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Neurotrofinas I: Aspectos moleculares
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RESUMEN: Los factores neutréficos son proteinas
necesarias para la supervivencia y el desarrollo neu-
ronal. Entre ellos cabe destacar la neurotrofina NGF
(nerve growth factor), por haber sido aislada y carac-
terizada en primer lugar. Otras neurotrofinas relacio-
nadas estructural y funcionalmente son el BDNF
(brain-derived neurotrophic factor) y las neurotrofinas
NT-3, NT-4/5 y NT-6. Las neurotrofinas se unen con al-
ta afinidad a receptores transmembrana tirosina-qui-
nasa especificos (trk), con capacidad intrinseca de
fosforilacion. Hasta el momento se han descrito tres
subtipos de receptores, denominados trk A, trk B y trk
C, que interaccionan de manera preferencial con NGF,
BDNF y NT-3 respectivamente. Ademas, todas las
neurotrofinas se unen a otro receptor de baja afinidad
llamado p75. En general, las neurotrofinas se sinteti-
zan y liberan en células diana, y tras su fijacion a re-
ceptores localizados en las terminales nerviosas, son
transportadas retrogradamente hasta el nicleo donde
regulan la expresion de genes. Los estudios de dele-
cién génica han permitido una caracterizacion adicio-
nal del papel de las neurotrofinas en el desarrollo, ob-
servandose profundas alteraciones fenotipicas en
ratones que no expresan alguno de los receptores trk.

SUMMARY: Neurotrophic factors are proteins neces-
sary for neuronal development and survival. The first
isolated and characterized neurotrophin was nerve
growth factor (NGF). Other structurally related neuro-
trophins are brain-derived neurotrophic factor (BDNF)
and the neurotrophins NT-3, NT-4/5 and NT-6. The
neurotrophins bind to specific tyrosine-kinase (irk) re-
ceptors, which are transmembrane proteins with in-
trinsic phosphorylating activity. Three trk receptor
subtypes are known at present, trk A, trk B and trk C,
which preferentially bind NGF, BDNF and NT-3 res-
pectively. All of the neurotrophins bind to another low-
affinity receptor called p75. The neurotrophins are ge-
nerally synthesized in target cells and, after receptor
binding, are transported retrogradely from the nerve
terminal to the nucleus where they regulate gene ex-

pression. The role of neurotrophins in development
has been further characterized by means of gene dis-
ruption studies that show profound phenotype altera-
tions in mice lacking any of the trk receptors.

(Rev Med Univ Navarra 1997; 41: 35-41).

Palabras clave
Neurotrofinas; NGF, BDNF, Receptor trk, Delecion
génica

Key words
Neurotrophins, NGF, BDNF, trk receptor, Gene tar-
geling

Introduccion

Los factores neurotréficos son sustancias presentes
tanto a nivel del sistema nervioso central (SNC), como
del sistema nervioso periférico (SNP), a las que se atri-
buye un papel crucial en el desarrollo, diferenciacion
y supervivencia neuronal. La concepcién actual de los
factores neurotréficos tiene su origen en el descubri-
miento de la muerte neuronal que ocurre naturalmen-
te durante el desarrollo del SNP de los vertebrados
(Beck y col.,1993), asi como en la identificacién en
1954 por Rita Levi-Montalcini y colaboradores (Cohen
y col., 1954) del prototipo de los factores tréficos: el
factor de crecimiento nervioso (nerve growth factor:
NGF). Dada la relativa facilidad con la que se pueden
obtener cantidades importantes de este factor trofico
purificado a partir de fuentes naturales (glindula sali-
var de ratén), se ha realizado una extensa caracteriza-
cion de su estructura y acciones biologicas. En estu-
dios realizados a partir de cultivos celulares, y mas
recientemente en estudios “in vivo”, se ha puesto de
manifiesto que el NGF es esencial en el desarrollo y
mantenimiento de neuronas simpdticas, de distintas
subpoblaciones de neuronas sensoriales y a nivel del
SNC es necesario para las neuronas colinérgicas del
prosencéfalo basal (Lindsay, 1994).
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a restringida accién tréfica del NGF sobre estas po-
blaciones neuronales especificas, motivé la bisqueda
de nuevos factores con efectos a nivel de otros siste-
mas neuronales. En los tltimos veinte anos se han iden-
tificado y caracterizado numerosos factores neurotréfi-
cos como el factor neurotréfico cerebral (brain-derived
neurotrophic factor: BDNF), el factor neurotréfico ciliar
(ciliary neurotrophic factor: CNTF) 6 el factor neurotré-
fico glial (glial cell line-derived neurotrophic factor:
GDNEF) entre varios otros. El clonaje del BDNF puso de
manifiesto la estrecha relacion estructural entre este po-
lipéptido vy el NGF, sugiriendo la existencia de una fa-
milia de factores neurotréficos a los que genéricamente
se ha denominado neurotrofinas. Hasta la fecha se han
descrito cinco miembros de esta familia que incluye los
ya mencionados NGF, BDNF vy los identificados poste-
riormente como neurotrofina 3 (NT-3), neurotrofina 4
(NT-4, también denominado NT-4/5) y el dltimo miem-
bro descubierto llamado neurotrofina 6 (NT-6).

