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RESUMEN 

La enfermedad de Parkinson (EP) es un padecimiento neurodegenerativo que se 
caracteriza por la pérdida de neuronas dopaminérgicas de la Sustancia Nigra pars compacta 
y que afecta principalmente a la población mayor de 60 años. La L-DOPA, precursor de la 
dopamina, es capaz de atravesar la barrera hematoencefálica y ser metabolizada a dopamina 
en las terminales nerviosas de las neuronas nigroestriatales que aún sobreviven. Su 
administración en los pacientes resulta satisfactoria al inicio, controlando los síntomas de la 
enfermedad. Sin embargo, después de algunos años, su efectividad disminuye y aparecen 
otras complicaciones motoras propias del fármaco. El autotransplante de células cromafines 
al cerebro surgió en la década de los 80's como una alternativa terapéutica para la 
enfermedad. Después de llevarse a cabo alrededor del mundo por diversos grupos de 
investigadores,, los ,resultados de esta estrategia en enfermos son diversos y en muchas 
ocasiones contrádictorios. Es importante señalar que después de la cirugía, los pacientes 
con autotransplante de tejido suprarrenal continúan la administración del fármaco. Por otra 
parte, 'se, ha demostrado que la L-DOPA es tóxica eh diversos sistemas celulares en cultivo 
y en ciertas circunstancias in vivo; además, la toxicidad de L-DOPA se ha podido prevenir 
por el uso de antioxidantes. 

El presente proyecto pretende contestar las siguientes preguntas: ¿Puede la L­
.DOPA, bajo ciertas condiciones cHnicas, inducir toxicidad a las células cromafines de la 
m'édula suprarrenal en pacientes 'cm1:e) transplante?, ¿Puede ser lo anterior un factor que 
contribuye a las controver,siás ele'' los resultados reportados?. Si estas respuestas son 
afirmativas, ¿Puede prevenirse por medio de ciertos antioxidantes? 

· El trabajo se dividió en dos partes: la primera es un estudio in vitro de células 
cromafines de la médula suprarrenal expuestas a concentraciones clínicas de L-DOPA. Se 
empleó tejido suprarrenal de ratas de tres días de edad, se cultivaron por diez días y los 
cultivos se dividieron en tres grupos: control, L-DOPA y L-DOPA con antioxidantes. En 
este modelo de toxicidad por estrés oxidativo, se estudiaron tres aspectos: la toxicidad de la 
L-DOPA, la caracterización de la muerte celular tanto necrótica como apoptótica y el 
estudio del efecto del fulereno C6o, molécula recientemente descubierta con propiedades 
antioxidantes, sobre la prevención del daño y la comparación con un agente antioxidante 
ampliamente estudiado, el ácido ascórbico. 

La segunda parte consistió en indagar el posible efecto de la L-DOPA y del ácido 
ascórbico en transplante de tejido suprarrenal al sistema nervioso central. Para esto, se 
empleó el modelo animal de EP con la droga 6-0HDA para obtener ratas con lesión 
unilateral de la vía nigroestriatal. Después de la prueba de giro, los animales recibieron un 
transplante de médula suprarrenal de ratas recién nacidas. Inmediatamente después de la 
cirugía, se les comenzó la administración de los fármacos por diez días bajo el siguiente 
esquema: grupo control, grupo L-DOP A y grupo L-DOP A más ácido ascórbico. 

Los resultados en ambos modelos indican que: 



r,,_1u~:dc11I de la l. -/1nfJ.-t ,·11 cautas cromc1/il1cs 

La L-DOPA a dosis equivalentes a las clínicas induce la muerte de las 
células ere. :nafines. 
La muerte celular fue tanto de tipo necrótico como apoptótico, además de 
que las células cromafines mostraron mayor vulnerabilidad al fármaco que 
otros tipos celulares. 
Los antioxidantes empleados, C 6o y ácido ascórbico fueron capaces de 
revertir el daño inducido por la L-DOPA. 

El empleo de la L-DOP A podría contribuir a la degeneración del transplante de 
células cromafines observada en numerosos estudios post mortem. Más aún, debido a la 
especificidad del daño sobre células catecolaminérgicas, la toxicidad de la L-DOPA debe 
tomarse en cuenta para futuros intentos de transplante. 

Finalmente, se discuten las virtudes y las limitaciones de los modelos empleados en 
este trabajo. 
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!.BSTRACT 

Parkinson's disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by 
the Joss of dopaminergic neurons from the Sustancia Nigra pars compacta, affecting 
mainly elder people. The dopamine precursor L-DOP A is able to go across the blood-brain 
barrier .and be metabolized to dopamine in the cell terminal of the surviving nigrostriatal 
neurons. -Its 'use in>pátients is satisfactory at the beginning, being able to control the 
disease's symptoms. •. However, after sorne years under treatment, its efectiveness 
diminishes • and '. ne;,y/motor problems appear in relation with the drug. The adrenal 
chromaffin -céllFáüiotransplant into Jhe brain emerged since the SO's as a therapeutic 
alteniative to Parkiñsón's}disease~ After it was carried out by many research groups around 
the world, .. t~e,lfes'U,JiS'.;in pátients hád been di verse and contradictory in many cases. It is 
irnportant t0'.'sayth'ai'áfter éhromaffin cell grafting surgery, patients continued with the L­
DOPA treatmlifr1t:\orij"üíe. óther hand, L-DOPA has been demonstrated to be toxic to 
differenfce!Jfsys"te1¡ris'iriculture and in vivo under certain circumstances. Furthermore, such 
ioxiclty éouJ(:(J)({preventedby using sorne antioxidants. 

