion proporcionan una "secuencia nucleotidica modificada". Asimismo, las sustituciones,
deleciones, o adiciones de &cido nucleico a los polinucledtidos de la invencién proporcionan secuencias
nucleotidicas "homdlogas" o "modificadas”. En varias realizaciones, las secuencias de acido nucleico "homologas" o
"modificadas" tienen sustancialmente la misma actividad biolégica o seroldgica que la enzima original (la que
aparece en la naturaleza) que degrada el CSPG. Se entenderad también que una secuencia nucleotidica "homologa™
o "modificada" significa una variante de corte y empalme de los polinucleétidos de la presente invencién o cualquier
secuencia nucleotidica que codifica un "polipéptido modificado" como se define mas adelante.

Una secuencia nucleotidica homologa, para los fines de la presente invencion, engloba una secuencia nucleotidica
que tiene un porcentaje de identidad con las bases de las secuencias nucleotidicas de al menos (o al menos
aproximadamente) entre 20,00 % y 99,99 % (inclusive). El intervalo mencionado de porcentaje de identidad se debe
considerar que incluye, y proporciona la descripcion escrita y el soporte para cualquier porcentaje fraccionario en
intervalos de 0,01 %, entre 20,00 % y 99,99 %. Estos porcentajes son puramente estadisticos y las diferencias entre
dos secuencias de &cido nucleico se pueden distribuir aleatoriamente y sobre toda la longitud de la secuencia.

En diferentes realizaciones, las secuencias homologas que presentan un porcentaje de identidad con las bases de
las secuencias nucleotidicas usadas en la presente invencion pueden tener un 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29,
30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60,
61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91,
92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 0 99 por ciento de identidad con la secuencia de polinucleétidos que codifica la enzima
que degrada el CSPG.

Tanto la homologia de la secuencia de proteina como la homologia de la secuencia de acido nucleico se pueden
evaluar utilizando cualquiera de la variedad de algoritmos y programas de comparacion de secuencias conocidos en
la técnica. Tales algoritmos y programas incluyen, pero de ningin modo esta limitados a, TBLASTN, BLASTP,
FASTA, TFASTA, y CLUSTALW (Pearson and Lipman [1988] Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85(8): 2444-2448; Altschul
et al. [1990] J. Mol. Biol. 215(3): 403-410; Thompson et al. [199A] Nucleic Acids Res. 22(2): 4673-4680; Higgins et al.
[1996] Methods Enzymol. 266: 383-402; Altschul et al. [1990] J. Mol. Biol. 215(3): 403-410; Altschul et al. [1993]
Nature Genetics 3: 266-272).

Las células o tejidos administrados a un paciente segln los métodos de la presente invencion se pueden derivar de
seres humanos o de otros mamiferos, incluyendo primates no humanos, roedores, y porcinos, por ejemplo. Los
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ejemplos especificos de especies fuente incluyen, pero sin limitarse a ellos, seres humanos, primates no humanos
(por ejemplo, simios, chimpancés, orangutanes, monos); animales domésticos (animales de compafiia) tales como
perros, gatos, cobayas, hamsteres, cerdos panzudos vietnamitas, conejos, y hurones; animales domésticos de
granja tales como los bovinos, bufalos, bisontes, caballos, burros, cerdos, ovejas, y cabras; animales exoticos que
se encuentran tipicamente en los zoos, tales como o0sos, leones, tigres, panteras, elefantes, hipop6tamos,
rinocerontes, jirafas, antilopes, perezosos, gacelas, cebras, files, perros de las praderas, osos koala, canguros,
comadrejas, mapaches, pandas, pandas gigantes, hienas, focas, leones marinos, focas elefantes, marsopas,
delfines, y ballenas.

Asimismo, las especies de mamiferos que se benefician de los métodos de tratamiento descritos incluyen, y no se
limitan a ellos, los seres humanos, primates no humanos (por ejemplo, simios, chimpancés, orangutanes, monos);
animales domésticos (por ejemplo, animales de compafiia) tales como perros, gatos, cobayas, hamsteres, cerdos
panzudos vietnamitas, conejos, y hurones; animales domésticos de granja tales como los bovinos, bufalos, bisontes,
caballos, burros, cerdos, ovejas, y cabras; animales exoticos que se encuentran tipicamente en los zoos, tales como
0so0s, leones, tigres, panteras, elefantes, hipopdtamos, rinocerontes, jirafas, antilopes, perezosos, gacelas, cebras,
filles, perros de las praderas, osos koala, canguros, comadrejas, mapaches, pandas, pandas gigantes, hienas,
focas, leones marinos, focas elefantes, marsopas, delfines, y ballenas.

Materiales y Métodos

Procedimientos quirdrgicos para seccionamiento transversal del nervio y experimentos de aplastamiento del nervio.
Todos los procedimientos quirtrgicos se llevaron a cabo de acuerdo con los protocolos aprobados por el Comité
institucional de cuidado y uso de animales (IACUC). Se anestesiaron a fondo ratas SPRAGUE DAWLEY adultas
jovenes (HARLAN Indianapolis, IN) con xilazina (15 mg/kg, i.m.) seguido por ketamina-HCI (110 mg/kg, i.p.). Seis
animales recibieron lesiones por aplastamiento de nervios bilaterales. Se expusieron los nervios ciaticos y después
se aplastaron con presioén firme durante treinta segundos con un forceps DUMONT n° 5 en un sitio distal a 4 mm del
tenddn del obturador interno. Se marcé el sitio de aplastamiento con una sutura epineural. En un conjunto separado
de experimentos, ocho ratas recibieron lesiones por seccionamiento transversal de nervios ciaticos bilaterales
utilizando tijeras dentadas. Los troncos proximal y distal se recubrieron mediante neurorrafia epineural utilizando
suturas ETHILON 9-0. Se aplico entonces goma de fibrina (fibrinbgeno y trombina) para estabilizar la union. En
ambos modelos de lesion, se inyectaron los nervios ciaticos derechos distales a 2 mm de la lesion con condroitinasa
ABC (1 unidad en 2 pl) (alta pureza, exenta de proteasa; SIGMA CHEMICAL CO., St. Louis, MS). Los nervios
ciaticos izquierdos (con la misma lesién que el lado derecho) se inyectaron con vehiculo solo (seroalbimina bovina
al 0,1 % en PBS). Las incisiones del misculo se suturaron y se cerré la piel con pinzas metalicas. Una vez
recuperados de la anestesia, los animales volvieron a la jaula estandar. Dos dias (para la lesion por aplastamiento) y
cuatro dias (para la lesiébn de seccionamiento transversal) después de la cirugia, se separaron los nervios bajo
anestesia y se fijaron como se describe mas adelante. Uno de los ocho animales que recibieron el seccionamiento
transversal del nervio y se excluy6 la reparacion debido a que durante la convalecencia ocurrio la pérdida de
continuidad en un nervio.

Preparacion de injertos de nervios acelulares tratados con condroitinasa. Se utilizaron ratas SPRAGUE DAWLEY
hembras adultas (180-200 g) (HARLAN, Indianapolis, IN) como donantes de nervios y hospedantes receptores. Se
anestesiaron las ratas donantes con halotano y se decapitaron. Se expusieron los nervios ciaticos mediante una
incisién que partia el masculo gldteo y se aislaron libres de la fascia subyacente. Se extirpé un segmento del nervio
de 15 mm rostral a la bifurcacion de los nervios peroneo comun vy tibial. Se lavaron los segmentos con solucion de
Ringer estéril, fria, se estabilizaron sujetando los extremos con alfileres a un soporte pléstico fino, y se transfirieron a
un vial criogénico. Se sumergieron los viales en nitrégeno liquido durante 2 minutos y después se transfirieron a un
bafio de agua a 37 °C durante 2 minutos. Se repitié este ciclo de congelacién/descongelacion, obteniéndose injertos
de nervios acelulares que se almacenaron entonces en nitrogeno liquido. El dia antes de implantar el injerto, se
calentaron los injertos de nervios a temperatura ambiente y se incubaron en 100 pl de solucion salina tamponada
con fosfato de pH 7,4 (PBS) que contenia 2 unidades/mL de condroitinasa ABC (SIGMA, St. Louis, MO) o en PBS
(vehiculo) solo durante 16 horas a 37 °C. Se lavaron dos veces los injertos con solucién de Ringer y se mantuvieron
en hielo antes de su uso. La preparaciéon de condroitinasa ABC era altamente purificada y el fabricante garantizaba
gue estaba esencialmente exenta de actividad proteasa.

