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Factor neurotrofico derivado de la
glia: una promesa terapéutica para
la enfermedad de Parkinson

RESUMEN

El factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) es un potente factor
tréfico que promueve la supervivencia, el mantenimiento y la reparacién
de las neuronas dopaminérgicas (DA) en el sistema nervioso maduro.
Estas propiedades han fundamentado la propuesta de aplicarlo en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson (EP) dado que la causa de
ésta es la degeneracion progresiva de las neuronas DA de la substantia
nigra que inervan al nicleo estriado y otras estructuras de los ganglios
basales. Si bien el tratamiento farmacolégico con L-DOPA y los tras-
plantes fetales de neuronas DA o células cromafines diferenciadas en
cultivo, han sido de gran ayuda para controlar los sintomas incapaci-
tantes de la enfermedad al incrementar los niveles del neurotransmi-
sor en los blancos de inervacion, dichos tratamientos no detienen la
degeneracion de las neuronas sobrevivientes. La bisqueda de factores
tréficos que detengan la degeneracién, aumenten la supervivencia y la
capacidad funcional de las neuronas DA remanentes se ha convertido
en una tarea primordial para la investigacién moderna en el campo de
las neurociencias.
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Glial-derived neurotrophic factor: a
therapeutic promise for Parkinson’s
disease

ABSTRACT

Glial derivate neurotrophic factor (GDNF) constitutes a strong cellular
trophic factor that promotes survival, maintenance and restoration of
dopaminergic neurons in the mature central nervous system. These
properties have supported the idea of co-administering GDNF and
conventional pharmacological treatment of Parkinson’s disease (PD),
since the etiology of this pathology is characterized by the progressive
loss of dopaminergic neurons that provide innervations to basal gan-
glia, affecting the control of motor functions. Although conventional
treatment with L-DOPA and cellular transplants (fetal dopaminergic
neurons or differentiated chromafin cells) have been helpful to increase
the dopaminergic transmission and control disabling PD symptoms,
these treatments have failed to stop the progressive cell degeneration.
Consequently, current research efforts in neuroscience are aimed to find
such trophic factors that help to stop the progressive cell destruction and
facilitate the survival of dopaminergic neurons, as well as the increase
of the functional activity of the remaining dopamine neurons.
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La enfermedad de Parkinson (EP) ocupa el
segundo lugar entre las enfermedades neurode-
generativas' y afecta a un millén de americanos;?
es una enfermedad crénica y progresiva para la
cual, hasta el momento, no hay cura. La carac-
teristica celular de esta enfermedad es la pérdida
de neuronas dopaminérgicas (DA) nigroestria-
tales’ que provoca déficit motor caracterizado
por temblor, bradicinesia y rigidez.? Por eso se
han propuesto varias alternativas terapéuticas
dirigidas al restablecimiento y proteccién de
estas células y contrarrestar los sintomas de la
EP. Varios investigaciones han mostrado que el
factor neurotréfico derivado de la glia (GDNF) es
un potente factor de proteccion de las neuronas
DA; es considerado como una buena promesa
neuroprotectora en la EP.

Estructura del gen y la proteina del GDNF

El GDNF es un miembro distante de la super-
familia del factor de crecimiento transformante
beta (TGF-B). Fue encontrado por primera vez
en el medio de cultivo de la linea celular B49
de rata® y fue identificado como un polipéptido
homodimérico de 211 aminoacidos (aa), alta-
mente conservado (93% de homologia entre el
gen de la rata con el humano).’ En el ser humano
el GDNF se encuentra en la region cromosémi-
ca 5p12-p13.1.* La estructura del gen GDNF
consta de 3 exones pequenos (20 pb, 178 pb y
498 pb) y 2 intrones de gran tamafo (4.8 kb y
8 kb) (Figura TA).> El segundo exén presenta un
sitio de procesamiento (splicing) alternativo en su
extremo 3’ que origina los mensajeros para las 2
isoformas del GDNF.* En el procesamiento alter-
nativo se eliminan 78 pb comprendidas entre la
Lys?¢y la Ser®' en la preproteina.® El polipéptido
activo resulta de la unién de dos monémeros
idénticos de 134 aa cada uno.® El homodimero
sufre diferente grado de glucosilacién que deter-
mina su peso molecular (40 a 45 kDa).” El GDNF
tiene un patrén conservado de cisteinas Cys®-
Cys'!, Cys”2-Cys'*? y Cys*'-Cys'™ que participa
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en la unién y conformacion tridimensional del
dimero.” La estructura del monémero incluye dos
regiones f-plegadas denominadas dedos y una
cadena a-hélice (Figura 1B). La region p-plegada
participa en la unién al receptor GFRa1, por
lo que es esencial para la accién bioldgica del
GDNF. La regién aminoacidica 76-91 de la
a-hélice es fundamental para su actividad neu-
rotrofica. Los Gltimos 17 aa del extremo carboxi
terminal intervienen en la estabilidad estructural
del GDNF.’
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Figura 1. A) Representacion esquematica de la estruc-
tura del gen que codifica para el factor neurotréfico
derivado de la glia. B) Representacién esquematica
del dimero de GDNF.

