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Abreviaturas usadas:

AT Azul Tripano

DA Dopamina

EP Enfermedad de Parkinson

GSH Glutatién Reducido

GSH-Px Glutation Peroxidasa

GSS5G Glutation Oxidado

L-DOPA L-3,4-dihidroxifenilalanina

MAO Monoamino Oxidasa

MTT Bromuro de 3-(4,5-Dimetylithia-
zol 2-yl) -2,5-difenyitetrazolio

T} Microlitro

UM Micromolar

NE Norepinefrina

NO Oxido Nitrico

RN Recién Nacidos

SN Sustancia Nigra

SNc Sustancia Nigra pars compacta

SOD Superoxido Dismutasa

TH Tirosina Hidroxilasa




Corona A. A. Toxicidad de Ia L-DOPA sobre células cromafines fransdiferenciadas. 1998
a A — et et S0ATe cellias cromadlines transdiferenciadas. 1998

. RESUMEN

Esta tesis reporta el desarrollo y resultados principalmente morfologicos de un
modelo celular. Este modelo experimental tiene como objetivo indagar el efecto de Ia
aplicacion corta y subcronica de la L-3,4-dihidroxifenilalanina (L-DOPA o levedopa)
sobre cultives de células cromafines con transdiferenciacién neural. El experimento
consiste en los siguientes procesos: 1) cultivar células aisladas de meédula suprarrenal
de dos grupos de ratas Wistar: recién nacidos y ratas de 10 dias; 2) aplicar L-DOPA en
tres dosis: 100 uM, 200uM, 300uM a partir del segundo dia del cultivo con cambio de
medio cada 24 horas; 3) examinar la viabilidad celular con Azul Tripano (AT) y toxicidad
celular con bromurc de 3-(4,5-dimetilthiazol-2-y1)-2,5-difeniltetrazolio (MTT); 4) examinar
la densidad y morfologia de las células cromafines usando técnicas inmunocitoquimicas
y microscopia fotonica; 5) analisis de datos usando estadistica descriptiva. Los
resultados indican que la L-DOPA tiene efecto toxico sobre las células cromafines

transdiferenciadas, a mayor dosis, mayor efecto toxico.
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il. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

La L-34-dihidroxifenilalanina (L-DOPA o levodopa) es el medicamento de
eleccion para el tratamiento de la Enfermedad de Parkinson (EP) (Berkow y Fiecher,
1992). La caracteristica mas prominente de esta enfermedad es la degeneracion
progresiva del grupo de neuronas dopaminérgicas de la substantia nigra pars
compacta (SNc) del mesencéfalo. En estos pacientes, las células nerviosas en la SNc
que inervan los nucleos de los ganglios basales, nlcleos Caudado y Putamen,
(nominado estriado en roedores por la presencia de estrias que se pueden observar en
los cortes histolégicos por medio de microscopia éptica) degeneran. Como sus
terminales axénicas desaparecen, los niveles de dopamina (DA) en los ganglios
basales disminuyen y aparecen los desérdenes motores caracteristicos: dificultad para
iniciar movimiento (acinesia), rigidez ‘muscular y temblor en reposo e inestabilidad

postural (Kurlan, 1995).

Uno de los triunfos tempranos de Ié neurofarmacologia fue la invencién de Ia
tecnica de la terapia de reemplazo para el tratamiento de la EP. La idea fue intentar
aliviar los sintomas de la enfermedad restableciendo los niveles de DA en los ganglios
basales. Se sabia que la DA no atravesaba la barrera hematoencefalica, por lo que
desde entonces se ha empleado la molécula precursora de la DA - la L- DOPA. Los
pacientes que han recibido dosis orales de la L- DOPA han mostrado impresionantes
mejorias durante los primeros anos de la terapia y las autdpsias de los que fallecieron

durante estos afos de tratamiento mostraron concentraciones casi normales de la DA
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en los ganglios basales. Supuestamente, las neuronas dopaminérgicas que todavia
estan en la SNc de los enfermos son capaces de sintetizar y liberar suficiente
transmisor si les proporcionan precursores extras, como un mecanismo de

compensacion.

El tratamiento prolongado con la L-DOPA trae consigo varios efectos colaterales
tales como movimientos involuntarios (discinesia), anormalidades neuropsiquiatricas,
etc. También se observan, de manera frecuente, fluctuaciones debilitantes en la
respuesta motora después de una dosis de levodopa, conocida como respuestas "on" y
"off". Ademas, la progresién de la enfermedad se asocia con sintomatologia que no
responde a la levodopa, por lo que después de 10 afios de tratamiento con esta
sustancia, en la mayoria de los enfermos de EP ya no pueden controlar

adecuadamente el sistema motor (Kurlan, 1995).

Una estrategia terapéutica alternativa es el reemplazo de las células
degeneradas por otras células que eventualmente podrian tomar la funcién de las
degeneradas (Lindvall, 1991). Se han desarrollado dos modalidades: el transplante de
neuronas dopaminérgicas de ia SNc fetal y el transplante de células cromafines de la
médula suprarrenal. Se ha demostrado que las neuronas fetales que se han
transplantado en el sistema nervioso central (SNC) del paciente adulto sobreviven y
establecen contactos sinapticos . Sin embargo, sus axones raramente se extienden
mas alla de unos cuantos milimetros, por lo que los impiantes se deben de colocar
cerca de las células blanco. La principal dificultad de esta opcidén es la obtencidon del

donador para el transplante (Olanow, 1995). El autotransplante de la meédula
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suprarrenal representa otra opcion relativamente facil en este aspecto (Madrazo y

Drucker-Colin, 1987, Freed, 1990; Anglade, 1993).

