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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson es una enfermedad
neurodegenerativa descrita en 1817 por el fisidlogo inglés
James Parkinson. Los principales sintomas c¢linicos de esta
enfermedad son temblor de réposo, rigidez, pérdida de la
expresidén facial, bradicinesia, acinesia y en casos severos
demencia. La enfermedad comienza tipicamente después de los

cincuenta afios, y tiene un cursc progresivo lento.

Los estudios postmortem de pacientes con enfermedad de
Parkinson y enfermedad de Huntington, revelan cambios
patolégicos en log gangliocs basales, los cuales estdn
correlacionados con las alteraciones motoras en estas
enfermedades. Estos problemas motores son de tres tipos:
alteraciones hipercinéticas tales como la corea, el balismo y'
otros movimientos involuntarios; alteraciones hipocinéticas
como la acinesia, bradicinesia y la rigidez y finalmente la
distonia (Albin y cols, 1989). Por estas observaciones
clinicas, los ganglios basales han sido considerados un
centro de dintegracién y planeacién del movimiento, tanto
voluntario como involuntaric, y el estudic de su anatomfa y

fisiologia ha cobrado especial importancia.

Los ganglios basales constan de cinco ndcleos
subcorticales interconectados: nicleo caudado, putamen, globo

pdlido, nticleo subtalfimico y sustancia nigra (Fig. 1). El



nicleo caudado y el putamen derivan de la misma estructura
telencefdlica por 1lo que estdn constituidos de tipos
celulares idénticos y se encuentran fusionados anteriormente.
El caudado medial y el putamen anterior se encuentran
divididos por las fibras de la cdpsula interna. Ambos niicleos
constituyen el neocestriado o estriado y son los nilicleos de
aferencia de 1los ganglios basales. El1 globo pélido (o
simplemente p&lido) deriva del diencéfalo. Se encuentra
medial al putamen y lateral a la cédpsula interna y esta
dividido en dos segmentos: interno y externo. El nicleo
subtalamico se encuentra debajo del t&dlamo en la regidn de
unién con el mesencéfalc. La sustancia nigra estd ubicada en
el mesencéfalo y consta de dos zonas: una ventral, pélida,
llamada pars reticulata, parecida citolégicamente al globo
pdlido y una zona dorsal, pigmentada que contiene neuronas
dopaminérgicas cuyos cuerpos celulares tienen neuromelanina,
un polimero derivadc de la dopamina, por lo que es llamada
pars compacta. El globo pdlide y la sustancia nigra pars
reticulata constituyen los mayores ndcleos eferentes de los

ganglios basales (Carpenter, 1984).

Casi todas las conexiones aferentes de 1los ganglios
basales terminan en el neoestriado, el cual recibe entradas
desde 1la corteza cerebral y el nidcleo intralaminar del
tdlamoc. La entrada mds importante es la proyeccién
corticoestriatal, la cual contiene fibras de toda la corteza,

incluyendo A4reas motoras, sensoriales, de asociacién y
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Figura 1. Los ganglios basales comprenden cinco nucleos subcorticales:
caudado-putamen (estriado), globo palido, nucleo subtaldmico y sustancia
nigra. En esta figura se ilustran las conexiones existentes en el circuito motor
de los ganglios basales. Existe una retroalimentacién desde areas motoras y
somatosensoriales dela corteza hacia los ganglios basalesy el tdlamoy de
regreso a la corteza premotora, motora y al drea motora suplementaria.



limbicas. El neoestriado se encuentra organizado en dos tipos
de compartimentos especializados neuroquimicamente, definidos
por la intensidad de la tincién histogquimica para
‘acetilcolinaesterasa y por la distribucién heterogénea de
receptores a p-opiodes (Graybiel, 1990). Los estriosomas se
encuentran embebidos en la matriz. Ambos compartimentos
tienen diferentes conexiones. La matriz recibe aferentes
corticales y proyecta al palido y a la sustancia nigra pars
reticulata. Los estriosomas reciben aferencias de la corteza
prefrontal y limbica y emiten proyecciones a las neuronas

dopaminérgicas de la sustancia nigra pars compacta

Las células del necestriado proyectan al globo pélido
(via estriatopalidal) y a la sustancia nigra (via
estriatonigral}. El nficleo subtaldmico recibe proyecciones
del segmento externo del globo pidlido y emite proyecciones
hacia ambos segmentos de é&ste y hacia la sustancia nigra
pars reticulata. También recibe entradas desde la corteza
motora y premotora. El segmento interno del globo palido y
la pars reticulata de la sustancia nigra proyectan a tres
nidcleos en el t&lamo: el ventrolateral, el ventroanterior y
el medicdorsal. Estas porciones del tdlamo proyectan a la
corteza prefrontal, a la corteza premotora, al drea motora
suplementaria y a la corteza motora. De este wmodo los
ganglios basales influencian de manera indirecta los sistemas
corticoespinal y corticobulbar. Una proyeccién de la

sustancia nigra pars reticulata hacia el coliculo superior



influye sobre el movimiento de los ojos

Aquellas porciones de la corteza cerebral mis
cercanamente relacionadas con el control del movimiento
tienen proyecciones bien organizadas hacia la porcién motora
del putamen. Sin embargo, los ganglios basales no tienen un
papel importante en la iniciacién de movimientos provocados
por un estimulo y no especifican directamente 1las fuerzas
musculares necesarias para la ejecucidén de movimientos. Quizd
los ganglios basales facilitan algunos movimientos y suprimen
otros y pueden participar en la iniciacién de movimientos
generados internamente. Esta Gltima posibilidad es
congistente con 1la inhabilidad para iniciar movimientos
(acinesia) que exhiben los pacientes con enfermedad de

Parkinson.

Existen dos vias en 1la circuiteria motora de los
ganglios basales. La via directa es la proyeccién estriatal
al segmento interno del globo pidlido y a la sustancia nigra
pars reticulata, los cuales proyectan después al tadlamo, La
via indirecta es la proyeccidén del neoestriado hacia el
segmento externc del globo p&lido el cual proyecta al niicleo
subtal&mico, El nicleo subtaldmico proyecta hacia el globo

palido intexno y la sustancia nigra pars reticulata (Fig. 2}
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Figura 2. Existen dos vias en el circuito moter de los ganglios basales.
La via directa esta mediada por GABA y Sustancia P y la indirecta por
GABA y encefalinas. Las flechas negras representan vias inhibitorias y
las blancas excitatorias, ademés se mencionan los neurotransmisores
empleados encada via. (GABA: acido gama-amino butirico).



La via directa es inhibitoria y estd mediada por GABA y
sustancia. P. El movimiento resulta cuando las células
taldmicas son liberadas de su inhibicién ténica. La
activacién de las neuronas talamocorticales facilita el
movimiento al excitar el &rea motora y el 4rea motora
suplementaria. En la via indirecta la excitacién
corticoestriatal da como resultado la inhibici®én del segmento
externo del palido (mediada por GABA y encefalinas) y una
desinhibicién del niicleo subtaldmico mediada por GABA. El
nicleo subtaldmico excita por glutamato al segmente interno
del globo pdlido y a la sustancia nigra pars reticulata, los
cuales inhiben al t&lamo, disminuyendo la excitacién del drea

motora suplementaria.

Las entradas corticales al estriado son excitatorias vy
parecen estar mediadas por glutamato, por lo que esta via
podria, en genexal excitar a las neuronas estriatales
(Graybiel, 1930). El estriado inhibe por si mismo a sus tres
dreas primarias de proyeccidn , 4reas que a su vez inhiben al
t4lamo. De este modo, la activacién cortical desinhibe al
tdlamo (Chevalier y Deniau, 199%0)}. Las vias de proyeccién
cortical hacia el estriado, el pdlido y el t&lamo se
encuentran organizadas somatotépicamente, por lo que es
posible que, para una conducta motora particular, sean
desinhibidas subpoblaciones neuronales taldmicas especificas.
Debido a que las proyecciones talamicas excitan a la corteza

cerebral, se estableceria un circuito mediado por los



ganglios basales, que facilitarfa la actividad cortical.

La proyeccidn dopaminérgica de la sustancia nigra tiene
efectos en el neocestriado. La dopamina excita la via directa
e inhibe la via indirecta. La vfa directa parece facilitar el
movimiento al excitar el &rea motora suplementaria y la via
indirecta tiene el efecto opuesto, por lo que la dopamina
facilita el movimiento actuando en ambas vias. Las
enfermedades del metabolisme de los neurotransmisores, como
la enfermedad de Parkinson, o lesiones en esta &rea, pueden

. desajustar el equilibrio en el que se encuentran ambas vias
(Fig. 3). Dependiendo el sitio de la alteracién, pueden
producirse movimientos involuntarios, o acinesia b
bradicinesia. La acinesia se ha atribuido clisicamente a la
pérdida de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales, lo
que da como resultado la disfuncién de los mecanismos
estriatopalidales. Al existir una disminucifén en los niveles
dopaminérgices, la acinesia puede surgir como resultado de
unn incremento en 1la inhibicién ténica de las neuronas
tdlamocorticales, lo que provoeca una disminucién de la
respuesta de las 4&reas corticales que normalmente
participan en 1la iniciacién del movimiento,hacia sus
aferentes. La bradicinesia puede ser resultado del incremento
de 1los niveles de inhibicién en las estructuras de los
ganglios basales que emiten eferentes al tdlamo, dando como
resultado una actividad excesiva ténica y fédsica en la via

indirecta y por consiguiente un incremento en la
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Figura 5. Representacién esquematica de las proyecciones eferentes
de los grupos celulares dopaminérgicos AB, A9 y A10. Las neuronas
de A8 inervan sitios estriatales y mesolimbicos, las células de A9
inervan principalmente al estiado y A10 inerva también areas
mesolimbicas como el nucleo accumbens, |, los tubérculos olfatorios y
la amigdala. asi como la corteza prefrontal. El patrén de sombreado

indica el patrén de Inervacién.



retroalimentacidén negativa en las 4reas motoras

precentrales. (DeLong, 1990).

la principal caracterfstica neuropatolégica de 1la
enfermedad de Parkinson es la pérdida de 1las neuronas
dopaminérgicas de la sustanciavnigra. Dichas neuronas emiten
sus prolongaciones al estriado, por lo gue su muerte causa
una deficiencia de dopamina en el estriado. Una
caracteristica neurcpatoldgica adicional es la presencia de
cuerpos de Lewy, descritos por Lewy en 1912, Se trata de
inclusiones neuronales citoplasmiticas, redondas,
ecsinéfilas, que exhiben tipicamente un halo periférico
{Langston y ©cols, 1987). Ademd&s de estos cambios
morfolégicos existen una serie de cambics a nivel bioguimico,
tales como una reduccién de dopamina y sus metabolitos en el
ntcleo caudado, reduccién de acetilcolina y de las enzimas
que la sintetizan en el niicleo basalis y una disminucién en
la concentracién de encefalinas, colecistoqﬁinina, sustancila

P y somatostatina (Drucker-Colfn, 1989).

