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Summary

Neurotrophic factors have been studied predominantly in
both, their relation with survival and the differentiation of
selective populations of neurons during embryonic develop-
meant, and the maintenance of specific functions of those
neurons in adulthood. During the last few years, a massive
amount of experimental evidence has been accumulated,
mainly in relation with the neurotrophins-induced increase in
the microtubules and microfilaments polimerization rate;
stimulation of the synthesis and secretion of several
neurotransmitters and hormones; and in the activation of
enzimes that play a central role in the control of cellular
metabolism. In this review we describe a brief history of the
so-called Nerve Growth Factor (NGF), from its discovery in
the 50's to the most recent experimental reports, including all
the neurotrophins discovered until now focussing in the
neurotrophing physiological role during adulthood and stressing
the importance of molecular protection mechanisms against
neurodegenerative processes.
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Resumen

Los factores neurotréficos han sido estudiados principal-
mente en relacién con sus funcionas en la regulacion de los
mecanismos moleculares que permiten la supervivencia y di-
ferenciacion de poblaciones neuronales especificas durante
el desarrollo embricnario. En los Gltimos afios se ha encon-
trade un creciente namero de evidencias experimentales que
demuestran las aportaciones fisioldgicas de las neurotrofinas
a la vida adulta de la neurona, entre las cuales destacan su
pape! en la plasticidad neuronal, en el mantenimiento de la
memotia, en la estimulacién de la sintesis y en la liberacién
de neurotransmisores y neuropéptidos, y como un mecanis-
mo de proteccién neuronal ante el dafo degenerativo, que
incluye el restablecimiento de los axonas y de las dendritas,
y el mantenimiento de la homeostasis celular. En este trabajo
se prasentan desde el descubrimiento del Factor de Creci-
miento Neuronal hasta los mas recientes trabajos de investi-
gacién que incluyen todas {as neurotrofinas conocidas hasta
la fecha. Se hace hincapié en el pape! que desempeiian las
neurotrofinas con diversas patologias, con el propésito de
ofracer un espectro general de este creciente campo de in-
vestigacion en la neurobiologia contemporénea.
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Introduccién

“Estudiando la evolucién de la retina y la de los cen-
tros nerviosos, nos hemaos planteado muy a menudo
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esta cuestion: ;cudles son las causas fisicoquimicas
del crecimiento de las fibras nerviosas y del poder
maravilloso que tienen las expansiones nervicsas,
que provienen de elementos alejados para ponerse
en contacto, sin errores ni rodeos, con determinados
corpusculos nerviosos mesodérmicos o epileliales?
Sin negar la importancia de las influencias mecédni-
cas, creemos que se podrian admitir también condi-
ciones andlogas a las que entran en juego en el fe-
némeno llamado quimiotaxis o neurotropismo”.