Ligandos de la familia del GNDF (GFLs) y sus
receptores (GFRa)

La familia de ligandos asociados al GDNF
(GFLs) tiene 4 miembros: 1) el GDNF, neurturina
(NRTN), artemina (ARTN) y persepina (PSPN)
(Figura 2). Los GFLs son sintetizados como
precursores (preproGFL), a los que se remueve
posteriormente la secuencia sefal durante el
proceso de secrecion.® Se ha demostrado que los
GLFs tienen actividad bioldgica por diferentes
mecanismos de accién; por ejemplo, el ProNGF
es reconocido por el receptor p75 que desenca-
dena apoptosis en neuronas in vitro y al receptor
TrkA que activa a las vias de diferenciacion y
supervivencia celular.’
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Figura 2. Miembros que conforman la familia de ligandos del factor neurotréfico derivado de la glia (GFLs) y
sus receptores. Los receptores de GFLs son proteinas ancladas a la membrana por un GPI, que requieren de
la presencia de calcio unido a RET para que se forme el complejo GFL-GFRo-RET. Los GFLs interaccionan de
forma cruzada con mas de uno de los receptores GFRa y posteriormente activan al dominio tirosina cinasa del
receptor RET. GFL: familia ligada a GNDF. GNDF: factor neurotréfico derivado de la glia, NRTN: neurturina,
ARTN: artemina, PSPN: persepina, GFRa1: familia de receptores GNDF alfa 1. GFRa:2: familia de receptores
GNDEF alfa 2 GFRa3: familia de receptores GNDF alfa 3, GFRo4: familia de receptores GNDF alfa 4, RET: del
ingles “Rearranged during transfection”, TK: tirosina cinasa. (Pifia).
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El GDNF ejerce sus efectos bioldgicos a través
de la unién y activacion al receptor GFRal,
aunque también puede unirse con menor afi-
nidad a los receptores GFRa.2 y GFRa3, cuyos
ligandos naturales son la NRTN'"y |]a ARTN, "2
respectivamente (Figura 2), la PSPN no activa a
los GFRa en mamiferos pero se une al GFRa4 en
el pollo.™ Se ha demostrado interaccién cruzada
de baja afinidad entre NRTN-GFRa1, ARTN-
GFRa1 y GDNF-GFRa2 (Figura 2). Para el caso
del GFRal se han descrito dos sitios de unién
del GDNF, uno de alta afinidad (Kd = 2.3 pM)
que determina la interaccion con RET por lo
que pertenece a la familia de los receptores
Trk, y dos sitios de baja afinidad (Kd = 170 pM)
que favorecen la interaccién con el receptor de
la familia p75." Los genes que codifican para
los receptores GFRa1, GFRa2, GFRa3 vy para
GFRo4 en humanos, han sido localizados en la
posicién cromosémica 10g24-10g26," 8g21,'
5931.1-5931.3"7y 20q31.1-20g31.3,'® respecti-
vamente. Se han caracterizado dos isoformas de
GFRa1, una de ellas se encuentra anclada a la
membrana celular mediante un glicosil-fosfatidil-
inositol (GPI) mientras que la otra isoforma es
soluble. La presencia de las dos isoformas en
la misma célula dio origen a las hipétesis de
activacion en cis y en trans'® (Figura 3).