Durante la década de 1940, para el tratamiento de 1la
enfexrmedad de Parkinson se utilizaban diferentes
procedimientos quirtirjicos incluyendo lesiones destructivas
del tracto piramidal a varios niveles, del globo pdlido vy
del té&lame (Drucker-Colin, 1989). En la década de 1950,
Carlsson observd que un 80% de la dopamina del cerebro se

encuentra en los ganglios basales y reporté la efectividad de
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la L-dopa para revertir el parkinsonismeo " inducido por
reserpina .en ratas. En 1967 Cotzias utilizé la L-dopa para el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson. La L-dopa es un
aminodcido, precursor inmediato de la dopamina que, a
diferencia de é&sta, si atraviesa la barrera hematoencefdlica
(Fig. 4). La dopamina es sintetizada en el estriado, en las
terminales nerviosas de las neurcnas dopaminérgicas cuyos
cuerpos celulares se encuentran en la sustancia nigra. En la
enfermedad de Parkinson cerca del 90% de las neuronas

dopaminérgicas nigroestriatales han degenerado.

El sistema dopaminérgico nigroestriatal es anatdmica,
bioqufmica, electrofisiolégica ¥y farmacoldégicamente
heterogéneo. En el estriado existen dos ©patrones de
inervacién distintos, los estriocsomas y la matriz. Ambos
exhiben diferentes actividades basales y ©responden de
diferente manera a los agonistas y los antagonistas
. dopaminérgicos. Asi mismo, el incremento y acumulacién de
metabolitos de dopamina en el estriado provocado por drogas
antipsicdticas y el incremento en la sintesis de dopamina por
neurolépticos muestran una variabilidad regional. Se
observa un incremento de la sintesis de dopamina en respuesta
a drogas antipsicéticas en el sector dorsomedial rostral del
estriado, mientras que la cola ventrolateral del estriado
tiene una menor respuesta. Las A4reas del estriado que
muestran un alto grado de cambio en la sintesis o

concentracién de metabolitos, reciben inervacién
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12



dopaminérgica de las regiones mediales o centrales del grupo
celular A9; Jlas 4&reas que exhiben baja respuesta son
predominantemente inervadas por Al0 y A8 (Fig. 5). Aquellas
dreas con una respuesta intermedia reciben una mezcla de

entradas de A9 y Al0 {Revisado por Roth y cols, 1987).

Egtos datos sugieren asimismo gque debe existir una
variabilidad regional de las respuestas bioquimicas en las
diferentes regiones mesencefilicas que proyectan a los
di.vers-os sectores estriatales. La heterogeneidad en 1la
sustancia nigra es evidente en el modelo animal de enfermedad
de Parkinson. La administracién a primates de 1-metil-4-
fenil-1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) provoca parkinsonismo
por un decremento selectivﬁ de log niveles de dopamina
estriatal, pero no mesolimbica. Las neuronas dopaminérgicas
de la zona lateral de A8 v en la parte central de la
sustancia nigra parecen ser preferencialmente vulnerables a
la neurotoxicidad por MPTP, wmientras que las neuronas
mediales de la sustancia nigra son menos susceptibles a esta
neurctoxina. Las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
nigra lateral parecen no ser dafiladas por MPTP. Tales
observaciones sugieren que ciertas caracteristicas de los
axones dopaminérgicos que inervan al estriado aumentan la
susceptibilidad de las neurcnas al MPTP (Deutch y cols,
1986). De este modo, las subpoblaciones dopaminérgicas
nigrales pueden ser definidas con criterios anatdmicos,

bioquimicos y farmacoldgicos,
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Por sus caracteristicas clinicas y patolégicas, la
enfermedad de Parkinson es una entidad bien definida que no
debe ser confundida con el parkinsonismo, términoc que se
refiere a cualquier condicidén que exhiba sefiales clinicas
similares a las obsexvadas en la enfermedad de Parkinson,
incluyendo enfermedades infecciosas, toxinas y drogas. E1
parkinsonismo es inducido por cualquier agente que interfiera
con la via nigreoestriatal y afecte la produccidn,
almacenamiento, secrecidén o reconocimiento del receptor de
dopamina {Langston Yy cols, 1987} . Algunocs agentes
farmacolégicos (como reserpina o o-metiltirosina) pueden
inducir parkinsonismo, al afectar la sintesis, almacenamiento
o receptores del neurotransmisor. La accién parkinsénica de
estos agentes es reversible, ya que pueden ser eliminados por
degradacién enzimdtica o excresién. Una condicidén de
parkinsonismo irreversible puede ser provocado por
neurotoxinas, las cuales actfian causando muerte neuronal,
razén por la cual se han convertido en una itil herramienta

en el estudio de enfermedades neurodegenerativas.

Modelos experimentales de 1la enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson cuenta actualmente con
modelos experimentales bien caracterizados en animales. Dado
que varias evidencias han puesto de manifiesto que la
dopamina es el neurotransmisor clave en el control de 1la
actividad motora y que uno de los sitios que contiene la més

alta concentracién de dopamina en el cerebro es el



necestriado (complejo caudado-putamen), Andén y colaboradores
reportaron en 1966 que una lesién en este sitio provoca una
conducta de giro. Desde entonces han sido variados 1los
métodos empleados para inactivar los componentes estriatales
en animales, abarcande desde aspiracidén y lesiones
electroliticas hasta la inyeccidén de soluciones hiperténicas

de KCI1.

La desaferentacién unilateral del estriado produce un
desequilibrio en la actividad dopaminérgica en ambos lados lo
que da como resultado una conducta de giro. Una técnica muy
titil ha sido la lesién directa de varios sitios de la via
a‘scendente nigroestriatal. Para tal efecto pueden ser
empleadas dos tipos de lesiones: una lesién electrolitica o
una lesidén inducida por la neurotoxina 6-hidroxidopamina (6-
OHDA). La lesidn electrolitica provoca una destruccidén no
especifica de todas las células (neuronas, glfa y tejido
conectivo) alrededor de la punta del electrodo. La extensién
del dafio estd en relacidén directa a la magnitud y tiempo
durante el cual la corriente eléctrica es aplicada. Se pueden
lograr lesiones mds selectivas infundiendo volimenes pequeiios
de soluciones que contengan sustancias neurotdxicas para
sistemas especificos de neurotransmisores. La neurotoxina més
usada cominmente para crear modelos de conducta de giro es la
6-OHDA, sustancia que provoca muerte celular selectivamente a
las neurcnas catecolaminérgicas del cerebro (Ungerstedt,

1968}. La selectividad de cualquier neurotoxina parece variar
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de acuerdo al sitio de inyececidén, al volumen, concentracién e

ingredientes del vehiculo y de los antioxidantes.

La inyeccidén de 6-OHDA en la sustancia nigra causa una
degeneracién de la via nigroestriatal ipsilateral y wuna
disminucién en las concentraciones de dopamina en el estriado
ipsilateral, En los modelos animales en donde se realiza
lesién del sistema nigroestriatal, la conducta de giro parece
ser el reflejo de un desequilibrioc en los mecanismos
dopaminérgicos, por lo que 1las drogas dopaminérgicas
potencian el giro, y provocan que los animales giren hacia el
lado de menor actividad dopaminérgica. Después de la
inyeccidn de 6-OHDA en la via nigroestriatal, la rata exhibe
conducta de giro y una asimetria corporal hacia el 1lado
legionado. (Ungerstedt y Axbuthnott, 1970). Esta actividad
inicial desaparece y el animal aprende a compensar esta
conducta, la cual reaparece s8lo cuando es colocado en un
nuevo ambiente o sometido a estrés. También se ha observado
que la inyeccién intraestriatal de 6-OHDA produce una
degeneracién retrdégrada de las neuronas nigroestriatales

(Berger y cols, 1991}.

Hefti y colaboradores (1980) demostraron que en las
lesiones en que han sido destruidas por lo menos dos terceras
partes de las neuronas nigroestriatales, las neurocnas que
sobreviven aceleran la sintesis y secrecién de dopamina, ¥y

gque sélo se produce una sensibilizacién de los receptores
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postsindpticos estriatales cuando han sido destruido un 90% o

mds de neurcnas nigroestriatales.

La administracién de drogas que manipulan los mecanismos
dopaminérgicos centrales, como anfetamina y apomorfina
reactivan 1la conducta de giro. Estas drogas han side
clasificadas en tres tipes: a) drogas que afectan
presinipticamente los sistemas dopaminérgicos, como el caso
de las anfetaminas, lus cuales provocan la liberacién de
dopamina y otras monoaminas desde las terminales nerviosas
centrales y son clasificadas como agonistas dopaminérgicos
indirectos. La aplicacién de anfetaminas en roedores con
lesién nigroestriatal unilateral provoca una conducta de giro
ipsilateral a la lesién, de manera dosis dependiente (Andén,
1970). Al parecer, la anfetamina libera la dopamina del
estriado contralateral e incrementa el desbalance del sistema
dopaminérgico estriatal, lo que provoca que el animal gire
hacia el lado de menor actividad dopaminérgica. La intensidad
de la rotacién inducida es proporcional al grado de pérdida
de la funcibén del estriado ipsilateral a la lesién, y se
recquiere una reduccién del 50% de dopamina estriatal para gqué
esta conducta aparezca (Hefti y cols, 1980). Sin embargo, el
giro no es tan marcado como el que producen los agonistas
dopaminérgicos de acecién directa. Se sabe que participa un
mecanisme presindptico ya que, en animales lesionados, el
pretratamiento con un inhibidor de la tirosina hidroxilasa,

el cual bloguea la sintesis de dopamina (y noradrenalina),
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inhibe la conducta de giro inducida por anfetamina, Otra
droga utilizada es la reserpina, la cual interfiere con e}
almacenamiento de moncaminas, provocando una liberacién de
neurctransmisor, su administracién aguda induce en ratas con
un estriado lesionado, giro Y asimetria corporal
contralateral a la lesién. La cocaina es un inhibidor de la
recaptura de catecolaminas en la terminal nerviosa;
administrada en comb:!.nacidn con un inhibidor de la monoamino
oxidasa, esta droga provoca un giro ipsilateral en ratas con
lesién unilateral de la sustancia nigra. Se sabe que se trata
de un efecto presinédptico porque con un pretratamiento con _-
metil-p-tirosina o reserpina desaparece el efecto. Algunos
otros agentes como la amantidina, nomifensina y wmazindol
producen un giro ipsilateral a la lesién; b) drogas
bloqueadoras de los receptores dopaminérgicos (neurolépticos)
cuya administracién sistémica provoca en este modelo una
asimetria postural, algunas veces acompafiada de conducta de
giro contralateral a la lesién. Las drogas neurolépticas
bloquean 1la conducta de giro inducida por agonistas
dopaminérgicos. Entre ellas el haloperidol y el spiroperidol
gon capaces de bloguear el giro inducido por anfetamina y
apomorfina; por fdltimo c¢) agonistas que actfian directamente
sobre los receptores dopaminérgicos, entre ellos la
apomorfina ha sido considerada como el agenista dopaminérgico
clasico. En ratas con lesién provocada por la 6-OHDA 1la
apomorfina induce el giro contralateral a la lesién