- ' . f::··;::g_,_.::'.-~~!~~~!t:tt~'·~--~1\~;~~;;·\_\·;.:··· '. ~ 
_ •.. •- The,présen(work is aimed to answer the following questions: Could L-OOPA, in 

certainclinic\Circurnstances, induc_e toxicity to the adrenal chromaffin cells in post-grafted 
patieÍits?,'.Cciuld;_this toxicity contribute the diversity of clinical results? If so, could it be 
prevented hysoirie•·antioxicÍants? · ·. 

,. • •• ,• > ,-e•~•~.··'•" • ,•, > > ' ' 
2. •• 

. _ _ . Thi~.'Q:¿~k ii ~li~kled into hvo parts: the .first one is an in vitro study where adrenal 
-. chromaffin c:ells.:wereJexposed . to-· clinical doses of L-DOP A. Three-day-old rat adrenal 
· tissue was bult~r~'ci;ifor.~tencdays _ anél ·cultures were. divided into three groups: control, L­
OOP.A and ~L~qorA~~:With antioxidants. In this experimental model, three points were 
studied: L~l)OP;\ tóxiéity,'apoptotic and necrotic death characterization and the fullerene 
C<>o iintioxidant>p'revention frorn L-OOP A damage, compared with ascorbic acid, highly 
used ántioxi~ant) ;'. ') · 

' . .": ~:: /• ~ '. . . ; ~. 

The secci'nd"~~~wasaimed to study the effects of L-DOPA and ascorbic acid on 
adrenal chromaffiri}~lfgrafts into the central nervous system. The 6-0HDA Jesion model 
for PO was used' i.niorder to obtain nigroestriatal unilateral Jesion rats. After rotational 
behavior, lesion·';.a~imals· received an adrenal medullae graft from new bom rats. 
Immediately after sUrgery; animals were treated with drngs for ten days under the next drug 
scheme: coritrol __ gl:o~p, L-DOPA group and L-DOPA plus ascorbic acid group. 

The results fróm both models indicate that: 

L-DOP A, in clinical doses, induces chromaffin cell death. 
Both necrotic and apoptotic cell death was induced, and chromaffin cells 

shown more vulnerability to L-DOP A than other cell types. 
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Both C60 and ascorbic acid were able to diminish significantly L-DOPA 
damage. · 

The use. of L-DOPA could contribute to the chromaffin cell transplant 
degeneration observed in several post mortem studies. Furtherrnore, due to specific 
damage of L-DOPA to catecholamine cells, L-DOPA toxicity and prevention 
méasurements should be considered for future grafting approaches and clinical 
tria Is. 

Finally, the virtues and limitations ofthe present work are discussed. 
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INTRODUCCIÓN 

Enfermedad de Parkinson 

En 1817 !a enfermedad de Parkinson (EP) surge como una entidad clínica propia 

cuando el médico inglés James Parkinson la describe como un desorden del movimiento 

caracterizado principalmente por te~bl,oryclificultlld para iniciar movimientos voluntarios. 
:< · -, ~· .. : < ./._::~- · ·->·'. :~2:c::;~·::c: .)~,;_;::: -. ,.,_ 

Por estas característicils l,é !láOiÓ'j.•p~r~lisis agitante", y posteriormente el neurólogo francés 
« ,·-"-" : ...;.:'.' -:.·.··:·::-~i;l;~~:>·-~~/~;t'";;~i;b~--~i~~i?t.~{:~~~(·,¡'·.--._ ·, ~,--,.· ·.~··.·, -·~ 
Char~otla ~?~~fi(~~,m~\~,~;D t.: e·· 

/:~.··.' •• ·.r•:.,'./.~.'(';•¿''·' ·~-~-~: .... ~'~'.(; 

··La ~·P·:~~·&K~~:~ebimlent6 neurodegenerativo, progresivo e irreversible cuyo índice 
., ~ _., - '.:> . ''-" -.:,'.·' . ·: ,· :· .-

· . .;.·-. :;::-/\'__¡· --¡·· ,; __ .-. 

de ¡:irevalenda.''se<'incrérrlenta'(>ro¡:íorcionalmente con la edad (Schoenberg, 1987). En 
.. . ' - . - ' ;';':·;· .. ·-:·'.' . ,;'"'. : 

p~rsonas d{4o~56'; riñ~~; 'ei f~c:lio, d6 incidencia es aproximadamente de 1: 10,000, pero en 

personas de 6{)~7ff,~~~s';~l lu~~nto •es• exponencial, de 1: 1,000 habitantes. Como es de 
-.-,-· ._, 

esperarse, la il1cidenCiá,de.la EP se incrémeritará en los próximos años debido a que la 

proporción de gente de avanzada edad aumentará considerablemente. 

Clínicamente, la EP se caracteriza por 4 alt~raciones del movimiento, en los cuales 

se basa su diagnóstico: a) temblor en reposo, eón una frecuencia de 4-6 Hz, particularmente 

prominente en los músculos distales de las: extremidades superiores, y que con el sueño 

· desaparece .(Struppler et. al, 1978); b) bradicinesia o lentitud para iniciar y/o ejecutar 
. . ' 

movimi_entos voluntarios, que se manifiesta como dificultad para caminar, ausencia de 

expresión facial y falta de alocución espontánea; c) rigidez muscular, debido a un 
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. : .. ~· •' ' 

incremento del tono tarit~ el~ lósni¿sc~lós rie~6res co~o cixt'el1sores; y d) inestabilidad de 
--- - -___ . "-"--'-. . ' .... -.. _ "----"·-. -..... . , , ' .· ' 

la postura; 

.· '::._;- .'·:· '· :'_ .::. 