Implantacién de injerto interposicional de nervio para experimentos con condroitinasa. Doce ratas recibieron injertos
bilaterales de nervios acelulares, un injerto tratado con condroitinasa y un injerto tratado con vehiculo. Las ratas
hospedantes fueron anestesiadas profundamente utilizando xilazina (15 mg/kg, i.m.) y ketamina (110 mg/kg, i.p.). Se
expuso el nervio ciatico y se apoyd en un inserto plastico colocado entre el nervio y el tejido subyacente. La region
de nervio a medio camino entre el corte del ciatico y la bifurcacién se recubrié en primer lugar con goma de fibrina.
Utilizando tijeras dentadas, se extirpdé un segmento de 2,5 mm de nervio del hospedante y se reemplaz6 con un
injerto de nervio acelular de 10 mm recientemente recortado. Se ajustd el injerto a los troncos nerviosos del
hospedante mediante neurorrafia epineural utilizando una sutura ETHILON 9-0 en cada extremo. Se aplico entonces
goma de fibrina para estabilizar las coaptaciones, la cual en combinacion con la cubierta inicial de fibrina, redujo
también la protuberancia de los elementos nerviosos (crecimiento endoneural) (Menovsky T et al. [1999]
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Neurosurgery 44: 224226). Se cerrd el musculo con suturas 4-0 y la piel con pinzas para heridas. Una vez
recuperados de la anestesia, los animales volvieron a sus jaulas estandar.

Nueve ratas fueron dadas de baja a los 8 dias y cuatro a los 4 dias después del injerto. Los animales fueron
anestesiados profundamente y decapitados. Se separaron el injerto y 3 mm de nervio proximal y distal del
hospedante, y se sumergieron en paraformaldehido al 4 % en tampén de fosfato 0,1 M (pH 7,4) durante la noche a 4
°C. Se equilibraron las muestras con PBS y se sumergieron en tampoén de fosfato con sacarosa al 30 % durante 2
dias a 4 °C. Utilizando un microscopio de diseccion y las suturas epineurales como marcas, se subdividié cada
muestra en 3 segmentos que representan a) la interfase del nervio proximal-injerto, b) el injerto principal y c) la
interfase del nervio distal-injerto. Se embebieron las muestras y se crioseccionaron. Se revisaron las secciones
longitudinales por las interfases de nervio-injerto para examinar la continuidad de las coaptaciones.

Los injertos se seccionaron de forma seriada en el plano transversal con una medida registrada para evaluar la
extension del crecimiento axonal por microscopia. Se marcaron los axones de regeneracion por inmunofluorescencia
para GAP-43 (véase mas adelante) en secciones de los injertos a intervalos de 0,56 mm. Se obtuvieron
fotomicrografias epifluorescentes utilizando un sistema de camara digital SPOT (DIAGNOSTIC INSTRUMENTS,
INC., Sterling Heights, MI) y microscopio AXIOVERT 10 (CARL ZEISS, Thornwood, NY). Los perfiles de los axones
positivos a GAP-43 se puntuaron utilizando el software IMAGE-PRO PLUS (MEDIA CYBERNETICS, Silver Springs,
MD).

Cultivo de explantes de nervios para experimentos de predegeneraciéon. Se utilizaron ratas SPRAGUE DAWLEY
hembras adultas (180-200 g) (HARLAN, Indianapolis, IN) como donantes de nervios y receptoras de injerto. Este
proyecto fue revisado y aprobado por el Comité institucional de cuidado y uso de animales. Se anestesiaron
profundamente las ratas donantes con isofluorano y se decapitaron. Se expusieron los nervios ciaticos mediante una
incision que partia el masculo gldteo y se aislaron libres de la fascia subyacente. Se extirpd un segmento del nervio
de 15 mm rostral a la bifurcacién de los nervios peroneo comun vy tibial. Se lavaron los segmentos con solucion de
Ringer estéril, y se estabilizaron sujetando los extremos con alfileres a un soporte plastico fino. Se cultivaron los
explantes de nervios durante 1, 2, 4 y 7 dias en medio de EAGLES modificado por DULBECCO que contenia
suplementos N2 (DMEM/N2) o DMEM/N2 suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 2 % o al 10 % (ATLANTA
BIOLOGICALS, Atlanta, GA). Cuando se especifica, algunos explantes se cultivaron en presencia del inhibidor de
MMP, GM6001 (50 pM) (Grobelny et al. [1992] Biochem., 31: 7152-7154). Los nervios cultivados se lavaron
cuidadosamente con DMEM vy después se transfirieron a tubos sellados. Se sumergieron los tubos en nitrégeno
liquido durante 2 minutos y después se descongelaron en un bafio de agua a 37 °C durante 5 minutos. Se repitié
dos veces este ciclo de congelacion/descongelacion, obteniéndose segmentos de nervios desvitalizados por
congelacion (acelulares). Los nervios recientemente extirpados (controles no cultivados) se desvitalizaron por
congelacion utilizando el mismo procedimiento. Los segmentos de nervios acelulares fueron entonces a) embebidos
para crioseccionamiento para uso en ensayos de criocultivo o b) se conservaron en nitrégeno liquido (durante 2
semanas maximo) para analisis bioquimico y para uso en injertos de nervios interposicionales. Los explantes de
nervios preparados para examenes histolégicos se fijaron con aldehidos y se omitid la desvitalizacion por
congelacion.

Se consiguiod la degeneracion del nervio in vivo mediante un Unico seccionamiento transversal del nervio ciatico
cerca de la pelvis. El tronco proximal se desplazo y se ligé para descartar el crecimiento axonal. Los musculos de las
patas y la piel se cerraron y se dejo que los nervios seccionados transversalmente degeneraran in situ durante 2 o 7
dias.

Inmunocitoquimica. La regeneracién axonal se evalué por inmunofluorescencia para GAP-43 y analisis de imagen
digital. Las secciones de tejido montadas en portas se lavaron con PBS y después se trataron con Triton X-100 al
0,5 % en PBS durante 10 min. Se trataron las secciones con tampoén de bloqueo (suero al 10 % en PBS + Triton X-
100 al 0,1 %) y después se incubaron durante la noche a 4 °C con anticuerpos primarios (diluidos en tampén de
bloqueo). Los anticuerpos unidos se marcaron con inmunoglobulinas de cerdo anti-conejo (DAKO CORPORATION,
Carpinteria, CA) o inmunoglobulinas de cabra anti-ratén (Sigma), anticuerpos secundarios conjugados con FITC
durante 1 h a temperatura ambiente en la oscuridad. El anticuerpo secundario anti-raton fue preadsorbido con suero
de rata antes de su uso. Se lavaron las secciones, se fijaron después con paraformaldehido al 4 % en PBS, se
enjuagaron, y se cubrieron con un cubre en un medio de montaje fluorescente. El anticuerpo anti-péptido GAP-43 de
conejo purificado por afinidad, se produjo utilizando métodos conocidos (Ferguson TA et al. [2000] Mol Cell
Neurosci, 16: 157-167) y se utiliz6 a 2 pg/mL. El anticuerpo policlonal 1918 (CHEMICON INTERNACIONAL,
Temecula, CA) (1:1000) se une solamente a la unidad de disacarido insaturado que permanece ligada a la region de
unién de la proteina ndcleo de CSPG expuesta por digestion con la condroitinasa ABC (Bertolotto A et al. [1986} J
Neurol Sci 73: 233-244). El anticuerpo policlonal anti-EHS laminina (Sigma) (1:1000) se utiliz6 para marcar las
laminas basales. El antisuero policlonal anti-S-100 (Dako) (1:500) se utilizé para marcar las células de Schwann. Las
imagenes en campo oscuro se invirtieron y se optimizaron para imprimir en PHOTOSHOP (ADOBE SYSTEMS INC.,
San Jose, CA).

Bioensayo de criocultivo. El criocultivo es un ensayo de brote de neuritas en el que las neuronas se cultivan
directamente sobre secciones de nervio fresco/congelado y se realiz6 como se ha descrito previamente (Ferguson
TA et al. [2000] Mol Cell Neurosci, 16: 157-167). En resumen, los segmentos de nervio tratados con condroitinasa y
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tratados con vehiculo se seccionaron a 20 um, se montaron sobre cubres estériles, recubiertos de
aminopropiltrietoxisilano (APTS) y se conservaron a -20 °C hasta su uso. Cuando se indica, se trataron las
secciones con condroitinasa ABC (0,1 unidades/mL) o con vehiculo (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0), que contenia NaCl 50
mM) durante 2 h a 37 °C. Las neuronas ganglionales purificadas de la raiz dorsal (DRG) de embriones de pollo de 8
dias se sembraron directamente sobre las secciones de nervio en un medio N2 definido (Bottenstein J E et al. [1980]
Exp Cell Res 125: 183-190) que contenia 10 ng/mL de factor de crecimiento nervioso. Los ensayos de criocultivo se
terminaron después de 24 h de incubacién por fijacion con metanol al 100 %. El crecimiento neuritico por las
neuronas DRG se observd por marcaje inmunofluorescente para GAP-43. Se obtuvieron fotomicrografias
epifluorescentes como se describe para las secciones de tejido. Se midieron las longitudes de las neuritas
directamente utilizando el software IMAGE-PRO PLUS (MEDIA CYBERNETICS, Silver Springs, MD). Al menos 250
neuronas con neuritas mayores que un cuerpo celular (~15 um) se puntuaron para cada condicion en cada
experimento.