(Ungerstedt, 1971). El giro es vigoroso, de tal modo gue el
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animal describe un c¢irculo de didmetro peguefio. Se cree que
la pérdida de las aferentes dopaminérgicas nigroestriatales
provoca una hipersensibilidad de los receptores
dopaminérgicos del estriado. La apomorfina parece actuar
sobre estos receptores hipersensibles provocando un giro
contralateral a la lesién, el cual es proporcional a la
extensién de la denervaciém inducida por la 6-OHDA. Para
producir la conducta de giro por la apomorfina, se requiere
una reduccién de la dopamina estriatal de un 90% (Hefti y
cols, 1980). Algunas drogas derivadas del ergot, como la
bromocriptina, ergocornina Y LSD provocan un giro
contralateral en este modelo. La bromeocriptina induce el giro
contralateral sélo después de un large tiempo de latencia y
el giro es reducido por blogueadores de la xecaptura de
catecclaminas, lo que involucra algin componente
presindptico. Asi mismo, la L-DOPA (L-3,4-
dihidroxifenilalanina) induce un girc contralateral en ratas
con lesiones nigroestriatales provocadas por la 6-OHDA. Sin
embargo, la L-DOPA no puede ser clasificada como un agonista
dopaminérgico de accién directa, ya que debe ser convertida a
dopamina para estimular a las células postsindpticas
hipersensibles, por lo que el giro provocado es inhibido por
drogas inhibidoras del enzima aminodcido-aromdtico
descarboxilasa, pero potenciade si estos inhibidores actuan
s6lo sobre la descarboxilasa periférica. Este dato sugiere
que la conversidén es a nivel central, aunque el sitio exacto

no se conoce, estando posiblemente involucrados los sistemas
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que contienen 5-HT. En los pacientes con enfermedad de
Parkinson, se piensa que la L-dopa es almacenada y convertida

en dopamina por las células dopaminérgicas que sobreviven.

Si bien, la neurotoxina 6-OHDA provoca en ratas un
modelo 1til de parkinsonismo, el compuesto 1-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina (MPTP) provoca un sindrome cuyos
sintomas lo hacen indistinguible de 1la enfermedad de
Parkinson. Esgste sindrome fue reportado inicialmente en
humanos debido a una autoadministracién de este compuesto,
vendido errdneamente como sustituto de la hercina (Langston
Yy cols, 1983). Los estudios posteriores en monosg mostraron
que la inyeccién intraperitoneal o intravenosa del MPTP
provoca una destruccién de las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra, asfi como la pérdida de la inervacién
dopaminérgica en el caudado putamen. En otras especies
animales, como la rata y el gato, la respuesta al MPTP es
reducida, por lo que los monos han sido utilizados como un
buen modelo para el estudio de los efectos degenerativos del
MPTP. El1 MPTP es réipidamente convertido en la amina
cuaternaria 1-metil-4-fenilpiridina o MPP+, teniendo esta
reaccién como intermediario una dihidropiridina (MPDPY). EI1
primex paso de la reaccidn, la conversién de MPTP a MPDPT,
esta mediado por la monocaminaoxidasa B (MAOC B), por lo que
sus inhibidores protegen del parkinsecnismo y de la muerte de
las células nigrales a los primates (Langston y cols, 1984).

El MPP* es introducido a la terminal presiniptica por el
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sistema de recaptura de la dopamina, al parecer con la misma
afinidad que é&sta. Los bloqueadores de la recaptura de
dopamina protegen a las terminales dopaminérgicas contra los
efectos del MPTP en ratones (Ricaurte y cols, 1985). El
MPP+ es acumulado en las terminales dopaminérgicas y se
piensa que actda en éstas ya sea por la generacién de
perdxido de hidrdgenc y radicales libres, o al interfirir con
la respiracidn mitocondrial (Revisado por Zigmond y Stricker,

1989).

Con la ayuda de estos modelos experimentales de la
enfermedad de Parkinson se han tratado de desarrcllar nuevas
terapias, buscando lograr 1la recuperacién total de los
pacientes. Adn cuando la terapia con L-dopa ha propocionado un
avance significativo en el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson, sélo controla algunos de los sintomas, y no altera
el curso temporal de la enfermedad. Ademds, muchos pacientes
se vuelven refractarios o sufren efectos colaterales después
d=l tratamiento prolongado con L-dopa. Tras varios afios de
experimentacién con el modelo animal de la enfermedad, a
principios de la década de 1980 surge una alternativa para los

pacientes: el transplante de tejido cerebral.

Transplantes en la enfermedad de Parkinson
Desde fines del siglo XIX y principios del XX, los
neurocientificos tuvieron en mente el concepto de plasticidad

del sistema nervioso, asi como la posibilidad de modificacién
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de las neuronas tanto en forma como en conectividad. $i bien,
las investigaciones tradicionales se remontan a Thompson
(1890), Forssman (1898, 1900) vy Saltykow (1905}, estos

estudios fueron hechos con diferentes preguntas en mente,

A principios de 1la década de 1970, tres diferentes
laboratorios: Das y Altman en 1971-1972; Olson y Malmfors en
1970; Olson y Seiger en 1972 y Bjdérklund y colaboradores en
1971 (revisado por Bjdrklund y Stenevi, 1985) introdujeron
nuevas técnicas de autorradiografia e histoquimica iniciando
asi una nueva etapa en la historia del estudio del transplante

de tejido nervioso.

Los transplantes de tejidos u 6rganos suelen llamarse
injertos. La té&cnica de transplante ha sido ampliamente
estudiada en animales de laboratorio, por lo que ha sido
necesario establecer una nomenclatura en relacién al
transplante. Respecto a la variabilidad génica, un injerto
hecho de una parte de un individuo a otra del mismo individuo
se llama transplante autSlogo o autoinjerto. Un injerto
realizado de un animal de una cepa endogdmica a otro que
pertenece a la misma cepa se llama isoinjerto o transplante
singénico. Un injerto de un miembro de una especie dada a otro
miembro de la misma especie (peroc no miembros de la misma cepa
endogédmica}) se llama homoinjerto o alotransplante. Un injexte
efectuado entre miembros de distintas especies se llama

heteroinjerto o xenotransplante. De acuerdo al sitio de
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transplante los trangplantes son homotdpicos cuande son
colocados en igual posicién en el hospedero con respecto al
donador, o heterotépicos cuando la posicién en el hospedero es

distinta a la que ocupaba en el donador.

La idea de que los déficits asociados a las lesiones de
sustancia nigra pueden ser aliviados por el transplante de
ciertos tejidos es muy atractiva, no sdlo por su aplicacién en
el tratamiento de la enfermedad de Parkinsen, sino también
porque brinda un modelo en el qué se pueden alterar las
funciones del cerebro por medio de un transplante {Freed y
cols, 1990) . La mayorfa de la literatura acerca de
transplantes de tejido nervioso, tanto a nivel clinico cémo
bésico, se relaciona con la enfermedad de Parkinson (Freed,
1993). En la literatura b&sica actual se manejan
principalmente dos procedimientos: el transplante de médula
adrenal y el transplante de mesencéfalo o sustancia nigra
fetal. Recientemente se han desarrollado nuevas técnicas, que
jincluyen el uso de c¢é&lulas tumorales encapsuladas, lfneas
e¢elulares manipuladas por ingenierfa genética y células

dopaminérgicas obtenidas del ganglio cervical superior.

Perlow y colaboradores (1979) reportaron por primera vez
¢que el transplante en bloque de c¢é&lulas dopaminérgicas del
mesencéfalo ventral fetal colocado en el ventriculo lateral,
es capaz de revertir la conducta de giro producida por

apomorfina en ratas con lesidén nigroestriatal provocada por la
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6-OHDA. En ese mismo afio, Bjoérklund y Stenevi (1979) proponen
la reconstruccién de la wvia nigroestriatal por medio del
transplante intracerebral de células fetales dopaminérgicas de
las regiones A9 y AlO, colocado en una cavidad artificial
realizada en la corteza parietal anterior y en el cuerpo
calloso ipsilateral a la lesién por la 6-OHDA. Cuando los
animales transplantados son evaluados con inyeccién
intraperiteoneal (IP) de apomorfina se observa un decremento en
la conducta de giro con respecto a la conducta antes del
transplante. En ambos trabajos, el andlisis con
histofluorescencia pone de manifiesto la sobrevivencia y
crecimiento del transplante, y se observa ademds una mejorfa
conductual cuando los animales transplantados recibieron

apomorfina IP (en el primer caso) o anfetamina.

Trabajos posteriores (Dunnet y cols, 1981; Freed y cols,
19983b}) indican una mejoria conductual en todes los casos en
que los animales han recibido transplante intraventricular o
intraparenquimal de sustancia  nigra fetal, Freed vy
colaboradores (1983a) asocian las mejorfas conductuales
producidas por el transplante con una disminucidén a nivel‘
postesindptico estriatal de la hipersensibilidad de 1los
receptores a dopamina, la cual es aportada por el tejido

dopaminérgico-fetal que reinerva al estriado,

Se ha demostrado que el déficit motor provocado por la

lesién nigroestriatal con 6-0HDA es revertido por el
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transplante de tejido cerebral de feto con alto contenido de
dopamina, por lo que existe especificidad del tejido
megencefdlico ventral y no asi de otras &4reas como corteza
frontal, tectum (Freed y <cols, 1983a), rafé (rico en

serotonina) o el tejido estriatal (Dunnett y cols, 1988).

