0037/

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
(BIOLOGIA EXPERIMENTAL)
FACULTAD DE CIENCIAS

RESCATE DE CELULAS CATECOLAMINERGICAS POR ESTRES
OXIDATIVO INDUCIDO POR LA LEVODOPA IN VITRO CON
AGENTES ANTIOXIDANTES Y/O NEUROPROTECTORES

T E ) i )
QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
P R E S E N T A
BIOLOGO. ALBERTO HERNANDEZ PENALOZA

TUTOR ACADEMICO: DRA.EN C. LIMEI ZHANG

MEXICO, D.F. COORDINACION ABRIL 2005

M2 43235




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



POSGRADO EN CIENCIAS BIOLOGICAS
COORDINACION

mﬂﬂﬂloam. MBCCHIT ahi1i s wiloiscas de la
UNAM a difundir sn forrm-‘. sleckronico & impreso el

contenido 23 mi tebf;c re w:m nal,
NOMBRE: _LJJ‘ALG' 7\

FECHA:
FIRMA:

ing. Leopoldo Silva Gutiérrez
Director General de Admiinistracion Escolar, UNAM
Presente

Por medio de la presente me permito informar a usted que en la reunion ordinana del Comité Académico del
Posgrado en Ciencias Biologicas, celebrada el dia 14 de febrero del 2005, se acordd poner a su
consideracion el siguiente jurado para el examen de grado de Maestria en Ciencias Biologicas (Biologia
Experimental) del(a) alumno(a) Hernandez Penaloza Alberto con nimero de cuenta 84275620 y con nimero
de expediente 3991145, con la tesis titulada: “Rescate de Células catecolaminergicas por estrés
Oxidativo inducido por levadopa in vitro con agentes anti-oxidantes y/o neuroprotectores”, bajo la
direccion del(a) Dra. Limei Zhang Ji.

Presidente: Dr. Moisés Selman Lama

Vocal: Dra. Sylvia Leticia Verdugo Diaz
Secretario: Dra. Limei Zhang Ji

Suplente: Dr. Maria Rosa Avila Costa

Suplente: Dra. ingeborg Dorotea Becker Fauser

Sin otro particular, quedo de usted.

Atentamente
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cd. Universitaria, D.F. a, 28 de marzo del 2005

Juan José Morrone Lupi
oerdinador del Programa

c.c.p. Expediente del interesado




Alberto Hemandez Pefialoza: Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas, 2005

AGRDECIMIENTOS

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia y a la Direccion General de Estudios de
Posgrado de la UNAM, por el otorgamiento de las becas para realizar los estudios de Maestria en

Ciencias Bioldgicas, en la Facultad de Ciencias durante el periodo: septiembre/1998 a

agosto/2000, con el registro 130060.

A los miembros de mi Comité Tutoral por su apoyo: Dr. Moisés Selman Lama, Dra:
Ingeborg Dorothea Becker Fauser y Dra: Limei Zhang Ji. También expreso mi més sincero

agradecimiento al Dr. Andrés Eliu Castell Rodriguez por su apoyo y su amistad.

Al Colegio de Ciencias y Humanidades, Plantel Naucalpan y en especial a la Directora:

Angélica Galnares Campos por su apoyo.

A los miembros del laboratorio: Dra Limei Zhang Ji, Dr. Alejandro Corona Morales, Dr.

Carlos Alberto Galindo Rosete, QFB. Paula Leticia Noguez Garrido por su apoyo y discusiones

academicas durante el desarrollo de la presente tesis.

A Li, Andrés, Alejandro, Carlos, Paula, Felipe, Leyla por su amistad.

A mis amigos del Colegio: Leticia, Rocio, Maria Elena, Dulce, José, Eva (mi tia)

A mis padres y hermanas por su direccién y apoyo. Gracias

ALBERTO.




Alberto Hernandez Penaloza: Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas, 2005

indice

Resumen
Abreviaturas
1. Introduccion
1.1 Generalidades

1.1.1. Las catecolaminas y la enfermedad de Parkinson
1.1.1.1. La biosintesis de las catecolaminas
1.1.1.2 La deficiencia de la dopamina y la enfermedad de Parkinson 10

SN ONON N

1.1.2. La levodopa y el estrés oxidativo 13
1.1.2.1 La Levodopa en la EP 14
1.1.2.2 La toxicidad de levodopa y el estrés oxidativo 17
1.1.2.3 Antioxidantes 21
1.2 Antecedentes directos 24
1.2.1 Células cromafines de la médula suprarrenal y
transplante neural 24
1.2.2 Muerte de las células cromafines inducida por la
levodopa y uso de los antioxidantes. 27
1.2.3 Taurina y diltiazém: antioxidantes y/o
neuroprotectores? 31
1.2.4 La taurina 32
1.2.4 El diltiazem 35
2. Planteamiento del problema 38
3. Hipotesis 39
4. Objetivos 40
5. Disefio experimental 41
6. Material y métodos 42
7. Resultados 50
8. Discusion y conclusiones 55
9. Referencias 58




Alberto Hemandez Penaloza: Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas, 2005

Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un desorden neurodegenerativo que se caracteristica
por la pérdida de neuronas dopaminégicas de la Sustancia Negra pars compacta, lo que resulta en
una reduccion de la dopamina en el estriado (nicleo caudado y putamen de los ganglios basales).
En la actualidad, el tratamiento mas comin para esta enfermedad esta basado en la estrategia de
reposicion de la dopamina usando el precursor L-DOPA. La L-DOPA ha mejorado
draméticamente la morbilidad y la mortalidad en la EP. Sin embargo, €l tratamiento prolongado
con dicho farmaco trae consigo efectos colaterales como movimientos involuntarios (disquinesia)
y problemas neuropsiquiatricos, entre otros.

Se conoce actualmente que la L-DOPA es téxica en diversos sistemas celulares en
cultivo y en ciertas circunstancias in vivo, ademas, la toxicidad de la L-DOPA se ha podido
prevenir con el uso de antioxidantes.

El presente estudio tiene el objetivo de conocer si las sustancias quimicas Diltiazem y

Taunna podrian funcionar como agentes anti-oxidantes que contrarresten la toxicidad inducida
por la L-DOPA

Para determinar este objetivo, se realizaron estudios in vitro de c€lulas cromafines de
medula suprarrenal expuestas a concentraciones clinicas de L-DOPA. Se obtuvo tejido medular
suprarrenal de ratas Wistar de uno a tres dias de edad el cual se cultivé por 15 dias. Los cultivos
se dividieron en siete grupos experimentales: Control, control de diltiazem, control con tuarina,
L-DOPA y L-DOPA con diltiazem, L-DOPA con taurina, L-DOPA con taurina y diltiazem. En
este modelo de toxicidad por estrés oxidativo, se estudiaron los aspectos de: sobrevivencia celular
(prueba de MTT), toxicidad de L-DOPA, caracterizaciéon de la muerte celular apoptética y la
prevencion de toxicidad por antioxidantes.

Los resultados del modelo indican:

La L-DOPA a dosis equivalentes a las clinicas induce la muerte de las
células cromafines.

. La muerte celular fue de tipo apoptotica, en donde las células
cromafines muestran gran vulnerabilidad.

. Los antioxidantes (Taurina y Diltiazem) fueron capaces de revertir el

dafio.
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Abreviaturas
Ad: Adrenalina

BHE Barrera Hematoencefalica

DA: Dopamina

DAAA Desacarboxilasa de aminoacidos aromaticos
DAQ  Dopamina Quinona

DIV: dias in vitro

DBH: dopamina - hidroxilasa

DDC: DOPA descarboxilasa

EP: Epinefrina

GSH  Glutatién

GSHPx Glutation Peroxidasa

MPTP: N - metil- 4 - fenil-1, 2, 3, 6 — tetrahidropiridina.
MAO  Monoamina oxidasa

NA: Noradrenalina

NE: Norepinefrina

NGF:  Factor de crecimiento neural (Nerve Growth Factor)
PNMT: Feniletanolamina — N — metiltransferasa
ROS Especies Reactivas de Oxigeno

SN: Sustantia Nigra

SNpc:  Sustantia Nigra pars compact

SNC:  Sistema nervioso central

SOD Superdxido dismutasa

TH: Tirosina hidroxilasa
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1. Introduccion

1.1. Generalidades

1.1.1. Las catecolaminas

Las catecolaminas: dopamina (DA), noradrenalina (NA) y adrenalina (Ad), son
hormonas y/o neurotransmisores clasicos en el sistema nervioso tanto central como penférico
(Molinoff y Arelrod, 1971; Goldstein, Eisenhofer y McCarty, 1998). La NA es un
newrotransmisor en el Sistema Nervioso Central (SNC) y también en el sistema simpatico post-
ganglionar. La DA, el precursor de la NA, tiene acciones biolégicas en la perifena,
particularaente en el rifién, y sirve como neurotransmuisor en diversas vias en el SNC. La
adrenalina, formada por la N-metilacion de la NA, es una hormona liberada desde las células
cromafines de la médula suprarrenal y estimulan los receptores catecolaminérgicos de varios

6rganos. Tambjén se han enconfrado pequefias cantidades de la adrenalina en el SNC,

particulammente en el tallo cerebral.

1.1.1.1.La biosintesis de las catecolaminas

Los procesos enzimaticos involucrados en la formacidn de las catecolaminas han sido
caracterizados. La Fig. 1. muestra la via de la biosintesis para las catecolaminas. Los
componentes enzimaticos de la via han sido purificados, lo que ha permitido el analisis de su
cinética, su especificidad de sustratos, sus requenimientos de co-factores y el desarrollo de
hibidores. Con los ratones knockout, se pudo demostrar claramente la importancia de estas

enzimas porque Ja ausencia de algunas de ellas, por lo menos, afecta la viabilidad (Tabta 1.1).



-
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La tirosinag hidroxilasa es la enzima limitante para la biosintesis de las catecoluminas

La enzima tirosina hidroxilasa (TH) se encuentra en todas la células que sintetizan las

catecolaminas. Esta enzima es una oxidasa con funcién mixta que usa moléculas de oxigeno

Via de Sintesis de las Catecolaminas
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Fig. 1. Via de la biosintesis de las catecolaminas
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Tabla 1.1: Efecto de la carencia de los componentes de las vias de las catecolaminas: estudio en ratoues knockou!.