Las células cromafines de l|a meédula suprarrenal provienen del linaje
simpatoadrenal de la regidn dorsal del tubo neural durante el desarrollo embriologico
(Black, 1992; Unsicker, 1993; Islas-Suarez, 1994). La migracion de las células de este
linaje se inicia ventralmente del apice del tubo neural a la aorta dorsal. Estas células se
agregan y diferencian en una cadena primaria simpatica en la que hay células que
expresan marcadores neurales (por ejemplo, neurofilamentos) como las neuronas
simpaticas, y otras no expresan estos marcadores neurales como las cromafines. Por
otro lado, la médula suprarrenal consiste principalmente en células cromafines que son
eléctricamente excitables, sintetizan y liberan neurotransmisores y esta inervada por
fibras simpaticas pre-ganglionares, a diferencia de ofras glandulas puramente
enddcrinas que estan inervadas por fibras post-ganglionares. Desde este punto de
vista, la médula suprarrenal puede considerarse como un ganglio simpatico. Las células
cromafines poseen alta potencia de plasticidad y manifiestan su fenotipo dependiendo
de su entorno. Es bien conocido que existen dos tipos de diferenciacion celular, el
primero es conocido como diferenciacién autonoma, que se lieva a cabo siguiendo un
programa genético determinado. El otro tipo es denominado diferenciacién regulada por
el entorno (o trandiferenciacién) (Alberts, 1993; Chalmers, 1995). Aqui, los factores
determinantes son las senales criticas provenientes del microambiente que rodean la
célula; también es un factor primordial |a interaccion con células adyacentes y juega un
papel critico en todas las etapas de desarrollo del sistema nervioso central. Las

interacciones locales entre células del sistema nervioso se llevan a cabo a través de
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sefiales electromagnéticas, moléculas sefalizadoras extracelulares, expresion de

receptores en la membrana de la célula blanco, etc. (Lindvall, 1991; Unsicker, 1993;

Zhang, 1997).

Las células cromafines poseen todos los sustratos necesarios para sintetizar y
liberar catecolaminas, incluyendo DA (ver con detalle en la seccidn de Biosintesis de
Catecolaminas), por lo cual estas células son candidatos calificados para el tratamiento

quirargico de la EP.

En reportes preliminares de cocuitivo celular (Zhang, 1996, 1998} hemos
observado que en presencia de las neuronas estriatales, la transdiferenciacion neural
de la célula cromafin de {a médula suprarrenal se incrementa y que ésta establece
contactos sinapticos con las neuronas estriatales. El crecimiento neuritico es
direccional y la formacién de contactos sinapticos es seleccionada espacialmente. La
liberacion de dopamina se incremanta por un factor de 3 igualando la concentracion de

epinefrina.

Sin embargo, los resultados del transplante de la méduia suprarrenal para los
enfermos de la EP han sido objeto de controversia ya que en los casos tratados se ha
observado mejoria transitoria y resultados totalmente negativos. Los estudios
anatomicos e histopatologicos en algunos casos humanos y en los animales
experimentales no han podido demostrar que los niveles de dopamina hayan
aumentado en forma permanente después del transplante, ni tampoco se ha

demostrado que las células de implante establezcan sinapsis con las células del nucleo
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caudado; mas aun, los estudios realizados han comprobado que el transplante tiende a

degenerar a la necrosis total.

Un dato clinico nos ha llamado la atencién: a la mayoria de los pacientes post-
transplante de médula suprarrenal les han sequido prescribiendo la administraciéon de
L-DOPA, con el fin de mantener la remision de la sintomatologia de la EP mientras "se

desarrollan las células transplantadas y toman su funcion®.

En afos recientes, varios estudios (Mena, 1993; Mytilineou, 1993; Smith, 1994;
Pardo, 1995, Raiput, 1997; Cheng, 1996) han mostrado la toxicidad de la L-DOPA y DA
sobre diferentes tejidos del sistema nervioso, debido a su metabolismo enzimatico y su
auto-oxidacién que pueden dar lugar a la produccion de radicales libres, peréxidos de

hidrogeno, semiquinonas y quinonas que son potencialmente tdxicos (Fig. 1).

Il. 2 Biosintesis de Catecolaminas y sus metabolitos

Las catecolaminas son sustancias que tienen un ndcleo catecol con un anillo
benzénico adyascente hidroxitado en los carbonos 3 y 4; los transmisores
catecolaminérgicos - dopamina, noradrenalina y adrenalina - provienen de una sola via
biosintética, en donde el precursor es el aminoacido tirosina y estan involucradas cinco

enzimas. (Fig. 1).

La primera de las enzimas es una oxidasa llamada tirosina hidroxilasa (TH), que
convierte la tirosina en L-3,4-dihidroxifenilatanina (L-DOPA). Esta es la enzima limitante

en la biosintesis de las catecolaminas y requiere del cofactor pteridina (Pt) en su forma
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reducida. Una vez sintetizada la L-DOPA, esta es descarboxilada por ia L-DOPA
descarboxilasa para formar (DA) y CO,. A continuacion, por accién de la DA-
hidroxilasa, la DA es convertida a norepinefrina (NE). En la médula adrenal la enzima
feniletanolamina-N-metiltransferasa, metila la NE para formar epinefrina con ayuda de

S-adenosilmetionina como donador del grupo metilo (Granham, 1978).