Santiago Ramén y Cajal,

La fisiologfia de los factores neurotréficos se encuen-
tra relacionada con la regulacién de los procesos de
supervivencia y diferenciacién de poblaciones
neuronales especificas durante el desarrollo embrio-
nario, en las funciones que contribuyen a mantener la
homeostasis celular y en respuesta al dano que el teji-
do nervioso recibe por los procesos degenerativos
(7.29). El amplio espectro fisiolégico de las neurotro-
finas [término acufado para agrupar a los miembros
de una familia de proteinas derivadas del Factor de
Crecimiento Neuronal (NGF)] se encuentra determina-
do por su extensa distribucion en el sistema nervioso
central y periférico, y en las células no neurales, asi
como por la presencia de receptores especificos para
cada neurotrofina (35). El NGF fue descubierto hace
mas de 40 afios por Rita Levi-Montaicini y Stanley
Cohen (27,28), y hasta la fecha es el arquetipo de los
factores de crecimiento. El enorme y prometedor po-
tencial que representa el estudio de las neurotrofinas
en la neurobiologia contemporanea tuvo sus origenes
a finales del siglo pasado con los estudios efectuados
por Don Santiago Ramén y Cajal, quien elaboré la teo-
rfa neurotropica. En los 30 afios del pregente siglo, Ross
Hamilton comenzé a estudiar en la Universidad de Yale
las interacciones entre las neuronas periféricas y sus
érganos blanco durante el desarrollo embrionario de
los anfibios. Hamilton demostré que el nimero de
neuronas sensoriales que hay en la rafz dorsal del gan-
glio de los embriones de anfibios, puede aumentar ai
transplantarle la parte germinal de un miembro adicio-
nal. Por el contrario, la remocion del érgano blanco ori-
ginal produjo la disminucién de las neurchas sensoria-
les e, inclusive, inhibid su crecimiento. Victor Hamburger
trabaj6 en la Universidad de Washington con embrio-
nes de pollo en lugar de utilizar a los anfibios. Si bien
esta preparacién es mas compleja, permitia un estudio
experimental mas detallado del sistema nervioso (22).
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Hamburger injert$ la porcién germinal de un miembro
en el embrién del pollo en estadios muy tempranos del
desarrollo, y observd que el campo periférico modifi-
cado era innervado intensamente por fibras, tanto sen-
soriales como simpéticas. Elmer Bueker, que era alum-
no de Hamburger, medificé la estrategia experimental
al transplantar diversos tumores de mamiferos (ratén)
en lugar de la regién germinal de los miembros (8).
Los resultados demostraron que el tumor proveniente
del sarcoma-180 (5-180), en particular era intensamen-
te inervado por fibras sensoriales y simpaticas, pero
que las fibras nerviosas no establecian sinapsis con el
tumeor. Beuker concluyd que mientras mas activo era
el campo periférico, mas intensa era la innervacién por
las fibras nerviosas. Rita Levi-Montalcini y Victor
Hamburger reexaminaron estos datos y encontraron
que el tumor 8-180 no sdlo aumentaba el volumen de
las fibras sensoriales, sino también de las simpaticas.
La preparacion de Montalcini mostré que la innervacién
de las fibras nerviosas alcanzaba sitios en el embrién
de polio que en condiciones control no tienen inner-
vacion sensorial, como las visceras del embrién del
pollo, llegando, inclusive, a obstruir la circulacién de
las venas y capilares (28). Estos experimentos mos-
traron que el crecimiento de las fibras sensoriales no
estaba necesariamente relacionado con la actividad del
campo periférico. Rita Levi-Montalcini sugirié que el tu-
mor podia estar liberando vna sustancia quimica que
pemmitiera el crecimiento de las fibras nerviosas. Esta
hipétesis fue corroborada por ella misma al disecar los
ganglios sensoriales y simpéticos en un medio semi-
sélido en ausencia y presencia del tumor S-180. La
innervacion de las fibras simpaticas en el tumor fue
significativamente mayor al compararlo con la prepa-
racién control (27). En 1955, Stanley Cohen, bioguimico
de la Universidad de Washington, se integré al grupo
de Montalcini y Hamburger, y logré aislar y purificar,
de las glandulas salivales del ratén, la proteina res-
ponsable de estimular el crecimiento de las fibras sim-
paticas, a la cual Cohen (13) llamé “Nerve Growth
Factor” (NGF). La secuencia de aminoacidos de esta
proteina no fue establecida si no hasta 1971, por R.
Angeletti y R. Bradshaw (2). El NGF nativo es un com-
plejo de 3 subunidades denominadas «.B,y, con una
estequiometria o,B,y,- EI componente aclivo es la
subunidad B, la cual es un dimero o complejo de 2 ca-
denas idénticas de polipéptidos, cada unha con un total
de 118 aminodcidos y un peso molecular de 13,500
daltones. Hasta la fecha se han identificado 6 protei-
nas que forman la familia de las neurotrofinas (cuadro
1), y todas ellas poseen varias caracteristicas comu-
nes, como su peso molecular, la presencia de 3 en-
laces disulfuro entre el aminoécido cisteina, y el ca-
racter basico de las proteinas. En todas las espe-
cies analizadas se ha encontrado una homologia
mayor de 50 % en la secuencia de aminoécidos de
las neurotrofinas (19).