Zimografia en gel para experimentos de predegeneracion de nervios. Se pusieron los segmentos de nervio en un
tampon de extraccion enfriado en hielo (Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, que contenia Triton X-100 al 1 %, NaCl 200 mM, y
CaCl, 10 mM) y se homogeneizaron mediante sonicacion en sonda (15 segundos). Se agitaron las muestras durante
30 min a 4 °C y la fraccién soluble se recogio por centrifugacion (12.000 g, 20 min). Se determin6 el contenido total
de proteinas de las fracciones solubles utilizando el reactivo BRADFORD REAGENT (BIO-RAD LABORATORIES,
Hercules, CA). Se utilizd6 como una proteina estandar la albimina de suero bovina disuelta en tampén de extraccion.
Se solubilizaron los extractos en tampoén de la muestra no reductor de Laemmli sin calentamiento y se sometieron a
electroforesis a 4 °C sobre geles de poliacrilamida con 10 % de SDS conteniendo 1,5 mg/mL de gelatina porcina. Se
lavaron brevemente los geles con agua y después se lavaron con Triton X-100 al 2,5 % tres veces durante 45 min.
Se elimino el Triton con tres lavados de 5 min con agua y se desarrollaron los geles zimograficos durante 21 h en
tampon de incubacion (Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, CaCl, 5 mM, azida de sodio al 0,02 %). Se fijaron los geles y se
tifieron con azul brillante Coomassie al 0,05 %. Aparecieron bandas de proteina con actividad gelatinolitica como
zonas de lisis claras dentro del fondo azul del gel de gelatina. Se compardé la co-emigracion de bandas gelatinoliticas
con las formas latentes y activadas de MMP-2 y MMP-9 recombinantes humanas, asi como los estandares de peso
molecular tefiidos previamente (BIO-RAD). Se obtuvieron fotomicrografias digitales y se realizé la densitometria de
las bandas gelatinoliticas utilizando el software IMAGE-PRO PLUS.

Zimografia in situ para experimentos de predegeneracion de nervios. Se montaron sobre portas criosecciones (10
pm) de nervios no fijados normales y cultivados y se cubrieron con tampoén de reaccion (Tris-HCI 50 mM, NaCl 150
mM, CaCl, 5 mM, azida de sodio 0,2 mM, pH 7,6) conteniendo 20 pg/mL de sustrato de gelatina marcada con
fluoresceina apagada intramolecularmente (MOLECULAR PROBES INC., Eugene, OR) (Oh et al., 1999). En el
control, se incluyé el inhibidor de MMP EDTA (30 mM) en el tampdn de reaccion. Después de incubacion durante 24
h a 37 °C, se lavaron las secciones con PBS y se fijaron con paraformaldehido al 4 % en tampdn de fosfato. Se
lavaron las secciones con agua y se montaron utilizando Citifluor. Se observaron los péptidos de gelatina con
fluoresceina generados por la actividad gelatinolitica en las secciones de tejido y se fotografiaron por microscopia
con epifluorescencia.

Implantacion de injerto interposicional de nervio para experimentos de predegeneracion. Seis ratas recibieron
injertos bilaterales de nervios acelulares, uno normal (sin cultivar) y uno predegenerado in vitro (cultivado durante 2
dias en suero al 2 %). Las ratas hospedantes fueron anestesiadas profundamente utilizando xilazina (15 mg/kg, i.m.)
y ketamina (110 mg/kg, i.p.). Se expuso el nervio ciatico y se apoy6 en un inserto plastico colocado entre el nervio y
el tejido subyacente. La region del nervio a medio camino entre el corte del ciatico y la bifurcacion se recubrié en
primer lugar con goma de fibrina. Utilizando tijeras dentadas, se extirp6 un segmento de 2,5 mm de nervio del
hospedante. Se descongel6 el injerto y se recorté a 10 mm con una hoja de bisturi. Se ajusto el injerto a los troncos
nerviosos del hospedante mediante neurorrafia epineural utilizando una sutura ETHILON 9-0 en cada extremo. Se
aplicé entonces goma de fibrina para estabilizar las coaptaciones, la cual en combinacion con la cubierta inicial de
fibrina aplicada al nervio hospedante, redujo la protuberancia de los elementos nerviosos (crecimiento endoneural)
(Menovsky T et al. 1999, Neurosurgery, 44: 224-225, discusion pp. 225-226). Se cerr6 el masculo con suturas 4-0 y
se cerro la piel con pinzas para heridas. Una vez recuperados de la anestesia, los animales volvieron a sus jaulas
estandar. Ocho dias después del injerto, las ratas hospedantes fueron anestesiadas profundamente y decapitadas.
Se separaron el injerto y 3 mm de nervio proximal y distal del hospedante y se sumergieron en paraformaldehido al 4
% en tampoén de fosfato 0,1 M, pH 7,4, durante la noche a 4 °C. Se equilibraron las muestras con PBS y se
sumergieron en sacarosa al 30 % en tampén de fosfato durante 2 dias a 4 °C. Se embebieron las muestras y se
crioseccionaron sobre el plano transversal en una medida registrada. Se marcaron los axones de regeneracion
dentro de los injertos por inmunofluorescencia para GAP-43 (véase mas adelante). Se obtuvieron fotomicrografias
epifluorescentes y los perfiles de axones positivos a GAP-43 se puntuaron utilizando el software IMAGE-PRO PLUS.

Marcado inmunofluorescente para experimentos de predegeneracion de nervios. Las secciones de tejido fijadas se
trataron con Triton X-100 al 0,5 % en PBS durante 10 min. Se bloqued la unién del anticuerpo no especifico por
pretratamiento con PBS que contenia Triton X-100 al 0,1 % y suero normal al 10 % (tampon de bloqueo). Los
anticuerpos primarios se diluyeron en tampon de bloqueo y se aplicaron durante la noche a 4 °C. Los anticuerpos
primarios unidos se marcaron con inmunoglobulinas de cerdo anti-conejo (DAKO, Carpinteria, CA) o
inmunoglobulinas de cabra anti-ratdn (Sigma) conjugadas con fluoresceina o rodamina durante 1 hora a temperatura
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ambiente en la oscuridad. El anticuerpo secundario anti-raton fue preadsorbido con suero de rata antes de su uso.
Se evaluaron la longitud de las neuritas (criocultivo) y la regeneracién axonal (injerto) por inmunomarcado con IgG
policlonal anti-GAP-43 (2 pg/mL) (Ferguson and Muir, 2000, Mol Cell Neurosci, 16: 157-167) (NB300-143; NOVUS
BIOLOGICAL, Littleton, CO). Otros anticuerpos primarios incluyeron: IgG policlonal anti-MMP-2 (4 pg/mL) (MMP2/
475; Muir, 1995); 1gG policlonal anti-MMP-9 (4 pg/mL) (AB19047; CHEMICON, Temecula, Calif.); antisuero policlonal
anti-S-100 (1:500) (DAKO) y; antisuero policlonal OX42 (1:500) (SEROTEK, Raleigh, NC); e IgG monoclonal anti-
neurofilamento (4 pg/mL) (NAP4; Harris et al.,, 1993). En algunos casos, se invirtieron las fotomicrografias
epifluorescentes y se mejoraron por contraste para imprimir en PHOTOSHOP (ADOBE SYSTEMS, San Jose, CA).

A continuacion se incluyen ejemplos que ilustran los procedimientos para practicar la invencion. Estos ejemplos no
se deben considerar como limitantes. Todos los porcentajes estan en peso y todas las proporciones de mezclas de
disolventes estan en volumen a menos que se indique otra cosa.

Algunos de los ejemplos han sido descritos solamente para referencia.
Ejemplo 1. Degradacién de CSPG por tratamiento de los segmentos de nervios acelulares con condroitinasa

El proposito de este experimento fue determinar si el tratamiento con condroitinasa degradaba efectivamente el
CSPG a lo largo de los segmentos intactos de nervios acelulares. Segmentos de nervio ciatico de rata (1,5 cm de
largo) se hicieron acelulares mediante ciclos repetidos de congelacién-descongelacion y después se bafiaron en
bloque en una solucion de condroitinasa ABC durante 16 horas. Se examinoé la degradacion de CSPG dentro de los
nervios pretratados con condroitinasa por inmunomarcado con el neoepitopo del anticuerpo Ab1918. Este anticuerpo
se une a un epitopo creado sobre una proteina nucleo después de lisis de las cadenas del sulfato de condroitina por
la condroitinasa ABC (Bertolotto et al. [1986] J. Neurol Sci, 73: 233244). La inmunotinciéon de Ab1918 fue intensa a lo
largo de todo el segmento de nervio pretratado, como se muestra en la Figura 1A. Ademas, la intensidad de
inmunotincion de Ab1918 no aumentd por un tratamiento posterior adicional de las secciones con condroitinasa,
como se muestra en la Figura 1B. La inmunorreactividad de Ab1918 estuvo ausente en los nervios acelulares no
expuestos a la condroitinasa (no se muestra). Estos resultados indican que el tratamiento con condroitinasa en
bloque impregné de modo efectivo todos los compartimentos del nervio y degrad6 profundamente las cadenas
laterales de CSPG.