I.3. Radicales libres y el estrés oxidativo
11.3.1 Qué es un radical libre y el estrés oxidativo

Un compuesto estable, como la gran mayoria de tas moléculas biologicas, poseé
electrones con spines apareados, es decir, en direcciones opuestas. Sin embargo,
existen especies quimicas que contienen uno o mas electrones desapareados en sus
Orbitas externas, los radicales libres. Debido a la tendencia natural al apareamiento
electronico, la presencia de estos electrones no apareados induce a un radical a
reaccionar rapidamente con otro radical libre u otra molécuia ya sea al donar 0 tomar
un electron. Por lo tanto, estas especies quimicas son altamente reactivas y de vida
media muy corta, y el proceso lleva a una reaccion en cadena no enzimatica: un radical
genera ofro y asi sucesivamente, hasta que la molécula se aparea con un electrén
desapareado de otra moiécula. Al estado en el que se encuentra la célula debido a esta

serie de reacciones es a lo que se le llama estrés oxidativo (Pichardo y Passi, 1997).

En los sistemas biologicos, los radicales libres formados tienden a reaccionar

con distintos componentes celulares y extracelulares como son lipidos insaturados,

11
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proteinas, acidos nuclicos, azlcares, metabolitos intermedios y otros. Las
consecuencias de estas reacciones son citotoxicidad, mutaciones, aberraciones

cromosomales, carcinogénesis, degeneracion y muerte celular.

11.3.2 Especies Reactivas de Oxigeno
A. Radical anién superéxido ( 07 )

El oxigeno molecular es en realidad un birradical, ya que posee dos electrones
no apareados con el mismo numero de spin. Debido al arreglo paralelo del spin, la

reduccion de un electrén prevalece sobre la reduccion de los dos electrones.
Oz2+ e — O7 (reduccion de un electron )

O, + 26" + 2H" — H,0; (reduccion de dos electrones)

En las células aerobias, la mas importante fuente de O, (vida mdia 0.4-1000 Hs)

es la cadena de ftransporte de electrones en la mitocondria y en el reticulo

endoplasmico.

En ia mitocondria, algunos componentes de la cadena respiratoria, en particular
el complejo formado por la coenzima Q ( CoQ ) reductasa y NADH y las formas

reducidas de CoQ, filtran pequefas cantidades de electrones que van a reducir a! O, y

12
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de esta manera se forman O, y HO: (reduccién univalente). Debido a que la
mitocondria contiene, como una parte integral de un sistema de membranas, una alta
proporcién de fosfolipidos con un alto grado de insaturacion, la formacién de estos

radicales representa un potencial peligro (Pichardo, 1997).
B. Peroxido de Hidrogeno ( H,0; )

La formacion de H,0, se debe a la dismutacién de superoxido. Por lo tanto,
cualquier sistema bioldgico que genere O, producird H;O,. Ademas, hay enzimas
localizadas en los peroxisomas que producen H;O; sin la intermediacion de O-.
Aungue no es un radical libre, el H,0, puede inactivar directamente ciertas enzimas al
reaccionar con sus grupos sulfidrilos. A diferencia del Oy, el H,0; es capaz de cruzar la
membrana celular y reaccionar con ciertos metales en su forma reducida (Fe®* o Cu')
para formar radicales hidroxilo (HO-} por la reaccién de Fenton y de esta manera tener

su efecto toxico (Pichardo, 1897).
C. Radical Hidroxilo ( HO- )

Como mencionado anteriormente, la reaccion de Fe®* o Cu® con H,0; es una

fuente para la que la formacién de HO- in vivo esté presente:
Fe?" + H,0 - Fe®* + HO + HO- (reaccién de Fenton)

Indiscutiblemente, los HO- se forman en todo sistma que genera O, de acuerdo

a la ecuacion general:

13
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O; + Hz0z — O;' + HO- + HO: (reaccién de Haber-Weiss)

No obstante, es bien sabido que tales reacciones se catalizan en presencia de
iones metalicos. Estos iones, preferencialmente Fe®*, son reducidos por O,- y luego

oxidados por H-O5:

Fe3+ + 07 — Fe** + Oz

Fe®* + H,0 — Fe* + HO- + HO-

La reaccién de Haber-Weiss catalizada por un metal invoiucra ia participacién de
hierro o cobre en forma libre o secuestrado en forma de complejos con nucleétidos,
ferritina, lactoferrina, hemoglobina y mioglobina. E! radical hidroxilo es extremadamante
reactivo (vida media 0.3 nseg). por lo que se combina con cualquier molécula que se

encuentre presente en el sitio de su formacion (Pichardo, 1997).

D. Singulete de oxigeno ( '0,)

Esta molécula (vida media p-mseg) se puede generar debido a una alta
sensibilidad hacia la luz a ciertas longitudes de onda de algunas moléculas como son
riboflavina y sus derivados (FMN, FAD)

El singulete de oxigeno también se puede generar durante la fagocitosis o por

dismutacion espontanea de O,-.

14
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E. Oxido Nitrico ( NO )

El NO se forma a partir de uno de los atomos de nitrégeno de la L-arginina y la
enzima responsable es Ia NO sintetasa, proteina citoplasmatica dependiente de
NADH. El NO es un neurotransmisor en el sistema nervioso central y es un agente
citotoxico de macréfagos activados. Los macrofagos también son capaces de producir
nitrito { NO»- } y nitrato ( NOs- ) a partir de arginina. Ef NO puede reaccionar con grupos
Fe-S, provocando la desactivacion de los complejos | y |l de la cadena respiratoria
mitocondrial. También, el NO puede reaccionar con O,- para formar, ademas de NOs-,

el anidn pentoxinitrito, el cual rapidamente genera HO- (Pichardo, 1997).