Tabla tomada de Kuhar, Couceyro y Lambert 1998.

Tipo de enzima que carece Resultado
Tirosina hidroxilasa (TH) No viable
Dopamina hidroxilasa No viable
Transportador de dopamina Hiperlocomocién. Pierden efecto Ja N-metil-4-fenil-1,2,3,6 -

tetrahidropiridina (MPTP) o psicoestimulantes.

Transportador vesicular No viable
Receptor o adrenérgico Aparentemente normal
Receptor B, adrenérgico Muerte prenatal en la mayoria de los casos, los

sobrevivientes tienen alteraciones cardjovasculares.

Receptor B3 adrenérgico Concentraciones de la leptina y la insulina alteradas en

tratamientos con agonistas,

Receptor de dopamina D1 Carencia de respuestas a agonistas, hiperlocomociéon y

péptidos estriatales alterados.

Receptor de dopamina D2 Disfuncién motora

Receptor de dopamina D3 Hiperlocomocién

y tirosina como substratos y biopterina como su co-factor (Shiman, Akino y Kaufman, 1971). La
TH es un homotetramero. Cada una de las subunidades tiene un peso molecular de
aproximadamente 60,000 kDa. La TH cataliza la adicién de un grupo hidroxilo a la posicién meta
de la tirosina formando 3, 4—dihidroxi-L—fenilalanina (L-DOPA). La TH también puede
hidroxilar la fenilalanina para formar tirosina y posteriormente se convierte en levodopa. La TH
€s una enzima soluble y se encuentra princjpalmente en el citoplasma.

8
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La DOPA descarboxilasa lleva a cabo la reaccion para quitar el grupo carboxilo de la DOPA

para formar la dopamina

La DOPA descarboxilasa (DDC) es una enzima dependiente de la pindoxina que tiene
una baja K,, y un alto ¥V, comparado con Js levodopa. La levodopa enddgena se convierte
eficientemente a la DA (Christenson, Dairman y Udenfriend, 1970). La DDC puede descarboxilar
a la S-hidroxitriptéfano, un precursor de la serotoruna. También puede descarboxilar otros
aminoacidos aromaticos. Por Jo tanto, se le llama también como descarboxilasa de aminoacidos
aromaticos. La DDC se distribuye ampliamente en todo el organismo — se encuentra tanto en las
neuronas catecolaminérgicas y serotoninérgicas - como en tejidos no neurales, corno el rifidn y

vasos sanguineos. En las neuronas dopaminérgicas, esta enzima es el paso final de la via.

Para las neuronas que sintetiza adrenalina o noradrenalina, la dopamina S-hidroxilasa es el

siguienle paso de la via de la biosintesis

Como la TH, la dopamina [ ~ hidroxilasa (DBH) es una oxidasa de funcién mixta que
usa oxigeno molecular para formar el grupo hidroxilo adicionando al carbén B de la cadena
lateral de DA (Craine, Daniels y Kaufman, 1971). El ascorbato, reducido a dihidroascorbato
durante la reaccion, provee una fuente de electrones. La DBH contiene Cu® que estd involucrado
en la mansferencia de electrones en la reacciéon. Los quelantes de Cuv®*, como el
dietilditiocarbamato, son inhibidores potentes de la enzima. La enzima se concentra dentro de las
vesiculas que almacenan las catecolaminas, la mayoria de la molécula proteica esta ligada a la
superficie intema de Ja membrana vesicular mientras una pequefia parte esta libre dentro de las
vesiculas. La DBH se libera junto con las catecolaminas desde las terminales nerviosas y desde la

médula de la glandula suprarrenal. La DBH se encuentra en el plasma.

9
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Las células que sintetizan la_adrenalina_ el paso final de la via, es calalizada por la enzima

feniletanolamina — N — metiltransferansa (PNMT)

Esta enzima se encuentra en un pequefio grupo de neuronas del tallo cerebral que usa la
adrenalina como su principal neurotransmisor y en la médula suprarrenal en donde la adrenalina
es la neurohormona primaria. La Feniletanolamina-N-metiltransferasa PNMT transfiere un grupo
metilado de la S-adenosilmetionina al nitrégeno de la noradrenalina formando una amina

secundaria (Connett y Kirshner, 1970). La actividad de la PNMT esta regula por corticosteroides.

1.1.2 La deficiencia de la dopamina y ]a enfermedad de Parkinson

1.1.1.2 La dopamina

La 3, 4-dihidroxifenetilamina (dopamina, DA) fue por primera vez sintetizada en 1910.
Pero en contraste con los demas miembros de las catecolaminas (adrenalina y noradrenalina),
poca atenc)on se prestd a esta monoamina durante muchos afios. Se pensé que la dopamina era
simplemente un producto intermedio de la sintesis de noradrenalina. Sin embargo, se observé en
los anos posteriores que la DA es un neurotransmisor prominente en el cerebro con muchas
funciones potenciales y de amplia distribucidén. La DA, se encuentra enriquecida en la sustantia
nigra (SN) del mesencéfalo y en el estriado, mientras la noradrenalina es ausente en estas
regiones cerebrales. La distribucidn diferencial de la DA suginé que por lo menos tenia alguna

funcién especifica en los procesos de neuroregulacion.

Con respecto al sistema nervioso periferico, la DA fue considerada como un precursor

de las otras catecolaminas durante mucho tiempo. Sin embargo, las neuronas dopaminérgicas

10
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fueron encontradas por Bell (1989) en el sistema nervioso periferico. Por lo tanto, 1a DA también

se considera como neurotransmisor del sistema nervioso periférico.

Desde el punto de vista clinico, el sistema de neurotransmision dopaminérgico ha
llamado la atencidn en la investigacién biomédica, ya que esta monoamina esta involucrada en

varios trastornos cerebrales tales como la enfermedad de Parkinson (EP), la enfermedad de

Alzheimer y la esquizofrenia.

1.].1.2. La enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) fue incialmente descrita por James Parkinson, médico
inglés, en 1817, como "parélisis agitante”. La EP es un trastorno neurodegenerativo progresivo
que se manifiesta pricipalmente como alteraciones motoras. El nombre original, “parélisis
agitante”, se refiere a un tipo de temblor de frecuencia baja que es normalmente mas prominente
en brazos y manos, pero también se puede observar en piernas, boca y mandibula. Ademas del
temblor, hay otros tres sintomas tipicos de esta enfermedad: rigidez, inestabilidad postural y
bradicinesia (lentitud o pérdida de movimiento). Aunque el temblor es el sintoma mas frecuente,

Ja bradicinesia es normalmente la manifestaciéon mas discapacitante de la enfermedad.

En autopsias del tejido cerebral de los pacientes con la EP se ha observado una pérdida
de neuronas en una regidn especifica del sistema nervioso: la sustantia nigra pars compacta
(SNpc) (Fig. 2). La SNpc se localiza en el mensencéfalo ventral y es llamada asi debido a la
acumuiacién de un pigmento llamado neuromelanina. La SNpc se obscurece conforme aumenta

la edad del individuo. En pacientes con la EP, se observa una despigmentacién de esta zona. Los

11
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estudios anatdmicos con téenicas de inmunocitoquimica muestran una disminucion marcada del

numero de neuronas que contienen la dopamina. Otra

Fig. 2. Folografia de cortes apatomopatolégicos de la Substantia Negra (SN). Jzquierda: SN de un enfermo de

Parkinson. Derecha: SN normal. Flechas indican la SN. (Foto modificada de M Bear, 2002, Neurosciencie exploring

the brain (Purves ef. al. 1997).

caracteristica jmportante es la presencia de un tipo de inclusidn citoplasmatica conocida como
cuerpos de Lewy, nombre del patdlogo que los descubnié y describio por primera vez, dentro de
12 neuronas dopaminérgicas sobrevivientes (Fig. 3). Estas inclusiones tienen forma circular y se
sitian dentro de las neuronas. Tienen un centro y una periferia mas claros y por lo menos estan
parcialmente compuestos de neurofilamentos. Son inmunorreactivos a o-sinucleina y ubiquitina.
Lailtima se ha considerado como la via bioquimica que dispara la degradacién. En pacientes con
EP, los cuerpos de Lewy se observan también en otras regiones cerebrales, tales como: locus
ceruleus, Jos nucleos de rafé, hipocampo, amigdala, y la neocorteza.

12
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Fig. 3. Microfotografia de cuerpos de Lewy, caracteristica anatomopatolégica de la EP. Estos
cuerpos son pequefias inclusiones citoplasmaticas de forma esférica que tienen un centro granular
denso rodeado de un halo de filamentos radiantes. Estos cuerpos son inmunorreactivos a a-
sinucleina y ubiquitina. Panel superior izquierdo: tincién con hematoxilina. Panel superior
derecho: inmlinocitoquim.ica contra o-sinucleina. Panel inferio: foto de microscopia electronica

de transmision de un cuerpo de Levi. (Fig. modificada de Beal MF, Nat Rev Neurosci, 2001).
Aunque la EP involucra degeneracién en varias regiones del SNC, el grado de la
degeneracion en la SNpc es directamente proporcional al trastomo motor. Por lo tanto, se

consjdera que 1a EP es primariamente debida a la degeneracién de la SNpc.

[.1.2. La levodopa y el estrés oxidativo

13
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1.1.2.]1 La Levodopa en la EP

La iatroduccién de la Levodopa (L-3,4-dihidroxifenilalanina o levodopa) hace mas de 40
anos revoluciond el fratamiento de la enfermedad de Parkinson, y desde entonces continia siendo

la terapia sintomatolégica mas efectiva. Los pasos que llevaron a su descubnmiento llaman la

atencién y merecen una breve revision.