En el nervio normal, el CSPG y la laminina estan localizados conjuntamente, principalmente en las vainas y en las
membranas basales del nervio incluyendo las laminas basales de las células de Schwann (Zuo et al. [1998a] J.
Neurobiol, 34: 41-54). Sus distribuciones no cambiaron después de repetidos ciclos de congelacion-descongelacion
y no hubo ninguna indicaciéon a nivel del microscopio 6ptico de que el tratamiento en bloque con condroitinasa
alterara las estructuras de la matriz extracelular (ECM), como se muestra en las figuras 1Ay 1C. La integridad de los
segmentos de nervios acelulares tratados con condroitinasa fue una consideracion importante para su posterior uso
como injertos de regeneracion de nervios. Por consiguiente, se examind también la integridad estructural de los
segmentos de nervios pretratados después de la implantacion del injerto del nervio. La intensidad y distribucién de la
inmunorreactividad de Ab1918 (en las regiones de los injertos no infiltradas por las células hospedantes)
permanecieron sin cambios después de 8 dias in vivo, lo que indica que la estructura primaria de las laminas
basales de las células de Schwann permaneci6 intacta, como se muestra en la Figura 1D. En conjunto estos
resultados demuestran que el tratamiento en bloque con condroitinasa de los injertos de nervios acelulares degradd
de modo efectivo el CSPG sin afectar al soporte de la lamina basal ni trastornar su contenido en laminina.

Ejemplo 2. Inactivacién de CSPG inhibitorio por tratamiento de los segmentos de nervios acelulares con
condroitinasa

Se determiné por bioensayo de criocultivo la inactivacion de CSPG inhibitorio en los nervios acelulares tratados con
condroitinasa. Se sembraron neuronas DRG de embridon de pollo sobre secciones de segmentos de nervios
preparados y se evalud la actividad promotora de neuritas puntuando el crecimiento de las neuritas. Los resultados
se muestran en la Figura 2. En las secciones de nervios acelulares pretratados en bloque con vehiculo solo la
longitud media de las neuritas fue de 49 um. El crecimiento de las neuritas sobre nervios acelulares pretratados en
bloque con condroitinasa fue de 96 um como media, representando un aumento del 95 % en comparacion con el
control. Para determinar si el tratamiento con condroitinasa en bloque era riguroso, se realizaron ensayos de
criocultivo sobre tejidos nerviosos tratados con condroitinasa después del seccionamiento (post-tratamiento). Como
era de esperar, la actividad promotora de neuritas del nervio acelular tratado en bloque con el vehiculo solo aumento
significativamente (86 %) por el post-tratamiento con condroitinasa. En contraste, el post-tratamiento con
condroitinasa so6lo tuvo un ligero efecto aditivo sobre las secciones procedentes de los injertos de nervio tratados en
bloque con condroitinasa.

Estos resultados indican que el CSPG inhibitorio fue degradado e inactivado efectivamente al bafiar los segmentos
de injertos de nervios acelulares en pequefias cantidades de condroitinasa ABC. En adicion, el tratamiento en
bloque con condroitinasa desinhibié efectivamente los injertos de nervios sin romper el potencial promotor de
neuritas asociado a la laminina, del soporte de la lamina basal. El Ultimo punto se vio reforzado por la observacion
de que, como en los ensayos de criocultivo de nervios normales y degenerados (Ferguson and Muir, 2000, Mol Cell
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Neurosci, 16: 157-167), el crecimiento de las neuritas en las secciones de injertos de nervios acelulares tratados con
condroitinasa tenia lugar en estricta asociacion con las laminas basales de las células de Schwann.

Ejemplo 3. La regeneracién del nervio aumenta por el tratamiento de los injertos de nervios acelulares con
condroitinasa

Los siguientes experimentos comprobaron la hipétesis de que el tratamiento con condroitinasa mejora la
regeneracion del nervio a través de los isoinjertos de nervios acelulares. Como se describe en el Ejemplo 2, se
trataron los segmentos de nervios ciaticos acelulares en bloque con vehiculo o con condroitinasa ABC. Se unieron
injertos de nervio interposicionales de 10 mm al nervio del hospedante mediante neurorrafia epineural reforzada con
goma de fibrina. Cada una de las nueve ratas hospedantes recibio injertos bilaterales, un injerto tratado con vehiculo
y un injerto tratado con condroitinasa. Se examiné la regeneracion inicialmente después de 8 dias. En primer lugar,
se examinaron las coaptaciones del injerto de nervio proximal y distal en seccion longitudinal para evaluar el
alineamiento de la coaptacion quirdrgica, como se muestra en la Figura 3. Todos los injertos mantuvieron la
continuidad y por tanto fueron incluidos en el siguiente analisis. La puntuacion de la regeneracion se baso en el
inmunomarcado de GAP-43 que tifid intensamente los axones en crecimiento. Los axones y las células de Schwann
remanentes dentro de los injertos desvitalizados por congelacion fueron inmunonegativos para GAP-43 y las células
de Schwann del hospedante solamente fueron tefiidas muy débilmente (a una intensidad inferior al umbral utilizado
para la puntuacion digital). Se evalud el crecimiento axonal a intervalos espaciales especificados dentro del injerto
puntuando los perfiles inmunopositivos para GAP-43 en secciones transversales. Se observé algun crecimiento
axonal hacia dentro en todos los injertos, como se muestra en la Figura 4. Sin embargo, el crecimiento en los injertos
tratados con condroitinasa fue marcadamente mayor y mas ampliamente distribuido que en los injertos control. Los
resultados cuantitativos se muestran en la Figura 5.

La media del niumero de axones (perfiles inmunopositivos para GAP-43) que entran en los injertos tratados con
condroitinasa fue una media mas de tres veces mayor que en los injertos control. Mientras que los axones que
entran en los injertos control estuvieron siempre limitados y muy a menudo se agruparon centralmente, el
crecimiento inicial en los injertos tratados con condroitinasa estuvo méas ampliamente dispersado y fue
especialmente abundante en el extremo proximal. Estos hallazgos indican que el éxito de la penetracién axonal en
los injertos de nervios acelulares se mejora marcadamente por el pretratamiento de los injertos con condroitinasa.
Sin embargo, se observé de forma consistente un nimero similar de axones en los extremos distales de injertos en
ambas condiciones. Esto dio a entender que la penetracion axonal en los injertos control tuvo lugar tempranamente
y después se limité temporalmente mientras que los axones continuaron penetrando en los injertos tratados con
condroitinasa a lo largo del periodo de 8 dias.

Para determinar si la latencia de crecimiento axonal en los injertos acelulares se reducia por el tratamiento con
condroitinasa, se realizé el mismo analisis en injertos de 4 dias excepto que también se examinaron las vistas mas
proximales de los injertos y se puntuaron en la seccion transversal. Aunque solamente se examinaron 3 animales
que recibieron injertos bilaterales, los resultados fueron consistentes con los observados para los injertos de 8 dias.
Ademas, en la vista mas proximal del injerto (0,3 mm desde la interfase hospedante-injerto) la penetracion axonal
estuvo en una media cinco veces mayor en los injertos tratados con condroitinasa, como se muestra en la Figura 6.
De estos resultados, se puede sacar en conclusion que el tratamiento con condroitinasa reduce la latencia y mejora
significativamente el acceso de la regeneracion axonal dentro de los injertos de nervios acelulares.

Ejemplo 4. Regeneracion de axones dentro de tubos de [amina basal de injertostratados con condroitinasa

Debido a que el éxito de la regeneracion de nervios depende del crecimiento de los axones dentro de los tubos de
lamina basal ricos en laminina, se determind si la asociacion de crecimiento axonal con las ldminas basales era
alterada por el tratamiento con condroitinasa de los injertos acelulares. Las secciones transversales de injertos de 8
dias se marcaron doblemente para GAP-43 y para laminina. EI marcado de laminina fue intenso y las laminas
basales aparecieron similarmente intactas a lo largo de los injertos control y de los injertos tratados con
condroitinasa. A pesar del ciclo repetido de congelacién-descongelacion, del tratamiento con enzima, de la
manipulacion quirdrgica y de 8 dias in vivo, el soporte de la matriz extracelular aparecid estructuralmente intacto. Los
multiples axones marcados para GAP43 (o neuritas) fueron evidentes dentro de las laminas basales individuales y la
inmensa mayoria de estas se observaron en estrecha asociacion con la superficie luminal de los tubos. Se
observaron un numero similar y menor de neuritas con aposicion ambigua en los injertos control y tratado. En
términos generales, la propension de los axones a crecer dentro de las laminas basales no fue alterada por el
tratamiento con condroitinasa de los injertos de nervios acelulares.