F. Lipoperdxidos

Muchas de las funciones de las células inmunes dependen de sefiales en la
membrana y por lo tanto su constitucion lipidica es vital para una respuesta correcta.
Los acidos grasos poliinsaturados de la membrana, presentes en todos los fosfolipidos,
tienen un papel preponderante en la fisiologia celular por medio de dos mecanismos
basicos :

1. Mantenimiento de la integridad y fluidez de la membrana, en conjunto con colesterol
(estructural).

2. Biosintesis de eicosanoides regulatorios -Prostaglandinas, leucotrienos- (regulacion).

La fluidez de la membrana es esencial para el funcionamiento de la trasduccién

de senales y movimiento de los receptores. Sin embargo, los acidos grasos

15
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mecanismos por los cuales el estrés oxidativo influye sobre la respuesta inmune
celuiar. El estrés oxidativo, de hecho, puede ser definido como un desequilibrio entre
los oxidantes y los antioxidantes, donde los primeros prevalecen.

La actividad de los radicales libres sobre los acidos grasos poliinsaturados {rae
como consecuencia que se formen productos alterados, algunos de los cuales
continuan siendo radicales altamente reactivos, a los que se les llama lipoperéxidos. La
lipoperoxidacion comienza después de la extra.ccién de hidrégeno de un acido graso

poliinsaturado por una especie radical, como se ilustra en la fig. siguiente

LH Acido Graso

HO-

Iniciacion
H,0

L

Oz

Peroxidacién

LOO-
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I1.3.3 Sistemas antioxidantes

Las células poseén sistemas para protegerse del dafo celular causado por el
estrés oxidativo a través de "atrapadores”, siendo enzimas o estructuras quimicas tanto
de origen endégeno como exdgeno. Los sistemas antioxidantes biolégicos pueden

dividirse en dos grupos: el sistema primario y el sistema secundario.

El sistema primario previene el dafio oxidativo al atrapar las especies téxicas
directamente. La superdxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutacién de O, para
formar Oz y H,0,. Existen dos isoformas: la SOD dependiente de manganeso (MnSOD)
que se encuentra en las mitocondrias y la SOD dependiente de cobre y zinc (Cu/Zn

S0D) localizandose en el citoplasma de la mayoria de las células de los mamiferos.

Dado que la SOD produce H;O;, el cual, a pesar de no ser un radical es
altamente propenso a formarlos, trabaja en conjunto con dos enzimas capaces de
eliminar el H,0, formado: la catalasa y la glutatién peroxidasa (GSH-Px). La GSH-Px
cataliza la oxidacion de glutation reducido (GSH) a glutatién oxidado (GSSG) a
expensas de H;O; o hidroperéxidos, los cuales son convertidos a H,O e hidroxilipidos,

respectivamente (Pichardo, 1997).

El sistema secundario actia transformando el radical libre en una molécula
menos reactiva. Uno de los compuestos mas poderosos es el a-tocoferol (vitamina E) el

cual se encuentra en el interior de las membranas, en lipoproteinas plasmaticas y en
las glandulas adrenales. El tocoferol al reaccionar con O, y HO- proteje a las

membranas de estas especies altamente reactivas. Sin embargo, su mayor accién la
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ejerce al ser un antioxidante que interrumpe las reacciones en cadena de los radicales
en las membranas bioldgicas; esto lo logra al donar un hidrogeno a la especie reactiva.
El radical tocoferil asi formado no es suficientemente reactivo como para inducir
oxidacion de los acidos grasos poli-insaturados, debido a que su electrén no pareado
en el atomo de oxigeno puede ser desiocalizado en su anillo aromatico. La reduccion
del tocoferil se lleva a cabo por el ubiquinol (ubiquinona reducida CoQHy;), antioxidante

liposoiuble presente en mitocondrias y en todas las membranas celulares.

Ademas del tocoferol, existen otros atrapadores de radicales libres como son el

acido ascorbico, B-caroteno y otros resumidos en la siguiente tabla:

No enzimaticos

GSH
Tioles
Ubiquinona
Acido Urico

Endégenos Exogenos

Enzimaticos Presentes en alimentos
GSH-PX { dependiente de Selenio ) Vitamina E
GSH-Px { no dependiente de Selenio ) Tocoferoles y tocotrienoles
Catalasa Acido Ascérbico
Mn-SOD R-caroteno
Cu-Zn-SOD Carotenoides
Ticrredoxina reductasa Fenoles

Flavonoides

18
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11.3.4 Relacion entre el estrés oxidativo y la EP

El cerebro parece tener alto riesgo de dafio frente al ataque de los radicales
libres. Los acidos grasos poliinsaturados son el mayor constituyente de las membranas
celulares y un sustrato para la peroxidacion lipidica. Ademas, el hierro, el cual
promueve la formacion de radicales citotéxicos, se acumula en regiones especificas del
cerebro, tal como el globus palfidus y la SN, en concentraciones mayores a aquellas
encontradas en otros tejidos, como por ejempio, el higado. Por oira parte, ios
mecanismos de defensa del cerebro son relativamente deficientes. El cerebro casi no
contiene catalasa y, en comparacion con el higado, sus niveles de GSH, GSH-Px y
vitamina E se encuentran reducidos. En el plasma, hay normalmente suficiente
transferrina para unirse completamente al hierro y limitar la probabilidad de formacion
de radicales hidroxilo (OH-} llevada a cabo por hierro. Pero esto puede no ser el caso
para el sistema nervioso central, donde la capacidad de unirse al hierro parece estar

limitada.

Neuronas de la SNc pueden ser particularmente vulnerables al estrés oxidativo
debido a que el propio metabolismo oxidativo de la DA tiene el potencial de generar
radicales libres. La DA puede ser oxidada a través de dos vias: 1) por medio de la
MAO-B o 2) por auto-oxidacion en la que se genera HzO:. El H;O, es normalmente
destoxificado por la GSH en una reaccién catalizada por GSH-Px, pero un incremento

en la tasa de oxidacién de la DA o una deficiencia en la disponibilidad de GSH podria
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resultar en un incremento en la concentracién normal de H>0;, y en presencia de hierro

reactivo, provocar la formacién de OH- (reacciéon de Fenton).