Neurotrofinas

Son proteinas de caricter fuertemente bisico (pun-
to isoeléctrico 9-10,5), con un tamano molecular apro-
ximado de 27 kD que les impide atravesar la barrera
hematoencefilica. La proteina maclura y activa biologi-
camente se origina a partir de precursores de gran lon-

gitud y actda funcionalmente como un homodimero,
aunque no se descarta que naturalmente pueda existir
formando heterodimeros. Los tres puentes disulfuro
originalmente identificados en la estructura del NGF se
mantienen en todas las neurotrofinas, asi como los seis
residuos cisteina flanqueados por regiones de alta ho-
mologia (Lindsay, 1994). Los distintos miembros que
componen esta familia presentan una alta homologia
en la secuencia aminoacidica (en torno al 50-60%) y un
alto grado de conservacion entre especies.

Receptores de neurotrofinas

Las neurotrofinas ejercen sus efectos tréficos a tra-
vés de receptores especificos de membrana, distin-
guiéndose receptores de alta y baja afinidad. Los
receptores de alta afinidad (Kd=10""M), pertenecen
a la familia de receptores transmembrana con actividad
tirosina-quinasa y estidn codificados por miembros de
una familia de genes denominados trk. Hasta el mo-
mento se han descrito tres tipos de receptores de alta
afinidad llamados trk A, trk B y trk C, observindose
que cada uno de estos receptores interactiia de mane-
ra preferencial con una neurotrofina: NGF, BDNF vy
NT-3 respectivamente. Los factores NT-3 y NT-4 mues-
tran capacidad para unirse a los receptores trk A y trk
B, aunque con menor afinidad que los ligandos prefe-

Fig. |
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Los receptores trk presentan varias regiones estructurales altamente conservadas. A nivel extracelular se distinguen tres regiones repe-
tidas ricas en leucina, flanqueadas por dos regiones cisteina, y dos regiones tipo €2 de inmunoglobulina (IgC2). En el dominio citoplas-
matico del receptor esta localizada la region catalitica tirosina-quinasa. Los genes trk B y irk € codifican isoformas carentes de la region
catalitica y en el caso del receptor trk C existen isoformas que incluyen fragmentos de longitud variable en dicha regién, El receptor p75
posee extracelularmente cuatro regiones repetidas ricas en cisteina, Las neurotrofinas que interactian preferentemente con cada recep-

tor aparecen indicadas en negrita,
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renciales de estos receptores (Chao, 1992). En cuanto
a NT-6, por el momento se desconoce el receptor es-
pecifico con el que interacciona.