Ejemplo 5. Crecimiento axonal y migracién de las células de Schwann en injertostratados con condroitinasa

Secciones en serie de los injertos de 8 dias se inmunomarcaron para S-100 y GAP-43 para examinar la migracion
de las células de Schwann con respecto al crecimiento de los axones. Los injertos contenian dos patrones definidos
de tincién de S-100; la tincion intensa se asocid con las células de Schwann vivas, derivadas del hospedante y la
tincion débil con las células de Schwann restantes inactivadas por congelacion. Las descripciones que siguen se
refieren a perfiles de células de Schwann tefiidas intensamente (vivas), a menos que se indique otra cosa. En las
regiones proximales de los injertos las distribuciones de las células de Schwann y los axones coincidieron
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fundamentalmente, como se muestra en la Figura 7. Se encontraron agrupamientos ocasionales de axones sin
ninguna asociacion con las células de Schwann. Se vieron también células de Schwann dispersas en regiones sin
axones en crecimiento. La migracion de las células de Schwann fue muy clara en los injertos de 8 dias. Sin
embargo, en los puntos mas distales de los injertos, se encontraron a menudo axones sin acompafiamiento de
células de Schwann, como se muestra en la Figura 7. Esto se confirmé en secciones longitudinales que incluyen la
coaptacion distal, como se muestra en la Figura 8. Las células de Schwann marcadas con S-100 fueron abundantes
en los troncos distales del hospedante, aunque pocas de ellas, si alguna, invadieron la vista distal de los injertos
(que contenian solamente células de Schwann remanentes inactivadas por congelacion), como se muestra en la
Figura 8B. Los ejemplos presentados en las figuras 7, 8A, y 8B, se obtuvieron de injertos tratados con condroitinasa
y se observaron idénticos resultados en los injertos control. Estos hallazgos dieron a entender que el aumento del
crecimiento axonal en injertos tratados con condroitinasa se atribuy6 principalmente a la potenciacion de la actividad
promotora de neuritas de la lamina basal.

Se examind la ruta del crecimiento axonal solamente en secciones longitudinales de los tejidos que rodean de forma
adyacente las coaptaciones proximal y distal. Después de entrar en los injertos, el crecimiento de los axones se
dirigi6 distalmente y no hubo ninguna indicacién de desviacion del crecimiento ni de formacion de neuromas dentro
de los injertos. Esto dio a entender que los mecanismos de orientacion (o las propiedades quimioatrayentes
asociadas con el tronco distal) no se habian puesto en peligro en los injertos tratados con condroitinasa. En adicion,
basandose en los pocos casos en los que los axones habian alcanzado la extension distal del injerto, los axones
salieron de los injertos y continuaron el crecimiento en el tronco nervioso del hospedante, como se muestra en la
Figura 8A.

Ejemplo 6. Degradacion e inactivacion de CSPG inhibitorio por el tratamiento de segmentos de nervios
humanos acelulares con condroitinasa

Muchos de los experimentos descritos en los ejemplos anteriores realizados utilizando nervios de rata han sido
repetidos también utilizando nervios humanos. Excepto cuando se indique otra cosa, los procedimientos descritos en
los Ejemplos 1y 2 utilizando nervio de rata fueron seguidos también en los Ejemplos 6 y 7 utilizando nervio humano.
Se obtuvieron los nervios humanos sural y tibial frescos procedentes de la amputacion quirdrgica de la pierna. Las
amputaciones fueron necesarias para enfermedades que no habian tenido implicacién de nervios (por ejemplo,
cancer de huesos) y los nervios se consideraron normales basandose en el examen histoldgico.

En primer lugar se examinaron los nervios humanos para determinar si su contenido de CSPG y laminina era similar
al observado en los nervios de rata. La inmunocitoquimica demostré6 que la lamina basal, que sostiene la
regeneracion del nervio, contenia tanto CSPG como laminina, que estan colocalizados de la misma forma que en
otras especies. Los nervios humanos tefiidos para el neoepitopo CSPG y la laminina se muestran, respectivamente,
en las figuras 9A y 9B. Ademas, utilizando el bioensayo de criocultivo, se encontré que las propiedades promotoras
del crecimiento de nervios humanos habian aumentado mediante el tratamiento con condroitinasa. Los resultados
cuantitativos se muestran en la Figura 10.

Ejemplo 7. Regeneracion de axones dentro de injertos de nervios humanos tratados con condroitinasa

En los siguientes experimentos, se analizd la hipotesis de que el tratamiento con condroitinasa mejora la
regeneracion del nervio a través de injertos de nervio humano acelulares en un modelo de xenoinjerto de rata.
Subunidades (fasciculos individuales) tomadas de nervios humanos se trataron en bloque con vehiculo o con
condroitinasa ABC. Se unieron injertos de nervio interposicionales de 10 mm al nervio ciatico de la rata hospedante
mediante neurorrafia epineural reforzada con goma de fibrina. Cada una de 2 ratas hospedantes recibid injertos
bilaterales, un injerto tratado con vehiculo y un injerto tratado con condroitinasa. Se examind la regeneracion
inicialmente después de 8 dias. Se evalud el crecimiento axonal a intervalos espaciales especificados dentro del
injerto puntuando los perfiles inmunopositivos para GAP-43 en secciones transversales.

El crecimiento en los injertos tratados con condroitinasa fue marcadamente mayor y mas ampliamente distribuido
que en los injertos control. Los resultados cuantitativos se muestran en la Figura 11. La media del nimero de axones
(perfiles inmunopositivos para GAP-43) que entran en los injertos tratados con condroitinasa fue una media mas de
tres veces mayor que en los injertos control. Estos hallazgos indican que el éxito de la penetracion axonal en los
injertos de nervios humanos acelulares habia mejorado marcadamente por el pretratamiento de los injertos con una
enzima que degrada el CSPG. Este modelo de xenoinjerto demuestra también que los nervios humanos acelulares
no fueron rechazados (antes de 8 dias) por la rata hospedante, confirmando la baja inmunogenicidad de los nervios
acelulares.

Ejemplo 8. Degradacion de CSPG en el nervio después de inyeccién de condroitinasa

Los animales recibieron o una lesion bilateral por aplastamiento del nervio o un seccionamiento transversal bilateral
del nervio y la reparacion directa por sutura. Al mismo tiempo, se inyecté un nervio con condroitinasa ABC y el nervio
contralateral recibié el vehiculo solo. En primer lugar se examind si el tratamiento con condroitinasa habia
degradado efectivamente el CSPG en los nervios lesionados. Las secciones de tejido del nervio en el sitio de la
lesiéon y alrededor de él se inmunomarcaron utilizando anticuerpos del neoepitopo de CSPG. Estos anticuerpos se
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unen a nuevos epitopos creados sobre la proteina nucleo CSPG después de lisis de las cadenas de sulfato de
condroitina por la condroitinasa ABC. En los nervios seccionados transversalmente cuatro dias después de la lesion
y de la aplicacion de la condroitinasa, la inmunotincién del neoepitopo de CSPG fue intensa en la coaptacion y a lo
largo del area de seccion transversal del nervio distal varios mm periféricamente, como se muestra en las figuras
12A y 12B. El inmunomarcado intenso se observé también en varios mm de los nervios proximales. Se obtuvieron
resultados similares en los nervios lesionados por aplastamiento, como se muestra en la Figura 12C. El marcado
con el neoepitopo CSPG de tejido cerca del sitio de la coaptacion e inyeccion fue como mucho marginalmente mas
intenso cuando se aplicd un tratamiento secundario con condroitinasa a las secciones de tejido como parte del
procedimiento de inmunotincién, como se muestra en la Figura 12D. Estos resultados indican que el tratamiento in
vivo con condroitinasa ABC degradé sustancialmente, si no completamente, el CSPG en la matriz extracelular que
rodea el sitio de inyeccion, incluyendo el sitio de lesion y reparacién del nervio.