Hay razones de peso para pensar que los radicales libres estan involucrados en

la EPR:

¢ la oxidacion de DA probablemente se incrementa en las neuronas sobrevivientes

con el resultado de un aumento en ia formacion de H»Os.

+ Los niveles de glutation total y reducido se encuentran por debajo de lo normal,

sugiriendo una deficiente proteccion contra la formacion de OH-.

e La concentracién de hierro esta incrementada en la SNc¢, lo cual incrementa la

probabilidad de reaccionar con peréxido de hidrégeno y consecuentemente formar

OH-.

+ Hay aumento de peroxidacion fipidica en la SNc¢ (Gertach, 1996).

Todos estos hechos apuntan a que en la EP la SNc se encuentra en un estado
de estrés oxidativo. Mas aun, se ha encontrado que existe disminucion en los niveles
de GSH en pacientes que se les han observado cuerpos de Lewy en autopsia y parecer
tener EP en un estado preclinico. Esto hace pensar que el estrés oxidativo puede estar
presente en [os estadios mas tempranos de la enfermedad y que una deficiencia de

GSH pudiera ser crucial para la neurodegeneracion.

20



Corona_A. A. Toxicidad de Ia L-DOPA sobre células cromafines transdiferenciadas. 1998

Ademas, cabe la posibilidad de que el hierro pueda ser la causa primaria del
estrés oxidativo en la EP debido a su conocida propension para promover citotoxicidad.
Se ha observado que los niveles de ferritina se encuentran reducidos en la EP

(Gerlach, 1998).

i1.3.5 Toxicidad de la L-DOPA en cultivo

El tratamiento con L-DOPA al promover estrés oxidativo acelera la degeneracién
neuronal en la EP debido al potencial de llevar a cabo un metabolismo oxidativo y

generar especies oxidantes altamente reactivas.

Las complicaciones motoras asociadas al tratamiento prolongado de la L-DOPA
empiezan a aparecer generalmente entre los cinco y diez afios de haber comenzado la
terapia. Al inicio, estas complicaciones son moderadas, pero conforme pasa el tiempo,

se incrementan hasta llegar a ser el mayor problema para los pacientes.

Aunque la efectividad de la L-DOPA en los enfermos de Parkinson no se
cuestiona, en las investigaciones de los Gltimos afios ha surgido el interés en el hecho
de que el tratamiento crénico con esta droga esta estrechamente asociado con el
desarrollo de efectos adversos en la gran mayoria de los pacientes. Estos efectos
incluyen fluctuaciones motoras, discinesias y problemas neuropsiquiatricos. Ademas,

con el progreso de la enfermedad, van apareciendo nuevos sintomas que no
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responden a la terapia de L-DOPA, como son hipotermia, inestabilidad en la postura,

caidas, disfunsién auténoma y demencia.

Hay gran cantidad de estudios que demuestran los efectos toxicos de la L-DOPA
sobre células dopaminérgicas del mesencéfalo in vitro. Aunque los mecanismos que
llevan a esta citotoxicidad no estan completamente identificados, hay abundante
evidencia en la que se encuentran involucrados los radicales libres generados ya sea
por la auto-oxidacion de la L-DOPA y DA o por la degradacion enzimatica de la DA. La
proteccion contra estos radicales libres por medio de antioxidantes apoya mas estas

investigaciones.

Debido a los efectos colaterales que surgen del tratamiento prolongado con L-
DOPA, se han desarroliado otras vias por medio de las cuales se busca el controlar y
aminorar los sintomas de la EP. Una de estas vias el es transplante de SN fetal o el
autotransplante de células cromafines de la médula suprarrenal con transdiferenciacion
neurcnal en regiones adyascentes al nucleo estriado: las cavidades ventriculares, el
parénquima cerebral y las cavidades del parénquima cerebral. Se busca que el tejido
transplantado esté en contacto con el fluido cerebroespinal, el cual provee al tejido los

nutrientes que se requieren.

Las células cromafines y las neuronas simpaticas derivan de las células
precursoras simpatoadrenales de las crestas neurales. Sefiales del microambiente
recibidas durante la migracién y consolidacion del organo determinan si el precursor
llegara a ser una neurona simpatica o una célula cromafin. De este modo, la exposicion

a ciertos factores troficos como son el Factor de Crecimiento Fibroblastico (FGF) y el
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Factor de Crecimiento Neural (NGF) durante el desarrolio inducen la diferenciacién
hacia neuronas simpaticas, mientras que la presencia de altos niveles de
glucocorticoides en la glandula adrenal inhibe la diferenciacion neural e induce al

fenotipo cromafin (Zhang, 1996).

Las células cromafines poseen un alto grado de plasticidad fenotipica. Cuando
se encuentran rodeadas de células de la corteza adrenal, son células redondas y
absorben-liberan grandes cantidades de epinefrina, pero cuando son extraidas de la
glandula y colocadas en cultivo, cambian morfologica y bioquimicamente, liberando

significantes cantidades de DA (Zhang, 1998).

Las células cromafines in vitro, alin aquellas de animales adultos, retienen la
capacidad de dividirse y adoptar caracteristicas del fenotipo neural cuando son
expuestas al NGF, como son crecimiento de prolongaciones dendriticas y la formacion

de una red neuritica.

Puesto que la finalidad del transplante en el ndcleo caudado es reestablecer la

funcion nigroestriatal, las células cromafines presentan una alternativa importante.

Debido a la toxicidad de la L-DOPA demostrada en neuronas estriatales in vifro y
al hecho de que a los pacientes de EP se les administra esta droga después de haber
sido sometidos a transplante de células de la médula suprarrenal, es de vital
importancia estudiar los probables efectos morfologicos del medicamento en estas

células en cultivo.