Los andlisig de las células del mesencéfalo ventral de
fetos humanos y de rata, mantenidos en cultivo, muestran gue
alrededor del 0.1 al ©0.5% de estas células son inmunoreactivas
a Tirosina Hidroxilasa (TH) en humano, y entre 0.1 a 1% en
rata, teniendo habilidad para sintetizar y almacenar dopamina,
lo que se pone de manifiesto cuando se analizan extractos de
egtos cultivos por HPLC (Walters y cols, 1992). En este mismo
estudio se observa que tantc las células fetales humanas como
las de rata, en cultivo, tienen la capacidad de producir
recuperacién de la conducta en el modelo de enfermedad de
Parkinson producido «con 6-0OHDA en ratas. Wictorin ¥y
colaboradores (1992), proponen que la capacidad de los
neuroblastos para emitir axones a través de la via
nigroestriatal lesionada, cuando éstos son  colocados
homot6picamente, se debe a que escapan © '"neutralizan" la
naturaleza no permisiva del tejido nervioso, gque actia
inhibiendo el alargamiento de axones regenerados a lo largo de
los tractos de fibras mielinizadas, inhibicién mediada  por
protefnas de membrana presentes en los oligodendrocitos y en

la mielina del sistema nervioso central {Schwab, 19%0).
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El uso de tejido embrionario es una opcién légica, ya que
existe consense acerca de sus efectos funcionales y
reinervacién en el cerebro receptor; sin embargo las
limitaciones para el uso de este tejido incluyen problemas
€ticos y prdcticos, relacionados con la procedencia del tejido
fetal y con la barrera inmunolégica. Por su parte, aiin cuando
los efectos funcionales de los transplantes de médula adrenal
son menores a los producidos por los del sistema nervioso
fetal, los problemas del donador de tejido y del rechazo son

eliminados.

Las células cromafines de la médula adrenal tienen la
capacidad de sinteti'zar y almacenar catecolaminas. Adn cuando
provengan de animales maduros, pueden mostrar una
transformacién morfolégica, que incluye el desarrollo de
procesos, cuando son aisladas de la gldndula adrenal vy
mantenidas en cultive o transplantadas, siendo capaces de
inervar al tejido nervioso cotransplantade en 1la c&mara
anterior del ojo (Olsen y ceols, 1980). La transformacién es
normalmente inhibida por concentraciones altas de
corticoesteroides de la corteza adrenal, por lo que é&sta s6lo
ocurre cuando las cé&lulas crecen en aislamiento. La adicién
del factor de crecimiento nervioso (NGF) promueve la formacién

de procesos {Unsicker y cols, 1978).

La idea inicial de que la médula adrenal podria ser

transplantada en animales con el modelo de la enfermedad de
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Parkinson, se basé en la capacidad de las cé&lulas cromafines
para producir v gecretar cantidades sustanciales de
catecolaminas. En 1los trabajos pioneros de Freed vy
colaboradores (1981} se transplantd médula adrenal de
donadores  j6venes en el ventriculo lateral de animales con
lesién nigroestriatal por 6-OHDA, observando una disminucién
significativa de la conducta de giro inducida por apomorfina,
lo cual sge correlaciona con el hallazgo de un niimero

consistente de células sobrevivientes.

En 1982, el grupo sueco de Backlund y Olson, transplantd
médula adrenal en el estriado de pacientes dos humanos,
bagdndose en que los transplantes realizados en ratas con el
modelo de 6-OHDA, disminutan,- con éxito la conducta de girc;, Y
-lograban sobrevivir en el estriado . Sin embargo, el reporte
final publicado tres aflos después (Backlund y cols, 1985)
concluye que no se observaron mejorias en los pacientes
transplantados. Posteriormente, Madrazo, Drucker-Colin y
colaboradores (1987), reportaron el transplante exitosc de
médula adrenal en el ventriculo lateral adyacente al nicleo
caudado de dos pacientes, y observaron una mejoria inmediata
en un seguimiento de hasta diez meses. Estos intentos
iniciales han sido seguidos por una serie de grupos., quienes
han recurrido no 86lo al transplante de médula adrenal
(Drucker-Colin y cols, 1988; Goetz y cols, 198%; Jiao y cols,
1989), sino también al de mesencéfalo ventral fetal {(Madrazo y

e¢ols, 1988; Spencer y cols, 1992, Widner y cols, 1992} en
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busca de una mejoria para los pacientes.

Las células cromafines en los transplantes de médula
adrenal pueden ser identificadas por su inmunoreactividad para
cromogranina A, tirosina hidroxilasa (TH) y dopamina 8-
hidroxilasa (DBH). La inmunoreactividad para PNMT se encuentra

disminuida (Freed y cols, 1990).

En estudios bkioquimicos (Freed y cols, 1983a) se ha
obgervado que los transplantes intraventriculares de médula
adrenal en ratas, contienen cantidades sustanciales de
dopamina, que superan 1las cantidades encontradas en la
sustancia nigra normal y en el nicleo caudado intacto, lo que
apoya la idea de qgue la dopamina observada en el transplante
es producida por €1 mismo y no por el cerebro hospedero (Freed
y cols, 1990). Las cantidades de dopamina son adem&s muy
similares a las que contienen los transplantes de sustancia
nigra (Freed y cols, 1983a). En otros estudios (Becker y
Freed, 1988; Date y cols, 1990) se ha observado que las
concentraciones de dopamina en el estriado adyacente al
transplante intraventricular o estriatal de mé&dula adrenal se

incrementan.

Los transplantes de médula adrenal de rata tomada de
donadoras viejos (22 a 24 meses de edad) son inefectivos para
disminuir la conducta de giro en animales con lesién

nigroestriatal. Sin embargo Hansen y colaboradores (1988) han
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encontrado que las células cromafines humanas de donadores de
3 a 51 afios de edad muestran formacién de procesos en
presencia de NGF in vitro. Herrera-Marschitz y colaboradores
(1984) y Strdémberg y colaboradores (1984) encontraron gque,
cuando se transplanta en el estriado denervado de rata mé&dula
adrenal de donadores adultos, ésta secreta casi inmediatamente
catecolaminas al estriado hospedero, provecando una conducta
de giro contralateral de corta duracién. Sin embargo, en
estudios a largo plazo, se ha observado que la sobrevida de
las células cromafines transplantadas intraparenquimalmente es
muy baja en comparacién con el transplante intraventricular
(Freed y cols, 1986). Las células cromafines disociadas
también sobreviven muy poco en el estriado, aunque Bing y
colaboradores (1988), han encontrade reducciones sustanciales
en la conducta de giro correlacionadas con no mis de 100
células vivas. La sobrevida de c¢élulas cromafines de médula
adrenal transplantada en bloque, es aumentada por la infusién
crénica de NGF en el sitio del transplante, observ&ndose
ademds la formacién de pequefios procesos (Strxrdmberg y cols,

1988).

Las células cromafines provenientes de médula adrenal de
animales neonatos poseen una gran capacidad de transformacién
moxfolégica, que incluye la formacidén de procesos, cuando son

transplantadas en el cerebro (Nishino y cols, 1988).
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En algunos experimentos donde se han obtenido efectos
conductuales, aln cuando la sobrevida es muy baja, se ha
concluido gue el transplante debe estar actuandoc por otros
mecanismos. En general se ha observado que los efectos
conductuales de los transplantes de médula adrenal son mayores
cuando éstos se colocan en el ventriculo y que el Factor de
Crecimiento Nervioso (NGF) aumenta la sobrevida de 1los
transplantes intraparenquimales asi como sus efectos

conductuales.

Los mecanismos de accilén de los transplantes de médula
adrenal son complejos, estando involucrados una serie de
procesos y no sélo la simple secrecién de catecolaminas. Una
posibilidad es que el rompimiento de la barrera
hematoencefdlica después del transplante de la médula adrenal
esté relacionado con los efectos conductuales. Esta hipétesis
esti basada en estudios que muestran una correlacién entre los
efectos conductuales de los transplantes de médula adrenal y
lag concentraciones sanguineas de catecolaminas; los animales
con 1las concentraciones m&s altas de dopamina en sangre
mostraron un mayor decremento en la conducta de giro (Becker y
Freed, 1988). Rosestein (1987) demostrd que el transplante de
médula adrenal en el cuarto ventricule, en la corteza cerebral
o en el hipocampo, proveca un rompimiente de la barrera
hematoencefdlica que se pone de manifiesto por la capacidad de
las células cromafines transplantadas de recapturar 341 -

Dopamina inyectada en la circulacién sanguinea. Esta capacidad
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es menor en las células de los transplantes intraparenquimales

que en los intraventriculares,

Efectoa txSficos

En el modelo animal de enfermedad de Parkinson con MPTP,
los transplantes intraparenquimales de médula adrenal pueden
promover el alargamiento y la expresién de TH de las neuxitas
que los rodean. Bohn y colaboradores (1987) reportaron gque los
transplantes de médula adrenal potencian la recuperacién de
las fibras dopaminérgicas estriatales en ratones Jjdvenes
tratados con MPTP, ain cuando las ¢&lulas del transplante
muestren poca sobrevivencia, lo que sugiere que el
mejoramiento de los gintomas motores puede debergse a la
regeneracién y formacidén de neuritas del hospedero. Se ha
propuesto que esta regeneracién y formacién de neuritas se
deba a la secrecidén de factores tréficos por las células de la
médula adrenal o poxr las células de Schwann en el transplante,
la glia alrededor de éste, o los macrSfagos (Date y cols,
1990) . En este mismo trabajo se sugiere que los rateones viejos
tienen una menor respuesta a los factores tréficos, explicando
de este modo su menor capacidad regenerativa, En humanos, el
fendémeno de formacién de neuritas y la potenclacién de la
expresidén de TH por el transplante de médula adrenal ha sido
observade en exdmenes postmortem (Kordower y cols, 1991), por
lo que una de las posibles acciones del transplante de médula
adrenal sea la induccién de la formacién de neuritas

dopaminérgicas.
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El transplante de médula adrenal en bloque acompafiado de
la infusién crénica de factor de crecimiento nervioso (NGF)
reduce de manera significativa la conducta de girec inducida
por apomorfina, siendo al parecer més efectivo este método
comparado con el simple transplante de médula adrenal (Olson y
cols, 1985}, Se ha observado que la inyeccién de NGF durante
el transplante de tejido no cromafin, reduce el parkinsonismo

experimental en ratas viejas {(Pezzoli y cols, 1988).