Aunque i~s C()f11P·1'i~aJion.es ., mc:>tári~· ~~·~ .. • l~s· rnás . evidentes e inhabilitan tes, se 

· presentan otr~s.•c~:rnplic_~~¡~!les· de.Í~d~.l~:~:ut<Sho'~oAebido a .la pérdida progresiva de 
_---,_-_-- -_· _-.--=---.·'-'-· ;"';- ___ ,_-.":~·~:---c;;-.~_:;.'/'°·:T~'.-;-_-_·;_-~;;·:-/>";:'o;:,,~'; J.'\":-:~:".,'·~~/·.>.-:_,'·, ·.?'.:':', :,.•, .··, '· » · ... " 

ganglios· .• si~·r,tM~]fJ:·@~±t~··~i~(~~F~i1f'.~~0si:~nf·~¡,~.e>st~tica, sudoración, constipación y 

salivación dcesi~as:''E'n''estádos•,muy avanzados, se presentan frecuentemente problemas 

cognitivcf~~I~~~-~Jff~1,t~~-~\:?~~;w~·¡{~p~~id~d de atención, de abstracción (formación de 

conceptos), de la función lingüística, de la habilidad visioespacial e incluso demencia y 

depresión (Growdon et. al, 1990). 

Histopatología de la EP 

En 1919, Tretiakoff descubre, por. estudiós posimorte111, que en cerebros de 
. - . ... . . :._, ~. ~ - , . . 

pacientes con EP existe una pérdida ITI~r~ada;d~ lai:célul'~s ~i~entadas de la Sustancia 

:::;:::.:,;;;¡i¡~W~i~~t~~lf~~~3~[1[i5::1:: ~:.:::::·:¡:,:~:: 
eran las zonasde;?1ayor/abt1nd,an,c1ade1Df.;Homyk1ew1cz y Ehnnger demuestran que los 

. cereb,¿, ¿i~~1¡t~·~~3f ~¡¡~~~~Kii~;reada di,minución de DA en e'1as .egione•, e 

incl~so, en'.otras"S!>n:tci.el,glo~o pálido y la sustancia nigra (Homykiewicz, 1974). También 

se obs~rv!r~~f~ci:~i~Ktr~~¡'~~~~ ~isminuidas de ácido homovainílico (HV A). metabolito de 
'<' ;\<°'· ':.::~: "'- : ·<·)'.'' '_.._. 

la bA:''y ci~''I~~'~6Úvlcl~des de las enzimas sintetizadoras de la DA, la tirosina hidroxilasa 
·. - ;;i_:-,_,,-··";·::-:-·.'.·'.,· . 
: ,,~·· - . ,:;; .'.:<-~ -.; r ,; : 

(TH) y la clesqarboxilasa de los aminoácidos aromáticos (DAAA), así como el hecho de que 

. <~~i~tía\1n~'c6rfélación directa entre la reducción de DA y la pérdida de células de la SNpc 

(Agid et. al, 1987). 
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Lo anterior ha llevado a identificar histopatológicamente a la EP como un 

padecimiento que se caracteriza principalmente por la pérdida de neuronas dopaminérgicas 

de la SNpc. Una segunda característica de la EP, reportada inicialmente por el neurólogo 

alemán Frederick Lewi en 1913, es la presencia de inclusiones eosinófilas citoplasmáticas 

con un núcleo .denso y un halo periférico en las neuronas dopaminérgicas restantes (Kopin, 

1993). Estas ii;iclusiones, ahora llamadas cuerpos de Lewi, son estructuras esféricas de 5 a 

25 µri, inmÚgd':i~~ictiJa~ aneuroti1dinentos, tubulina, proteínas asociadas a microtúbulos y 
··-:·">·\"6;;- '\,,./ ·; 

ubiquitina (J~1dAger; 1990). 

Además del sistema nigroestriatal se ha observado, aunque en menor grado, la 

pérdida de neuronas dopaminérgicas en otras regiones del sistema nervioso central (SNC), 

como en la neocorteza, en.el hipotála~~)Agi;d et. al, 1987; Jellinger, 1990) y en retina 

(Nguyen-Legros et.' al 19¿;).t~f>i~~~~iiJ1~¡~'il~r, en la EP también existen alteraciones en 

· .. ·,· ··•.····/. 'Yf1;_u,~;;\;~:)i}1¡,:i;f.)1;::i:~Jr.: ..•. ··••· 
otras poblaciones . neúronales'.{noidopamiriérgicas, las cuales podrían explicar en parte 

alguno• de 10; •lpt~~~:~!~~~i~~~~~~~f;i~~*~i~rito M "tudlo• hl'1opatoló~co• 
muestran. que existe degeneración .de):éfolas :nópi:drenérgicas del locus coeruleus y del 

_ • ; ; : •' ---- , • , •r· , <. - - :· •• ' '. • ', .... ;, • - "• ,.• ',• • '~••.\•~~ ••'>", , ,e,. ' ~ 

. '.:'~ ~:-::··:j~:_~--~::;.;/,'~ , -~-.;. 
núcleo vagaldorsal, de neuronas serotoninérgicas deCrafédorsal y de neuronas colinérgicas 

del núcleo basal de Meynert y del núcleo pedúnc~lopi~tino(Jellinger, 1990). 

A pesar de esto último, las evidencias demuestran que la pérdida de neuronas 

dopaminérgicas de la SNpc per se es responsable de las complicaciones motoras que se 

presentan en la enfermedad. Estas evidencias se pueden resumir en tres puntos: i) hay una 
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'/iJ.i'ic·idc1d de la 1.-/JOl'.·I en Ct;l1tlc1s cro11wfi11e.1· 

' . . . .. 

correlación e1Ú;e éJ'grado de degeneración de _la SNpc y la severidad de los síntomas; ii) la 
o _-;·~-'.;'e--'-- __ ·c,~:-~--~·:!-·-,----c·.-~,-. 

destruccióri o irihib_ición _de. Ja vía nigroestriatal en modelos animales y en humanos induce 
. . - ·;L_·_,y_,_ __ ·,:;:_"-·-"~':->i--~- ~-~ -

complicad~ne~~~~n~ovimiento muy similares a las de la EP; iii) un incremento en la 

concentración"~~-¡)~,~~· la es.timulac_ión de receptores dopaminérgicos estriatales revierte los 

síntomas. 