Mecanismo de acciéon del GDNF

La union de GDNF a GFRa1 induce la formacion
del complejo GDNF-GFRa1-RET que sefaliza a
través de dos vias intracelulares que conducen
a la supervivencia y a la diferenciacion de las
neuronas DA."® La formacion del complejo pro-
mueve la unién de la proteina adaptadora SHC al
residuo tirosina 1062 de RET' y enseguida inician
2 vias de sefnalizacion intracelular: por un lado la
proteina GRB2 sigue la via de Ras (activacion en
cis)* y en la segunda via la proteina GAB1/2 sigue
la via de PI3-K (activacion en trans)'® (Figura 3).
GAB1/2 se une a la subunidad p85 de PI3-K que
favorece la unién de su otra subunidad, lap110, lo
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cual es esencial para la fosforilacion de AKT para
que se active NFkB y se lleve a cabo la expresion
de los genes que favorecen la sobrevivencia y la
proliferacién, otros investigadores han mostrado
que PI3-K estimula la neuritogénesis a través de
RAC.20 SCH también asocia al complejo GRB2-
SOS para producir, por la via de sefalizacion Ras/
Erk, la fosforilacién de CREB.”' La forma activa
de CREB regula la actividad de ELK-1 a través
de ERKs? para que se lleve a cabo la expresion
de los genes que favorecen la supervivencia y la
proliferacién. La activacién de la via Ras/Erk es
necesaria para el crecimiento y diferenciacion
de las neuronas DA inducidos por GDNF y es de
suma importancia para promover supervivencia
en esas neuronas durante la vida adulta del in-
dividuo. Se ha descrito también que a partir de
SHC se activen JNK* y p38MAPK para inducir
crecimiento celular."

Expresion del GDNF en el cerebro

La teoria neurotréfica postula que un factor de
supervivencia neuronal debe de ser producido y
liberado por la célula blanco de inervacion, acti-
var a su receptor en la terminal nerviosa e inducir
sefiales de transduccién que dan como resultado
la supervivencia neuronal y ser internalizado,
ademas de ser transportado de forma retrograda
hacia el soma celular.?* El GDNF cumple con
todos los requisitos para ser un factor tréfico de
supervivencia; por ejemplo, es producido por las
células gliales del nicleo estriado, blanco de la
innervacion de las neuronas DA de la substantia
nigra, activa a sus receptores en el soma y ter-
minales de las neuronas DA;'® se ha descrito el
transporte retrogrado por endocitosis mediada
por GFRal, éste mecanismo estd involucrado
en el efecto neuroprotector y de supervivencia
celular en las neuronas DA** y en las motoneu-
ronas espinales.?

El GDNF también fue aislado de astrocitos tipo 1
(astrocitos fibrosos) del mesencéfalo de embrio-
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Figura 3. Representacion esquemadtica de la sefializacién de GFRa1 activado en A) cis y B) trans por GFLs. Los
GFLs activan receptores GFRa anclados a la membrana celular (A) o solubles (B) generando multiples vias de
sefalizacion intracelular. Ambas vias desencadenan la activacion de genes tempranos de diferenciacion y cre-
cimiento celular. RET: del inglés “Rearranged during transfection”, GFL: familia ligada a GNDF, GFRo.: Familia
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de receptores GNDF alfa, TK: tirosina cinasa (Pina).

nes de rata de 16 dias y de astrocitos del cuerpo
estriado y de la substantia nigra en el primer dia
posnatal, lo que sugiere que el GDNF juega un
papel neurotréfico en las neuronas DA. El GDNF
también es expresado por las células gliales del
globo palido, del tdlamo, de la materia blanca
subependimal, del cuerpo calloso, de la corteza
cerebral y del hipocampo. Otros tipos celulares
diferentes a la glia donde se ha demostrado la
expresion de GDNF en el SNC son: las células

ependimales del ventriculo lateral, tanacitos del
tercer ventriculo, células del compartimiento
subaracnoideo y células piales. Se ha demostra-
do que hay poblaciones neuronales que pueden
expresar GDNF durante los estadios iniciales de
la vida posnatal. Estas neuronas se localizan en la
quinta capa de la corteza parietal, en la corteza
piriforme, en el nidcleo talamico dorsolateral, en
el ndcleo hipotalamico paraventricular y en el
nicleo estriado.?
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Funciones tréficas y sinapticas del GDNF

El GDNF favorece la supervivencia de las neuro-
nas DAy de las células diana de su inervacion.”
Se ha demostrado que la administracién de la
proteina GDNF recombinante humana produce
efectos similares a la proteina nativa; es decir,
incrementa la supervivencia de las neuronas
tirosina-hidroxilasa inmunorreactivas (TH-IR), es-
timula el crecimiento de las neuritas y promueve
la liberacién y captacion de DA% La inyeccion
de GDNF en la substantia nigra o en el estriado
protege a las neuronas dopaminérgicas de los
efectos toxicos del MPTP, sugiriendo su posible
utilidad en el tratamiento de la enfermedad de Par-
kinson.?* También se ha reportado clinicamente
que en la administracion intraputaminal crénica
de GNDF persisten sus efectos benéficos 3 afios
después del cese de la infusion en pacientes con
enfermedad de Parkinson.? Otros investigadores
han propuesto la terapia génica como tratamiento
de la EP, estas estrategias terapéuticas involucran
el uso de vectores que permitan la liberacién de
la proteina GDNF en el SNC. Se han utilizado
primates no humanos para administrarles en el
talamo un vector viral (AAV2) que codifica a la
proteina GDNF, la evaluacién del seguimiento
de expresion GDNF fue echo a través de IRM
acoplada a un agente de contraste llamado ga-
doteridol para evaluar la distribucién precisa de
AAV2-GDNFpor largos periodos de tiempo.*°