Después de su aislamiento a partir de {as legumbres en 1913, a la Levodopa se le declard
como una sustancia biolégicamente inactiva. Sin embargo, poco después, dos estudios en conejos
probaron que la Levodopa tenia un efecto notorio sobre el metabolismo de la glucosa
(produciendo una marcada hiperglucemia) y sobre la presién arterial. El interés en la Levodopa
aumento mas ain con el descubrimiento, en 1938, de la enzima Levodopa descarboxilasa y la
demostracion de que en animales y bumanos la Levodopa es convertida enzimaticamente en DA.
Este descubrimiento desencadend en la década de los 40 un gran nimero de investigaciones tanto
en animales como en seres humanos, principalmente sobre el papel vasopresor de la Levodopa y
la DA. Una década después, continud el interés por la Levodopa, pero ahora el enfoque fue
diferente: su papel como reemplazo potencial en experimentos donde se indujo una deplecién

perifénica y cerebral de catecolaminas (por medio de insulina o reserpina), y el probable

recstablecimiento de Ja funcidon normal.

Fue durante este mismo periodo que surgieron otros descubrimientos fundamentales: la
Levodopa revertia el estado de “tranquilidad” inducido por la reserpina y el producto de su
descarboxilacidn; la DA, se encontraba en altas concentraciones en el cerebro de mamiferos, con

una localizacién principalmente en los ganglios basales. Fueron estas observaciones las que

14
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dictaron el comienzo de las investigaciones sobre la DA y la EP. En 1960, vino el
descubrimiento de que en cerebros de pacientes con Parkinson habia una dramatica deficiencia de

DA y un afio después se demostré ¢l gran efecto terapéutico de la Levodopa para tales pacientes,

En 1967, la terapia crénica oral con altas dosis de Levodopa se introdujo a la practica
clinica. A pesar de la incertidumbre inicial en referencia a los mecanismos de accién de la
Levodopa en la EP, ahora se ha convertido en un e¢jemplo cléasico de terapia de reemplazamiento

de neurotransmisor en el sistema nervioso (Homykiewicz, 2002).

La Levodopa administrada oralmente es absorbida en el intestino, pasando por la
circulacion hepatica para posteriormente mediante la circulacién sanguinea llegue al cerebro. En
esta via existe una actividad importante de la enzima que transforma la Levodopa en DA, la
descarboxilasa de los aminoacidos aromaticos (DAAA), la cual actua pnncipalmente en la pared

intestinal, el higado, los rifiones y el endotelio capilar cerebral; formando la DA, la cual no entra

al cerebro.

La razén por la cual se administra al paciente de Parkinson Levodopa y no la propia
dopamina es que esta iiltima molécula no puede atravesar la barrera hematoencefalica (BHE),
mientras que Ja primera si. Se demostrd por estudios bioquimicos y conductuales que la
Levodopa entra al cerebro y es descarboxilada a DA. Sin embargo, ¢n un inicio, ¢l reemplazo de
DA con Levodopa se vio fuertemente limitado, debido a sus efectos colaterales por las altas dosis
necesarias para disminuir Jos sintomas de la enfermedad. Entre estos efectos se presenta nausea y
vomito, pnncipalmente. El descubrimiento del inhibidor de la descarboxilasa, benserazida,
resulté extremadamente Gtil en el tratamiento de! Parkinson, ya que la consecuencia inmediata

fue que permitié bajar gradualmente las dosis de Levodopa y lograr el mejoramiento de los
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sintomas sin su pérdida de eficacia y, alin mas importante, sin sus efectos colaterales (Cotzias
GC, 1969). De este modo, benserazida y carbidopa (el mas empleado actualmente) se pueden
administrar en dosis que afectan solamente a la DAAA extracerebral (Yahr MD, 1972). Asi, una
vez que la Levodopa ha atravesado la BHE por transporte activo, es descarboxilada por la DAAA
que se encuentra en las neuronas dopaminérgicas del estriado (en todos los casos postmortem,
siempre se ha visto que al menos queda un residuo de la actividad de DAAA en el estriado).
También se ha propuesto que la Levodopa pudiese ser descarboxilada en otros tipos neuronales,
como en las termin'ales serotoninérgicas que llegan desde el micleo del rafe. El hecho es que los
enfermos de Parkinson no tratados presentan niveles elevados de los receptores D, en el estriado,
reflejando un estado de supersensibilidad, cuyo significado fisiolégico es que se obtiene una
tespuesta con bajas concentraciones de DA, y el tratamiento con Levodopa produce una

disminucién de la densidad de los receptores D, a niveles semejantes al teyydo normal.

La gran mayoria de los pacientes de Parkinson que comienzan la terapia con Levodopa
experimentan un beneficio muy notable en la disminucién de los sintomas. Cuando se administra
oralmente, menos del 1% de la Levodopa cruza la BHE. Sin embargo, como mencionado
anteriormente, la Levodopa se administra con carbidopa. La carbidopa es incapaz de atravesar la
BHE, por lo que no afecta el metabolismo de la Levodopa en el sistema nervioso central. Debido
a que la itubicién de la descarboxilacién se hmita a la periferia, la admunmstracion de

Levodopa/carbidopa produce que aproximadamente el 5%-10% de la Levodopa administrada

llegue al cerebro.

Sin embargo, 1a eficacia de la Levodopa en el tratamiento de la EP tiene sus desventajas.
Aproximadamente el 15% de los pacientes tiene parkinsonismo atipico y no responden al

tratamjento. Mas importante aln, en pacientes que si responden al fArmaco, se¢ observa que la
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eficacia de] medicamento disminuye con el tiempo y en consecuencia las complicaciones motoras
de la enfermedad van apareciendo antes de la siguiente ingesta de la Levodopa. De esta manera,
después de 2 a 5 aflos de tratamiento, hasta el 50% de los pacientes comienzan a experumentar
fluctuaciones en su respuesta a la droga. Estas fluctuaciones es lo que se conoce como el efecto
on-off. Ademas, el tiempo de mejoria de cada dosis se acorta (efecto wearing off) y los pacientes
pueden experimentar oscilaciones que van desde una ascinesia intensa a discinesias, movimientos

involuntarios asociados a los picos de la dosis de la Levodopa.

En resumen, durante los primeros afios del tratamiento con Levodopa, la mejoria €s
significativa y con baja incidencia de discinesias. Pero conforme la enfermedad progresa y
aumenta el grado de neurodegeneracién en la SNpe, la respuesta del paciente al farmaco

disminuye y la presentacién de movimientos involuntarios aumenta.

1.1.2.2 La toxicidad de levodopa y el estrés oxidativo

Debido a que ]a EP es una enfermedad neurodegenerativa progresiva, se esperaria un
empeoramiento de] estado clinico si la etiologia y patogénesis de la enfermedad no son alterados
por la terapia. Desde hace algunos afios, se acepta en general la hipdtesis que sefiala que el estrés
oxidativo contribuye a la degeneracion de las neuronas doparninérgicas en la EP. Este concepto
ha llevado a la idea de que la Levodopa pudiese contribuir al empeoramiento de la EP al
aumentar la degeneracién de las células que quedan ain vivas. ;Como podria contribuir la
Levodopa? Una de las hipotesis es a través de la generacion de radicales libres.

Como es bien sabido, las drbitas de electrones de la mayoria de las sustancias quimicas
contienen electrones apareados con spin opuesto. Los radicales libres son moléculas o fragmentos

de moléculas que contienen electrones no apareados en sus orbitales mas externos. Debido a la
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tendencia natural del apareamiento entre electrones, la presencia de estos radicales libres resulta
en un estado en el cual el electrén no apareado busca el apareamiento. Por Jo tanto, la gran
mayoria de Jos radicales libres son altamente reactivos y por lo tanto, de vida media muy corta.
En resumen, mientras que si una molécula es un 16n depende del nimero de sus electrones en
relacion con su numero de protones, todas las moléculas con electrones desapareados serin
radicales libres, independiente del niimero de protones. Varias reacciones quimicas se inician por
la fisiéon de un enlace de 2 electrones. Entonces el nimero de electrones del enlace puede
distribuirse  simétricamente, produciendo radicales libres -ecuacion I-, o distribuirse

asynétncamente formando iones -ecuacién II- (Fehér J, 1987).

) AB—» A+B

) AB—» A +B"

En 1978, Graham y colaboradores demostraron que la Levodopa y la DA se degradan por
autooxtdacién y forman una serie de compuestos quimicos llamados quinonas y semiquinonas,
muchas de las cuales son radicales libres (Graham, 1978). Mas auin, la autooxidacién genera
peroxido de hidrégeno: RH, + O; —® R + H,0, y dos radicales altamente reactivos: el
radical superéxido O, + e ———p O, y el radical hidroxilo a través de la reaccion conocida

como de Haber-Weiss: H)O,+ 0;- ——5 OH +OH + O,.

Ademas, la oxidacion enzimética de la DA a través de la MAQO también lleva a la

formacion de H,0,, que, como vimos anteriormente, si bier no es un radical libre, es el sustrato

para la formacion del radical hidroxilo.
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Conociendo que la Levodopa y DA podrian promover un estado de estrés oxidativo (al
menos bajo determinadas circunstancias), se llevaron a cabo varios expenmentos para determinar
si la Levodopa pudiese ocasionar un dafio. Uno de los primeros experimentos se hizo en cultivo
disociado de neuronas de mesencéfalo expuestas a Levodopa por dos dias. Se observo una clara
disminucién en el nimero de neuronas catecolaminérgicas y una reduccién en la longitud de las
neuritas de aquellas que sobrevivieron. De manera interesante, se encontré que los mveles de
GSH (glutatién), un antioxidante natural de las células, estaba elevado y la adicton al medio de
4cido ascérbico previno el aumento de GSH (Mytilineou C, 1993). Se ha demostrado en cultivo
la toxicidad de la Levodopa sobre neuronas dopaminérgicas y otros tipos celulares (Olney JW,
1990; Steece-Collier K, 1990). Otro grupo de investigadores demostréo que las celulas

calecolaminérgicas son mas susceptibles al dafio por Levodopa que células no catecolaminérgicas

in vitro (Pardo B, 1995).

En experimentos llevados a cabo con el objetivo de monitorear in vivo la produccion de
radicales hidroxilo en la SN debido al tratamiento de Levodopa, se observo que la Levodopa
produjo un aumento dosis dependiente de radicales hidroxilo y que este aumento no se
contrarresté por la inhibicién de la MAO, sugiriendo que después de una alta dosis de Levodopa,
ta DA fotmada por el catabolismo de la Levodopa puede exceder la capacidad de los mecanismos

que reducen la formacién de radicales libres o antioxidantes (Smith TS, 1994).

