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Resumen

Se hizo unarevision sobre |as sustancias neurotréficas como terapéutica en laretinosis pigmentaria, una
de las distrofias retinianas mas estudiadas. Es una enfermedad cronica no transmisible, con gran
heterogeneidad clinicay genética, la cual se caracteriza por la pérdida progresiva de |os fotorreceptores,
lo gque conduce ala ceguera. Su tratamiento constituye uno de los graves problemas no resueltos alin a
escalamundial. Recién se han publicado trabajos cientificos sobre nuevas sustancias que pueden tener
efecto neuroprotector, angiogénico y mitogénico, sobre el sistema nervioso, especificamente en los
elementos celulares de laretina. Estas sustancias neurotroficas sugieren una alternativa terapéutica, a
corto plazo, en las enfermedades neurodegenerativas de laretina, con gran éxito y recuperacion de la
funcion visual de las células que no han muerto, mediante la modulacién del proceso de apoptosis en
model 0s animales con retinosis pigmentaria. Se espera que en un futuro se utilicen en combinacion con
otras técnicas de mayor alcance, como por gjemplo laterapia génica.

Palabras clave: Retinosis pigmentaria, distrofias retinianas, apoptosis, fotorreceptores, sustancias
neurotroéficas.

Laretinosis pigmentaria (RP) es una enfermedad cronica, de caracter hereditario, que conduce ala
pérdida progresiva de |os fotorreceptores mediante el proceso de apoptosis. La muerte celular de los
fotorreceptores parece representar un camino comuin en la patologia de la RP. Carmody y otros!
mediante un modelo in vitro de apoptosis de fotorreceptor demostraron un claro y sustancial incremento
en especies reactivas del oxigeno intracelular, acompariado por una rapida deplecion de glutation
intracelular. Estos cambios tempranos en el estado redox preceden la disrupcion del potencial de
membrana mitocondrial, condensacion nuclear, rupturadel DNA, y pérdida celular, todos los cuales son
eventos bien caracterizados de muerte celular por apoptosis. EI mecanismo de muerte de las células
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fotorreceptoras (conos y bastones) en diferentes degeneraciones retinales hereditarias no es
completamente conocido. Mutaciones en un nimero diferente de genes como la rodopsina, la subunidad
Bular. Estos cambios tempranos en el estado redox preceden la disrupcion del potencial de membrana
mitocondrial, condensacion nuclear, rupturadel DNA, y pérdida celular; todos |os cuales son eventos
bien caracterizados de muerte celular por apoptosis. El maria es especifica para los bastones, resultando
en la degeneracion de los fotorreceptores y ceguera. No existen datos que justifiquen la muerte de los
conos, pero observaciones en model os animales de retinosis muestran que la supervivencia de los conos
depende de |a presencia de |os bastones. Se piensa que |as retinas que contienen bastones liberan un
factor trofico difusible que promueve la supervivencia de los conos. En algunos model os se han
eliminado los bastones de manera selectivay después se mueren los conos.3 Sin embargo, a pesar del
hecho de que €l defecto genético es expresado solamente en |os bastones, por otro lado, |os conos
saludabl es invariablemente mueren, resultando en un deterioro visual severo.

Ripps propone un mecanismo que puede ser responsable, al menos en parte, de esta

desafortunada circunstancia. El parte de |a hipétesis de que la diseminacion de la

enfermedad desde |os bastones moribundos a conos genéticamente normales es una forma de efecto
bystander, mediado por |as brechas de unidn que existen entre estos

fotorreceptores (bastones-conos). Desde este punto de vista, |0s agentes que disparan

el proceso apoptdtico penetran |os canales de brechas-union intercelular, y conducen ala muerte
secundaria de los conos vecinos.4 Otros autores plantean la liberacion por |os fotorreceptores que
mueren de un factor téxico difusible que induce a las células adyacentes a entrar en apoptosis.®