Lo· anterior. es. como. consecuencia de las relaciones anatómicas, fisiológicas y 
.. ·,, 

•.. pr~l¿~g~6io'I1cis irih.ibÍtorias al mí.cleo subtalámico y de aquí, a través de una vía excitatoria, ' ' -'·,' -~·-.:., \ ··.,_ . .; :'~-._;:· .. ·:¡ . . . . . 

·e(il11~~1~6 n~~ioso llega al GPi y SNpr, donde converge con la de la vía directa. Estos dos 

· núcleos forman conexiones sinápticas inhibitorias con los núcleos dorsoventral y 
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Fig. l. Diagrama de los núcleos basales con sus neurotransmisores. Glu = glutamato, 
GABA =ácido y-aminobutírico, DA= dopamina. 

dorsolateral del tálamo; finalmente, la información regresa a la corteza por una vía 

excitatoria. De esta manera, el efecto neto de la estimulación de la vía directa es un 

incremento de la emisión de impulsos excitatorios a la corteza cerebral, mientras que el 

efecto por la estimulación de la vía indirecta es la reducción de estímulos en la corteza. 
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Dentro de este contexto, las neuronas dopaminérgicas de la SNpc juegan un papel 

primordial sobre la modulación del flujo de señales motoras. El punto clave reside en el 

efecto. de la DA sobre cada una de las vías. Las células estriatales de la vía directa expresan 

principalmente receptores dopaminérgicos Di. por lo que la señal de la DA es excitatoria 
:.:· -·, -<' 

S()br.e estas células; por el contr<trio, la DA ejerce un efecto inhibitorio sobre las neuronas 
.. 

• .•. estdátales de la vía)ridirecta;···pli~~ioAue c;:stas últimas expresan receptores dopaminérgicos 
·-.·~~ ·:_·-~' . ,.· __ ,\~.'<· ·'.:~?:/-~·;;J~~::'.

1

·~f§~~{,~ .. :~{;:;i~~/:~1y;~:~~~%{~)~;~;:~1:-~~~~·~-. -: . :,y. ' 
0 2; por. corísiguiénte;Ja éstirriulación de la.SNpc incrementa la actividad de la vía directa y 

¡'. · i. ::: :~:··:-_ -: ·'.:>::::·:if ;F;~:,~J:~:t&;B~~\~~{~~~~::·_~f&~;;\~it~%,~i~~~f ~~,;*~f:·;:~L;~·tj~:-~f i-_:~ ~:-'. 
. disminuye lá de,la:via•ii1dirécta;•,Lá p'érdida'de estas neuronas durante la EP hace que ocurra 

• f • ·\' ~,· :; < !\(· <i;~r~;X.~P,~'.~1~:~:~r~~:f trf ~~fü~~~;ff~?;~~t:~~~\G~f J~;~E:~;,f 1:~;~~if:\\· · , 
exactaméríté-el(eféctcl':'opúe·sto;'.lo·cúal'significa que el efecto neto es una reducción de la 
.. -,: · ~ · );:,.'.. --~;']:'.,~:~<-:r<~~-:"::~.~:ttc;:~_,~fi-~i~:~;~;~>~;~~:!:ét~0:~:-~{;~~Kt~~~~~1~~::.~H~i{:~r:~~t'.<·:~ :.~ ·:~­
actividad talámic'a7y,dC;laºcortezafriófora'(fig ..• 1r 

·· , · · ) ·'.·;~. H~1·~r1I·;::;~É~~.i~il';&;~'.~~~~fi({{~::,·i3;rr 

siondo ::.~~~~f ~]~~~~:.::'.':'::n::,::::~:::~~:,":::~,:~ ~~ .::p::,:"::: 
plan~eanc6Afü\;()~ible hipótesis al daño celular causado por radicales libres que pueden ser 

altamente tóxicos al rebasar los mecanismos celulares de defensa para ciertos tipos de 

c6lula:i((Burke~ 1999). 

,El cerebro es uno de los órganos más vulnerables al ataque de estas moléculas, ya 

que sus mes~nis:mos antio:<icf.imt~s •. ~9n, comparados con otros tejidos, deficientes: casi no 
- . · : ~::<·,:·· .s:·~.:~ ·<\;_:{ :r:.'\/~ 3t~~;~;)~;;s;~~Y:~f~;:~::lJ:;~.;;;il~:·~.· ~ ·: .:- : · . 

cont1c;:n7.ca~~J~si,t <i::n~t,1,11~Al1.~/educ:e el H202 a H20) y sus mveles de glutatión reducido 
· · :. ·._: :·.<-/' .... :<f"·'./."~~,;~:---·?;~---¡"_'_'~.~!(!1, s.'.)~·:~:·.!~f::.-: ·: · ·, 

(GSH),.gl~t~~i¿.~:~~~~~\J~~~'.CGSHpx) y vitamina E son relativamente bajos. Además, en la 
·:_ .. -.·.·),,'-:.-)·'.~{;"·· ¿~/:.:';.·;:,~.~¿:\ ·_:.:1::~:.-._ :. '• . ! .. 