También se ha demostrado que tanto la Levodopa como la DA dafian al ADN tanto en la
presencia de cobre como de H;O, (Spencer JP, 1994). La exposicién de Levodopa o de DA a
cultivos celulares, sean de neuronas simpaticas (Ziv [, 1994), células PC12 (Walkinshaw G,
1995) o células cromafines (Corona-Morales A. A, 2000) producen muerte necrética pero

también apoptdtica, observando después de un periodo corto de exposiciéon a las drogas
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alteraciones morfoldgicas tipicas de apoptosis: desintegracion axonal y contraccién de neuntas,
condensacion del material nuclear, fragmentacién del nicleo internuclecsomal, evaginacion de la

membrana celular y contraccion severa del citoplasma, siendo estas alteraciones mas

pronunciadas en células catecolaminérgicas.

De todos estos estudios surgié la idea de que la administracién a largo plazo de Levodopa
a pacientes con EP puede empeorar el dafio neuronal y de esta manera acelerar el progreso de la
enfermedad. Sin embargo, esta hipétesis ha quedado sélo en eso debido a falta de pruebas sélidas
sobre la toxicidad de la Levodopa in vivo. Ha sido mostrado tanto en ratas (Perry TL, 1984) como
en ratones (Hefti F, 1981) que la administracién crénica de Levodopa no causa un dafio
detectable a las neuronas adrenérgicas de Ja SNpc. Tampoco se encontré dafio alguno en la SNpe
en un paciente normal que consumié Levodopa por un periodo extenso (Quinn N, 1986). Sin
embargo, investigaciones posteriores con administracién prolongada de Levodopa a amimales con
lesion de la via nigroestriatal por la 6-hidroxidopamina proveen evidencia que muestra que la

toxicidad del farmaco puede ocurrir in vivo (Ogawa N, 1994; Blunt SB, 1993).

Se ha sugenido que la paradoja entre las observaciones in vitro (toxicidad bien
demostrada) y aquellas in vivo (no hay pruebas contundentes sobre tal toxicidad) se puede deber a
que el mecanismo de muerte celular inducido por la Levodopa in vivo es apoptdtico, y por lo
tanto, muy dificil de detectar, ya que las células apoptéticas son rapidamente fagocitadas sin dejar
huella y sin un dafio al tejido vecino o inflamacién (Walkinshaw G, 1995). Si este es el caso, el
interés cientifico se expande y las consecuencias clinicas se dejan ver: dado que la muerte
apoptética es un fenémeno activo, ordenado y siguiendo un programa de la célula, tiene la

posibilidad de ser manipulado o modulado.
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1.1.2.3. Antioxidantes

Se puede definir a un antioxidante como cualquier sustancia que retarde o prevenga la
oxidacién de un sustrato cuando estd presente en pequenas cantidades en relacion a la cantidad de
sustrato. Se puede considerar que los antioxidantes pueden actuar en varios niveles de la
secuencia oxidativa y que pueden tener milltiples mecanismos de accion (Halliwell B, 1989).

Respecto a la peroxidacién lipidica, cinco diferentes mecanismos de accién antjoxidante pueden

ocurrir:

1) Disminuyendo las concentraciones de oxigeno

2) Previniendo la iniciacién de la reaccion en cadena en los pasos iniciales.

3) Uniendo otras moléculas como iones metaficos para prevenir la generacién de radicales.

4) Descomponiendo peréxidos de modo que no puedan ser reconvertidos a los radicales
niciales.

5) Rompiendo las reacciones en cadena, deteniendo la continua sustracciéon de iones de
Indrégeno.

Se puede ver a la proteccidn por antioxidantes como una secuencia de tres niveles de
actividad de defensa, tomando en cuenta los cinco mecanismos mencionados. El primer nivel de
defensa basicamente involucra la actividad de ciertas enzimas cuya actividad depende de
minerales como manganeso, cobre, zinc y selenio y controla la formacidn y proliferacion de
radicales primarios derivados del oxigeno molecular. El segundo nivel tiene que ver con la
prevencion de la proliferacion de radicales secundarios, productos de reacciones en cadena como
en la peroxidacién de lipidos e involucra a las vitaminas C y E y probablemente a los
carotenoides. El Gltimo es la prevencidon enzimética de la formacién de radicales secundarios y

factlita la remocion de dichas moléculas en un ambiente en el cual reacciones catalizadas por
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metales pueden causar mayor dafio oxidativo. El mecanismo protector, visto desde un punto de
vista general, depende del aporte de minerales y nutrientes especificos a partir de la dieta y por lo
tanto es susceptible de quedar en un estado desventajoso debido a una falla en el aporte de uno o

mas nutrientes, a los que se les ha llamado nutrientes antioxidantes (Diplock A,. 1994).

Las primeras moléculas reducidas derivadas de la adquisicion de un electron por el
oxigeno son el radical Oy y H;0;. La proliferacion de otros radicales a partir de estos dos podria
llevar a un dafio el cual eventualmente puede producir un cambio patologico. Asi, el primer nivel

de defensa tratando de evitar tal dafio involucra a las enzimas superdxido dismutasa, glutatidn

peroxidasa y catalasa.

Dos 1soformas de superéxido dismutasa (SOD) pueden encontrarse en Jos tejidos de
mamiferos, una dependiente de Cu/Zn en el citoplasma de la mayoria de las células y otra
dependiente de Mn presente en las mitocondrias. Ambas catalizan especificamente la siguiente
reaccton:

20,-+2H" S22 pH,0,+0;
Asi, la distribucién universal de la SOD en los tejidos animales implica un papel

fundamental en el control de la generacién de radicales derivados de oxigeno (Diplock A,. 1994).

El citoplasma de ]as células de los mamiferos es protegida del dafio oxidativo causado por
el H,O, por la catalasa y la glutation peroxidasa (GSHPx). La catalasa esta presente en la mayoria

de las células aerdbicas y se ubica en los peroxisomas (Heistad D. D, 1979). La reaccidn general

que cataliza es la siguiente:

2H;0;, —» 2H,0+ 0,
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La catalasa contiene 4 subunidades proteicas que contienen cada una un grupo hemo
dentro del sitio activo. Con la actividad de esta enzima, se evita que el H,O, pueda ser reducido
al radical hidroxilo.

El descubnmiento de la enzima GSHPx explicé por primera vez en términos bioquimicos
el papel nutricional del selenio en los animales. En general, 1a enzima funciona dentro de un ciclo

con la glutatién reductasa la cual emplea equivalentes reductores derivados de la glucosa a través

de la via de las pentosas:

ROOH ? \. ROH + H,0
GSH GSSG
2 NADP Sh g 2 NADPH +H'

La enzima no contiene ningin grupo hemo ni metal alguno, y la localizacion del selenio

se encuentra en un residuo de selenocisteina (Mezzetti A, 1992).
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1.2 Antecedentes directos

1.2.1 Células cromafines de la médula suprarrenal y transplante neural

Antes de introducir los aspectos anatomofuncionales de las células cromafines de la
meédula suprarrenal, quisiera hablar brevemente sobre la terapia celular para las enfermedades

neurodegenerativas, en particular, para la EP.

Como indica el nombre, la terapia celular se basa en trasplantar c€lulas que eventualmente
puedan suplir 1a funcién de las degeneradas, en caso de la EP, las neuronas dopaminérgicas de la
SNpc. Esta terapia se ha desarrollado desde hace mas de 30 aflos con un marco conceptual
relativamente simple: si la EP es primariamente atribuida a la degeneracion de las neuronas
dopaminérgicas de la SNpc, y como consecuencia, una pérdida de la inervacion dopaminérgica al
neoestriado, el reemplazamiento por transplante de células secretora de dopamina podria

recuperar la deficiencia motora asociada. A continuacion se enlistan las principales estrategias de

la terapia celular para la EP:

B Que las células transplantadas liberen neurotransmisores deseados al nivel sinaptico.

B Que las células transplantadas liberen neurotransmisores deseados al espacio extracelular.

B Que las células transplantadas liberen factores de crecimientos apropiados.

B Que las células transplantadas liberen proteinas de superficie o de matriz extracelular
apropiadas para la sobrevivencia y crecimiento de las neuronas indispensables.

B Que las células transplantadas suplan substratos para la sintesis del quimico faltante.

B

Que las células transplantadas sirvan como substrato para los procesos de crecimiento.
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®  Que las células transplantadas ayuden a Ja remielinizacion.

Para la EP, ha habido dos procedimientos que han sido explorados con cierta profundidad,
incluyendo pruebas en pacientes. Estos son: 1) transplante de células cromafines de la médula
suprarrenal, obtenidos de donadores adultos (incluyendo autotransplante), y 2) trransplante de

neuronas dopaminérgicas obtenidos de SN de donadores fetales.

Por razones diversas, hemos concentrado nuestra investigacién en el pnmer

procedimiento.

Las células cromafines de la médula suprarrenal

El tipo celular principal de la médula suprarrenal es la célula cromafin que normalmente

secreta las hormonas adrenalina (o epinefrina) y/o noradrenalina (o norepinefrina) hacia la

circulacidn sistémica.
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Fig. 4 Anatomia de la glandula suprarrenal. Berne R. (2001).

Las células cromafines suprarrenales representan neuronas postganglionicas del sistema
nerviso auténomo y son miembros del linaje simpatoadrenal que derivan de la cresta neural
durante el desarrollo. Aunque son de naturaleza endocrina in situ, estas células desarrollan un
fenotipo neural en cultivo en presencia de factores de neurotroficos, especialmente el factor de
crecimiento neural (NGF) (Fig. 5). Estas caracteristicas incluyen una elongacién del soma,
cambios de la apariencia de las vesiculas secretoras de centro denso, y extensién de procesos

neuriticos. (Doupe et al, 1985 a, b; Notter et al 1986; Tischler et al, 1980; Unsicker et at, 1985).
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Fig. 5 Cultivo disociado de células cromafines en presencia de factor de crecimiento neural

(NGF) 7 DVL (Axchivo del laboratorio a cargo de la Dra. L. Zhang).