La posibilidad de proteger y regenerar por medio de
factores tr6ficos vias neuronales dafiadas, y de promover la
sobrevida de las células transplantadas, ha 1llevado a un
estudio més profundo de los mecanismos por medio de los cuales
actdan los factores trdéficos. Hasta hace algunos aflos se
definfa a los factores neurotrSficos como polipéptidos
biolégicamente activos que desarrollan funciones relacionadas
con el control de la diferenciacién celular. Asi mismo se
pensaba que eran secretados por un solo tipo celular para
transmitir wuna sefial particular a un segundo tipo celular.
Actualmente se sabe que las interacciones de 1los factores
neurotréficos son menos especificas y mucho més complejas de

lo gue se pensaba.

El NGF, descubierto a principios de la década de 1950,
representa la primera realizacién molecular del concepto de
factor neurotrf6fico. En 1951 Levi-Montalcini y Hamburger

observaron gue un factor difusible {(NGF) secretado por el
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sarcoma 180 de ratén, implantado en embricnes de pollo,
producia el crecimiento de neuritas de los ganglios
simpdticos y sensoriales. Cohen en 1960 purificé el NGF de la
glandula submaxilar de ratén y demostrd que este factor era
una proteina. Trabajos posteriores determinaron que se trataba
de un complejo de tres subunidades, de las cuales s6lo una
tenia efectos en las neuronas. La subunidad activa $ tiene un
peso molecular de aproximadamente 26 000 Daltones y se compone
de dos cadenas idénticas de 118 aminodcidos unidas por enlaces
no covalentes (Revisidén en Greene y Shooter, 1980; Levi-

Montalcini, 1987).

A través de mis de cuarenta afios de experimentacién se ha
cbservado que los efectos del NGF scbre las células nerviosas
son variades incluyendo la induccidn de enzimas de sintesis de
neurctransmisores, el incremento de la  sintesis de
neuropéptidos en las neuronas sensoriales, la potenciacién de
la sobrevida; estimula la formacién, ramificacidén y
alargamiento de neuritas, la sintesis de neurofilamentos y
actfia como atrayente quimiotictico en los conos de crecimiento
de las neuronas sensoriales; ademds previene la muerte
neuronal por dafio mecinico o quimico (Korsching, 1993). Al
parecer, todas las neuronas senscriales derivadas de la cresta
neural requieren NGF para sobrevivir durante el desarrollo
embrionario y el perfodo post-natal temprano. En edad adulta
los factores tréficos actdan crénicamente para mantener las

funciones neurcnales normales (Snider y cols, 1989}.
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El mecanismo cl&sico mediante el cual actdan los factores
neurotréficos es como mensajeros retrdgrados. Este comprende,
la sintesis del factor neurotréfico en las células blanco de
una neurona, la secrecifn como una forma soluble en el
espacio extracelular, la recaptura mediada por un receptor y
el transporte axonal retrSgrado hacia el soma de la neurona.
Sin émbargo, muchos tipos neuronales dependen de sus
aferentes para su sobrevida, lo que implica la existencia de

seflales tréficas anterdgradas (Korsching, 1993).

Existen dos tipos de receptores para la familia de las
neurotrofinas, familia a la cual pertenece el NGF, el factor
neurotrdfico derivado del cerebro (BDNF) y las neurotrofinas
3, 4 y S). El primer tipo es el receptor de baja afinidad a
NGF, también conocido como receptor de baja afinidad a
neurotrofinas (LANR). El segundo tipo es la familia de
receptores trk (tirosina cinasa). Se ha sugerido que la
transduccién de la sefial se lleva a cabo sélo por la familia
de receptores trk, y al parecer el LANR participa en el

transporte axonal retrégrado.

El NGF parece tener un efecto modesto en la sintesis de
tubulina, gin embargo incrementa de manera significativa 1la
sintegis de proteinas asociadas a los microtibulos {MAP)
incluyendo la tau y MAPS, que prevalecen durante el desarrollo
del gistema nervioso central. El1 NGF también promueve la

fosforilacién de estas proteinas, lo gue aumenta sus
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interacciones con los microtibules. Como resultado, los
niveles de tubulina libre decrecen lo cual puede a su vez

estimular la sintesis de tubulina.

Por medio de hibridizacién diferencial de células PC1l2,
estimuladas con NGF y no estimuladas, se ha podido iaentificar
la induccién de genes de proteinas de unién nuclear, proteinas
que unen Ca2* y una proteina de filamentos intermedios

(Snider y Johnson, 1989).

Las neurcnas simpdticas y las células cromafines de la
médula adrenal se originan de la cresta neural. Ambos tipos
celulares sintetizan las enzimas necesarias para la formacién
de adrenalina. Las neuronas simpdticas liberan la adrenalina
en las cercanias del O6rgano efector por un mecanismo
especializado en sus terminales nerviosas; en contraste, las
células cromafines carecen de procesos especializados vy
liberan la adrenalina en las circulacidén general, ya que se

trata de células end6erinas.

En las neuronas simpiticas, el NGF en el soma celular
induce la sintesis de tirosina hidroxilasa (Paravicini y cols,
1975) . Observaciones posteriores demostraron que la médula
adrenal produce y secreta NGF en cultivo (Harper y cols,
1976) . En 1978, Unsicker y colaboradores observaron que el
NGF produc.e el crecimiento de fibras en las células cromafines

aisladas. Este crecimiento desaparece con concentraciones de
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glucocorticoides equivalentes a las circulantes en sangre en

la gléndula adrenal.

El hecho de que las concentraciones £isioldgicas de
glucocorticoides impidan el crecimiento de neuritas mediado
por NGF in vitro sugiere, una relacidén causal entre la
concentracién de glucocorticoides en la médula adrenal in vivo
y la ausencia de neurogenizacién. En las células cromafines
aisladas también se ha observado el incremento en la actividad
de la tirosina hidroxilasa y no asi de la PNMT (Seidl y cols,

1987) .

En la lfnea celular de feocromocitoma PC12 (cé&lulas
cromafines neopldsicas), también derivada de la cxesta neural,
el NGF promueve la diferenciacién hacia un fenotipo de
neuronas simpiticas (Greene y Tischler, 1976). Varios dias
después de la exposicién de las células PC12 al NGF se llevan
a cabo fendSmenos mediados por transcripeién, incluyendo 1la
extensidén de neuritas, el cese de la mitosis y la adquisicién
de un fenotipe neuronal caracterizado por el desarrollo de
excitabilidad eléctrica y biosintesis de neurotransmisores.
Para iniciar este programa de diferenciacién el NGF interactda
con dos receptores identificados, el gpl4aotrk y el p75NGER
(Johnson y cols, 1986). La actividad de cinasa de tirosinas
del receptor gpla0t*® es inducida después de la unidén del
NGF en las células PCl2. Se piensa que la cinasa de tirosinas

trk, activada por ligando, inicia una cascada de seflales que
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ineluye la fosforilacién de tirosinas de varias proteinas
celulares como la fosfolipasa C-y1 y la fosfatidil inositol-3
cinasa. Otros fendmenos inducidos por el NGF son la activacién
de numerosas proteinas cinasas, incluyendo serina/treonina
cinasas come las cinasa MAP, la cinasa S6 y la proteina
cinasa C, asi como la activacién de genes, como el c-fos,
NGFIA y el NGFIB. En las células PCl2 el crecimiento de
neuritas es iniciado después de 24 a 48 horas de exposicién al
NGF, y la adquisicién del fenotipo neuronal ocurre después de

3 a 4 dfas (Greene and Tischler, 1976).

Recientemente se ha observado que otro tipo de estimulo
distinto al de los factores tréficos, es capaz de inducir una
diferenciacién de las c¢élulas cromafines en cultive, para que
adquieran un fenotipo neurcnal. Se trata de la estimulacién
magnética que, lejos de ser un estimulo quimico es un estimulo

fisico (Drucker-Colin y colg, 199%4).

Campos magnéticos

La estimulacién con pulsos de alta amplitud de campos
magnéticos generados por bobinas externas al cuerpo, ha sido
ugada para diagnSstico médico desde mediados de la década de
1980, estimulande las neuronas motoras y los nervios
periféricos. Este tipo de estimulacién ofrece una gerie de
ventajas, ya que es un procedimiento no invasivo, sin contacto
directo, el cual produce una incomodidad minima al paciente

pues sbélo fluye baja densidad de corriente a través de los
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receptores a dolor durante la estimulacién (Barker y cols,
1985) . La.estimulacién magnética del cerebro, de la médula
espinal y de los nervios periféricos ha sido empleada para
diagnosticar varias condiciones clinicas asociadas con la
conduccidén anormal de las vias motoras (Stuchly y Esselle,
1992). También se han obserxrvado los efectos terapelticos de

los campos magnéticos en la reparacién de tejidos conectivos.

Un estimulador magnético tipico consiste en un capacitor
C el cual es cargado con un voltaje V y 1luego descargado
através de una bobina estimuladora de inductancia L y una
resistencia R. La derivada espacial del campo eléctrico
inducideo magnéticamente es la responsable de la estimulacién.
El cédlculo del campo eléctrico inducido por el campo
magnético y sus derivados espaciales en los tejidos biolégicos
resulta ser muy cowplejo pues necesita de métodos numéricos

que requieren un tiempo de computacidén considerable.

La estimulacién magnética es una nueva técnica para
activar las neuronas en la corteza. La estimulacidn ocurre
cuando se hace pasar un pequefioc pulso de corriente a través
de una bobina cercana a la cabeza, que produce un campo
magnético en el cerebro por induccidn electromagnética. Esta
técnica ha sido usada para mapear la corteza motora y para
estudios de la conduccién motora central. Las posible
aplicaciones clinicas de la estimulacidn magnética incluyen el

diagnéstico de esclerosis miltiple, esclerosis lateral
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amiotréfica y otro transtorncs atdxicos degeneratives, y el
monitoreo del tracto corticoespinal durante la cirugfa de la
médula espinal. La técnica es no invasiva y es menos dolorosa
que la estimulacién eléctrica del cerebro a través de

electrodos de superficie (Roth y cols, 1991).