' SN existeri.;~l~~~·cb,~centraciones de hierro, el cual al reaccionar con H20 2 da lugar a la 
- ··:'-. ::- :.·-- ,' 

·· formación d~úadicales hidroxilo (Olanov, 1993a). 
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Tratamiento farmacológico para la EP 

Las bases de la terapia moderna para la EP se dieron a finales de los so·s cuando se 

demuestra que: 1) las concentraciones de DA más elevadas en el cerebro se encuentran en 

el estriado (70%), por lo que Carlsson propone (Carlsson et. al, 1958) que la DA podría 

estar involucrada en el control del movimiento; 2) el precursor de la DA, la 3,4-

dihidroxifeniliilánina revierte las complicaciones mot~ras pfod~cid.as por el tratamiento con 

'"''"';"ª ii~~if iJ:f f f ~W,~~i~~;~~~Tu~~tºii~áW~¿;~~,~~ iR,•=erehmie,, ea u.ando 
. una inhibición\iriténsade)aú11<?tilida(jfcoriociaa'c'C)mo;cá~alépsiá_;_; (Bertler et. al, 1959); 3) 

~. '.~ : ·. -~': <; ~~ t:·'.t~-··:-;''.{~i(i ·:.:~f ~~ ~~·:: .. ~~:~'.~.1{ ::.·::~~~:~~:~ ::~~~1;:,::~ i(:~{i;1t ¡~~:~:~i~·FK!~t:~~~Y~I t}~#t~ ~: 1 }J:f ;~;:~;ti}::;: ·~:j.;~i~;.~~~·i'.~:~~ ~~:.':~:_: ~ 
. paéierites \con> EP~!'1diopatica"iatenen'1tconcentrac1onest1'.d1smmu1das de DA estriatales 

... · -. _- ....... _ •... >: ·~ff· ;:~1:11\i?i'_::~- ~\·~:yjJ;;:;\;@~:/i~:::~,,:;:.;n. ··;~6i:'y1;:.:~¡;;~!0:1, K~;%. )~::;.·d:~ · .;·· 
.(Homyk1e»'1cz;/J.~-~~);''Aunque ,;los,·pr1111er<?s' !nte!1tos •.fami~colog1cos comenzaron con la 

adl11i ni~t~~ti2~t'~{¡~~JHf~e·?'~~.·-··:~fd~{6:?~~}'~r~6J~_··~~-;-·~·':~;q_§~ <~º: atravesaba la barrera 
. '• ·-~··:. ·~\~:: ','-.'.: .. 

. hematoenCef~lica: (HÉ).: < ' '~, 

Posteriofl11ente. co'menzó la terapia C:on 6!.i'.!reé:~rs6r de DA en su forma levógira, la 
'. -. ' - . . ,-: ,, - ' - '• . ·._ 

L-3,4-dihidro~ifenilalanlna (lev~dopa o L~héJi>.A:).''la;cullles absorbida en el duodeno y en 
-~ ·' -:- ·- ~' . ·-~ ' _,,' ' . -

el 1 % de la:c:~b'eÁ.lng~ri~~ :¡~gresa ál cerebro; el resto se metaboliza como DA, ácido 
:··, '/'~'.-\,_,:::~:·:->.·~:_::~::-,,:,z:).,;).::;;~~/··.> .. '··'.·: 

. - homov~Hi{ig6!6}~~-idti~dihidroxifenilacético. Además, dosis elevadas de DA tiene efectos 

peri[~ricos :~orii~ hipotensión postura!, nauseas y vómito. Estas desventajas del tratamiento 

f~er~lle\rÚ~das al administrar la L-DOPA con carbidopa, un inhibidor de la descarboxilasa 

de los aminoácidos aromáticos, DAAA (Cotzias, 1967, 1968), enzima que metaboliza la L-
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DOPA en DA en la periferia, pero que no llega al SNC (Papavasiliou, 1972; Pletscher, 

1973). Desde entonces hasta la fecha, ésta es la estrategia terapéutica más eficaz y frecuente 

para controlar las complicaciones motoras de la enfermedad. 

Es importante señalar que al tiempo en que comienzan los primeros síntomas, y por 

lo tanto, el inicio de la administración de L-DOPA, aproximadamente el 75-85% de las 

células DAérgicas de la SNpc han desaparecido. En etapas tempranas de la enfermedad, la 
::_-:· 

L-DOPA'.~~S:t~~li~a~i por completo el temblor, la discinesia y la rigidez, y la duración de 

s~ Jrcct~: ,·¡g'.g~'f'i ~~ceder la vida media del fármaco en el plasma, lo cual indica que las 
:·;.;-- ··> .",;,', -:·;:;'_~-. ii:~8''.:;_(·~·,.:-~.' 

éélui~~ ·~iri:';Vi~~s;de la SNpc poseen la capacidad para almacenar parte de la DA recién 

Elt~atamiénto con L-DOP A logra disminuir la sobreexpresión de receptores D2 en 
. . 

el estriado que pres~ntan los paciéntes notrat~d~s. 
" - ·-· :. . ' - ·'~'- .. ;._, -

.. :·'-.;:'' .. ·.:_ .. , -.·-,.· 
--:~,:~ ... :·: :·: :· '-., ·, .·:.:-;" .. ''l.:.-:.t:·:~_-' ' 

' : _· ~ .~; .. ':.: 

Sin · <l~h:J~()> ~~81ongado del fármaco, durante 5 a 8 años, 

comienzan á apare~er problemas rel~ciiC>n~dos con fluctuaciones de la respuesta motora del 
, - -- - ' ,· '".. . -,·-' . ,. 

enfem10. Al inicio, aparece el f~nó~1;l10 de desgaste en el cual las dosis de L-DOP A 

mejoran Ja movilidad. por uiy t!cim;o, pero, principalmente la rigidez y la bradicinesia 

regresan aJfinal del.intervalo ehtre las dosis. Este fenómeno se debe a que la muerte de las 
. . '' ' - ' '-..i· : ' :·. ,--·.,. · ..• ,- f> .. ·- .· ·-·~ -

· néuro~a~~·da~~~;¡'~~f¡¡~~~Y~(>nl.inúa y por ende, diminuye la capacidad de almacenamiento 

del nr~¿ó\r~~~~1:~~r~r·~~nómeno de desgaste puede controlarse al aumentar las dosis y/o 

''<1~ freCuf:nCla:;J~:a.dministración; no obstante, el incremento de las concentraciones del 
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fármaco en el cerebro trae otras consecuencias, como la aparición de discinesias y, en casos 

a.Janzados, confusión, alucinaciones o psicosis. 