El receptor de baja afinidad (Kd=10°M) denomina-
do p75, pertenece a una familia de proteinas localiza-
das en la superficie celular que incluye dos receptores
de factores de necrosis tumoral y diferentes antigenos
celulares (Chao,1992). Todas las neurotrofinas interac-
cionan con este receptor aunque cada factor exhibe li-
geras diferencias en su union al receptor p75 (Rodri-
guez-Tebar y col., 1992),

Estructura

La estructura molecular de todos los receptores con
actividad enzimatica tirosina-quinasa estd constituida
por tres partes principales: un dominio extracelular co-
nectado por un Gnico dominio transmembrana a un
dominio citoplasmadtico. La porcion extracelular del re-
ceptor es la responsable de interaccionar con el ligan-
do y transmitir la senal biolégica al dominio citoplas-
mitico que provoca la activaciéon de proteinas
intracelulares que actian como segundos mensajeros.
A nivel citoplasmatico también se localizan residuos ti-
rosina, serina y treonina susceptibles de ser fosforila-
dos y que constituyen secuencias reguladoras del re-
ceptor.

Los receptores trk (Figura 1) poseen una serie de re-
giones estructurales conservadas en sus dominios ex-
tracelulares y citoplasmiticos, que definen una nueva
clase de receptores tirosina-quinasa (Chao,1992). En
concreto, se¢ han descrito a nivel extracelular tres re-
giones repetidas ricas en leucina, probablemente im-
plicadas en interacciones proteina-proteina y quizds en
la dimerizacion del receptor, unidas a dos zonas con
un alto contenido en cisteina. La posibilidad de que los
receptores trk participen en interacciones proteina-
proteina se ve incrementada por la presencia de dos
regiones similares a los dominios C2 caracteristicos de
las inmunoglobulinas (IgC2) y semejantes a los encon-
trados en moléculas de adhesion celular. A nivel del
dominio citoplasmadtico, la regién catalitica tirosina-
quinasa del receptor estd fragmentada en dos porcio-
nes unidas por la insercién de una cadena de catorce
aminodcidos. La corta longitud de la regién carboxi-
terminal (15 aminodcidos) supone también una dife-
rencia adicional de los receptores trk respecto a otros
receptores tirosina-quinasa (Chao, 1992).

Una caracteristica llamativa de los genes trk es que
codifican diferentes receptores como consecuencia
del procesamiento alternativo de sus RNAs mensaje-

ros; existen por ejemplo dos formas de trk A, una de
las cuales incluye un pequeno fragmento de 6 amino-
acidos en el dominio extracelular codificado por un
exon alternativo especifico de neuronas. Los genes trk
B y trk C codifican receptores completos y también
otros que carecen de la regién tirosina-quinasa, a los
que se denomina formas truncadas del receptor. La au-
sencia de actividad enzimdtica les impide desencade-
nar la respuesta bioldgica tras la union de la neurotro-
fina y hasta el momento se desconoce el papel
fisioldgico que pueden desempenar estos receptores.
Por ultimo, en el caso de trk C existen formas que in-
cluyen fragmentos de longitud variable en sus regiones
cataliticas, lo que les confiere actividades bioldgicas di-
ferentes. El procesamiento alternativo de los RNAs
mensajeros de los receptores trk podria constituir un
importante mecanismo para regular la respuesta celu-
lar a las neurotrofinas (Garner y Large, 1994).

En cuanto al receptor de baja afinidad p75, es una
glicoproteina transmembrana que presenta a nivel ex-
tracelular cuatro regiones repetidas y cargadas nega-
tivamente, con un alto contenido en residuos cistei-
na. A nivel citoplasmatico estd constituido por una
Ginica region altamente conservada entre especies. Es-
te receptor también presenta una forma truncada ge-
nerada por una modificacién postranscripcional (Bar-
ker y col., 1991).

Distribucion

a) Receptores trk

En consonancia con la restringida accion trofica del
NGF, los receptores trk A aparecen localizados en unas
pocas poblaciones neuronales tanto a nivel periférico
como central (Holtzman y col., 1992). Por el contrario
los RNA mensajeros de los receptores trk B y trk C pre-
sentan una amplia distribucién (Klein y col.,, 1991a;
Merlio y col., 1992), expresindose en numerosas po-
blaciones neuronales, con una densidad mucho mas
alta que la de los receptores trlk A. La distribucién de
los receptores trk B y trle C se asemeja a la extensa dis-
tribucion de las neurotrofinas que actiian mds especi-
ficamente sobre ellos (Maisonpierre y col., 1990), lo
que sugiere que las acciones inducidas por BDNF y
NT-3 en el SNC deben ser mucho mds variadas que las
inducidas por NGF, teniendo en cuenta el mayor nu-
mero de sistemas de neurotransmision que podrian
verse implicados.