Los efectos terapeliticos de los campos magnéticos estédn
ampliamente relacicnados con la reparacién del tejido. La
arquitectura molecular de la matriz extracelular es critica
para el buen funcionamiento de los tejidos conectivos, y su
reparacién requiere de la sintesis y organizacién de una
matriz extracelular apropiada para el funcionamiento del
tejido en su ambiente biofisico (Raron y Ciombor, 1993). Se ha
observado que tanto las seflales mecdnicas como las eléetricas
regulan la sintesis de la matriz extracelular, al parecer
mediante la estimulaci6n de vias de sefializacién en 1la
membrana celular dando come resultado la aparicién de
segundos mensajeros, particularmente de nucleotidos ciclicos.
La aplicacién terapefitica de los campos electromagnéticos mas
ampliamente explotada ha sido la reparacién del hueso. Los
estudiocs in vitro muestran que osteoblastos en cultivo
inerementan su proliferacién, medida por incorporacién de
timidina, y presentan cambios en las concentraciones del AMPc.
En el caso del cartilago, algunos datos indican que los
campos eléctricos parecen tener un efecto regulatorio en los
condrocitos para incrementar selectivamente la sintesis de

proteoglicancs, pero no asi la produccién de colagena. El
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estudio de la reparacién de tejidos suaves se ha enfocado
principalmente a los fibroblastos. Se ha reportado que ciertos
campos magﬁéticcs incrementan la sintesis de proteinas y DNA
en fibroblastos de piel humana., La estimulacidn de los
fibroblastos por el campo eléctrico incluye 1la apertura de
canales de calcio sensibles a voltaje Yy un incfemento
secundario de receptores a insulina (Bourguignon b

Bourguignon, 1989).

Log efectos de los campos electromagnéticos en c¢élulas
~cultivadas han sido estudiados por muchos investigadores
empleando una variedad de sistemas de exposicién in vitro, Los
estudios recientes han mostrado que el campo eléctrico
inducido por un sistema de exposicidn magnética, contribuye de

manera importante a la sintesis de RNA (Greene y cols, 1991).

Un campo magnético de baja freéuencia paga s_in sufrir
atenuacién a través de un medio bioldégico conducter, como es
el éaso de una suspensién celular o una monocapa de células
cultivadas en un medio de cultivo liquide. Es importante
tener en mente que un campo magnético, distribuido
uniformemente en un volumen ocupado por una muestra de medio
liguido, induce un campo eléctrico dentro del medio que es

altamente desigual.

41



OBJETIVQ

Observaciones previas en nuestro laboratorio indicaron
que las células cromafines de rata mantenidas en cultivo y
estimuladas por campos mwagnéticos de baja frecuencia (7
Gauss), tienen la capacidad de adoptar un fenotipo neuronal.
Cuando las células recibieron 12 horas de estimulacién {1
pulso diario de 2 horas durante 6 dias) se observd un grado
menor de cambio fenotipico, comparado con el provocado por la
estimulacisén durante 24 horas {2 pulsos diarios de dos horas
cada uno durante 6 dias). Asimismo, cuando las células fueron
estimuladas 144 horas (estimulacidén contfnua durante € dias),
el grado de diferenciacién se vié disminuide. Por 'Otro lado,
se realizaron ensayos bioquimicos en los que se cuantificéd la
liberacién de Noradrenalina tritiada ([3H]-NA) inducida por
despolarizacién con KCl en células cromafines no diferenciadas
y en las diferenciadas por NGF o campos magnéticos. En estas
pruebas no se encontrd ninguna diferencia aparente en la
capacidad de liberacién de NA de las células en las tres

condicicnes,

Con base en estos datos, se planted como objetivo de este
trabajo observar si existen diferencias funcionales de 1las
células cromafines no diferenciadas y diferenciadas en
presencia de NGF o de campos magnéticos de baja frecuencia (7
Gauss), expresadas en términos de su capacidad de reducir la
conducta de giro del modelo animal de la enfermedad de

Parkinson.
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METODOS

Cultivo

Se obtuvieron glindulas suprarrenales de ratas Wistar de
sexo indigtinto, neonatas (1 a 3 dias de edad), de las cuales
se separd la médula por diseccién microscépica. El tejido fue
lavado en solucidén salina Spinner libre de calcio y magnesio
(sss, Sigma} ~suplementada con 1 mg/ml de albdmina. La
disociacién enzimitica se llevé a cabo en una solucién de SSS
con 2 mg/ml de colagenasa (tipo I, Worthington) y 15 pug/ml de
desoxirribonucleasa I (tipo II, Sigma), durante 40 minutos en
un bafic de agitacién constante a 37°C. Se realizaron
posteriormente tres lavados con medio sss b
desoxirribonucleasa y en el dltime lavado se efectud una
disociacién mec&nica con pipetas de di&dmetros graduados hasta
obtener una suspensién celular homogénea, la cual sge
centrifugd a B850 rpm durante 10 minutos. El botén obtenido
fue resuspendido en 10 ml de medio DMEM(Gibco) suplemetado
con 10% de suero fetal de bovine, insulina (4.5 pg/ml), 100
U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina y 2.5 pg/ml de
fungizona y se realizdé una segunda centrifugacidn. E1 botén

fue resuspendido nuevamente en DMEM,

El nGmero aproximado de c&lulas vivas obtenido en cada
cultivo fue determinado por el método de exclusién celular con
azul de tripanc. La suspensién celular fue diluida con DMEM

suplementado y sembrada a una densidad de 250 000 ¢&lulas por

43



pozo. Los cultivos se mantuvieron por 7 dias en un ambiente
himedo con una mezcla gasecsa de 5% CO2 y 95% de 02 a una

temperatura de 37°C.

Tratamientos

Los cultiveos celulares fueron sometidos a diferentes
condiciones experimentales:
NGF: las células fueron expuestas a 100 ng/ml de factor de
crecimiento nervioso (NGF) durante 7 dias.
Campos magnéticos: el cultivo celular recibid cuatro horas
diarias de estimulacién por campos magnéticos (7 Gauss),
durante 7 dias.
Control: las células fueron mantenidas en cultivo durante 7

dias.

Tripsinizacién

Transcurridos siete difas, las células fueron despegadas
del plato de cultivo utilizando el mécodo de tripsina. Se
realizé una incubacién durante diez mwinutos a 37°C con 1
ml/pozo de buffer fosfato 0.9% NaCl (PBS) 0.01 M sin Ca2* ni
Mg?+*; 1 mM de EDTA (PBS sin Ca/Mg). Posteriormente se incubd
con 400 pl de tripsina al 0.01% en PBS sin Ca/Mg, el tiempo
necesario para provocar el desprendimiento de las células. La
reaccién fué detenida al agregar 1 ml/poze de medio
suplementado y las células fueron recuperadas con una pipeta

Pagteur siliconizada y con punta redondeada; los pozos fueron
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lavados con 400 ul de medio y de este modo se obtuvo un

volumen £inal de 1.8 ml, el cual fue centrifugado a 20°C y 810

A fin de observar de manera cualitativa la sobrevida y
funcionalidad de las células en cultivo, se realizaron pruebas
de inmunotincidn para las diferentes condiciones
experimentales por el método del complejo avidina-biotina-

peroxidasa.

Las células mantenidas en cultivo durante siete dias
fueron fijadas con 1 ml por pozo de paraformaldehido al 4% en
PBS 0.01 M pH 7.4, a temperatura ambiente durante 30 minutos.
Posteriormente se realizaron tres lavados de 10 minutos cada

uno con 750 pl de PBS 0.01 M pH 7.4 a temperatura ambiente.

Se realizé una permeabilizacién con 750 pl PBSGT (PBS
0.01 M pH 7.4 con suero normal de cabra al 1% y Triton X100 al
0.1%) durante 20 minutos. Las células fueron incubadas a
temperatura ambiente durante 24 horas con 200 ul/pozo de
anticuerpo primario (Anti Tirosina-hidroxilasa, Chemicon) en

una dilucién 1:1 000 en PBSGT.

Las células fueron incubadas en el anticuerpo secundario

(IgG biotinilado contra conejo en dilucién 1:200 en PBSGT),
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durante dos horas con agitacién constante. Simulténeamente se
preparé el conjugado avidina-biotina (50 ul de avidina, 50 pl
de biotina en 5 ml de PBSGT). Transcurrida la incubacién con
anticuerpo secundaric, se realizdé una fltima incubacién,

durante dos horas con complejo avidina-biotina.

Para el revelado se empled 3,3° diaminobencidina como
cromégeno en solucién con TBS (buffer Trizma 0.9% NaCl) 0.1
M pH 7.4, 1 ml por pozo en oscuridad con 2% de Hz0, (Hsu y
cols., 1981).

Legisén
Se utilizaron ratas Wistar machos con un peso de 180 a
200 gr, con libre acceso al alimento y agua, y con un ciclo

luz-oscuridad 12/12.

Los animales fuersn anestesiados con halotanc (0.8% en
una mezcla 95/5% 0,/C0z). La lesién unilateral de la via
nigroestriatal fue hecha por inyeccién estereotéxica de 6-OHDA
(4 u1 de una solucidn 2 pg/pl en 0.9% NaCl con 0.5% de &cido
ascdrbicoe), en el haz de fibras del cerebro medioc anterioyr
(coordenadas: 2.9 mm AP a Bregma, 1.5 mm lateral a la sutura
sagital y 8.8 mm debajo de la guperficie del créneo; la barra
de incisivos fué colocada a 2.4 mm abajo de la 1linea
interaural ({Paxinocs y Watson, 1986))}. El flujo de inyeccidn

fue de 0.5 ul/minuto, dejando la cédnula 1 minuto adicional con
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el fin de gque la solucién difundiera a través del tracto de

ésta,

Para evaluar el grado de denervacién estriatal, se les
administré a los animales una inyeccién IP de apomorfina (0.25
mg/kg) transcurridos diez dfas post-lesién, y se cuantificé el
nimero de giros contralaterales provocades por é&sta. Fueron
geleccionados para este estudio 86lo los animales que
completaron mds de 200 giros completos contralaterales a la
lesién en 30 minutos. Estos animales fueron evaluados de 1la

misma forma dos veces mas (una ¢ada diez dias).