En los Ultimos 5 afios se han publicado trabajos cientificos sobre nuevas sustancias que inhiben la
apoptosis en model os animales con RP, con gran éxito y recuperacion de lafuncién visual de las células
gue no han muerto. Estas sustancias neurotréficas, sugieren una alternativa terapéutica a corto plazo en
las enfermedades neurodegenerativas de laretina. La primeraindicacion de que esto puede ser viable fue
lainyeccién del factor de crecimiento fibroblastico basico (bFGF) intraocular en modelos de ratas de
RP, resultando en una supervivencia de los fotorreceptores por un tiempo mas prolongado.b El factor
neurotréfico derivado del cerebro (BDNF), factor de crecimiento nervioso (NGF) y neurotrofin 4/5 (NT
4/5), por tener unainfluencia relativamente especifica en el tejido neural, son igualmente atractivos.
Estéan presentes en el SNC, y desempefian un importante papel en el desarrollo neural, diferenciaciony
supervivencia de este tejido.” Otro importante factor neurotréfico es el factor neurotréfico ciliar (CNTF)
el cual esta estrechamente relacionado con lainterleuquina 6.8 Existe un incremento de trabajos
experimentales que ilustran el valor potencial de estos factores en el tratamiento de diversas af ectaciones
de laretina. Inyeccionesintravitreas de BDNF, CNTF o bFGF temporamente protegen laretinade la
presién inducida por dapos isquémicos.® Ambos, BDNFy CNTF, protegen laretina de dapos
producidos por laluz en ratas y ratones albinos.10.11 BDNF también promueve la regeneracién de los
segmentos externos de fotorreceptores en model os de desprendimiento retinal en felinos.12 Se ha
confirmado la habilidad del CNTF para proteger |os fotorreceptores del estrés, y se plantea que este
puede actuar por la modulacion de eventos especificos que ocurren en € segmento externo de estas
células, como la cascada de fototransduccion o los canales de membrana.13 La expresion incrementada
del BDNF, por inyecciones intravitreas, en model os de animales de degeneracion retinal preservala
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funcion retinal y disminuye la muerte celular por mutacion de larodopsina o dapo oxidativo.14 Se ha
reportado que el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) es el mayor factor angiogénico del

omentum majus, y es producido también por €l tejido adiposo.1®

Una sobreexpresion de VEGF en laretina es suficiente para causar neovascularizacion intrarretina y
subretinal. Mientras que lainhibicion de la expresion o actividad del VEGF inhibe la neovascularizacion
retinal. Es producido ademas por células glialesy de laretina neural, asi como astrocitos especializados,
incluidas las células de Meller.16 Células progenitoras retinal es parecen ser blanco parael VEGF, y este
factor puede estar involucrado en laregulacion del programa de desarrollo temprano de la neurogénesis
retinal .17 Otros reportes sefialan que los adipocitos sintetizan y secretan otros factores de crecimiento
como €l factor basico de crecimiento fibroblastico (bFGF), el cual es un potente regulador de la
proliferacion celular, diferenciacion y funcionamiento celular y es criticamente importante en e
desarrollo normal, mantenimiento tisular y reparacion de dapos. Se conoce que muestra actividad
mitogénica en células endoteliales in vitro y angiogénesisin vivo.18 Otros investigadores sefialan que €
FGF estimula la supervivencia de fotorreceptores in vivo ein vitro.19 En el sistema nervioso central, el
FGF estéd ampliamente expresado en células neuronalesy gliales y posee efecto neuroprotector en
ambos, in vivo ein vitro. Dentro del sistema nervioso central, especialmente laretina, el FGF2 muestra
ser prometedor en el tratamiento terapéutico de neurodegeneraciones. FGF2 retrasa la rupturade los
fotorreceptores en varios model os en ratas, in vivo, y lainactivacion de los FGFR de los fotorreceptores
conducen ala degeneracion retinal en ratones.19 La expresion incrementada de FGF2 protege los
fotorreceptores del dafio producido por hiperoxia, pero no disminuye la muerte celular relacionada con
la expresion de proteinas mutadas involucradas en € proceso de fototransduccion. Esto sugiere que e
FGF2 protege alos fotorreceptores del dafio oxidativo, 10 que puede desempefiar un importante papel en
enfermedades genéticas complejas como la degeneracion macular relacionada con la edad.20 El VEGF
fue expresado durante al menos 20 meses en laretinay el epitelio pigmentario retinal, en un modelo
animal de neovascularizacion coroidal por inyeccion de VEGF, asociado a adenovirus dentro del espacio
subretinal de rata. Secciones histol0gicas mostraron una extensiva neovascularizacion subretinal,
degeneracion de fotorreceptores y proliferacion del epitelio pigmentario retinal (EPR), apartir delas5
semanas hasta 20 meses después de lainyeccién.21