Otras alteraciones que surgen con el tratamiento prolongado son los estados de 

prendido-apagado en los que periodos repentinos de temblor y rigidez se alternan con 

periodos de movilidad en un patrón no predecible y que no se relaciona con las dosis del 

fármaco. Se piensa que este fenómeno se debe a cambios en la farmacocinética de la droga, 

a la lnsibilización de los receptores y al progreso de la enfermedad. Se ha demostrado que 

la L-DOPA exógena puede ser descarboxilada a DA en las células serotoninérgicas (Arai 

et. al, 1994 ). Esto causa que la DA formada libere serotonina por desplazamiento en las 

vesículas sinápticas (Ng et. al, 1970). Incluso la DA así sintetizada también puede ser 

liberada, bajo condiciones en las cuales no hay un control fisiológico normal. Asimismo, la 

exposición de receptores DAérgicos a variaciones extremas en las concentraciones de DA 

puede causar otras anormalidades en la expresión de tales receptores y en ciertas señales de 

transducción (Chase et. al, 1990). 

Los efectos colaterales del tratamiento con L-DOPA pueden llegar a ser igual o más 

inhabilitantes que los propios síntomas de la enfermedad por lo que se han desarrollado 

otras estrategias farmacológicas en las últimas décadas. Entre ellas, se ha utilizado la - ... '. - .- ·- ... ,._ 
- •• •:: . : .. , ''>;; ~ -.- " .. 

inhibi.ci?k~~i~'e~iliri~·;que degrada a la DA, la monoamina oxidasa (MAO), que aumenta 

.. las> cb~d~~tr~~Í~b~~-de DA en el espacio sináptico y con ello sus efectos en la 
·- .. <· ..... , ... •-,.,_,, __ ,,·. -

.. ; _. : . ' -: . ~' -. \. '. . ' 

neurotransmisión. La selegilina es un inhibidor irreversible específico de la MAO-B - tipo 

de la enzima que se encuentra en SNC - (Olanow, 1993b), y combinada con la L-DOPA 

mejora los síntomas de la EP y reduce los efectos del fenómeno de encendido-apagado. El 
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uso de la amantidina, la cual estimula la liberación de catecolaminas de las vesículas 

presinápticas, coadyuva en el tratamiento con L-DOPA; sin embargo, la confusión, 

agitación y alucinaciones son parte de sus efectos colaterales. Otro tratamiento consiste en 

la administración' de agonistas DAérgicos; la bromocriptina y la pergoli~a son los más 

cnipleádo~~ recili~i~rido él temblor, la rigidez y la bradicinesia. Sus efectos benéficos son 

"'º:~ft; ~~~~~~~~~i~~~{~~9~1 ~ '" admin;,rración 'e limita hMta el momonto en que 

aparecé,ri. ~.ef~~~~-st n~ga_t~yos. (nausea, hipotensión ortostática, problemas de visión y 

psiquiÓ\ri~C>s~Jt~~.~~-l¡f e~tas drogas (al igual que otros derivados del centeno), pueden 

· inducir· 1~:.ap:an~iól1'' de fibrosis pulmonar y retroperitoneal, eritromialgia y vasospasmo 

digital:' 

En resumen, con estos tratamientos farmacológicos se han observado mejorías muy 

limitadas y moderadas, por lo que su uso terapéutico más bien se ha limitado a la 

coadministración con L-DOPA. 

La limitación de los tratamientos fármacológicos, la ausencia de otros métodos 

eficaces en la clínica y el continuo progreso de lá enfermedad, llevaron a la realización de 

los primeros transplai;tt~s'.erí.p~cientes con EP avanzada, con dos modalidades: transplante 

de neuronas dopaminergicas de mesencéfalo (el área que da lugar a la SN fetal) y el 

autotransplante de células cromafines de la médula suprarrenal. 

Modelo animal de la EP con 6-hidroxidopamina (6-0HDA) 

Las alteraciones bioquímicas inducidas por esta toxina son muy similares a las de la 

propia EP. La inyección unilateral de 6-0HDA sobre el estriado o la SNpc de ratas lleva a 
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la muerte masiva de células dopaminérgicas del mismo lado y la consecuente disminución 

de DA en el estriado (Gerlach et. al, 1996). El mecanismo por el cual la 6-0HDA destruye 
_.,.-_---.-'--º -.o-o -

selectivamente a las células catecolaminérgicas del cerebro es por la inducción de estrés 

·. óxidaÚvoi la 6-0HDA es capturada por el sistema de transporte catecolaminérgico de alta 

afi~idad;:en.eljnterior de la neurona, la 6-0HDA produce gran cantidad de moléculas 
, ... "'' ' .. .-.·. , , . 