Transplante
Los animales que c¢umpliercn los criterios de evaluacién
previamente mencionados fueron asignados aleatoriamente a los

siguientes grupos experimentales:

Animales que recibieron:
a) NGF: transplante de células cromafines cultivadas durante

giete dias en presencia del NGF (n=6).

b) CAMPOS MAGNETICOS: transplante de células cromafines
cultivadas que recibieron estimulacién por campos magnéticos
de baja frecuencia (7 Gauss), dos pulsos diarios de 2 horas

cada uno durante siete dias (n=6).
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@) CONTROL: transplante de c¢é&lulas cromafines cultivadas

durante siete dias sin ningln tratamiento (n=g).

d) TESTIGO: inyeccidn de vehfculo (liquido cefalorraquideo

artificial), n=6.

Las ratas fueron anestesiadas con halotanc (0.8% en
mezela 95/5% 0,/C0;) y la inyeccién estereotdxica se realizd
con una microjeringa de Sul en las coordenadas
correspondientes al estriade ipsilateral a la lesién

(Bjérklund y Stenevi, 1979).

Las cé&lulas provenientes de 1a tripsinizacién fueren
centrifugadas a 800 xpm y se les retird el medio de cultivo.
El botén fué resuspendido en 8 pl de liquido cefalorraquideo
artificial. La jeringa fue cargada con esta suspensién y se
realizaren dos inyecciones de 4 ul cada una en las siguientes
coordenadas: 1) AP 1 mm, L -1.5 mm, V -5.5mm 2) AP -0.5 mm, L

-3.5 mm, V -5.5 mm (Paxinos y Watson, 1986).

El flujo de inyeccién fué de 1 pl/minuto y la cédnula
permanecié en el sitio dos minutos adicionales con el fin de
permitir la difusidn de 1la suspensién celular antes de

retirar la jeringa.

Finalmente los animales recibieron una inyeccién

intramuscular de penicilina benzatinica (200 000 IU),
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Evaluacién

A los quince dfas post-transplante los animales
recibieron una inyececién IP de apomorfina (0.25 mg/Kg). El
niimero de giros contralaterales al sitio de la lesién fueron
registradeos por medio de un girémetro durante media hora.
Evaluaciones posteriores quincenales fueron realizadas durante

135 dias.

Histoloqgia

Los animales fueron perfundidos intracardialmente con 250
ml de Buffer fosfato 0.9% NaCl (PBS) 0.1 M pH 7.2, seguido de
250 ml de fijador Somogy (paraformaldehido al 4%, A&cido
pierico al 1.5% en PBS 0.1 M pH 7.2). El cerebro fue removido
y criopreservado en soluciones de PBS/sacarosa a

concentraciones crecientes (10%, 20% y 30%).

Posteriormente se realizaron cortes coronales por
congelacién en un criostato manual. El grosor de los cortes
fué de 40 pm, correspondiendo a las regiones del estriado y de
la sustancia nigra. Los cortes fueron procesados para
inmunohistoquimica contra tirosina hidroxilasa por el método
del complejo avidina-biotina-peroxidasa anteriormente
descrito, con algunas modificaciones. Por dWdltime fueron
montados en portaobjetos, deshidratados con alcoholes

graduales y cubiertos con Permount.
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RESULTADOS

Cultivo

Las cétlulas cromafines cultivadas bajo condiciones
control mostraron después de siete dias un aspecto saludable,
(forma redonda y apariencia granular), observindose agregados

celulares células individuales.

Lag células estimuladas con NGF, asi como las estimuladas
por campos magnéticos (7 Gauss), adquirieron un fenotipo
neuronal, con emisién de fibras de aspecto neuritico y soma
de forma triangular. La longitud de 1las neuritas fué
aparentemente mayor en log cultivos diferenciadeos con campos
magnéticos que en los diferenciados con NGF, aunque no se

- realizaron mediciones (Fig. 6).

Conducta

El nimerc de giros basal de cada animal (promedio de las
tres evaluaciones pre-transplante) fue promediado para obtener
el nimero basal de giros total (300+11) a partir del cual se
obtuvieron los porcentajes de cambio en cada evaluacidn.

.

A los treinta dfas post-transplante 1los grupos que

recibieron transplante de células cultivadas mostraron una

reduceidén significativa (p < 0.01) del nimero de giros en
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Figura 6.- Micrografias de células cromafines en cultivo. Las
células mantenidas en condiciones control muestran una forma
redondeada y aspecto granular (A). Las células estimuladas con
NGF (100 ng/ml) adoptan un fenotipo mneuronal emitiendo
prolongaciones citoplasmiticas con aspecto neurfitico (B). iés
células estimuladas con campos magnéticos emiten el mismo tipo

de prolengaciones (C).
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comparacidén con aquellos animales que recibieron inyeceién
intraestriatal del vehiculo (Fig. 7). Las evaluaciocnes
quincenales zrealizadas durante 135 dfas muestran gque no
exigten diferencias estadisticamente significativas en la
disminucién de la conducta de giro cuando los animales
recibieron transplante de <células cromafines control,
estimuladas con NGF o con campos magnéticos; sin embargo se
observa una ligera tendencia de las células diferenciadas por
campos magnéticos a disminuir la conducta en comparacién con

las células contrel o las estimuladas con NGF.

Transplante

La reaccién inmunolégica contra TH fué positiva en todos
aquellos animales que recibieren transplante. Las células
cromafines transplantadas aparecen en el parénquima estriatal
a los largo del trayecto de la cdénula. Muestran un aspecto
saludable, y en algunos casos tienen prolongaciones con
apariencia de neuritas, pero en su mayorfa se observan con un
aspecto redondeado o poligonal. En cada corte de 40 um se
observan pocas células, por lo que, aunque no se realizdé una
cuantificacién, se estima que la sobrevida de 1las células

transplantadas fué baja (Fig. 8).
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Figura 7.- Grafica que muestra el curso temporal de la
conducta de giro inducida por apomorfina. Se observan
diferencias significativas (p < 0.01) entre 1los grupos
trangplantados y el grupo Testigo, treinta dias post-
transplante; sin embargo entre los grupos transplantados no se

observan diferencias estadisticamente significativas.
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Figura 8.- Micrografias de células cromafiges transplantadas
en estriado denexvado . de rata. Las células - son
inmunorreactivas a TH y se cbservan aﬂlo'laiQO‘del‘trayecto
de la cénula (A). Cuando fueron previamente“héufééenizadas con
NGF, se observan aléunas células c6g5‘f9ﬁo£i§6.vendocrino Y
otras con fenotipo neuronal (B); loﬂmighb en ei caso de la

neurogenizacién previa con campos magnéticoa (c) .
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DISCUSION

La sintesis y secrecién de catecolaminas aunada a 1la
capacidad de transformacién hacia un fenotipo neuronal en
presencia del NGF (Unsicker y cols, 1978), brindd una nueva
posibilidad en el empleo de las células cromafines para
aminorar las asimetrfas motoras en la enfermedad de Parkinson
(Freed y cols, 1981), eliminando ,los problemas é&ticos vy

clinicos del transplante de tejido fetal.

La capacidad de las c¢é&lulas c¢romafines de adoptar un
fenotipo neuronal es un modelo interesante para el estudio de
la diferenciacién celular. Si bien no se conocen de manera
clara los mecanismos mediante los cuales el NGF promueve la
diferenclacidn de las células cromafines, es evidente que se
requiere su presencia fisica para desencadenar este proceso,
siempre mediante interaccicnes ligando-receptor. Hasta este
punto estas células no muestran ninguna particularidad en
cuanto al mecanismo de inicic de la diferenciacidén, ya que,
por muy complejo que &ste resulte, estari desencadenado por la
presencia del NGF como estimulador quimico de receptores
especificos. Esta estimulacién quimica es, al parecer,
especifica; la presencia de otros factores como el factor de
crecimiento de £fibroblastos bésico (bFGF) no provoca la
neurogenizacién ni la induccién de las enzimas TH y PBNMT

{Unsicker y Westermann, 1992).
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Todos los procesos celulares en los que participan
cascadas de sgegundos mensajeros presentan un alto grado de
complejidad funcional, por lo que su comprensién no es
inmediata, sino requiere varios afios de investigacién con
distintos enfoque. BAsi pues, el proceso de diferenciacién
celular y en especial el de neurogenizacién afin no ha sido
comprendido. Si bien se sabe que en cé&lulas PCl2 la unién del
NGF a su receptor trk con actividad de cinasa, desencadena la
fosforilacién de varias proteinas, la activacién de otras
cinasas y la induccidén de ciertos genes (Hempstead, 1992), no
se tiene del todo clarc el papel del Ca2* y de los genes
inducidos. En cultives de células de ganglic de la raiz
dorsal de rata se ha demostrado que la disminucidén del Ca2+ de
las pozas intracelulares disminuye la neurogenizacidn,
probablemente al impedir la accién de enzimas activadas por
Ca2+ que actidan directamente scbre 1la expresién génica

necesaria para la neurogenizacién (Kocsis, 193%4).

El hallazgo de que las células cromafines se neurogenizan
al ser estimuladas por campos magnéticos proporciona un nuevo
paradigma de diferenciacién celular en el que existe una
variante importante: el estfmulc que desencadena la
neurcgenizacién no es un estimulo quimico, sino un estimulo
fisico. Este hecho abre nuevas interrogantes acerca de los
procesos moleculares que intervienen en la diferenciacién

celular.
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La estimulacién con un campo magnético produce un campo
eléctrico distribuido de manera uniforme sobre el A&rea
estimulada. La esgtimulacién atraviesa sin atenuacién los
medios de cultivo y las células en monocapa empleadas en
egtudiogs in vitro (Basgen y cols, 1992). En estudios recientes
se ha observado que el campo eléctrico inducido por el campo
magnético contribuye por sf{ mismo de manera importante a la
sintegis de RNA y se postula que es capaz de alterar la
distribucién de cargas de las membranas celulares y la
orientacién de biomoléculas cargadas (Greene y cols, 1991). En
linfocitog, la estimulacién con campos magnéticos reduce la
mitogis interfiriendo directamente con la sintesis de DNA
(Conti y c¢ols, 1983). Una posible teoria es que la reduccién
del flujo de Ca2t impida la actividad de sintesis de DNA

(Conti y cols, 1.98BS).

En células PCl2 se ha cuantificado la liberacién de [3H]-
NA inducida por campos magnéticos indicando que ésta requiere
de Ca?* extracelular, el cual al parecer se une a la
superficie externa de 1la membrana celular y la hace muy
sensible al estimulo; los cambios cooperativos de unidn de
Ca2+t pueden influir en la estabilidad de la membrana Yy
promover la entrada de Ca?t y la liberacién vesicular (Dixey,

1982).