Investigaciones recientes han demostrado que la
liberacion de otros factores neurotréficos como
NRTN proveen una recuperacion estructural y
funcional en modelos de roedores o primates
no humanos con EP. La neurturina es neuropro-
tectora y neurorregeneradora sobre las neuronas
dopaminérgicas pero su uso como tratamiento
ha sido limitado por su liberacién en el cerebro.
Herzon y sus colaboradores, en 2009, estudiaron
la expresion a largo plazo, la actividad biol6gi-
ca, la seguridad y la tolerabilidad de CERE-120
de NTN, mediante la utilizacién de un vector
viral tipo 2 asociado con adenosina (AAV2) que
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codifica para NTN humana, inyectado en el
estriado de macacos Rhesus.*' Se han reportado
otras investigaciones enfocadas en el tratamiento
de la EP en las que se propone la utilizacion de
productos herbolarios que contienen moléculas
que inducen el incremento de factores tréficos
como el GNDF. Se ha demostrado que el uso
de pulichalconoid B, presente en las plantas
Pulicaria incisa** y Salvia miltiorrhiza,* causa el
incremento transcripcional de GDNF en cultivos
de astrocitos y en la materia gris de ratas.

En modelos animales de hemiparkinsonismo se
ha demostrado que la transfeccién del GNDF
mediado por endocitosis, por el receptor de
neurotensina, aumenta la transcripcion y tra-
duccion temporal del GDNF en las neuronas DA
(Figura 4); es capaz de inducir neuroproteccién y
reinervacion dopaminérgica del nucleo estriado
disminuyendo en su totalidad los sintomas he-
miparkinsonianos.**3

Figura 4. Representacion esquematica del efecto te-
rapéutico del GNDF. En la enfermedad de Parkinson
hay pérdida de neuronas dopaminérgicas del nicleo
estriado (A) y de sus conexiones sinapticas en los
ganglios basales, las cuales son reinstauradas por la
transfeccion del GDNF en las neuronas dopaminérgi-
cas de la sustancia nigra pars compacta (B).
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En modelos animales de lesién en motoneuronas
espinales y del nervio facial se ha demostrado la
capacidad del GDNF para bloquear los meca-
nismos que conducen a la muerte apoptética y
los mecanismos involucrados en la degeneracion
walleriana.?> Recientemente se ha demostrado
que la liberacion de GNDF encapsulado en mi-
croesferas, inyectado en la médula espinal de ratas
lesionadas con laminectomia en T9-103,* y en
ratas con lesién nigroestrial con 6-HDA,** mejora
la plasticidad y favorece la recuperacién celular.

EL GNDF tiene otras funciones como promotor
del crecimiento neuritico, como orientador de
la innervacién dopaminérgica hacia las areas
blanco y participa en la actividad neuronal
dependiente de la plasticidad sinaptica.*” Es-
tudios realizados mediante la estimulacién de
las neuronas DA mesencefdlicas con GDNF
mostraron incremento en la liberacion de su
neurotransmisor.’® Ademas, se ha demostrado
que el GDNF potencia el influjo de Ca?* a través
de los canales tipo HVA;* es el mecanismo por
el cual el GDNF incrementa la liberacién de DA.
En forma aguda, el GDNF modula los canales
de K* tipo A.*°

CONCLUSIONES

Varios estudios han documentado que el GNDF
y los GFLs tienen funciones tréficas sobre las
neuronas dopaminérgicas. Estudios in vitro o
in vivo con modelos animales parkinsonianos,
en donde se han administrado GNDF y GFLs,
han demostrado una mejora en la recuperacion
de las neuronas dopaminérgicas. Por lo tanto,
representan una alternativa terapéutica para
contrarrestar los efectos neurodegenerativos
que se presentan en la EP. Sin embargo, hacen
falta mas estudios clinicos que demuestres los
beneficios, la eficiencia y la seguridad de la
administracién de GNDF y GFLs. Con todo esto
varios investigadores contintian desarrollando
investigaciones para evaluar la efectividad de
la terapia con GNDF y con GFLs.

Volumen 19, Nim. 1, enero-marzo 2014
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