El CNTF hamostrado ser un promotor de la supervivencia de un nimero de diferentes tipos celulares
neuronales, incluidos los fotorreceptores. Liang y otros probaron que laliberacion del gen que codifica
el CNTF por mediacion de un adenovirus asociado, retarda la muerte de | os fotorreceptores en raton
rodopsi na knockout, un modelo animal de RP.22 La administracién exégena de NGF en ratones C3H/
HeJ afectados por RP retarda la degeneracion retinal y la baja presencia de NGF en ojos de ratas RCS
durante la vida posnatal temprana puede ser un factor critico implicado en laRP.23

Estudios recientes demostraron por primeravez que laliberacion intraocular prolongada de BDNF
influyd en la supervivencia, migracion, integracion y diferenciacion de células madres neurales,
derivadas de hipocampus de ratas adultas con transplante en la retina de ratas en desarroll0.24 Este es €l
primer reporte sobre el efecto in vivo de BDNF en € transplante retinal de células madres neurales. El
efecto de las diferentes familias de factores tréficos sobre la supervivencia de |os bastones en cultivo de
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organos de ratones rd (homocigéticos para la subunidad de la fofodiesterasa mutada) demostro que la
degeneracion de los fotorreceptores no fue blogueada por CNTF, BDNF, FGF2, GDNF,
individualmente. Sin embargo, la combinacion de estos demuestra que su interaccion sinergética
promueve la supervivencia de los fotorreceptores.2> El transplante subretinal de células Schwann puede
prolongar |a supervivencia de fotorreceptores en ratones rodopsi na knockout. Esto fue demostrado por la
presenciade CNTF, BDNF, GDNF en los cultivos de células Schwann. Las células Schwann injertadas
produjeron un rescate estadisticamente significativo de fotorreceptores en un arearestringidade la
retina, la PN70.26 Inyecciones subretinales de GDNF en model os de animales de degeneracion retinal
hereditaria, similar alamayoria de las formas de RP, demuestran un rescate de fotorreceptores.2’ El
FGF2 junto con lainsulina fueron inyectados en la cAmara vitrea de pollos posnatales y se encontré que
se indujo la produccion de células ganglionares a partir de progenitores del margen retinal. En €
desarrollo normal de laretinalos progenitores neurales producen células amacrinasy bipolares, delo
cual concluyen que €l tipo celular producido por estos progenitores puede ser alterado por factores de
crecimiento exdgeno.28

L os fotorreceptores tienen un fenotipo complg o, Unico y altamente especifico, muchos aspectos de los
cuales pudieran incrementarse a partir de la interaccion con otras células. Fuentes potenciales de
interaccion pudieran ser células en el entorno inmediato, como lacélulade laGliade Muller y células
horizontales, asi como tejidos adyacentes como el epitelio pigmentario retinal. Pequeiias mol éculas
solubles de sefializacion pudieran mediar lainteraccion entre el desarrollo de los fotorreceptoresy otros
tipos celularesretinales. El EGF y el TGF afafueron los primeros factores reportados que inhiben la
diferenciacion de los bastones.29.30 Anchan y otros primero reportaron que estos factores fueron
mitogénicos a partir de células precursoras de retina (RPCs) y subsecuentemente demostraron que eran
mitogénicos para células progenitoras en muchas areas del sistema nervioso central .31 Aungue ellos son
mitogénicos, €l efecto inhibitorio de cada uno, no impide la diferenciacion de las RPCs porque otros
tipos de neuronas retinales, diferentes a bastones, son generadas en presencia de concentraciones
saturadas de cada factor. En adicion, otros mitégenos para RPCs, como TGF beta 3, no inhiben la
diferenciacion afotorreceptor. Por ello la estimulacién mitogénica no es determinante para bloquear la
diferenciacion afotorreceptor. Se ha encontrado que la activacion del EGFR suprime selectivamente la
diferenciacion de bastones. La eliminacion del EGF o TGF alfa, del medio de cultivo, permite aalgunas
de las RPCs diferenciarse a bastones.29