; ,' -· .'/_,_--~~-=='~:,.-:";_;'-,:_:;,_-,:,;;:_;,=. '.'~:-·,·o-•, - ·._,,; - "-~-._e'..... __ 

·. Cuando i~ in~u~e)~destrucc,iÓnuni;ateral masiva de células dopaminérgicas de la 
,. • .i, .._·.:·>·'''! ;- . , • 

SNpc, los.ani~ÍlÍ'es;~.x~fi)_eri·:u~~s.ériede~~hductas motoras anormales: la cabeza y cola se 
·: _ ~-- -· '.·

1

: ::'~-: i.::·.~.·:"·~-!~:.~t~--¡ t~?<:~ ... ~-:~~ -~--; .< l~~f-:_-;:r:-~~-::_:-~< :~ _,~~/_ (-~-~;:./;·~- _:_>: -- · _: 

ladean~ ipsilateral 'a la· .. lesión 'y)lastextremidades•contralaterales se extienden (Ungerstedt, 
·, . . . .-~..,:~: ~_:·J.:, _:~·ji.:~:"\¡~f~j~,:~~-~-~,~:~:~~'.}f~::·_>_:.~f) ?~-<~~::f'.~~;~ri::>¿;.~f~;\~~-::.;~{.~ t;¡":?'.~; · ~-rl:~~-~-:>--":·.>: ._ i_ - . . · 

19.71 )/Además,'1ós"aiiimales no• muestran~uria oÍientaéión a estímulos visuales, auditivos, 

.. · olfato~los 1~1fi'.fi¡~~ cb~i~al~~~al,e0s a ¡~·lesÍÓ~{D¿~n~Ú et. ril, • t 981; Marshall, 1979). Con la 
. ,':., '.-.: j~',;,:~:~:-;).~-.~_:<.i'.-'<:·.:-'".'~:. ~--. - ".-·. . .-· ·.-:-· · ....... -, '.·. ,~- ' . . 

. admiriistrdciÓ.rÍ' si~témic~ de L-DOPA, agonistas dopaminérgicos (como apomorfina) o 
. -.· , . : - . ·~ .. . . _. . '. . . 

, m~lé~Úla~ Ii~~radoras de DA (por ejemplo, anfetamina), aparece en estos animales una 

asimetria diferente a lo largo del eje longitudinal del cuerpo llamada conducta de giro. El 

número de giros en un tiempo determinado indica el grado de lesión (unilateral) en el 

sistema nigroestriatal del animal (Schimidt et. al, 1982). 
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Células Cromatines 

La glándula suprarrenal se divid~:.en una región externa de color pardo amarillenta 
-··-·' -··;. -•-

que representa el 90% del volumen!~t~"1il'~~ada corteza, y una región interna, la médula, 

de color pardo rojizo. Embrioló~i~~-~ fun~ionalmente, la corteza y la médula representan 

dos órganos diferentes (Ganong, 2002). La médula suprarrenal está conformada por 

cordones celulares separados por capilares y vénulas y se encuentra inervada por fibras de 

los nervios esplácnicos formando estructuras sinápticas típicas con las células cromafines. 

Como en todas las sinapsis del sistema nervioso autónomo, éstas son de tipo colinérgico. 

Histológicamente, la médula suprarrenal se comp~me de,..dos tipos celulares distintos: 
. . . : --\~<;·:.:?~:r~.~'.~j~~~{r:~_:\_, 

células noradrenérgicas (gránulos con núcleo electro.dénso)'.,ycélulas adrenérgicas (gránulos 
· · · · -·· .: ·; ,-.. ·. ·)~·r: :·- ;,;1.~ ·: · 

con núcleo difuso). Las catecolil~irias)~fü1{ic:~hhflh'f'.·~
2

~;¡¿~· &ránulos citoplasmáticos, se 
':¿\:- -,./;.>'·,· -, .,.¡:.:-:, .. , "-~~ ,• 

oxidan por sales de cromo,:daÜcl~;·;~n'; ~~Í~~ :fbji,{6,.';¡,6(,1~ que se les nombró células 
.. ,- ~ :~«r:: ~-'.~/:;- ;,~~-:---;' ,~·/-:·--· ·' •"Jy:·. 

cromafines (Ganon~·;2R~~.?:"c··if;~':}·~ : i{ .· .. :• 
... \ . ~-::·f;-·Jri~Fr;r;~._;:,:·~:>;:-~ ·· 

-::~j~~ ,{e~::·: ··< .. ·-·. -.'".',:-~ 

Las é:élúÍ~s.i~Q~iffik~s~cie la· niéc[ÚJa suprarr~qaL¡frovienen del linaje simpatoadrenal 
; _;:_-.. _ ;:_ --~·::·-~-~; {: ~e:~;~;:~::;:~;tr: k~f; {. ·,: ~~i\\j~'·:: .. ;~~~~~:; :_:· __ .:f :':~~: ·:+; ~r:_~: .. -:J::;,~J,( :·, :-~-~~x.:, -- . '.;::_ ~-·~ ~~:,~ } .. ~· .. ·~:,-'.~ ~.:·~~-~ · .:~; :.· =~)·-~ -. ·~ 

de la·. región'dorsat::del .':tubó·neural;dufante.~el ;désarrollo embrionario (Black, 1992; 
·. · . ·.. . · ·•· · ·····. J · ;.;,. ~:r~· ,:::';~'y:;:_ ,,:;;;:. ,;;?i :si~f1$ ,,;}: .~'i\;,~tf,!~-f ;-;-J.: -· •·· · · · . ·. 
Unsicker; .1993)/L'ü';inigraéiórúde!Jás.células''.deLeste:·Iinaje se inicia ventralmente del ápice 

-_ ,·:·· . - -:~~:.-~ _- .~\-S;>: :::~:>-:.~k~~~~~i~~~P~f ~:~-~~;~~~t~~~~::~~~~!i·'.:~1f f.!.S~~~~f .:~k~;~:~:;¿;;~:1{ifr'.:t~r· :~~; .. :~;~--~~/ ~·<~- •. ; . . . . . • • 

del. tubo '.:neurálfa)a'aórta{dorsal;~iEstas;(celi.tlas·;se: agregan y diferencian en una cadena 
·~~ .. _::":·.- ~\~:~; "\~:\~~~-::::~;~t~-::iJf~:~~ID~:l-i1.~~f lt{~i~~1#;i~2~t~L~:_:_~;~~i{~~~;~~~?.::f %:;it:~{~?t/·:~V?-:~ ·:.:~:i;~:::_:_ :· '.~.-.'.:· ,. . -._.: . 