Las formas truncadas de los receptores trk B y trk C
muestran también unos niveles de expresion muy al-
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tos en el SNC, pero a diferencia de los receptores de
cadena completa localizados exclusivamente sobre
elementos neuronales, las formas truncadas trk B apa-
recen predominantemente sobre células no neurona-
les: astrocitos, células ependimarias y plexo coroideo
(Frisén y col., 1993). La alta expresién de estos recep-
tores truncados ha sugerido varias interpretaciones
acerca de su funcionalidad, puesto que como ya se ha
comentado anteriormente la ausencia de la region ca-
talitica les impide la activacion de segundos mensaje-
ros que desencadenen la respuesta tréfica. Algunos au-
tores plantean la posibilidad de que constituyan un
mecanismo para modular la acciéon del BDNF y NT-3
tras liberarse desde sus lugares de sintesis (Frisén y
col., 1993), o bien un mecanismo para restringir la dis-
tribucién de estas neurotrofinas (Morse y col., 1993).
Estudios “in vivo”, realizados para valorar la capacidad
de penetracion de distintas neurotrofinas en el tejido
cerebral, ponen de manifiesto una mayor capacidad de
difusion del NGF con respecto al BDNF tras su infu-
sion en un ventriculo lateral. Posiblemente esto se de-
ba a la alta densidad de receptores trk B y sobre todo
a los trk B truncados que se expresan en elementos no
neuronales que tapizan el ventriculo lateral (Anderson
y col.,, 1995). La expresion de estos receptores sobre
astrocitos podria conducir a la inactivacién del BDNF
tras previa internalizacion y degradacién de la neuro-
trofina, funcién andloga a la que desempefan los sis-
temas especificos de recaptacion de neurotransmisores
(Lindsay y col.,1994).

b) Receptor p75

En lo que respecta al receptor de baja afinidad, pre-
senta un patrén de distribucion muy amplio, localizin-
dose en numerosas poblaciones neuronales (Chao y
Hempstead, 1995), algo esperado teniendo en cuenta
su capacidad para interactuar con todas las neurotrofi-
nas. Una observacion interesante es que la mayoria de
neuronas sensibles a la accién del NGF coexpresan los
receptores trk Ay p75, a diferencia de las células que
expresan los receptores trk B o trk C (Miranda y col.,,
1993). También se ha descrito una localizacion inde-
pendiente de receptores p75 y de las distintas isofor-
mas de los receptores trk (Chao y Hempstead, 1995).

Dado que los niveles que alcanzan las neurotrofinas
fisiologicamente son muy bajos, del orden subpicomo-
lar (Meakin y Shooter, 1992), parece l6gico pensar que
las neuronas deben disponer de un sistema de alta afi-
nidad para interaccionar con estos factores y asegurar
su supervivencia durante el desarrollo. Algunos auto-

res han senalado un papel muy importante del recep-
tor p75 contribuyendo a la formacion de estados de al-
ta afinidad para el NGF (Meakin y Shooter, 1992; Ma-
hadeo y col., 1994). La expresion del p75 induciria un
cambio conformacional en el receptor trtk A en ausen-
cia del ligando, incrementando la afinidad de este re-
ceptor por el NGF. Otra posibilidad sugerida es que el
receptor p75 se asociarfa de manera rapida a la neu-
rotrofina, incrementando localmente la concentracién
del ligando disponible para el receptor de alta afinidad
(Chao y Hempstead, 1995). Sin embargo, existe bas-
tante controversia al respecto, ya que para otros auto-
res la interaccion de alta afinidad del NGF con su re-
ceptor no requiere la participacion del p75 (Klein y
col.,1991b). Discrepancias similares aparecen refleja-
das en la bibliografia al valorar en qué medida el re-
ceptor p75 participa en la sefnal biolégica inducida por
NGF (Ibanez y col., 1992; Baker y Shooter, 1994). Otras
posibles funciones que se han descrito para el recep-
tor de baja afinidad incluyen su participacion en la in-
ternalizacién y posterior transporte retrogrado del
NGF, el incremento de la capacidad discriminativa de
los receptores trk por las distintas neurotrofinas, la in-
duccién de la hidrélisis de esfingomielina o la partici-
pacién en mecanismos apoptdticos (Chao y Hempste-
ad, 1995).