Una vez que se elimina la influencia de los glucocorticoides suprarrenales, las células

cromafines in vifro alteran su morfologia hacia un fenotipo neura). Consecuentemente, las células

cromafines hau sido consideradas como candidatas para la terapia celular para la EP (Madrazo

[., Drucker-Colin R, 1987).

1.2.2 Muerte de las células cromafines inducida por la levodopa y uso de los

antioxidantes.
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El transplante de las células cromafines adultas habia sido utilizado como un instrumento
terapéutico para la EP teniendo como meta recuperar la deficiencia de la dopamina en el
neoestriado, resultado de la muerte precoz de la neuronas dopaminérgicas de la SNpc y

secundariamente la degeneracion de la via nigroestrial (ver la revisién de Lang, 2000; Dunnett et

al, 2001).

En un trabajo previo de nuestro laboratorio de co-cultivo, se ha demostrado que estas
células pueden establecer contactos sinapticos con las neuronas del neoestniado y secretar

predominanternente DA (Zhang et al, 2000).

Sin embargo, ha habido diferencias notables con respecto a los resultados del trasplante
de células cromafines para los enfermos de EP (Madrazo et al, 1987; Hirssh et al, 1990; Lang,

2000). La mayoria de las evidencias patolégicas muestran poca sobrevivencia de las células

cromafines transplantadas.

Ha habido creciente aceptacion de la hipétesis sobre la contribucidn del estrés oxidativo
en la neurodegeneracion de las células dopaminérgicas como se ha mencionado en los capitulos
anteriores. Se sabe que la levodopa, el medicamento que mas se usa para el tratamiento de la EP,
por si solo o por sus metabolitos, puede inducir extrés oxidativo. En un trabajo previo de nuestro
laboratorio (Corona-Morales et al 2000), se ha demostrado que la levodopa cuasa muerte de la

células cromafines en cultivo tanto por necrosis como por apoptosis (Fig. 6).
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Fig. 6. Microfotografias mostrando muerte de células cromafines causada por la administracién
de dosis terapéutica de levodopa. Panel de arriba: muerte tipo necrética. Panel de abajo: muerte

de tipo apoptdtica. (Tomadas de Corona-Morales et al, 2000).

En un trabajo mas reciente de nuestro laboratorio (Corona-Morales et al, 2003), se ha
demostrado que la admunistraciéon combinada de la levodopa y algunos antioxidantes: acido

ascérbico y Fullereno C60 puede contrarrestar ta toxicidad generada por ¢l uso de la levodopa

(Fig. 7).
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Fig. 7 Efectos de la co-administracién de dosis terapéutica de levodopa y dos tipos de anti-oxidantes: dcido ascérbico
y fulereno C60, sobre la sobrevivencia de célufas cromafines transdiferenciadas y la muerte celular por apoptosis.
Microfotografias de inmunocitoquimica contra TH e histoquimica enzimduca TUNEL para marcar nucleos
apoptoticos: A: control; B: levodopa 50 pM; C. levodopa 50 pM + Fullereno C60 100uM; D. levodopa 50uM +
Acido asc6bico 100 puM. Histogramas: derecho: sobrevivencia de células cromafines (TH-IR) en las diferentes
condiciones experimental, Tzquierdo: células cromafines (TH-TR)} con nicleos apopidticos bajo diferentes
condiciones experimentales. (Figuras tomadas de Corona-Morales et al, 2003).
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1.2.3 Taurina y diltiazem: ;antioxidantes y/o neuroprotectores?

En la actualidad existen evidencias experimentales que revelan que diversas sustancias
pueden considerarse como neuroprotectoras y ser utilizadas para aminorar la muerte neuronal
producida como consecuencia de lesiones cerebrales, paro circulatorio, envejecimiento o incluso
enfermedades neurodegenerativas como la EP. Lamentablemente son muchos los procesos
metabdlicos que se encuentran desregulados en la muerte neuronal, y no 'se sabe cudl de ellos
puede ser el onigen del problema en este desbalance. De hecho la diferencia entre estas sustancias
neuroprotectoras radica en los distintos efectos que ejercen sobre el sistema nervioso, como
pueden ser: bloqueo del aumento intracelular de sodio o calcio, inhibicién de la liberacién del
calcio intracelular, inhibicidn de proteasas dependientes de calcio, inhibicion de la liberacién de
neurotransmisores excitadores y activacion de sus receptores, inhibicion de proteinas cinasas,
formacién e inhibicion de la lipoperoxidacidn, y generacion de radicales libres. Todas estas

acciones aminoran los procesos considerados como posibles inductores de dafio neuronal o al

menos tnvolucrados en él.

La causa que genera la EP aun es desconocida. Existe mucha controversia acerca de que
tanto la enfermedad es inducida por la genética del enfermo, inducida por un simple factor
ambiental, o es la combinacion de ambos factores de riesgo. Sin embargo, tanto el estrés
oxidativo o nitrativo y la disfuncion mitocondrial (defectos en la fosforilacién oxidativa) estin
implicados en la etiologia de la enfermedad y en otros modelos (Andersen; 2004; Dauer y
Przedborski; 2003; Jenner; 2003; Lotharius y Brundin, 2002) pues el incremento de estas
alteraciones puede resultar en la disfuncién dopaminérgica que produce la neurodegeneracién
selectiva de estas neuronas. Incluso la dopamina misma puede ser oxidada a dopamina quinona

(DAQ) que genera la liberacion de superdxido y peroxido de hidrédgeno (La Voiey Hastings
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1999). Por lo tanto muchos de los esfuerzos cientificos que intentan disminuir esta muerte

neuronal selectiva estan dirigidos hacia la busqueda de sustancias que entre otras funciones

puedan contrarrestar el estrés oxidativo.

1.2.4 La taurina

El sulfuro es un elemento esencial debido a su incorporacidn en aminoécidos, proteinas y
otras biomoléculas. La tendencia general que siguen los compuestos que contienen sulfuro es que
poseen cierta actividad antioxidante que depende del nimero de 4tomos de sulfuro. La cantidad
de sulfuro determina la actividad modulatoria de estos compuestos sobre las enzimas
antioxidantes relacionadas con la glutation. Sin embargo, el nivel de concentracién de
aminoécidos que contienen sulfuro puede cambiar su efecto antioxidante a un efecto prooxidante
dependiendo del tipo de estrés oxidativo y las circunstancias fisioldgicas (Atmaca, 2004). El
término ziol se refiere a compuestos que contienen sulfuro. Los tioles pueden reducir al Cu**o
Fe’* a Cu* y Fe** respectivamente, mientras que son oxidados a disulfuros. El problema surge
cuando los iones metalicos son reoxidados por accidén de la superdéxido dismutasa (SOD) que

convierte al superdxido en H,O, generando especies reactivas de éxigeno (ROS).

La taurina es un aminoacido azufrado que no forma parte de la estructura de las proteinas,
participa en pocas acciones metabdlicas como la sintesis de taurocolato del higado, conjugacién
con el &cido bilial, destoxificacidn, estabilizacién membranal y modulacién de los nuiveles de
calcio celular (Ebrahim y Sakthisekaran, 1997; Lourenco y Camilo, 2002; Parcell, 2002). La
taurina se forma por la descarboxilacién de acido cistéico o del cisteinsulfinico a través de una

decarboxilasa similar a la del glutamato. La capacidad de sintesis varia dependiendo de la especie
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y ain dentro de la misma especie varia dependiendo del] tejido. Sin embargo se encuentra en

concentraciones altas en el sistema nervioso (Mandel y Pasantes-Morales, 1978).

O H
I

HO—S —C — CHz2

O H NH2

Fig. 8 Esmructura de la taurina

La faurina tiene una accién depresora de la actividad neuronal y se ha propuesto que podria
actuar como un neurotransmisor inhibidor. Sin embargo la evidencia experimental es muy escasa
y generalmente se considera que la taurina manifiesta sus efectos inhibidores a través de una

interaccion con los receptores de GABA vy glicina (Pasantes-Morales, 1993).

La presencia ubicua de la taurina y sus altas concentraciones en el sistema nervioso
sugieren que una de las principales funciones podria ser la de un osmoregulador (Pasantes-
Morales y Martin del Rio, 1990). La evidencia en apoyo a esta posible funcién de la taurtna
deriva de dos enfoques experimentales: 1) La observacidn de que un incremento en el volumen
de las células nerviosas, tanto neuronas como glia, se acompafia siempre de una salida de taurina

al espacio extracelular. 2) las alteraciones en el volumen de las células y los organelos en

animales deficientes en taurina.

Los fotorreceptores contienen concentraciones muy elevadas de taurina de 20 a 60 mM en

todas las especies de vertebrados. Cuando experimentalmente se disminuye la concentracién de
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taurina de los fotorreceptores, se genera ¢l edema del segmento externo y el retraimiento de]
intermo (Hayes y col., 1975; Quesada y col., 1988). Las alteraciones morfoldgicas y funcionales
de los receptores pueden revertirse si se revierte el proceso experimental que produjo la

disminucidn en las concentraciones de taurina.

La funcién de la taurina como osmoefector se ha podido demostrar mas claramente en
células nerviosas en cultivo. Tanto los astrocitos como las neuronas cuando se exponen a una
solucion hiposmotica, en un principio se comportan como osmometros; aumentando su volumen
como resultado del cambio en el gradiente de osmolitos al bajar la osmolaridad extracelular pero
casi inmediatamente después se activa un proceso regulatorio mediante el cual la célula expulsa
solutos osmdticamente activos, con lo que se establece un nuevo equilibrio osmoético y el agua
sale de la célula; ésta recobra su volumen inicial, a pesar de que persisten las condiciones
hiposmoticas externas. En este proceso participan los iones potasio y cloruro y compuestos
organicos como los aminoacidos libres y polialcoholes. La participacién de la taurina en el
proceso de regulacion del volumen en los astrocitos se ha demostrado utilizando taurina tntiada
como marcador. Al exponer las células a un medio con osmolaridad reducida se observa un
aumento inmediato de la salida de taurina. Después el proceso se inactiva lentamente liberando
cerca del 70% de su poza enddgena de taurina. La cantidad de taurina que se libera estd en

funcién de la disminucion en la osmolaridad (Pasantes-Morales y Schousboe, 1988).