Lacitoquina CNTF exhibe un fuerte efecto en el desarrollo de fotorreceptor en pollosy ratasin vivo ein
vitro. En laGliade Muller de retinay en retina embrionica, se ha comprobado la expresion de CNTF.
Hasta ahora el factor esta presente en €l tiempo apropiado durante el desarrollo retinal in vivo.32-34 E
CNTF puede coordinar la diferenciacion de bastones por retardo de la maduracién final hasta que otros
componentes retinales hayan alcanzado un apropiado estado funcional .3> Se ha encontrado que la
adicion de FGF2 a cultivos de células retinales de rata causa un incremento en el nUmero de
fotorreceptores que expresan rodopsina. Este efecto fue especifico para FGF2 porgue ni el EGF ni el
NGF mostraron una respuesta similar. Por otra parte, en su ensayo otros tipos celulares no fueron
afectados 'y € incremento en los fotorreceptores que expresaron rodopsina no parece estar unido al
incremento en la proliferacion o supervivencia. Por |o tanto, sugirieron que el FGF2 es un factor de
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diferenciacion paralos bastones inmaduros que estan limitando el cultivo de monocapas.36 El papel
preciso del FGF2 en el desarrollo de fotorreceptores no es tan simple. Zhao and Barnstable3’ reportaron
gue en explante de retina de ratas E12, el FGF2 exdgeno no tiene un efecto en la expresion de rodopsina,
aungue las numerosas condiciones de cultivo pudieron influir en los resultados; otra explicacion es que
larespuestaa FGF2 en el desarrollo de los fotorreceptores cambia en el tiempo. Consistentemente con
esto, se ha observado que € FGF2 no incrementa el nUmero de células que expresan rodopsina en
cultivos monocapas disociados de células de retina de rata E18.38 Por otra parte, después del pase 7, el
FGF2 deja de estimular la expresion de rodopsina.

Lamayoriade los trabgjos han utilizado una bateria de cultivosin vitro, mientras que el papel preciso de
estos factores en laregulacion del desarrollo de los bastones in vivo no esta bien establecido; la
aproximacion in vitro ha sido tanto informativa como productiva.