Mecanismos de activacion

Aunque existe controversia acerca de los compo-
nentes moleculares de los receptores de alta afinidad,
los receptores trk son necesarios para desencadenar
las diferentes respuestas celulares inducidas por las
neurotrofinas. Tras la interaccién del ligando con estos
receptores se observa una inmediata dimerizacion de
los mismos, que conduce a la autofosforilacién de la
region citoplasmdtica tirosina-quinasa en maultiples si-
tios. La activacion del receptor se traduce en la crea-
cion de sitios de alta afinidad para diferentes sustratos
intracelulares que actiian como segundos mensajeros.
En el caso de los receptores trk A, estos sustratos de
naturaleza proteica pueden tener intrinsecamente acti-
vidad catalitica (fosfolipasa C), o comportarse como
moduladores de subunidades cataliticas de diferentes
enzimas (péptido p85, modulador de la subunidad ca-
talitica de la fosfatidilinositol 3 -quinasa). Todos ellos
se caracterizan por contener en su secuencia un domi-
nio de reconocimiento denominado SH2 que les per-
mite interactuar con los sitios de alta afinidad genera-
dos tras la activacion del receptor (Soltoff y col., 1992).
En algunos trabajos se ha observado que la afinidad
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que presentan estos sustratos por los diferentes recep-
tores tirosina-quinasa es distinta, y ademads, también se
ha observado la interaccion simultinea de distintas
proteinas intracelulares con un mismo receptor trk. Se
ha sugerido que estos mecanismos podrian modular

Fig. 2
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Las neurotrofinas liberadas en regiones diana interactian con re-
ceptores especificos de las aferencias neuronales. La seial trofica
transportada retrégradamente hasta el nicleo, modula la expre-
sién de genes implicados en procesos de crecimiento y supervi-
vencia neuronal. Los neurotransmisores segregados por neuronas
aferentes modulan la funcionalidad celular en las regiones diana.
A nivel sindptico, las neurotrofinas regulan la liberacién de neu-
rotransmisores y la sensibilidad de receptores postsinapticos.

de alguna manera el tipo de respuesta biologica gene-
rada tras la interaccién con las neurotrofinas (Ober-
meier y col.,, 1993).

Funcion paracrina/autocrina de las
neurotrofinas

Basada fundamentalmente en la biologia del NGF,
existe la concepcién clasica de que las neurotrofinas
desempenan su funcién tréfica actuando como facto-
res derivados de células diana (Figura 2). Segin esta
concepcion, los factores neurotroficos son sintetizados
y liberados en cantidades limitadas en regiones diana,
y posteriormente captados a nivel sindptico por las afe-
rentes neuronales que llegan a dichas regiones. Las
neuronas que no realizan las conexiones adecuadas,
no reciben el aporte necesario de factores troficos y
mueren de forma natural durante el desarrollo del sis-
tema nervioso. De esta manera, se produce una selec-
cion natural de aquellas neuronas que establecen si-
napsis funcionales con las regiones diana correctas
(Ross y col.,1994). Aunque recientemente se han des-
crito efectos agudos de las neurotrofinas en la trans-
mision sindptica (Levine y col., 1995), sus acciones tro-
ficas se asocian principalmente a efectos a largo plazo
regulando la expresion de diferentes genes. Para ello,
es necesario internalizar y transportar retrégradamente
la sefial trofica desde la terminal sindptica hasta el nu-
cleo. Numerosos trabajos describen el transporte re-
troégrado de las neurotrofinas en diferentes poblacio-
nes neuronales (DiStefano y col.,, 1992; Tuszynski y
Gage, 1994). Estudios farmacolégicos demuestran que
en este transporte es imprescindible la fijacién previa
de las neurotrofinas a sus receptores (DiStefano y col,,
1992), aunque por el momento se desconoce de forma
mis precisa cudles pueden ser las moléculas que de-
terminan en Ultima instancia la sefial tréfica (Ross y
col.,1994).