La taurina retira parcialmente a las ROS y previene los cambios en la permeabilidad
membranal que siguen después de un dafio oxidativo, pero no actia como un metal quelante
(Neal y col., 1999). El tratamiento con taurina y la vitamina E mantiene los niveles de glutatién e
incrementa la actividad de glutatién peroxidasa, los niveles de superoxido dismutasa y catalasa y

retira directamente los radicales superéxido y reduce el dafio celular causado por los radicales
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libres (Ebrahim y Sakthisekaran, 1997). Se ha reportado que una dieta rica en taurina reduce la
actividad enzimatica de la transaminasa de aspartato en el plasma de ratas, indicando que el dafio
hepatico inducido por aceite oxidado de pescado puede ser disminuido por taurina reduciendo ¢l
nivel de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico en el higado y aumentando el nivel de
glutatién (Hwang y col,, 2000). Ademads, la disminucién de taurina en la dieta contribuye al dafio
oxidativo en la neuropatia diabética experimental que puede ser revertida afiadiendo de nuevo

taurina en la dieta, y este efecto es mediado al menos en parte por el sistema de ascorbato de las

defensas antioxidantes.

La taurina disminuye la arritmia ventricular que puede ocurrir durante la reoxigenacion
que sigue a un paro cardiaco y posibilita el regreso de la actividad eléctrica y mecéanica normal.
En un medio bajo en calcio la taurina disminuye el malondialdehido celular (producto
relativamente estable de la peroxidacién lipidica), incrementa la fuerza contractil y mejora la

recuperacién miocardica del dafio celular isquémico (Oz y col., 1999).

Ademas fa taurina actia como regulador del flujo de calcio, como termorregulador, como

anticonvulsivante y citoprotector (Parcell, 2002; Lourenco y Camilo, 2002; Aerts y Van Assche,

2002, Atmaca, 2004)

1.2.4 El diltiazem

La diversidad de las respuestas celulares acopladas a la entrada de Ca”" a través de Jos
canales i6nicos sensibles a voltaje se ve reflejada en la diversidad existente de canales de Ca**

sensibles a voltaje (Hockerman y col.,, 1997). Electrofisioldgica y genéticamente se han
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identificado diferentes tipos de canales de Ca®* conocidos como L, N, P/Q, R y T (Catterall,
1995). Los bloqueadores de canales de Ca* tipo L estdn agrupados en tres principales clases: Jas
fenilalquilaminas, las bezotiazepinas o benzazepinas y las dihidropiridinas. Estas drogas se unen

a tres distintos sitios receptores sobre el canal de Ca’" los cuales estan ligados alostéricamente

(Glossmann y col., 1984).

OCH,
S -KCl
OCOCH,
N
0
CH,CH,N(CH,),

Fig. 9 Estuctura del diltiazem.

El diltiazem es el prototipo de las bezotiazepinas y es el unico farmaco de esta clase que
actualmente se utiliza en la clinica. El diltiazem exhibe vna selectividad modesta para el bloqueo
del musculo cardiaco comparado con el bloqueo que ejerce sobre los canales tipo L del musculo
liso vascular (efecto vasodilatador); sin embargo, se utiliza también en e} tratamiento de arritmias
cardiacas (Triggle, 1991). Como se ha reportado para las fenjlalquilaminas y para las
dihidropiridinas, el dilatiazem es relativamente selectivo para los canales de calcio tipo L y puede
bloquear otro tipo de canales de calcio a concentraciones mayores (Diochot y col., 1995). El

diltiazem tiene propiedades bloqueadoras intermedias entre las fenilalquilaminas y las

dihidropiridinas (Hockerman y col, 1997).
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Ademas de los efectos anti-hipertensores o vasodilatadores, se ha demostrado que los
bloqueadores de canales de calcio tipo L retardan la progresion de la aterosclerosis. Debido a que
la formacidn de las lesiones aterosclerdticas no involucra células que expresen canales de calcio
tipo L (macréfagos, células endoteliales y plaquetas), se ha sugerido que el efecto
anfiateroesclerético se debe a una accién antiperoxidativa sobre las membranas lipidicas (Henry,
1991). En 1988 Shrdi y Robak demostraron que la fenilalquilamina verapamil inhibe la
peroxidacion. En 1990 Keyer-Uysal y Kabasakal reportaron el mismo efecto para la
dihidropiridina nifedipina y para la benzotiazepina diltiazem. Kaymaz y col. 2004, también

reportan una disminucién en la formacién de radicales libres con diltiazem.

A pesar de lo mencionado anteriormente no se debe olvidar que el uso de los farmacos
conocidos como bloqueadores de canales de calcio en la neuroproteccion puede estar regulando
la concentracion intracelular de calcio, evitando un aumento transitorio o sostenido del calcio
intemo que pueda producir una exocitosis descontrolada, de todos los neurotransmisores, que a su
vez pueda producir la sobreexitacién neuronal y desencadenar una sernie de eventos con resultados
letales, algo que se ha sugerido (entre otras causas) sucede en la isquemia cerebral, en el
envejecimiento y enfermedades neurodegenerativas como la EP. También se ha reportado que en
neuronas cerebelares en cultivo, e diltiazem puede ser neuroprotector al prevenir la generacton
de especies reactivas de oxigeno y atenuando el aumento en el calcio intracelular (Tseng y Lin-
Shiau, 2003). Aunque también se ha demostrado que al menos en células de musculo liso, las
especies reactivas de oxigeno incrementan el calcio intracelular por ¢! inflyjo de calcio a través

de los canales tipo L (Tabet y co)., 2004).

Aparentemente existe un efecto protector de los farmacos bloqueadores de canales de

calcio ttpo L como el diltiazem sobre el sistema nervioso, aunque su efecto secundario hipotensor
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es considerado por algunos autores como el verdadero mecanismo al que deben su accion
neuroprotectora, o a la accidén conjunta de ambos efectos. Otros autores no descartan la
posibilidad de que el efecto neuroprotector de estos farmacos se deba a una accion alostérica

sobre los canales de Na' sensibles a voltaje (Galindo y Sitges 2004).

2. Planteamiento de problema

En la ausencia de la influencia de glucocorticoides suprarrenales, las células cromafines

se trandiferencian a fenotipo neural y aumentan su produccién de dopamina en la presencia de
neuronas estriales in vitro (Zhang, L et al, 1998, 2000). El transplante de las células cromafines
hacia el neoestriado o los sitios adyacentes habia sido una estrategia terapéutica. Los resultados
clinicos han sido controversiales y hemos explorado la contribucién del uso de la levodopa post-

transplante sobre la muerte de células cromafines in vitro.

Puesto que en los trabajos anteriores del laboratorio se ha demostrado que la co-
administracién de levodopa y acido ascérbico o Fullereno C60 mejora la sobrevivencia celular y
disminuye la aparicion de nucleos apoptéticos, es importante € interesante ampliar esta busqueda
de anti-oxidantes capaces de neutralizar los efectos neurotoxicos de la levodopa y ejercer efectos

neuroprotectores para las mismas células.
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3. Hipotesis

1.  La administracion del diltiazem no causa dafio celular en cultivo de las células cromafines
de la médula suprarrenal. La co-administracion de diatiazen y levodopa en cultivo de
células cromafines disminuye la muerte tanto necrética como apoptética producida por la

neurotoxicidad inducida por la levodopa.

2. La administracidn de la taurina no causa dafio celular en cultivo de las células cromafines
de la médula suprarrenal. La co-administracion la taurina y levodopa en cultivo de células

cromafines disminuye la muerte tanto necrética como apoptdtica producida por la

neurotoxicidad inducida por la levodopa.
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4. Objetivo

General

Examinar si las sustancias quimicas Diltiazem y Taurina podrian funcionar como agentes

anti-oxidantes que contrarresten la toxicidad inducida por la levodopa.

Especificos

1.

Examinar los efectos del Diltiazem sobre la sobrevivencia de células cromafines:

1.1 Analizar el efecto del Diltiazem solo sobre la sobrevivencia de las células
cromafines en cultivo y la aparicion de apoptosis en estas células.

1.2 Analizar el efecto de la co-administracion de Diltiazem junto con levodopa sobre la
sobrevivencia de las células cromafines en cultivo y la aparicién de apoptosis en
estas células.

Examinar los efectos de la Taurina sobre la sobrevivencia de células cromafines:

2.1 Analizar el efecto de la Taurina solo sobre la sobrevivencia de las células
cromafines en cultivo y la aparicién de apoptosis en estas células.

2.2 Analizar el efecto de la co-administracion de la Taurina junto con levodopa sobre la

sobrevivencia de las células cromafines en cultivo y la aparicion de apoptosis en

estas células.
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S. Disefio experimental

Cultivo de células cromafines de rata de cepa
(Wistar) disociadas por 7 DIV

Inmunocitoquimica Histoquimica
Prueba de MTT anti-TH para ot
para sobrevivencia determinar TUNEL para
celular general densidad determinar apoptosis
de células cromafines

Grupos experimentales:

. Control
. Diltiazem
. Taurina

. Diltiazem + Taurina

. Levodopa

. Levodopa + Diltiazem

. Levodopa + Taurina

. Levodopa + Diltiazem +
Taurina

41



Alberto Hernandez Penaloza: Tesis de Maestria en Ciencias Biologicas, 2005

6. Material y métodos

EXPERIMENTO IN VITRO (CULTIVO CELULAR)

En este estudio se utilizaron células cromafines de ratas de 3 a 5 dias de edad de la cepa
Wistar, las cuales fueron proporcionadas por el bioterio de la Facultad de Medicina UNAM.
Cincuenta animales fueron decapitados para la obtencidn de glandulas suprarrenales, las cuales
fueron descapsuladas y transferidas al medio de diseccion y lavado (Hanks” Balanced Salts HBSS
sin Ca”™" y Mg"";, SIGMA), complementado con suero fetal bovino (10% v/v SIGMA),
estreptomicina-penicilina (100 U/ml, SIGMA), a un pH de 7.4. Las glandulas suprarrenales se
disociaron mecanicamente y se resuspendieron cuidadosamente con una pipeta Pasteur
siliconizada. La suspension celular obtenida fue incubada en 100 ml de medio HBSS con 20 mg
de Colagenasa tipo IA (SIGMA), durante 30 minutos a una temperatura de (37 °C) con agitacion.
Terminada la incubacidn, la suspension celular fue centrifugada a 800 rpm durante 10 minutos a
temperatura ambiente. El sobrenadante fue eliminado y el botén se resuspendié en medio de
cultivo DMEN, complementado con suero fetal bovino (10% V/V SIGMA), insulina (4.5 pg/ml),
estreptomicina-penicilina (100 U/ml SIGMA). Por este procedimiento se obtuvo una viabilidad
del 90%, observada con el hemocitometro por la técnica de exclusion de azul tripano al 0.4%.
Finalmente las células se sembraron con una densidad de 1x10° células/ml en placas de cultivo de
12 y 96 pozos. Los cultivos ser mantuvieron en una camara hiimeda a 37 °C y una atmdsfera con
5% de CO,. El medio de cultivo DMEM complementado con Nerve Growth Factor NGF (0.1
mg/m! SIGMA) fue cambiado cada 72 horas. El objetivo de agregar NGF al medio de cultivo, es
promover la supervivencia celular y estimular el crecimiento de proyecciones neuriticas de las

celulas cromafines. Los medios de cultivo fueron mantenidos bajo estas condicones
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aproximadamente durante 15 dias, tiempo en el cudl se puede observar estos cambios

morfoldgicos. Para posteriormente dar inicio al protocolo experimental.