Fisiologfa del NGF
Los primeros estudios sobre la fisiclogla del NGF

comenzaron al obtenerse sus anticuerpos, los cuales,
al inyectarse en los ratones recién nacidos y después
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CUADRO 1

Neuratrofinas

Citas

NGF {Nerve Growth Factor}
descubierto por Rita
Levi-Montalcini en 1953 {28)

BDNF | (Brain Derived Nerve Factor)
descubisrto por Yves-Barde

en 1982. La clonacién del gen
porcing que codifica para el BDNF
fue realizado por J. Leinbrook en

1989 (3.26)
NT-3 | (HDNF) Descubierto en el hipotalamo )

por P. Emforns en 1880 (15)
NT-4 | Descubierto en el Xenopus leavis por

F Hallbddk en 1991 21)

NT-5 | Descubierto en el cerebro de los
mamiferas por L. Berkemaeir en 1991
Por el momento se considera

que la NT-4 y NT-5 son las mismas
proteinas que se expresan

en especies diferentes, por lo

tanto se ha determinado en la

nomenclatura denominarias NT-4/5 (5)
NT-6 | Descubierto por R. Gotz en
ol telabsten Xiphophorus en 1994 {19)

de un mes de tratamiento, arrojaron los siguientes re-
sultados (28): al ser comparadas con el grupo control
se encontré que: a) el tamano y el volumen de las fi-
bras simpaticas eran muy reducidos, b} el resto de los
érganos no estaba afectado, c) este hallazgo podia
constituir un buen modelo para estudiar las consecuen-
cias de la falta de innervacién simpatica y d) el efecto
se revertia totalmente al inyectarle a los ratones, por
via intraventricular, 10 pg de NGF. Estos resultados
llevaron a la conclusién de que el NGF era esencial en
los mamiferos para la supervivencia y desarrollo de
las fibras simpaticas y sensoriales del SNP. Sin em-
bargo, también sirve para guiar a las fibras nerviosas a
establecer sinapsis con sus células blanco.

Como factores t_‘réficas

La formacién de los circuitos neuronales puede de-
berse a la participacién de factores genéticos pre-de-
terminados en las neuronas, y a factores extrinsecos.
£l primer investigador que estudié esta hipdtesis fue
Don Santiage Ramén y Cajal, quien escribié “/os teji-
dos periféricos pueden liberar substancias quimicas
que sirven nomo gufa a las fibras nerviosas para reali-
zar sus conexiones nerviosas en forma correcta”, a lo
que llamé quimlotaxis o teoria neurotrépica (1}. En
esa época, la teoria de Cajal fue desechada por no
tener el sustento experimental que la apoyara, ni la
tecnologla para demostrarlo. Tuvieron que transcurrir
méas de 80 afos para que los experimentos realizados
por Campenot (9) y Gundersen {19), demostraran que
la hipétesis del Cajal era correcta. L.os autores indica-
ron que los axones pueden ser guiados hacia los es-
pacios en los cuales se encuentra la NGF, y que los
axones de la raiz dorsal del pollo pueden alterar rapi-
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damente (entre 9 a 21 min) la direccién de su creci-
miento en respuesta a un gradiente extracelular del
NGF.

La formacién de las sinapsis y el control
de la homeostasis

El tejido periférico libera al NGF, por lo cual las
neuronas orientan la direccidn de su crecimiento y es-
tablecen sinapsis con sus ¢rganos blanco. Una vez
establecida la sinapsis, las neuronas, para poder so-
brevivir, necesitan interactuar con el NGF a través de
sus receptores especificos, localizados en la membra-
na plasmatica. El resultado de esta interaccién son los
moltiples efectos que se producen por la accién de los
segundos mensajeros. Por otro lado, la neurona tien-
de a capturar al NGF y transportarlo por el axén en
sentido contrario (transporte retrégrado). El NGF le
permite a fa célula conocer el ambiente del medio
extracelular, por lo que puede promover la polimeri-
zacion de los microtdbulos y de los microfilamentos,
que son elementos esenciales para el crecimiento de
los axones y de las dendritas. En los estadios avanza-
dos del desarrollo, o una vez que éste ha conciuido,
las neuronas senscriales y simpéticas se independizan
del NGF o de cualquier otra neurotrofina (cuadro 2).
Sin embargo, en fa vida adulta de la neurona, las
neurotrofinas estimulan la actividad de algunas enzimas
que intervienen en la sintesis de los transmisores, como
la acetilcolina, la dopamina y los neuropéptidos (29,35),
¥ en 1os mecanismos de secrecion de los neurotransmi-
sores (6,23,33). En las interacciones entre el érgano
blanco y la fibra nerviosa no todas las neuronas res-
ponden a la misma neurotrofina. El efecto parece ser
especifico, dependiendo de la region cerebral estudia-
da, de la neurotrofina y de la presencia de su receptor,
por lo que algunas neuronas sensoriales responden
principalmente al BDNF, mientras que el NT-3 promue-
ve la supervivencia de las neuronas de la raiz dorsal
del ganglio y de las neuronas del trigémino en los nd-