23



Corona A. A. Toxicidad de la L-DOPA sobre células cromafines transdiferenciadas. 1998

lIl. HIPOTESIS, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y OBJETIVOS

Con base en las evidencias experimentales anteriores, proponemos un estudio
morfologico, al cocultivo de células cromafines de la médula suprarrenal y neuronas del
nucleo caudado, usando técnicas de cultivo de tejido, inmunocitoquifnica y analisis
morfolégico para determinar la susceptibilidad de las células cromafines
transdiferenciadas frente a diferentes factores del microambiente tales como ia L-
DOPA, sus metabolitos oxidantes (radicales libres) y los posibles antioxidantes para
neutralizar el efecto toxico (lipoperoxidacion) de los radicales libres en cultivo celular (y

que posteriormente daran lugar a un modelo animal in vivo).

IV. 1 Hipédtesis

La aplicacion de periodo corto y subcronico de la L-DOPA al cocultivo de células
cromafines transdiferenciadas provoca efectos tdxicos que se reflejan en muerte

celular. Las células vivas pueden presentar morfologia patologica.

V. 2 Objetivos

1. Lograr la transdiferenciacion de las células cromafines cocultivadas con las
neuronas del estriado.

2. Aplicar la L-DOPA con diferentes dosis teniendo como punto de referencia ia
dosis que se usa en los pacientes con EP.

3. Examinar la viabilidad usando la técnica con Azul tripano.
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4. Examinar el dafio celular usando la técnica con MTT.

§. Examinar [la densidad de células cromafines usando técnicas
inmunocitoguimicas.

6. Examinar la morfologia celular usando técnica de microcopia foténica.

7. Analizar conjuntamente los datos para tener una conclusion y proponer futuros

experimentos.
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IV. MATERIAL Y METODO

Se usaron ratas Wistar que fueron criadas en el bioterio de la Facultad de
Medicina. Se separaron en dos grupos de experimentacion : ratas recién nacidas

(grupo RN) y ratas de diez dias (grupo J) (Islas-Suarez, 1994).

Cultivo _celular Se llevé a cabo la diseccion y extraccion de ambas glandulas

suprarrenales bajo condiciones de esterilidad. El tejido se colecté en una caja de Petri
con solucion Spinner (§88) sin calcio. Bajo un microscopio de diseccion se separé la
médula de la corteza. El tejido se enjuagd tres veces con solucion SSS y se deposité
en un tubo esteril para incubacién con SSS mas 2 mg/ml de colagenasa | y 2 ug de
DNAsa tipo I. El tejido se disocié mecanicamente haciéndolo pasar a través de una
pipeta Pasteur varias veces y se incubé por 45 min. a 37°C en bafio Maria.
Posteriormente, se centrifugo a 800 rpm por 10 minutos y se resuspendio con la pipeta
Pasteur en la solucion de disociacion y se lavo dos veces bajo las mismas condiciones
de centrifugacion. El boton se suspendido en medio DMEM. A las cajas de Petri
previamente se les dié un tratamiento para adhesion celular con poli-L-lisina (Zhang,
1986). Para el caso de las neuronas, se obtuvieron a partir del estriado y el
procesamiento de cultivo fue exactamente igual que en el caso de las células
cromafines. Ambos tipos celulares se sembraron 1:1 a una densidad de 1x10°

celulas/mi en cajas de Petri de 24 pozos (400 ul/pozo).

Administracion de L-DOPA. Después de 48 hrs. de cuitivo, se administré la L.-DOPA.

Para esto, los cultvos tanto RN como J se separaron en cuatro grupos, de acuerdo a la
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dosis : grupo control, grupo 100 uM, grupo 200 uM y grupo 300 uM. Transcurridos cinco

dias, se ilevardon a cabo las pruebas de viabilidad y densidad celular.

Medicion de la viabilidad celular con Azul Tripano Se preparé una solucion salina con

0.4% de Azul tripano (Solucion AT). Se incubaron las cajas de cultivo con esta solucion
durante 5 minutos y se enjuagaron tres veces con solucion fisioldgica. Se efectud el

conteo inmediatamente con ayuda de un microscopio optico.

Medicion colorimétrica de la_citotoxicidad con MTT. El MTT (bromuro de 3-(4,5-

Dimetylithiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolio) es una sal de tetrazolio hidrosoluble. Se
puede obtener una solucién de color amarilla disolviéndola en medio de cultivo (sin rojo
fenol), solucidn salina o PBS. El MTT disuelto se convierte en formazan de color
purpura no soluble en agua al anclar el anillo de! tetrazolio a las enzimas
deshidrogenesas de las mitocondrias. Este formazan no hidrosoluble puede volver a
solubilizarse en acido isopropanol u otros solventes y el material disueito se puede
medir espectrofotométricamente. La absorbancia (570nm) es directamente proporcional

a la concentracién de la tincion convertida (Mosmann, 1983)

Se disolvio el MTT (Sigma M 5655) Smg/ml in PBS para obtener una solucién
stock, que se filtro con filtros de 0.22 um (Micropore) y se guardé a una temperatura de
2 - 8 °C para usos frecuentes o se congeléd para utilizarla en periodos extensivos. Para
medir fa citotoxicidad, se agregaron 40 ul de la solucién stock a los pozos que

contenian 400ul de medio de cultivo y se incubaron por 3-4 horas. Hacia e! final del
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periodo de la incubacion se retiré todo el medio de cultivo y se le agregé el solvente de
isopropanol acido (0.1- 0.04 N de HCIl) y PBS en una proporcion de 1:1. La
absorbancia de la tincién se midié con un lector de ELISA a una longitud de onda de

570 nm restando la densidad éptica del fondo en 630 nm.