Ejemplo 9. El tratamiento con condroitinasa no alter6 la regeneraciéon axonal después de la lesién por
aplastamiento del nervio (axonotmesis)

Se analiz6 la hipotesis de que el tratamiento con condroitinasa mejora el crecimiento axonal por todo el sitio de
lesion del nervio por aplastamiento. Se alcanzé la axonotmesis bilateral mediante aplastamiento severo de los
nervios ciaticos mientras se mantenia la continuidad de las vainas del nervio. En el momento de la lesion, se inyectd
un nervio con condroitinasa ABC y el nervio contralateral recibié vehiculo solo. Debido al rapido rebrote de los
axones después de aplastamiento del nervio, se examiné el crecimiento axonal a través del sitio de lesién dos dias
después de la lesion. Los axones en regeneracion se marcaron por inmunofluorescencia de GAP-43 y se puntuaron
por analisis de imagen digital. Como era de esperar, en los nervios control, la regeneracion axonal directamente
distal al sitio de aplastamiento fue fuerte y extendida por toda la seccidn transversal del nervio, como se muestra en
la Figura 13A. Se observaron una respuesta regenerativa y un patron de crecimiento similares también en los
nervios tratados con condroitinasa. En ambas condiciones, el inmunomarcado fue muy denso y se vieron numerosas
neuritas con cada tubo de lamina basal. La evaluacion cuantitativa de inmunorreactividad de GAP-43 demostr6é que
la regeneracion axonal después de lesion por aplastamiento del nervio no fue afectada significativamente por la
aplicacion de condroitinasa (Figura 13B). Asimismo, no hubo ninguna indicacion de que la latencia o velocidad de
regeneracion axonal estuviera alterada en los nervios tratados con condroitinasa.

Ejemplo 10. Regeneracidén de axones después del seccionamiento transversal de nervios (neurotmesis), la
reparacion mejora por el tratamiento con condroitinasa

Se analizé la hipotesis de que el tratamiento con condroitinasa mejora el crecimiento axonal a través del sitio de
coaptacion del nervio. Se alcanzo6 la neurotmesis bilateral mediante el corte con una tijera de los nervios ciaticos que
fueron reparados después por sutura epineural y goma de fibrina. Se inyectd un nervio con condroitinasa ABC vy el
nervio contralateral recibi6 vehiculo solo. Debido a la latencia de regeneracién después del seccionamiento
transversal, se examind el crecimiento axonal del nervio a través de la coaptacion cuatro dias después de la lesion.
En los nervios control, el acceso de los axones tuvo lugar principalmente en parches y se limité a subsecciones
diferenciadas del nervio distal; aparte de eso solamente algunos axones se encontraron dispersados por toda la
seccion transversal del nervio restante, como se muestra en la Figura 14A. El nimero de axones que se extienden
mas lejos dentro del distal (después de 4 dias) disminuyd rapidamente y se aproximd a cero dentro de los 3 mm de
la coaptacion. En contraste, el acceso de los axones en los nervios tratados con condroitinasas fue mas fuerte y
dispersado por toda la seccion transversal del nervio. En 7 de 7 animales, el nUmero de axones que entraron en el
nervio distal fue mayor en el nervio tratado con condroitinasa que en el nervio control. Como media, la puntuacion de
axones inmediatamente distales a la coaptacion fue dos veces mayor en los nervios tratados con condroitinasa, y en
3 de 7 animales habia aumentado mas de 3,5 veces, como se muestra en la Figura 14B. La relacion del nimero de
axones en los nervios tratados con condroitinasa comparados con los nervios control aumenté progresivamente
desde 2:1 (justo pasando la coaptacion) hasta mas de 4:1 en los puntos mas lejos dentro del tronco distal. Por lo
tanto, en adicion al aumento del nimero de axones que invaden el nervio distal, el tratamiento con condroitinasa
redujo también la latencia del acceso axonal y/o aumento la velocidad de crecimiento dentro del segmento del nervio
distal. Quedd claro que el crecimiento de axones en todas las porciones del nervio distal fue estrictamente lineal y
alineado con el eje longitudinal del nervio. En adicion, el doble-inmunomarcado para los axones de regeneracion
(GAP-43) y para las laminas basales (laminina) indicdé que la fuerte propension de los axones a volver a crecer
dentro de las laminas basales del nervio distal no fue alterada por el tratamiento con condroitinasa.

Estos hallazgos demuestran que el rebrote axonal después de la lesion por aplastamiento fue similar en los nervios
tratados con condroitinasa que en los nervios control. Por contraste, el rebrote axonal se aceler6 a través de la
coaptacion de nervios seccionados transversalmente y el acceso de axones al segmento distal aumentd varias
veces en los nervios inyectados con condroitinasa. Por lo tanto, en la lesion por seccionamiento transversal cuando
se rompe la continuidad del nervio, la aplicacion de condroitinasa aumenté significativamente la capacidad de los
axones para acceder a las laminas basales del segmento distal del nervio y aumenté de forma notable la
regeneracion.

De acuerdo con la presente invencion, una Unica inyeccion de condroitinasa puede mejorar marcadamente la
regeneracion axonal a lo largo de la interfase de los nervios periféricos coaptados. La degradacion de CSPG
inhibitorio crea un sustrato nervioso mas permisivo y permite brotes de axones de mayor flexibilidad para localizar y
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acceder a las laminas basales de las células de Schwann del nervio distal. La dificultad de que los axones se
enfrenten en este proceso se pone en evidencia por el aumento de la latencia asociado con la regeneracion después
de la lesion por seccionamiento transversal comparada con la lesion por aplastamiento. Notablemente, los datos
sugieren que un efecto importante del tratamiento con condroitinasa es reducir la latencia de regeneracion en el
modelo de seccionamiento transversal de los nervios periféricos. En adicion, es sabido que los brotes axonales
degeneraran si no atraviesan la coaptacion (Fu, S. Y, and T. Gordon 1997, Mol Neurobiol 14: 67-116).

Ejemplo 11. La actividad promotora de neuritas de los segmentos de nervios cultivados

Se cultivaron durante 7 dias, segmentos de nervio ciatico de rata (celular) recientemente extirpados en medio que
contenia 0, 2 y 10 % de suero fetal bovino. Se crioseccionaron los nervios control (sin cultivar) y los nervios
cultivados y se evalu6 su actividad promotora de neuritas mediante un ensayo de criocultivo. Los resultados se
muestran en la Figura 15A. Las neuronas DRG de embrién de pollo crecidas en la secciones de los nervios control
tenian una longitud media de neuritas de 118 pum. El crecimiento neuritico sobre las secciones de explantes de
nervio cultivados durante 1-4 dias fue significativamente mayor. Para los nervios cultivados en medio definido (0 %
de suero), la actividad promotora de neuritas alcanzé un méaximo a los 2 dias in vitro, lo que representa un 43 % de
aumento comparado con los nervios control. Hubo mas de un 70 % de aumento en la actividad promotora de
neuritas para los explantes de nervios cultivados durante 1 o 2 dias en medio que contenia 2 % de suero. Los
explantes de nervios cultivados en 10 % de suero también alcanzaron un maximo similar a los 2 dias in vitro. La
actividad promotora de neuritas de los explantes de nervios disminuyé después de periodos més largos de cultivo y
cay6 por debajo del nivel de control a los 7 dias. Estos datos indican que la actividad promotora de neuritas de los
explantes de nervios aumenté de forma marcada cuando se cultivaron durante cortos periodos in vitro con y sin la
adicion de suero al medio de cultivo. Se evitd que los explantes de nervios se adhirieran al vaso de cultivo y no se
observo ningun brote celular. Sin embargo, se confirmé la viabilidad de las células en todas las condiciones en
experimentos separados en los que se observé una fuerte migracion celular desde los explantes de nervios que
fueron troceados y presionados sobre la superficie de cultivo.

Ejemplo 12. Comparacion de la predegeneracion in vitro e in vivo

Utilizando el ensayo de criocultivo, se comparé la actividad promotora de neuritas de los nervios ciaticos de rata
predegenerados in vitro con la de los predegenerados in vivo. Como se ha descrito anteriormente (véase las figuras
15A y 15B), el crecimiento neuritico de las neuronas DRG sobre explantes de nervios cultivados durante 2 dias en 2
% de suero (predegeneracion in vitro) fue 70 % mayor que en los nervios control (no predegenerados). También, el
cultivo de explantes de nervios durante periodos mas largos (4 y 7 dias) dio como resultado una actividad promotora
de neuritas progresivamente menor. Los nervios cultivados durante 7 dias tuvieron 37 % menos actividad que el
control. Por comparacion, la actividad promotora de neuritas de los nervios predegenerados in vivo fue mucho mas
baja que la de los predegenerados in vitro. El crecimiento neuritico sobre los nervios predegenerados in vivo durante
2 dias fue 35,8 um, 72 % menos de actividad que el control (126,5 um) (prueba t, p<0,001). Sin embargo, esta
inhibicion se invirtié con el tiempo y la predegeneracion in vivo durante 7 dias dio como resultado un crecimiento
neuritico 12 % mayor que el control (p=0,06). Estos datos demuestran que la predegeneracion in vitro aumento la
actividad promotora de neuritas de los segmentos de nervio en mayor medida que la alcanzada por la
predegeneracion in vivo.