CUADRO 2
Células blanco de las neurotrofinas

Células derivadas de la cresta neural

Simpatoadrenales
Neuronas simpéticas largas
Neuronas simpéticas cortas
Células de los paraganglios (carotideas y abdominales)
Células SIF (small intensely fluorescent)
Células cromafines
Normales
Neoplésicas
Neuronas Sensoriales

Sistema Nervioso Central

Neuronas colinérgicas: cuerpo estriado, septum, niicleo
diagonal de la banda de Broca,
Sistema limbico.

Neuronas adrenérgicas, indolaminérgicas y peptidérgicas.

Células de origen no neural

Células plasméticas (mastocitos).

cleos mesencefalicos. Desafortunadamente, con ex-
cepcién del NGF, son muy escasos los datos que se
tienen acerca de la fisiclogia, la bioguimica y la
farmacologia de las neurotrofinas, tanto en condicio-
nes control como en ia patologia.

Los receptores de las neurotrofinas

La respuesta fisiolégica de las neurotrofinas esta
mediada por los receptores especificos de cada una
de ellas (cuadro 3). Hay 2 tipos de receptores ubica-
dos en la membrana plasmatica. El primer tipo perte-
nece al receptor p7S, el cual fue el primero en ser
clonado. Su peso molecular oscila entre los 75 y los 80
kDa (de ahi su nomenclatura de p75). Este receptor
tiene baja afinidad con el NGF, el BDNF y el NT-3, y se
expresa, principalmente, en los fibroblastos. El segun-
do grupo de receptores pertenece a la familia de los
protooncogenes Trk y son del tipo de las tirosinas-
cinasas. Tomando en cuenta un cierto grado de unién
cruzada, se considera que la siguiente relacion es la
que representa una mayor selectividad y afinidad por
su ligando (10,30,32); el TrkA une al NGF, el TrkB
une al BDNF y ¢l NT-4/5 y el TrkC unen at NT-3. Enlas
células de los mamiferos no se ha encontrado cual es
el receptor de la dltima neurotrofina descubierta, el NT-
6, que lo pueda unir con mayor afinidad.

Funcion en los procesos neurodegenerativos

El interés en estudiar la posible relacién que hay entre
las neurotrofinas y los procesos neurodegenerativos
se debe a razones clinicas y potencialmente terapéuti-
cas. La administracién exégena del NGF al cerebro del
ratén, es capaz de inhibir y de retrasar la muerte
neuronal producida por la axotomia de los ganglios
sensoriales y simpéticos {25). El hipocampo y la
neocorteza tienen receptores para el NGF, y su proce-

CUADRO 3
Funciones descritas para los receptores
de las neurotrofinas

Receplor Funcion

Receptores del tipo Trk| Internalizacién del ligando
Crecimiento axénico
Fosforilacién del aminodcido ti-
rosina, y de la activacion de la
fosfolipasa C-l y de la cinasa
del 3'-fosfatidilinositol
Supervivencia de las células
neuronales

Proliferacién celular

Incremento en la afinidad en el
sitio de unién para el NGF
Modular la actividad de la Trk-
tirosina cinasa