Mediante estudios de hibridacion “in situ” se ha
puesto de manifiesto la expresion de BDNF en neuro-
nas sensibles a esta neurotrofina. Un caso particular
son las neuronas sensoriales que integran los ganglios
de la raiz dorsal, donde es dificil explicar una accién
paracrina del BDNF puesto que estas neuronas no re-
ciben aferentes (Lindsay, 1994). De forma aniloga, las
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra de ra-
ta expresan receptores trk B y trk C y producen nive-
les relativamente altos de BDNF y NT-3. Sin embargo,
los niveles de estas neurotrofinas son casi indetecta-
bles en el estriado de animales adultos. Estos resulta-
dos sugieren una accién tréfica autocrina y podria
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constituir un mecanismo de supervivencia neuronal
tras la seleccién natural que ocurre durante el desarro-
llo (Lindsay y col., 1994)

Estudios de delecion génica

El conocimiento del papel de las neurotrofinas en el
desarrollo se ha ampliado considerablemente al haber-
se conseguido obtener mediante mutaciones génicas
ratones que no expresen alguno de estos factores tré-
ficos o los correspondientes receptores trk. Esta clase
de estudios ha puesto de manifiesto, por ejemplo, la
necesidad de NGF para la supervivencia de las neuro-
nas de los ganglios de la raiz dorsal, lo que ya se ha-
bia demostrado afos atrds mediante anticuerpos espe-
cificos frente a NGF. En ratones que carecen de trk A,
los déficits en distintas poblaciones neuronales son
mucho mas importantes que en los animales que care-
cen de NGF. La deleciéon del gen para trk A produce
una amplia pérdida de neuronas sensoriales y simpdti-
cas asi como de proyecciones colinérgicas desde el
prosencéfalo basal a hipocampo y corteza y la super-
vivencia de los ratones raramente sobrepasa el mes de
edad (Smeyne y col., 1994). En general, la delecion de
genes para los otros receptores ttk produce también
defectos mas marcados que los encontrados en ausen-

cia de BDNF, NT-3 6 NT-4. Asi, los ratones que care-
cen de trk B presentan una amplia pérdida neuronal en
distintos ganglios sensoriales y en el niicleo motor del
facial y mueren postnatalmente debido a su incapaci-
dad para ingerir alimento, mientras que los animales
deficientes en trk C muestran movimientos anormales
muy llamativos que probablemente denotan una pér-
dida de la propiocepcién debida a la pérdida de las
aferencias musculares a las motoneuronas espinales
(Barbacid, 1994). En cambio, los ratones deficientes en
BDNF presentan un fenotipo mucho menos alterado
que los que carecen de trk B, lo que parece indicar que
el receptor trk B puede ser activado por otras neuro-
trofinas ademds del BDNF; incluso otros factores neu-
rotréficos no relacionados tales como el GDNF, que es
capaz de prevenir la degeneracion de distintas pobla-
ciones neuronales (Tomac y col., 1995), podria activar
el receptor trk B, En ratones que carecen tanto de
BDNF como de NT-4 hay una pérdida apreciable de
neuronas sensoriales pero ni siquiera esta doble muta-
cion afecta las motoneuronas (Conover y col., 1995; Liu
y col,, 1995). La ausencia de NT-3 también produce im-
portantes déficits en neuronas sensoriales y simpdticas
sin que se altere el desarrollo de las motoneuronas o
del sistema nervioso entérico (Farifias y col., 1994).
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