Ejemplo 13. La degeneracion in vitro es MMP-dependiente

Se cultivaron segmentos de nervio durante 2 dias en medio que contiene 2 % de suero con y sin la adicion del
inhibidor de la MMP, GM6001. Se evalué la actividad promotora de neuritas de los nervios cultivados por un ensayo
de criocultivo. Los resultados se muestran en la Figura 15B. De modo similar a lo mostrado en la Figura 15A, la
longitud media de las neuritas de las neuronas DRG crecidas sobre los nervios cultivados (2 dias, 2 % de suero) fue
210 um, lo que representa un 68 % de aumento sobre la de los nervios control (sin cultivar). Sin embargo, este
aumento se redujo a solamente el 14 % para los nervios cultivados en presencia de GM6001. El cultivo de
disociacion (preparaciones aplastadas) de los segmentos de nervio en cada condicion presentd un profuso brote de
células que indica que no hay pérdida de la viabilidad celular. En adicion, el tratamiento de cultivos aislados de
células de Schwann con GM6001 confirmé la toxicidad muy baja de este dipéptido basado en hydromate. Estos
resultados implican fuertemente la actividad de la MMP en un proceso degenerativo que aumenta la actividad
promotora de neuritas de los explantes de nervios cultivados.

Ejemplo 14. Expresion de MMP en los segmentos de nervios cultivados: analisis zimografico en gel

Las MMP-2 y MMP-9 son las principales proteinasas extracelulares capaces de degradar la gelatina (colageno
escindido) y su principal sustrato es el colageno tipo IV de la lamina basal. La MMP-2 es expresada
constitutivamente por las células de Schwann in vivo y es regulada por incremento después de la lesién del nervio
en la rata. Por otro lado, la MMP-9 es indetectable en el nervio normal y esta presente después de la lesién en
asociacion con los granulocitos y macrofagos invasores. El examen de la degeneraciéon del nervio in vitro en la
presente invencion proporciona una oportunidad Unica para determinar el papel de la expresion de MMP por las
células del nervio residentes con una minima contribucién por las células hematogénicas. Los niveles de MMP en
explantes de nervios cultivados fueron examinados en primer lugar por electroforesis en gel recubierto con sustrato
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de gelatina (zimografia). La zimografia en gelatina es muy sensible en la deteccion de MMP-2 y MMP-9 vy tiene la
ventaja afiadida de revelar tanto la forma latente como la activada. Se cultivaron los segmentos de nervio durante 1,
2,4y 7 dias en presencia de 2 % de suero. En la Figura 16 se muestra un analisis zimografico representativo de los
nervios extraidos. El nervio normal (control sin cultivar) presentd una banda gelatinolitica predominante a Mr=72 kD
gue coemigré con la proforma de MMP-2 humana recombinante. Se observaron trazas de la MMP-2 activada (Mr=66
kD), mientras que la MMP-9 (Mr=92 y 84 kD) no se detect6. En los nervios cultivados, hubo un rapido incremento de
la MMP-2 activada y un incremento sustancial en el contenido total de MMP-2. La MMP-9 fue indetectable en los
nervios cultivados durante 1 o 2 dias y se detectaron cantidades trazas de MMP-9 activada en las muestras de los
dias 4 y 7. Se obtuvieron resultados similares para los explantes de nervios cultivados en medio definido, lo que
confirma que el suero no contribuyé a la actividad gelatinolitica observada en las muestras de nervios. Estos
hallazgos indican que la MMP-2 se activa rapidamente y se regula por incremento en la degeneracion del nervio in
vitro. Es notable que la zimografia en gelatina sea varias veces mas sensible para detectar la MMP-9 que para la
MMP-2. (Ladwig et al. [2002] Wound Repair Regen 10: 26-37), lo que significa que el contenido de MMP-9 en las
muestras de nervios era despreciable.

Ejemplo 15. Actividad de MMP en los segmentos de nervios cultivados: zimografia in situ

La actividad de las MMP se regula por transcripcion génica, activacion proenzimatica y por la accion de inhibidores
tisulares de las metaloproteinasas. Se examino la actividad gelatinolitica neta en los segmentos de nervios por
zimografia in situ. Se cubrieron secciones de tejido con gelatina con fluoresceina apagada, que se convierte en
péptidos fluorescentes por la actividad gelatinolitica dentro de los tejidos. Se detectd la actividad gelatinolitica
constitutiva en el nervio normal principalmente asociada a las células de Schwann alineadas a lo largo de la lamina
basal endoneural (como se muestra en las figuras 17A y 17B). En los nervios cultivados hubo un aumento
generalizado de la actividad gelatinolitica que fue difusa dentro del endoneurio y las células de Schwann se
marcaron mas intensamente, como se muestra en las figuras 17C y 17D. Se examind también, la actividad
gelatinolitica en los nervios cultivados en presencia de GM6001. Como se ha descrito anteriormente, el GM6001
bloqued los aumentos de la actividad promotora de neuritas observada en los nervios cultivados. La actividad
gelatinolitica en los explantes de nervios tratados con GM6001 fue casi indetectable, como se muestra en las figuras
17E y 17F. Estos hallazgos juntos indican que la actividad gelatinolitica aumentd notablemente por el cultivo de
explantes de nervios y que el GM6001 bloqued efectivamente de novo la actividad de MMP durante la degeneracion
in vitro.

Ejemplo 16. Localizacion de MMP en los segmentos de nervios cultivados: marcado inmunofluorescente

Se examinaron las distribuciones de MMP-2 y MMP-9 en los explantes de nervios cultivados durante 2 dias por
microscopia de inmunofluorescencia. El inmunomarcado de la MMP-2 de los nervios de cultivo fue intenso dentro de
las células de Schwann y las ldminas basales que las rodean, como se muestra en la Figura 18A. La tincion de las
células de Schwann con S-100 indicé que el inmunomarcado mas intenso de la MMP-2 estaba asociado con las
células de Schwann migratorias (Figura 18B; y véase mas adelante). También, la inmunoexpresién de MMP-2 fue
muy similar al patron de actividad gelatinolitica obtenido por zimografia in situ. Por otro lado, el inmunomarcado de la
MMP-9 estuvo virtualmente ausente dentro de los fasciculos nerviosos, excepto para perfiles celulares raros. Se vio
alguna inmunoexpresion celular de MMP-9 en el epineurio circundante, como se muestra en la Figura 18C. El
marcado con OX42 se utilizd para identificar los macréfagos que estaban extendidos a lo largo del epineurio y
raramente dentro de los fasciculos nerviosos de los nervios cultivados, como se muestra en la Figura 18D. Las
distribuciones compartimentales de marcado de MMP-9 y OX42 sugirieron que los macréfagos eran la fuente
principal de la MMP-9. En adicion, las células de Schwann, y quizas algunos fibroblastos perineurales, expresaron la
MMP-2 y la inmunorreactividad de MMP-2 se observé también difusamente en la matriz extracelular circundante.

Ejemplo 17. Distribuciones celulares y degeneracion axonal en los segmentos de nervios cultivados

Después de la lesion del nervio las células de Schwann se activaron, disociaron su mielina y emigraron
ampliamente. El inmunomarcado por S-100 de los explantes de nervios cultivados demostré que muchas células de
Schwann habian perdido su morfologia alargada y la estrecha asociacion con los axones, tipico de la respuesta a la
lesiéon, como se muestra en la Figura 18B. Como era de esperar cuando se desconectaron del sistema circulatorio,
el numero de macréfagos en los explantes de nervios fue muy inferior al observado en la degeneracioén del nervio in
vivo. Ademas, se encontraron muy pocos macrofagos dentro de los fasciculos nerviosos y casi todas las células
marcadas con OX42 se limitaron al epineurio, como se muestra en la Figura 18D. Era claro que los macrofagos
presentes en el compartimento epineural al tiempo de la extirpacién del nervio no invadieron los compartimentos
internos del nervio durante el cultivo. Por consiguiente, los explantes de nervios in vitro representan un modelo de
degeneracion de nervios en el que se puede evaluar la contribucion de las células de Schwann independientemente
de la de los macrofagos invasores.