Transporte retrégrado de las
neuroctrofinas

Hidrdlisis de la esfingomielina
Muerte celular programada
Migracion celular

Invasividad de las células del
melanoma

Receptor p75
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so de captura y el transporte retrégrado de la neurotro-
fina es muy activo. Ademas se ha informado que hay
una gran concentracidon de NGF, asi como del ARNm
que lo produce. Todos los parametros mencionados
pueden aumentar su actividad significativamente al
producirse lesiones en el septum (estructura de la cual
el hipocampo y la neocorteza reciben conexiones de
tipo colinérgico). La administracién de NGF por via
intracerebral, en |a rata sometida a una axotomia en la
via septo-hipocampica, no s6lo inhibe la degeneracién
de las neuronas colinérgicas, sino gue promueve la
supervivencia después de la axotomia (25). Es impor-
tante destacar que la concentracién de los factores
tréficos, asi como la de sus ARNm, aumenta conside-
rablemente ante el dafio neurodegenerativo (la libera-
cion de los mismos en la patologia aun no ha sido es-
tablecida). La lesion electrolitica en el hipocampo, que
produce convulsiones, aumenta entre 22 y 28 veces el
contenido del ARNm que codifica para el NGF. Se en-
contraron resultados similares para el NGF y el BDNF
tanto con la administracién de pilocarpina como du-
rante el kindling eléctrico amigdalino (14,17). El proce-
so epiléptico (4,18}, la hipoglicemia (11), la isquemia
(24) y los procesos inflamatorios (12), tienen un co-
mun denominador: estimular poderosamente la produc-
cién de neurotrofinas. Esta respuesta es rdpida y de
tipo transitorie, ya que las concentraciones retornan
paulatinamente a los valores semejantes al control
después de terminado el estimulo. Es importante des-
tacar que si bien la respuesta general ante el daiio
celular es la de aumentar la biosintesis y la actividad
de las neurotrofinas, tales propiedades son selectivas.
El NGF, el NT-5 y el BDNF parecen proteger especifica-
mente al cerebro del dafio producido por la hipoxia
quimica (24). Después de la lesion unilateral de la cor-
teza cerebral de la rata, se produce un incremento sig-
nificativo en la expresién del ARNm que produce al
BDNF, pero no asi de la NT-3 (36). Por otro lado,
Ermnfoms (16} indicé que el NT-3 previene con mayor
eficacia la muerte de las neuronas sensoriales duran-
te su etapa profiferativa en la neurogénesis. Se ha su-
gerido que el aumento subito de la concentracidn de
neurotrofinas puede involucrar diversas respuestas
genémicas, como la expresion de los genes de res-
puesta inmediata (c-fos, c-jun}, los cuales producen fac-
tores que activan la transcripcion del ADN (7).

La relevancia fisiolégica de la liberacién de las
neurotrofinas en el proceso neurodegenerativo, puede
estar relacionada con su participacién en el proceso
de restauracion del arbol dendritico y del axdn, cuya

morfologia y fisiclogia se altera en los procesos dege-
nerativos (31). Christine Gall (18} demostré que en los
procesos epilépticos, la produccién del ARNm de la
NGF estimula la formacion de los axones y del arbot
dendritico en el cerebro de la rata. Este mecanismo
puede estar mediado por la capacidad que tienen las
neurotrofinas para estimular la polimerizacién de los
microtubulos y microfilamentos, que son componentes
del citoesqueleto e indispensables para la formacion,
conservacion y restauracion de las dendritas y de los
axones.

Conclusiones

La fisiclogia de las neurotrofinas se ha estudiado in-
tensamente, principalmente en los procesos de diferen-
ciacién celular durante el desarrolio embrionario y como
factores tréficos. Hasta la fecha, el NGF es el arqueti-
po de los factores troticos, y constituye, sin lugar a
dudas, la proteina mejor estudiada y caracterizada de
esta familia de proteinas. Sin embargo, en los dltimos
afios, y gracias a la poderosa herramienta que repre-
senta la tecnologia del ADN recombinante, se han des-
cubierto, clonado y secuenciado nuevas proteinas, lo
cual ha permitido descubrir con mayor facilidad y rapi-
dez el posible papel que desempeifian en la fisiologia.
Estas proteinas guardan semejanzas bioguimicas y fi-
siologicas relevantes que permiten agruparlas en una
nueva familia de las neurotrofinas. Es importante des-
tacar que existe una verdadera explosién de datos
experimentales que se concentran en el estudio de las
propiedades de las neurotrofinas en la vida adulta de
la neurona, las cuales tienen como funcién principal la
de mantener la homeostasis celular durante el daio
neurodegenerativo, ya sea estimulando la polimeriza-
cién de microtdbulos y microfilamentos, regulando la
liberacién de hormonas y neurotransmisores o
incrementando la actividad de diversas enzimas que
son piezas clave en el contrel del metabolismo celular.
Esta creciente rama de la neurobiclogia ofrece nuevas
y mejores perspectivas, tanto clinicas como terapéuti-
cas, para poder abordar los mecanismos moleculares
de la neurona para contrarrestar el dafio causado por
los procesos degenerativos.
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