Inmunohistoquimica: Se retird el medio de cultivo con tres lavados de solucion salina de

buffer de fosfatos (PBS) 0.1M pH 7.4. Los cultivos se fijaron en paraformaldehido al 4%
en PBS frio por 20 minutos, se volvieron a hacer tres lavados con la misma solucion de
PBS y se inhibié la peroxidasa endogena con H;Q, al 3% durante 10 minutos. Se
hicieron dos lavados con PBS y un tercero con PBS-albimina-tween. Posteriormente,
se incubaron con el anticuerpo primario antiTH diluido 1:2000 a 4°C por 24 horas. Se
continud con tres lavados con la solucién antes mencionada de PBS y se incubaron con
el anticuerpo secundario de conejo anti ratén biotinilado durante una hora a 37°C. A
continuacion, se volvieron a lavar con PBS y se les anadid el complejo conjugado
estreptavidina-peroxidasa durante una hora a 37°C. Le siguieron tres lavados con PBS
y se revelaron con la solucion de diaminobencidina (DAB) por 5 minutos. Finalmente se

contratifieron con hematoxilina de Meyer y se montaron en portacbjetos.

Confeo celufar, Para el caso de fos cuitivos tratados con Azul Tripano e

inmunohistoquimica con anti-TH, se llevé a cabo el conteo celular en un microscopio
optico Nikon . El microscopio despliega un rectéangulo, el cual mide 0.68 mm x 0.45 mm
con objetivo X20, de modo que el nimero de células contadas correspondia a un area

de 0.306 mm?y se extrapold a 1 mm?>.
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V. RESULTADOS

Usando la técnica para evaluar la viabilidad se obtienen los siguientes
resuftados: A) en los cultivos con tratamiento de L-DOPA hay mayor cantidad de
células tefiidas por Azul Tripano por area. La Fig. 2a muestra un ejemplo de contro!
comparando con la 2b que es un ejemplo de un cultivo después de tratamiento con L-
DOPA de 300uM. Se puede observar la presencia del colorante dentro de muchas
células tratadas. La Figura 3a y 3b presentan los histogramas de densidad de células
vivas usando Azul Tripano de los dos grupos experimentales. Se puede observar que la
densidad celular decae con mayor dosis de L.-DOPA. En el grupo RN (Fig. 3a),
tomando como 100% de viabilidad el grupo control, 1a disminucion fue al 76.21% en
100 uM, al 53.5% en 200 pM y al 39.95 en 300 pM. Para el caso de las células
juveniles, el comportamiento a las diferentes concentraciones es muy similar que en las
RN, es decir, la viabilidad es inversamente proporcional a la concentracion de L-DOPA.
La densidad celular disminuy6 al 78.92% en 100 uM, al 60.64% en 200 uM y al 49.24%
en 300 uM respecto al control (Fig. 3b). El resutado de la medicidén colorimétrica con

MTT coincide con los resultados antes mencionados. (Fig. 4).

Usando la técnica inmunocitoquimica se examinaron la densidad de células TH
inmunoreactivas. La densidad celular disminuye al 67.9% en 100 pM, a 49.53% en 200
MM y a 35.4% en 300 pM con respecto al control en el grupo RN. La disminucion es

significativa en todos los casos (Fig. 5a, 8b, 5c, 5d y Fig. 6a). En el grupo J, la densidad
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Fig 3. Histogramas que muestran la densidad de células viables por unidad de area a
las diferentes dosis de L-DOPA por la técnica de AT. 3a. grupo RN y 3b. grupo J. La
densidad de los controles esta designado como 100%. Los datos indican la media £+ DE
(*** p<0.001, **p<0.01, *p<0.05, prueba de Student-Newman-Keuls).
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Fig. 4. Histograma de la viabilidad celular con la técnica de MTT que muestra la
densidad éptica (DO) del a) grupo RN y b) grupo J, con las distintas concentraciones
de L-DOPA. Los datos indican ia media + DE (™ p<0.001, prueba de Student-
Newman-Keuls).
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Fig. 6. Histograma que muestra la densidad celular de cocultivos de 6a. RN y 6b. J
expresada en porcentaje respecto al control del nimero de células TH inmunorreactivas
con las diferentes concentraciones de L-DOPA. Los datos indican la media £ DE
(*** p<0.001, **p<0.01, prueba de Student-Newman-Keuls).
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de células juveniles disminuye at 24.51% en 100 uM, a 22.96% en 200 uM y a 19.6%
en 300 uM, con respecto al control (Fig. 7a, 7b, 7¢, 7d, y Fig. 6b).

Se observaron celulas TH+ dafiadas con vacuolizacién del citoplasma y
fragmentacion de! nucleo con una clara expulsion de ellos, lo cual produjo abundantes

micro-nticleos {Fig. 8a, 8b, 8c, 8d).

Vi. DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede mencionar que las células
cromafines responden de distinta manera frente al mismo estimulo - L-DOPA- en
distintos estadios de maduracion, como son en RN y juvenil. Mientras que en el caso de
los RN se requieren dosis de 200 pM para dafiar la mitad de la poblacién de céiulas
cromafines, dosis menores a 100 pM se observa que se provocan el mismo efecto en fa
poblacién de celulas juveniles. Evidentemente, las células juveniles son mas sensibles
al efecto de la L-DOPA.que [as RN, lo cual coincide con el hecho de que las células en

transplantes se desarrollen mejor si son fetales o RN que adultas.

Si el dafic es debido a.la formacion de radicales libres causada por la
degradacion de la L-DOPA y DA, las células RN pueden presentar mayor capacidad de
contrarrestar este dafio por estas moléculas altamente reactivas, ya sea por una mayor
concentracion de moléculas atrapadoras (acido ascérbico, tocoferol, etc.) o por una
superior expresion y/o actividad de enzimas antioxidantes (SOD, catalasa, glufation

peroxidasa).
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de células juveniles disminuye al 24.51% en 100 uM, a 22.96% en 200 My a 19.6%
en 300 pM, con respecto al control (Fig. 7a, 7b, 7¢, 7d, y Fig. 6b).