Los hallazgosin vitro pueden revelar un alto niumero artificial de factores de diferenciacion de bastones;
pero in vivo la concentracion de estos factores debe ser mucho menor que la alcanzada en cultivo. Puede
ser que la seleccion del destino particular de lacélulay su subsecuente diferenciacion esté regulada por
una combinacion de sefiales de bajo nivel, pero in vitro una cantidad sobreexpresada de sefial simple
puede conducir el proceso en unadireccion particular, quizas haciala diferenciacion de bastones.3° El
uso de las sustancias neurotroficas en €l tratamiento de las degeneraciones retinales, tiene la ventaja de
gue pueden ser efectivas en enfermedades con mutacion genética desconocida. La eficacia de estas
sustancias depende de su permanencia durante grandes periodos de tiempo en laretina, solamente
arededor de 1 mes en animales; sin embargo puede ser mucho mas largo en humanos.3° Inyecciones
repetidas mensua mente pudieran representar dificultades ergonémicas e inevitablemente estar
acompanadas por riesgos como €l desprendimiento de laretinay endostalmitis. Sistemas biolégicosy
bioquimicos, de liberacion lenta, estén siendo desarrollados y pueden vencer este problema.40 Esto es
esperanzador porgue ademas de la RP existen numerosas enfermedades que podrian beneficiarse de
estos avances 'y cabe esperar que aumente €l interésy su estudio en la actualidad. En €l corto tiempo de
5-10 afios es posible que € uso de los factores tréficos sea la terapia mas prometedora, aungue no esla
mejor solucion alargo plazo. Recién se han abierto varias vias para el tratamiento de la RP, entre las que
se encuentran: el transplante de células sanas, € uso de las células madresy laterapia génica. Un
trasplante de células sanas en la RP no seria efectivo, porgue las células nuevas sufririan la apoptosis
debido alas células enfermas que se mantienen en laretina. Sin embargo, |os tratamientos antes citados
abren expectativas a mas largo plazo al trasplante de células sanas en individuos. Unavez controladala
apoptosis de las células es posible trasplantar células sanas sin riesgo a que estas sufran apoptosis.
Entonces € trasplante de células adquiriria su aplicacion restableciendo la funcién visual en pacientes
cuya cantidad de células muertas es elevada, debido a estado avanzado de laenfermedad y que de otra
manera tampoco podrian recuperar funcién visual completa con los factores inhibidores de la apoptosis.
Seria un tratamiento complementario. El transplante puede ser Util para preservar lavision central
mientras que e implante retinal artificial estadirigido a mantenimiento del campo visual.#1 Algunos
trabajos refieren el rescate de fotorreceptores, mediante € implante de células madres derivadas de
médula 6sea en model os de animales de degeneracion retiniana (rd1, rd10); sin embargo pocos reportan
su actividad funcional .4243 Aun cuando el implante de células madres fuera exitoso, las alteraciones de
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las células enfermas afectarian a las nuevas desarrolladas. Sin embargo, en un futuro, alargo plazo
podrian tener aplicacién si existiera un control de lamuerte celular con las sustancias encargadas de la
supervivencia.#l En relacion con laterapia génica se puede plantear que aungue es la esperanza futura,
aln falta mucho por hacer en este campo. La correccion de la mutacion en etapas tempranas podria
evitar laalteracion y laapoptosis. Ladificultad es que la cantidad de mutaciones y genes implicados son
innumerables, por 10 que se requieren multiples terapias génicas para € tratamiento de la RP. Por estas
razones, ademas de que no son bien conocidos |os mecanismos de accion de las mutaciones que inducen
la RP, laterapia génica apuntaalargo plazo. Se propone la combinacion de terapia génicay factores
neurotroficos a reintroducir células hospederas modificadas genéticamente que sean capaces de liberar
factores neurotroficos.#4 En un modelo de degeneracion de fotorreceptores en €l que se generd un ratén
transgeénico doble con doxiciclina, que induce la expresion de BDNF en lareting, selogro un
significativo retardo de la muerte de los fotorreceptores y e mantenimiento de lafuncion retinal. La
expresion de BDNF también causo una fuerte proteccion de los fotorreceptores a partir del dafio
oxidativo inducido por muerte celular. Esta data sugiere que la continua expresion de BDNF adiferencia
de lainyeccion intravitrea, resulta en un beneficio morfologico y funcional en modelos de animales de
degeneracion retinal hereditaria#® En tan solo unos pocos afios |os avances en la comprension de los
mecanismos de la RP han sido muy satisfactorios y, aungue quedan muchas preguntas sin responder,
bastantes autores estan considerando posibles tratamientos farmacol 0gicos. Es importante resaltar que
|os tratamientos que bloguean la apoptosis, probablemente no sean terapias definitivas, porque son una
consecuenciafinal en muchas enfermedades y no son la causa de RP. Pero estos tratamientos pueden ser
terapias Utiles usadas en combinacion con otros tratamientos dirigidos a la causa principal.

Use of neurotrophic substances as therapeutics in retinitis
pigmentosa

Summary

A review of the neurotrophic substances as therapeutics in retinitis pigmentosa, one the most studied
retinal dystrophies, was made. It is a chronic and noncommunicable disease with great clinical and
genetical heterogeneity that is characterized by the progressive loss of the photoreceptors, which leads to
blindness. Its treatment is one the serious problems that have not been solved yet at the world level.
There have been published scientific papers on new substances that may have a neuroprotective,
angiogenic, and mitogenic effect on the nervous system, specifically on the cellular elements of the
retina. These neurotrophic substances suggest a therapeutic aternative on the short term in the
neurodegenerative diseases of the retina with great success and recovery of the visual function of the
cells that have not died by the modulation of the apoptosis process in anima models with retinitis
pigmentosa. It is expected that in afuture they will be used combined with other techniques of larger
scope as, for example, the genic therapy.

Key words:. Retinitis pigmentosa, retinal dystrophies,apoptosis, photoreceptors, neurotrophic substances.
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