El protocolo que se desarrollo, fue el siguiente:

1. Ensayo de viabilidad celular por MTT, en cultivos de células cromafines tratados con

Levodopa y anti-oxidantes (Diltiazem y Taurina).

Grupos experimentales (5 pozos de cada uno):

1. Control

2. Levodopa (200uM)
3. Diltiazem (100uM )
4. Taurina (10mM )

5. Diltiazem (100uM) + Taurina (10mM)

6. Levodopa (200 uM Diltiazem (100pM)
7. Levodopa (200 uM + Taurina (10mM)
8. Levodopa (200 puM + Diltiazem (100uM ) + Taurina (10mM)
2. Deteccion de apoptosis (TUNEL) y Tirosina Hidroxilasa TH+, en cultivos de células

cromafines tratados con Levodopa y anti-oxidantes (Diltiazem y Taurina).
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ENSAYO DE VIABILIDAD CELULAR POR MTT.

Se determiné la viabilidad por la reduccion de la sal de tetrazolio MTT a azul formazan
(Slater et. al, 1963). Para ello, las células se sembraron en placas de 96 pozos con 100 ul de
DMEN por pozo. Después 4 horas de exposicion a Levodopa (200 uM), Diltiazem (100 uM) y
Taurina (100 mM), se agregaron 10 ul de solucion stock de MTT (SIGMA) 1:10 (Smg/ml en
PBS) por pozo y se incubaron a 37 °C por 4 horas en incubadora de CO,. Se retiré el medio con
farmacos con pipeta Pasteur y se afiadieron 200 ul HCI1 0.1 N en isopropanol (200 ul HCI de 10

N + 19.800 ml de isopropanol, SIGMA). Por ultimo, se midi6 la densidad éptica de cada pozo en

un lector de ELISA a una longitud de onda de 570 nm (MTT convertido en azul de formazan).

DETECCION DE APOPTOSIS EN CELULAS CULTIVADAS.

DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System.

El proceso de muerte celular apoptética se observé con la técnica de TUNEL (por sus
siglas en inglés: terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediante dUTP nickend-labeling
(Promega Corporation). Después de la exposicion a Levodopa, Diltiazem y Taurina, los cultivos
de c€lulas cromafines fueron fijados con paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos
0.IM, por 25 minutos. Después de tres lavados con PBS, los cultivos celulares se
permeabilizaron en PBS 0.9%, con Tritén X-100 al 0.2% y Albuimina Serica Bovina 0.3%, por 5
minutos a temperatura ambiente. Terminada la permeabilizacion, los cultivos se preincubaron con
buffer de equilibrio TdT de 5 a 10 minutos a temperatura ambiente y a continuacién se incubaron

con la mezcla de reaccion rTdT la cual estaba constituida por: enzima rTdT 1ul, mezcla
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nucleotido biotinilado 1pl y buffer de equilibrio 98 1pl, durante 60 minutos a 37 °C. La reaccién
se detuvo sumergiendo los cultivos en 2X SSC (1:10), por 15 minutos a temperatura ambiente.
Detenida la reaccion y lavados los cultivos, se procedié a bloquear la peroxidasa enddgena con
peroxido de hidrégeno H;O, al 0.3% de 3 a 5 minutos, para posteriormente ser incubados en
estreptoavidina-peroxidasa HRP (1:500) en PBS por 30 minutos a temperatura ambiente. Los
cultivos fueron revelados con 3, 3’-diaminobenzidina tetrahidrocloro, durante aproximadamente
5 minutos a temperatura ambiente. Finalmente los cultivos fueron lavados con agua destilada y

montados con un medio de montaje acuoso o permanente.

Deteccion Inmunohistoquimica de células Tirosina Hidroxilasa TH+.

Los cultivos de células cromafines expuestos a Levodopa, Diltiazem y Taurina fueron
fijados con paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos 0.1M, por 25 minutos. Después
de tres lavados con PBS, los cultivos celulares se permeabilizaron en PBS 0.9%, con Triton X-
100 al 0.2% y Albumina Serica Bovina 0.3%, por 5 minutos a temperatura ambiente. Terminada
la permeabilizacion, los cultivos se incubaron por 12 horas con anticuerpo primario de conejo
anti-Th a una dilucién 1:2000 (Chemicon), durante 12 horas a 4 °C. Al término de la incubacion,
los cultivos se lavaron con PBS tres veces, y posteriormente se incubaron con el anticuerpo
secundario biotinilado (Vector), durante 12 horas a 4 °C. Posteriormente se repitieron tres lavados
con PBS, para poder realizar la incubacion del complejo estreptoavidina-peroxidasa (Vectastain
ABC-Vector), durante 1 hora a temperatura ambiente. La reaccion fue revelada con 3, 3'-

diaminobenzidina tetrahidrocloro (Zymed), durante 5 minutos a temperatura ambiente.
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Finalmente, los cultivos lavados con agua destilada fueron montados sobre portaobjetos con un

medio de montaje acuoso.

Doble Inmunomarcaje de Apoptosis y células Tirosina Hidroxilasa TH+.

Los cultivos de células cromafines tratados con Levodopa, Diltiazem y Taurina, fueron
procesados para la expresion simultanea de niicleos apoptéticos y de la enzima citoplasmatica
Tirosina Hidroxila‘sa TH+. Para este procedimiento primero se desarroll6 la técnica de TUNEL
como previamente se describio, excepto que los cultivos no fueron montados en portaobjetos. El
producto de esta reaccién se observa en el nucleo, el cual tiene una coloracién café ocre.
Inmediatamente de haber terminado la técnica de TUNEL, se procedié a marcar las células TH+,
cuya marca se observa en el citoplasma. En ambas técnicas se revela con DAB, tomando en
cuenta que la reacciéon de TUNEL es nuclear y la reaccion de TH+ es citoplasmatica; por lo tanto

no puede existir una superposicion de marcas.

Analisis Estadistico.

De cada grupo experimental, se eligieron 10 campos (por pozo), de manera azarosa y con
el microscopio 6ptico Olympus BH-2 (20X) y se realizo el conteo celular de células marcadas
con TUNEL y TH+. El analisis estadistico que se utilizd fue la prueba de Student-Newman-Keuls
(GraphPad InStat-GraphPad Sofware, V 2.05) y el procedimiento grafico se realizé con el

programa de cdmputo Excel (Microsoft Office V. 2000).
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PROCEDIMIENTO TECNICO DE ANALISIS DE APOPTOSIS EN CELULAS

CULTIVADAS.

DeadEnd™ Colorimetric TUNEL System.

1. Fijacion: Laminas fijadas en formol buffer al 10% o paraformaldehido al 4% en
amortiguador de fosfatos, por 25 minutos.

2. Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

3. Permeabilizar: Laminas inmersas en Triton X-100 al 0.2% en PBS por 5 minutos.

4. Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

5. Equilibrar: Agregar 100ul de Buffer de Equilibrio de 5 a 10 minutos a temperatura
ambiente.

6. Marcaje: Agregar 100ul de TdT-mezcla de reaccién a las laminas y cubrirlas con Plastic

Coverslips por 60 minutos a 37° C, en cdmara hiumeda.

Tabla 1. Preparacion de Mezcla de Reaccion rTdT.

Buffer Componente Volumen Niumero de Volumen
Componente Reacciones
Buffer de Equilibrio 98ul X 11 = |1.078
Mezcla Nucleotido | 1l X 11 = |0.11
Biotinilado
Enzima rTdT 1pl X 11 = 10.11

7. Paro reaccién: Remover la Plastic Coverslips y terminar la reaccién por inmersion de las

laminas en 2X SSC (1:10) por 15 minutos a temperatura ambiente.
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Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Bloquear: Laminas inmersas en H>O; al 0.3% de 3 a 5 minutos.

Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Incubar: Streptavidin HRP (1:500) en PBS. Agregar 100pul a cada lamina e incubar por 30
minutos a temperatura ambiente.

Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Revelar: Con la solucion de DAB (50ul de Buffer de 20X Sustrato DAB a 950l de agua
destilada, 50ul de cromégeno 20X DAB y 50ul de H,O, 20X). Agregar 100ul de solucién
DAB a cada lamina, durante aproximadamente 19 minutos.

Lavar: Lavar con agua destilada varias veces.

Montaje: Montar las laminas en un medio de montaje acuoso o permanente.

Inmunohistoquimica para Tirosina Hidroxilasa Th.

Técnica para la Deteccion de Th.

Fijacion: Laminas inmersas en paraformaldehido al 4% en amortiguador de fosfatos 0.1 M,

por 25 minutos.

Lavar: Lavar en PB (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Permeabilizar: Laminas inmersas en PBS 0.9%, con Tritén X-100 al 0.2% y Albimina
Serica Bovina 0.3%, por 5 minutos a temperatura ambiente.

Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.
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Incubacién: Incubar en anticuerpo primario (Anti-Tisosina Hidroxilasa Th/1:2000
Chemicon), durante 12 horas a 4 °C.

Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Incubacion: Incubar en anticuerpo secundario biotinilado (Vector), durante 12 horas a 4
°C.

Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Incubacion: Incubar en el complejo estreptoavidina-peroxidasa (Vectastain ABC-Vector),
durante 1 hora a temperatura ambiente.

Lavar: Lavar en PBS (tres veces), 5 minutos en cada lavado.

Revelar: Revelar con 3, 3'-diaminobenzidina tetrahidrocloro DAB (Zymed), durante 5
minutos a temperatura ambiente..

Lavar: Lavar con agua destilada varias veces.

Montaje: Montar las 1aminas en un medio de montaje acuoso o permanente .
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7. Resultados

7.1 Estimacion de la viabilidad celular por el ensayo con MTT

Al inicio de la fase expenimental de esta prueba, el cultivo de glandula suprarrenal
disociada, que contiene ademas células cromafines, también fibroblastos, células de la corteza
suprarrenal, del tejido vascular y nervioso, fue expuesto por 4 horas a la levodopa con una
concentracion de 200uM, concentracion y tiempo de exposicion determinados por un trabajo
previo de laboratorio (Corona-Morales 2003). Ademas de la levodopa, los siguientes farmacos
fueron usado: diltiazem (100uM), y taurina (10mM), distribuidos en los siguientes grupos
experimentales:

a. Control (C)

b. Control de diltiazem (Dil)

c. Control de taurina (Tau)

d. Control de diltiazem + taurina (Dil+Tau)
e. Levodopa (levo)

f. Levodopa + diltiazem (levo + dil)

g. Levodopa + taurina (levo + tau)

h. Levodopa + diatiazem + taurina (levo+dil+tau).

En la Fig. 10 se observa que la densidad éptica que refleja la viabilidad celular, del grupo
levodopa, dismunuye significativamente. Los grupos controles de diltiazem y taurina y de la co-
adminitracion de diltiazem y taurina no tuvieron diferencias con el control pero si tuvieron

diferencias significativas con el grupo de levodopa.
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Fig. 10 Estimacion de la viabilidad celular por la prueba de MTT. Los siguientes farmacos fueron usados: diltiazem
(100pM), taurina (10mM) y levodopa (200uM) distribuidos en los siguientes grupos experimentales: a. Control (C),
b. Control de diltiazem (Dil), c. Control de taurina (Tau), d. Control de diltiazem + taurina (Dil+Tau), e. Levodopa
(levo), f. Levodopa + diltiazem (levo + dil), g. Levodopa + taurina (levo + tau), h. Levodopa + diatiazen + taurina

(levotdil+tau). Pueba estadistica de Student-Newman-Keuls, ** p <0.01.
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7.2 Efectos de la administracién de levodopa y la co-adminitracién de levodopa con diltiazem y

taurina sobre la morfologia y la densidad de células TH-inmunoreactivas (IR).

La Fig. 11 muestra campos representativos de los diferentes grupos experimentales
sometidos en €l mismo esquema de aplicaciéon de farmacos que el experimento anterior. Se
observa la retraccidén de procesos neuriticos en la presencia de levodopa y algunos nucleos fueron
detectados como apoptoéticos con la prueba de TUNEL. La Fig. 12 muestra el histograma de la
densidad de células TH-IR con su analisis estadistico que indica una dismunucién muy
signiticativa de la células cromafines en el grupo levodopa mientras que la co-adminitraciéon con

diltiazem y/o taurina mejora en el aspecto de sobrevivencia de las células cromafines.
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Fig. 11 Microfotografia compuesta que muestra campos representativos de los diferentes grupos experimentales: a.
Control, b. Control de diltiazem, c. Control de taurina, d. Control de diltiazem + taurina, e. Levodopa, f. Levodopa +
diltiazem, g. Levodopa + taurina, h. Levodopa + diatiazen + taurina. Se observa la retraccion de procesos neuriticos
en la presencia de levodopa y algunos micleos fueron detectados como apoptdticos con la prueba de TUNEL

(flechas). Barras = 20mm en a, e y h y baras = 50mm en b, ¢, d, f g
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Fig. 12 Conteo de células TH-IR en los diferentes grupos experimentales: Control (C), Control de
diltiazem (Dil), Control de taurina (Tau), Control de diltiazem+taurina (Dil+Tau), Levodopa
(levo), Levodopa + diltiazem (Levo + Dil), Levodopa + taurina (Levo + Tau), Levodopa +

diatiazen + taurina (Levo+Dil+Tau). Pueba estadistica de Student - Newman - Keuls,

***p<0.001, *p<0.05.
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8. Discusion

De trabajos previos de nuestro laboratorio, hemos reportado que la levodopa a dosis
similar a la del uso clinico (100-300uM) causa dafio celular in vitro (Corona-Morales et al,
2000). Los cultivos, ademas de células cromafines, contienen otros tipos celulares propios de la
glandula suprarrenal, como son fibroblastos, neuronas simpaticas, vasos sanguineos y células de
la corteza suprarrenal. En trabajos previos se han observado que la muerte celular de estos tipos
celulares incrementaron con la administracion del farmaco (Corona - Morales et al, 2000, 2003).
En el presente trabajo, lo demostramos con la técnica de MTT. Esta técnica mide la viabilidad
celular, ya que células sanas seran capaces de convertir la sal de tetrazolio en azul de formazan a
través de la actividad de deshidrogenasas en la cadena oxidativa de las mitocondras.
Contrariamente, células muertas, células dafiadas o con una sobrevivencia comprometida, seran
incapaces de tal convercion o con una cinética disminuida. Asi, nuestros resultados muestran
claramente que el grupo expuesto Gnicamente a levodopa presentd una densidad dptica mucho
menor que en resto de los gupos (fig. 10). Del mismo experimento, podemos observar que tanto
la taurina como el diltiazem, nuestros farmacos bajo estudio, no resultaron producir dafio alguno.
Sin embargo, lo mas importante del resultado con esta técnica, es el hecho de que la taurina y el
diltiazem, juntos o por separado, claramente previnieron el dafio que es inducido por la levodopa,

obteniendo una densidad 6ptica muy similar a los controles.

Podemos deducir que la toxicidad producida por la levodopa es por la generacion de
radicales libres, la cual rebasa la capacidad antioxidante de las células en cultivo y por lo tanto se
genera un estado de estrés oxidativo que termina lesionando y matando a las células. Esto lo

podemos afirmar debido a que la aplicacion de dos moléculas por separado, con capacidad
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antioxidante, el ampliamente usado acido ascorbico y el fulereno, revertieron el dafio (Corona-
Morales et al, 2002). Si bien es vélido pensar que la taurina y el diltiazem pueden estar
funcionando como moléculas antioxidantes en nuestro sistema in vitro, con nuestros resultados
no podemos descartar la posibilidad de que estas moléculas pudieran estar previniendo el dafio

por otro mecanismo, o incluso, por mas de un mecanismo.

Coincidiendo con diversos trabajos previos, si bien la levodopa disminuy¢ la viabilidad de
los diversos tipos celulares, observamos que las células cromafines resultaron ser mas
vulnerables. Esto lo pudimos observar llevando a cabo una inmunocitoquimica para la enzima
TH, la cual se encuentra unicamente (en nuestros cultivos) en las células cromafines. En la
grafica 2 podemos observar nuevamente que tanto el diltiazem como la taurina, a las
concentraciones estudiadas, no indujeron ningin dafio celular. De manera similar, la levodopa
produjo una disminucion significativa del numero de células cromafines. Si se hace la
comparacion entre la disminucién inducida por levodopa en la grafica 1 con la respectiva de la
fig. 12, podemos suponer que las células cromafines son mas vulnerables que el resto de la
poblacién celular (sin perder de vista que cada método se basa en procesos diferentes). Esta
suposicion se basa en que las células cromafines son las tnicas en nuestros cultivos que son
capaces de introducir la levodopa y que sea trransformada enzimaticamebnte a DA. Como
mencionado en la introduccién, no solamente la autooxidacién de las catecolaminas produce
quinonas, semiquinonas y radicales libres, sino que durante la descarboxilacién de la levodopa se

produce H,0,, molécula que facilmente en la presencia de un metal puede ser convertido al

altamente agresivo radical hidroxilo.
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Aunque no se cuantificd, también merece la pena resaltar que la anatomia de las células y
de la red de prolongaciones neuriticas en cultivo se manifiestaron de manera muy diferente
cuando las células se expusieron exclusivamente a levodopa en comparacion con los otros
grupos. En el grupo de levodopa, se puede observar claramente (fig. 11e) como las células TH+
se agrupan en cimulos de pocas células, su forma es casi redonda y una ausencia de neuritas. Los
cumulos de pocas células se explica por la masiva muerte celular y en el caso de las neuritas, es
bien sabido que, en neuronas expuestas a ROS por ejemplo, hay una retraccion de la red neritica
en un intento de exponer menos superficie de membrana al ataque de radicales libres y a un
ahorro de energia. Asi pues, la conservacion de la red de prolongaciones puede resultar ser un
indicio mas fino de dafio o alteracidén. Respaldando los resultados obtenidos en los experimentos
de MTT e inmunocitoquimica contra TH, la red de prolongaciones neuriticas es prominente en
condiciones control (fig. 11a) como en ios grupos con diltiazem (fig. 11b) y taurina (fig. 11c),
nuevamente indicdndonos que no ejercen ningiin efecto negativo en las células cromafines. Al
exponer a las células cromafines con la levodopa mas taurina y/o diltiazem (fig. 11 f-h), no se

perdio la red de prolongaciones, indicio que apoya ain mas nuestros resultados.

Si bien los mecanismos especificos por los cuales tanto la taurina y como el diltiazem
protegen del dafio provocado por la levodopa a los de células cromafines no los hemos
determinado, el presente trabajo sienta las bases de un modelo en el que frente a un estado de

estrés oxidativo, tanto la taurina como el diltiazem parecen estar funcionando de manera tal que

favorecen la sobrevivencia y la interaccion celular.
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