Las c¢élulas cromafines cultivadas en este estudio

mostraron un cambio fenotfpico muy similar cuando fueron
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estimuladas por el NGF (100 ng/ml) o por campos magnéticos de
baja frecuencia (7 Gauss). Al parecer en los cambios
producidos por la estimulacién con el NGF participan proteinas
cinasas y la induccién de proteinas que unen Ca?*, Koike y
colaboraderes (1989) propusé la hipdtesis del 'punto fijo de
Ca2+" la cual propone que debajo de un cierto nivel éptimo de
Ca2t+ citopldsmico 1libre, las neuronas requieren factores
neurotréficos para sobrevivir y que arriba de este nivel
sobreviven independientemente de los factores tréficos. En
apoyo de esta hipétesis se ha descubierto que la pérdida de 1la
dependencia al NGF en neuronas simpiticas en cultivos, estd
acompafiada de un incremento en los niveles de Ca2+ libre
intracelular (Koike y Tanaka, 1991). Esta hipétesis podria ser
la clave para la explicacién de la neurogenizacién provocada
por campos magnéticos. De este modo, el campo eléctrico que
acompafia a la estimulacién magnética podria provocar el
movimiento de iones, entre ellos el Ca2t el cual, al uni'u:se
cooperativamente a la membrana celular tenderia a
desestabilizarla, provocando una entrada de Ca2+t . Este Ca?+
entrante y la movilizacidén del proveniente de las pozas
intracelulares desencadenarfa la transcripcién y provocaria la

independencia celular de factores tréficos.

Lillien y Claude (1985) reportaron el papel del NGF como
mitégeno de las células cromafines. Al parecer, el campo
magnético ‘podria estar actuando igualmente como mitégeno, ya

que en cultiveos primarios de células cromafines estimuladas
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durante 144 horas con campos magnéticos se cbservan un gran
nimero de "conglomerados celulares" (Drucker y cols, 199%4) muy
parecidos a los formados en presencia del NGF, Si los
mecanismos que intervienen son similares a los propuestos en
linfocitos por Conti y colaboradores (1985), un incremento en
el flujo de Ca2?* provocado por el campo eléctrico podria estar
activando la sintesis de DNA, Un posible experimento para
apoyar o descartar esta idea seria bloguear los canales de

Ca?+ y medir la incorporacién de timidina tritiada.

Las c¢élulas cromafines no diferenciadas y agquellas
diferenciadas por NGF o campos magnéticos no tienen al
parecer, diferentes mecanismos de liberacién de [3H]-NA
{Drucker y cols, 1994). Esta observacién no permite sain
embarge establecer si existen diferencias funcionales, a nivel
enzimdtico por ejemplo, entre las células cuando son sometidas
a las diferentes condiciones. Resulta claro que para elucidar
las posibles diferencias, son necesariocs andlisis bioguimicos

y moleculares comparativos.

La independencia de factores tréficos Y la
neurogenizacién de las células cromafines, promovidas por la
estimulacidén con campos magnéticos, plantean la interrogante
acerca de cémo serd su comportamiento al ser colocadas en un
nuevo ambiente celular en el que existen diversos procescs de

sefializacidn molecular.
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Desde 1981, Freed y colaboradores transplantaron médula
adrenal en el ventriculo lateral de animales con lesidn
nigroestriatal, basandose en la capacidad de las células
cromafines de sintetizar y secretar catecolaminas. A través
de los afios se ha buscado optimizar las condicicnes del
transplante para aumentar la scobrevida y los efectos

texapefiticos.

Nishinc y colaboradores (1988) observaron que las células
cromafines de animales neonatos transplantadas en el caudado
de rata tienen la c¢apacidad de transformarse en neuronas
dopaminérgicas. Sin embarge, se cree que los efectos benéficos
del transplante de células cromafines en los pacientes con
enfermedad de Parkinson y en el modelc animal de ésta, se
deben a la gran cantidad de factores de crecimiento liberados
mids que a las pequeflas cantidades de dopamina secretadas.
Existe la posibilidad de gque estos factores causen un
crecimiento de los axones remanentes, modulen la secrecién de
neurctransmisor, la sensibilidad de los receptores ¢ faciliten
el establecimiento de circuitos compensatorios (Unsicker,

1993) .

Las células cromafines mantenidas en cultivo son
funcionalmente activas y logran disminuir la conducta de giro
en animales con lesién nigreoestriatal (Kamo y cols, 1987). El
cultivo tiene como ventajas el poder elegir las células més

deseables para ser transplantadas, asf como la posibilidad
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de mantenerlas ‘“saludables" . in vitro por un tiempo
relativamente largo. La observacién de que el NGF provoca la
diferenciacién de estas células hacia un fenotipo neuronal,
plantedé la posibilidad de lograr una mejor integracidén dentro
del cerebro hospedero al ser transplantadas, asi como el
posible reestablecimiento de conexiones dafladas. Sin embargo
se debe considerar que el proceso de tripsinizacidn previc al
transplante provoca la retraccidén de los procesos emitidos por
las células in vitro. La desestabilizacién de 1la wembrana
celular afecta de manera importante la sobrevida del
transplante en el cerebro. Hasta la fecha no existen trabajos
en los que se reporte el transplante de células cromafines
cultivadas y diferenciadas, por lo que noc es posible realizar

una comparacién funcional de este procedimiento.

En este trabajo no se observaron diferencias
significativas en la capacidad de disminuir la conducta de
giro entre las células no diferenciadas vy las diferenciadas
con campos magnéticos o con NGF., Este hecho, podrfa estar
indicando que los mecanismos mediante los cuales las células
cromafines aminoran la conducta de giro, no se ven modificados
cuande éstas permanecen in vitro Yy son estimuladas para
diferenciarse. Tales mecanismos deben estar relaciocnados con
la produccién de factores tréficos, mas que con la reconexidn
de la via a través de los procesos emitidos por las células

cromafines o por las neuronas nigrales remanentes.
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En los cortes histolégicos de los animales
transplantados, se observa la presencia de un reducido nfimero
de células inmunorreactivas en los transplantes de las células
que recibieron NGF o estimulacidén magnética. Esta baja
sobrevida se puede explicar quizd por el proceso de
tripsinizacién, el cual afecta la membrana celular y dificulta
la adaptacién de las células al nuevo ambiente. Pese a la baja
gsobrevida celular, los grupos que recibieron transplante
mostraroa una disminucidén significativa a los 30 dias post-
transplante, del niimero de giros, con respecto al grupo que
g6lo reecibié vehiculo (p<0.01). Esta disminucién es similar a
la observada en otros reportes (Perlow y cols, 1979; Freed y

cols, 1981).

Se ha observado que los transplantes intraparenquimales
de suspensiones celulares de sustancia nigra o de médula
adrenal, aminoran significativamente la conducta de giro
(Brown y Dunnett, 1989). Debido a la baja scbrevida de las
células transplantadas relacicnada con efectos conductuales,
disminuyendo la conducta de giro, es posible inclinarse hacia
la hipétesis de que el mecanismo de accibén del transplante de
células cromafines es a través de la secrecién de diversos
factores tréficos, tales como el factor de crecimiento
fibroblastico (FGF) el cual proporcicna a las células
cromafines una capacidad auto-heterocrina para mantenerse
diferenciadas en términos de sintesis y almacenamiento de

catecolaminas; factores de crecimiento transformante £ (TGF-
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3s) los cuales tiene efectos tréficos sobre neuronas, células
gliales y otros tipos celulares; interleucinas (IL) como 1la
IL-13 que incrementa el RNAmM en astrocitos cultivados; NGF;
factor neurotyrdfico ¢iliar (CNTF) el cual tiene efectos
protectores en neuronas nigreoestriatales axotomizadas;
cromogranina B dque induce el crecimiento de neuritas en
neuronas de hipocampe cultivadas y al parecer puede tener
efectos similares en otras poblaciones neuronales del SNC; y
neuropéptidos tales como opiodes (Unsicker, 1993). También se
ha observado que la glandula adrenal produce un factor
liberador de dopamina, el cual estimula la liberacidén de ésta
de las terminales estriatales de manera dosis-dependiente
(Chang y Ramirez, 1988). En humano Yy en ratones con
parkinsonismo inducido por MPTP, estos factores podrian actuar
rescatande las fibras dopaminérgicas, modificando su actividad
y posiblemente promoviendo la regeneracidn axonal, ya que se
ha observade en exémenes postmortem, gque existe reinexvacién
dopaminérgica mnigroestriatal en pacientes que recibieron

transplante de c¢élulas ¢romafines (Kordower y cols, 1991).



CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo permiten emitir

las siguientes conclusiones:

- Las células cromafines poseen una alta capacidad de
transformacién fenotfpica en respuesta al estimuloc producido
por los campos magnéticos. Esta respuesta es novedosa ya que
se trata de un tipo de estimulacién fisica que tiene 1la
capacidad de desencadenar la respuesta celular de
diferenciacién, por lo que debe estar presente en la célula un
mecanismo de transduccidn de este tipo de sefiales. E1 fenotipo
adoptado por las células bajo estimulacidn magnética de 7
Gauss, es muy similar al producido por la presencia del Factor
de Crecimiento Nervioso (NGF) en cultivoe. Bajo estimulacién
con campos magnéticos, las células cromafines con fenctipo

neural poseen una independencia tr&fica del NGF.

- Las células cromafines cultivadas durante siete dias,
poseen la capacidad de aminorar la conducta de giro inducida
por apomorfina en ratas con lesidén unilateral nigroestriatal
provocada por 6-OHDA. Esta disminucién es significativamente
diferente respecto al grupo testigo, a los treinte dias post-
transplante y es sostenida a los cinco meses, lo gue demuestra
la funcionalidad de las células cultivadas, Las células
cromafines diferenciadas hacia un fenotipo neuronal por NGF o

campos magnéticos, poseen la misma capacidad de disminuir la
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conducta, sin observarse una diferencia significativa con
respecto a las células no neurogenizadas. Existe una ligera
tendencia de las células diferenciadas por campos magnéticos a

aminorar la conducta de giro.

- A cinco meses post-transplante, las células cromafines no
diferenciadas y las diferenciadas sobreviven en el parénquima
estriatal. La sobrevida sin embargo es pobre y se ve
aparentemente disminuida cuando las células fueron

neurogenizadas previamente in vitro.

- Para conocer a fondo las caracteristicas funcionales de las
células cromafines son necesarios otros estudios que revelen
los mecanismos que intervienen en el proceso de
neurcgenizacién, asi como la transduccién de la sefial

electromagnética dentro de la célula.
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