Se observaron células TH+ dafiadas con vacuolizacién del citoplasma y
fragmentacion del nucleo con una clara expulsion de eilos, lo cual produjo abundantes

micro-nucleos (Fig. 8a, 8b, 8c, 8d).

VI. DISCUSION Y CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos, se puede mencionar que las células
cromafines responden de distinta manera frente al mis_mo estimuio - L-DOPA- en
distintos estadios de maduracion, como son en RN y juvenil. Mientras que en el caso de
los RN se requieren dosis de 200 pM para dafiar la mitad de la poblacion de células
cromafines, dosis menores a 100 uM se observa que se provocan el mismo efecto en la
poblacion de células juveniles. Evidentemente, las células juveniles son mas sensibles
al efecto de la L-DOPA que las RN, lo cual coincide con el hecho de que las células en

transplantes se desarrollen mejor si son fetales o RN que adultas.

Si el dafio es debido a.la formacion de radicales libres causada por la
degradacién de la L-DOPA y DA, las células RN pueden presentar mayor capacidad de
contrarrestar este dafio por estas moléculas altamente reactivas, ya sea por una mayor
concentracion de moléculas atrapadoras (acido ascorbico, tocoferol, etc.) o por una
superior expresion y/o actividad de enzimas antioxidantes (SOD, catalasa, glutation

peroxidasa).
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De manera similar, la disminucion de [a densidad celular conforme se incrementa
la concentracion de L-DOPA, se explica por fa ascendente aplicacion de la
concentracion de L-DOPA que se degrada y por (o tanto, se forman mayor cantidad de

especies reactivas de oxigeno, superando cualquier mecanismo antioxidante de las

células.

Si tomamos en cuenta la densidad celular en cocuitivos sin L-DOPA por la
técnica de TH+, se encuentra un nimero de células cromafines mayor en RN que en
juveniles, lo que indica una mayor plasticidad de las primeras, probablemente sea
porque se adaptan y sobreviven mejor en las nuevas condiciones microambientales en

los cocultivos con neuronas estriatales.

De igual manera, en cocultivos analizados con la técnica de azul tripano, se
observa que hay una disminucién en la densidad general de RN a juveniles, ambos sin
tratamiento (controles), pero debido a que la técnica no distingue entre los linajes
celulares involucrados en el cocultivo, no se puede atribuir esta disminucién a un tipo
especifico de células, sino que esta disminucién puede deberse al dafo en células

gliales y/o neuronas, ademas del dafio sobre las cromafines que ya se ha visto.

Por esta misma razén, el comportamiento de las células juveniles no es el mismo
de una técnica a ofra (figs. 6b y 10), es decir, las céiulas cromafines muestran alta
sensibilidad a concentraciones mayores a 106 pM de L-DOPA (fig. 6b), pero en la

densidad de todos los tipos celulares incvolucrados (fig. 10), el efecto de la {-DOPA es
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mas bien gradual, requiriendo concentraciones mayores a 200 uM para provocar dafio

a la mitad de la poblacion.

CONCLUSIONES FINALES

De lo observado anteriormente, surgen dos hechos relevantes:

1- La administracién de L-DOPA en los cocultivos disminuye la densidad y ta viabilidad
de células cromafines. Estos resultados tienen estrecha relacion con los observados
en cultivos de celulas mesencefélicas (Mena 1993, Rajput 1997) a los que se les
administré L-DOPA. Este dafio a las células se ha atribuido a la produccién de

radicales libres y la consecuente peroxidacion lipidica.

2- Los aspectos del dafo celular causadoe por fa L-DOPA sugieren que se esta
desencadenando un proceso de muerte celular apoptoética (fragmentacié nuclear,

condensacion de cromatina, expulsion de nlcleos).

Finalmente, los resultados obtenidos abren toda una gama de discusiones para
investigar : dano a las membranas celulares, produccion de radicales libres, quinonas y
semiquinonas, niveles de antioxidantes, caracterizacion del dafo apoptético y

transcripcion de genes durante la apoptosis.
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Los resultados del presente estudio integral seran clinicamente relevantes, ya
que en pacientes con EP sometidos a transplante de médula suprarrenal, se carece de
proteccién en este aspecto. Los antioxidantes adecuados podrian reducir la

vuinerabilidad de las células cromafines transplantadas.
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Viil. APENDICE

Solucién Spinner sin calcio

1) Agregar 1 ml de HEPES 1M/100 mi SSS.

2) Se agrega 1 mg/ml de BSA.

3) Se afiade 1 mi/100 ml SSS de antibittico estreptomicina-penicilina.
4) Se filtra y vacia en un frasco estéril.

Medio de cultivo

1) Se colocan 100 ml de medio DMEM.

2) Se agrega HEPES 1 ml 1M.

3) Se ariade 1 mi de antibiotico.

4) Finalmente se agrega 4.5 yg/mi de insulina.

Tratamiento para adhesion celular

1) Se prepara la solucién con poli-i-lisina: 100 pg/ml de agua estéril.
2) Se cubre la superficie de cultivo con dicha solucién por 10 minutos.
3) Se aspira la solucién y se lava tres veces con agua estéril.

PBS

NaHPQ, ---— 1489

KH,PO, -——-0.43 g
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Se afora a un litro de agua y se ajusta a pH 7.4.

PBS-albumina-tween

PBS ~—aeeemeeee= 1000 ml
Albumina -----—--1.0g
Tween ----—--——- 0.1mi
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