Se examind la degradacion de los axones en los explantes de nervios cultivados mediante inmunomarcado de
neurofilamentos. Los resultados se muestran en las figuras 19A-19D. A diferencia de la tincion del neurofilamento
contiguo observada en el nervio normal, mostrada en la Figura 19A, los perfiles de neurofilamento en los segmentos
de nervios cultivados durante 2 dias fueron fragmentados e irregulares, como se muestra en la Figura 19B.
Similarmente a la degeneracién axonal in vivo, los nervios cultivados contenian perfiles de neurofilamento tanto
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anulares como condensados, indicativos de la desintegracion del citoesqueleto y de la degeneracion axonal. La
degeneracion de los axones fue especialmente obvia en las secciones semi-delgadas teflidas con azul de toluidina
gue mostraron un vacio o un sedimento denso dentro de las vainas de mielina residuales, como se muestra en la
Figura 19D. Los cambios degenerativos observados en los nervios cultivados durante 2 dias fueron reminiscencias
de la fase inicial de la degeneracion de Wallerian vista in vivo (revisado por Stoll and Muller, 1999, Brain Pathol 9:
313-325). Las principales caracteristicas de la fase secundaria de la degeneracion de Wallerian se observaron
también en los nervios cultivados incluyendo cambios morfol6gicos en la vaina de mielina y extrusion de la mielina
por las células de Schwann, asi como la proliferacién de las células de Schwann, como se muestra en la Figura 19D.
Sin embargo, los procesos degenerativos produjeron una degeneracion adicional de mielina (colapso y
condensacion) y no tuvo lugar la separacién fagocitica en los cultivos de explantes de nervios a los 2 dias. A pesar
de las alteraciones degenerativas sustanciales, el soporte de la lamina basal permanecié estructuralmente intacto y
la remodelacion estuvo indicada por el alto nivel de expresion de laminina por las células de Schwann, como se
muestra en la Figura 19C.

Ejemplo 18. Nervios cultivados como injertos interposicionales acelulares

El presente experimento comprueba la hipétesis de que la predegeneracion in vitro mejora la regeneracion de
nervios por medio de aloinjertos de nervios acelulares. Las ratas hospedantes recibieron injertos bilaterales de
nervios acelulares, uno control (no predegenerado) y uno predegenerado in vitro (cultivado durante 2 dias en 2 % de
suero). Se observo la regeneracion axonal después de 8 dias puntuando los perfiles inmunopositivos para GAP-43
en las secciones transversales. Se observé crecimiento axonal en todos los injertos y se distribuyé centralmente, lo
que indica un buen alineamiento y coaptacion del nervio proximal del hospedante y del injerto, como se muestra en
las figuras 20A y 20B. En 6 de 6 animales, el niUmero de axones que cruzaron la coaptacion proximal nervio-injerto y
entraron en el injerto fue mayor en el injerto predegenerado in vitro que en el injerto control contralateral. Como
media, la puntuacion de axones dentro de los injertos predegenerados in vitro fue dos veces mayor, como se
muestra en la Figura 20B. En ambas condiciones de injerto, el crecimiento axonal tuvo lugar dentro de tubos de
lamina basal y fue acompafado de las células de Schwann derivadas del hospedante. Estos hallazgos demuestran
gue la regeneracion axonal en los injertos de nervios acelulares se aumenta con la predegeneracion in vitro.

La degeneracion aumenta las propiedades promotoras del crecimiento de los nervios periféricos desnervados y de
los injertos de nervio derivados. El presente experimento investigd el papel de las MMP en este proceso
degenerativo utilizando un modelo de cultivo de explantes de nervios. También, puesto que no es factible la
predegeneracion del nervio in vivo para la preparacion de aloinjertos humanos, se examinaron los atributos de los
injertos de nervios predegenerados in vitro. Los resultados del presente experimento apoyan las siguientes
conclusiones. En primer lugar, las etapas iniciales de la degeneracion de Wallerian tienen lugar en cultivo a corto
plazo de explantes de nervios periféricos, a pesar de la ausencia de macro6fagos hematogénicos. La actividad
promotora de neuritas de los segmentos se aumenta notablemente por la degeneracion in vitro y en mayor medida
que en el nervio predegenerado in vivo. El aumento de la actividad promotora de neuritas que resulta de la
degeneracion in vitro se atribuye a una mayor expresion y activacion de MMP-2 por las células de Schwann. En
ultimo lugar, la predegeneracion in vitro aumenta la regeneracion axonal en los injertos de nervios interposicionales
acelulares.

El presente experimento de degeneracion de nervios periféricos in vitro, encuentra que la MMP-9 esta presente en
cantidades trazas asociada principalmente con una poblacién menor de células limitadas a la vaina epineural. El
inmunomarcado para MMP-9 esta esencialmente ausente en el compartimento endoneural de los nervios cultivados.
Por contraste, la MMP-2, particularmente la forma activada, aumenta rapidamente dentro del endoneurio en los
nervios cultivados. Tomados junto con la inmunolocalizacién y los datos de la zimografia in situ, los datos
experimentales llevan a la conclusion de que la MMP-2 es expresada por las células de Schwann y la enzima activa
es liberada en el endoneurio circundante durante la degeneracion del nervio in vitro.

Combinados con las presentes observaciones de explantes de nervios, los datos experimentales muestran que la
MMP-2 representa un suficiente, si no principal, mecanismo degenerativo para el aumento de las propiedades
promotoras del crecimiento de nervios desnervados (e injertos de nervios predegenerados).

De acuerdo con la presente invencion, el cultivo de explantes de nervios, utilizando condiciones para apoyar la
viabilidad y el crecimiento de las células, permite la degeneracion mediada por células y aumenta significativamente
el potencial regenerativo de los injertos de nervios. Los explantes de nervios se pueden desvitalizar por congelacion
y se pueden conservar congelados para un uso posterior como injertos de nervios interposicionales. La
desvitalizaciéon por congelacién de los injertos de nervios elimina virtualmente los problemas de inmunorrechazo del
injerto. Por esta razoén los injertos de nervios acelulares tienen un mayor potencial para aplicaciones clinicas que los
injertos de nervios celulares en la implantacion de aloinjertos sin inmunodepresion.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar un injerto de nervio para implantacion, que comprende en cualquier orden, degradar el
proteoglicano sulfato de condroitina del injerto de nervio in vitro utilizando una enzima que degrada el proteoglicano
sulfato de condroitina y hacer que el injerto de nervio sea acelular.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que la degradacion del proteoglicano sulfato de condroitina del injerto
de nervio comprende aplicar al injerto de nervio mediante inyeccién o como un liquido, formulacion fluida, pomada,
gel, crema, o pelicula, una enzima que degrada el proteoglicano sulfato de condroitina.

3. El método segun la reivindicacion 1, en el que la degradacion del proteoglicano sulfato de condroitina del injerto
de nervio comprende cultivar el injerto de nervio antes de hacer que el injerto de nervio sea acelular, y en el que la
enzima que degrada el proteoglicano sulfato de condroitina es expresada por células del injerto de nervio.

4. El método segun la reivindicacion 3, en el que el cultivo tiene lugar durante un periodo de tiempo dentro del
intervalo de aproximadamente 24 horas a aproximadamente 96 horas.

5. El método segun la reivindicaciéon 3, en el que el cultivo tiene lugar a una temperatura dentro del intervalo de
aproximadamente 10 °C a aproximadamente 37 °C.

6. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 3 a 5, en el que la degradacion del proteoglicano sulfato de
condroitina del injerto de nervio comprende cultivar el injerto de nervio y aplicar al injerto de nervio mediante
inyeccion o como un liquido, formulacién fluida, pomada, gel, crema, o pelicula, una enzima que degrada el
proteoglicano sulfato de condroitina.

7. El método segun la reivindicacion 2 o la reivindicacién 6, en el que la enzima que degrada el proteoglicano sulfato
de condroitina aplicada produce la lisis de condroitina-4-sulfato, condroitina-6-sulfato, o ambos condroitina-4-sulfato
y condroitina-6-sulfato dentro del injerto de nervio.

8. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 2, 6, o 7, en el que la enzima que degrada el proteoglicano
sulfato de condroitina aplicada se selecciona del grupo que consiste en una condroitinasa, una hialuronidasa, una
metaloproteinasa de la matriz, un fragmento o variante biolégicamente activo de las mismas y las combinaciones de
las mismas.

9. El método seguln cualquiera de las reivindicaciones 2, 6, o 7, en el que la enzima que degrada el proteoglicano
sulfato de condroitina aplicada se selecciona del grupo que consiste en condroitinasa ABC, condroitinasa A,
condroitinasa C, condroitinasa AC, metaloproteina-2 de la matriz, metaloproteina-9 de la matriz y las combinaciones
de las mismas.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el hacer que el injerto de nervio sea
acelular comprende al menos un procedimiento entre la desvitalizacion por congelacion y la extraccion quimica con
detergentes.

11. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el injerto de nervio comprende tejido
nervioso periférico.

12. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el injerto de nervio comprende tejido
del sistema nervioso central.

13. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el injerto de nervio comprende tejido
de mamifero.

14. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el injerto de nervio es un autoinjerto.
15. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 1-13, en el que el injerto de nervio es un aloinjerto.

16. ElI método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método comprende ademas
congelar el injerto de nervio para conservacion.

17. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método comprende ademas afiadir
al menos una célula al injerto de nervio.

18. El método segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en el que el método comprende ademas aplicar
un corte quirdrgico al injerto de nervio, en el que el corte quirtrgico facilita al menos un resultado entre proporcionar
estimulacion eléctrica al injerto de nervio y registrar la actividad eléctrica del nervio.

19. Un injerto de nervio obtenible por el método descrito en cualquiera de las reivindicaciones 1-18.
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