, pnmana:s1mpat1ca'~en,Ja; que• hay,~celulas~:que·é expresan-. marcadores neurales (por eJ emplo, 
" 7 ~.) • :·· :;:\~;;;·_:_-:;!"\ _;~'.'..'.;;~~l;~.i~~:-::,f :>·:r::.i ... ;-:~J~1~~~-:f0~·K:::~~t~~~~:·~~~Y~:r~~~~~~~t!~~~~rK~ir.:_~~~~~::-~"-;'.j·:_:·'.~'. · -·.: .-:~· :. ~ · 
·. ·, neurofilamentos)í~óino:Has.:neúronas.:simpátié:as;'y otras que no expresan tales marcadores 

-:;:,::,~_;_~·i:·?f::r;::<:?~~t:~~~~~f~,i~f::~,~~}i~~-::~·~c,~~('./i~;<·~r r-~ · · .,-·:· ;~ -'.: .~ :': ~ ·. ": -, · ·· · · · · 
coino!las)CC;~,Señalés\~el microambiente recibidas durante la migración y consolidación 

~d:;Jfga~'o ~·d~~rt·i~:~' si el precursor llegará a ser una neurona simpática o una ce 

<' (Ch~i€~f~. 1995). De este modo, la exposición a ciertos factores tróficos como son el factor 

de crecimiento fibroblástico (FGF) y el factor de crecimiento neural (NGF) durante el 
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desarrollo inducen la diferenciación hacia neuronas simpáticas, mientras que la presencia 

de altos niveles de glucocorticoides en la glándula suprarrenal inhibe la diferenciación 

neural e induce a un fenotipo cromafin (Chalmers, 1995; Zhang et. al, 1997). Cuando las 

células cromafines se encuentran rodeadas de células de la corteza suprarrenal, son células 

rcdo~das y liberan grandes cantidades de adrenalina. pero cuando son extraídas de la 

glándula y colocadas en cultivo, cambian morfológica y bioquimicamente, y pueden liberar 

importantes cantidades de DA en presencia de células blanco -neuronas estriatales-

(Zhang et. al, 2000). 

Las células cromafines in vitro, aún aquellas de animales adultos, pueden adoptar 

características de fenotipo rieur~I; como es el crecimiento de prolongaciones neuríticas, 

:::·;:::¡~;~~i~i~t~:~·f º:' ~::::: :,~ 1 ::6~i~:~::,':,. ::. 11:0,v:~:~::. :: 
,., ··~\: ~;·~>-~· . . 

· al;l 985), alt~raci()nes•que pueden potenciarse con la exposición a NGF (Stromberg et. al, 

1988; Unsick:er ~t ~!, 1'978). 

· Las células cromafines son excitables eléctricamente, sintetizan y liberan 

neurotransmisores y se encuentran inervadas por fibras simpáticas preganglionares, a 

diferencia de otras glándulas puramente endocrinas las cuales son inervadas por fibras 

posganglionares. Desde este punto de vista, la médula suprarrenal se puede considerar 

como un ganglio simpático. 
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Las células cromafines poseen todos los süstratos necesarios para la síntesis y 

liberación de catecolaminas, incluyendo DA, por lo cual estas células son candidatos 

calificados para el tratamiento quirúrgico de la EP. 

En un reporte de cocultivo celular, se ha observado que en la presencia de neuronas 

estriatales, la modulación morfológica y funcional hacia un tipo neural de las CC se 

incrementa y se establecen contactos sinapticos con las neuronas estriatales; el crecimiento 
' . . - '. " - ; ---.'·~· ' ,,.,. ·. - " 

neurític~f:e~?,:J!'.t~J~f~g~FI~~,}il~ \'rormación de contactos sinápticos es seleccionada 

espacialmente. Además, la liberación de DA se triplica igualando la concentración de 

noradrenalina (Zhang et. al, 2000). 

Transplantes en la EP 

Hace más de un siglo se empezaron a llevar a cabo transplantes con el propósito de 

estudiar el desarrollo, función y plastiddád del cerebro, y con la esperanza de reestablecer 

su función en aquellos>tejidos''e~~ej~~id~s d'con algún daño. Así, Thomson en 1890 y 

::E~tt~iif i¡iii!lll;(~i(i:a~:~:::::~·:;,::~::~~:~~::::: 
., viriieron,re'suit~,d~~ Íli.á's ~)~~t~dor~~~eij,1917, Dunn consiguió transplantar tejido de corteza 

~n~ad~1rh,~.W'~~~if'.~fu~ª~li~J(,~,'¡~i;1~So obserVó conexiones entre el transplante y el tejido 

Í1uésprid. Ei119,13,;'·Mii~'hy y Sturn propusieron que el cerebro es un sitio privilegiado al no 
,. . ·_,· •. r 

.encont~¡~ ~e;h·a~i;: ~~~: párte del cerebro huésped y Medawar (en 1948) postuló que el 

berebró es un s'itic:i i~uí10lógicamente privilegiado en este sentido (Bjorklund et. al, 1976) . . ·. '. ,, .. ---.. "' ·. 
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A pesar de los esfuerzos anteriores, no es sino hasta la década de los 70's cuando se 

logran con. éxito transplantes de tejido neuronal al cerebro de mamífero. Con la ayuda de 

nuevas técnicas histoquímicas y auto-radiográficas, se observa que el tejido del sistema 

ne~ioso central en desarrollo es capaz de sobrevivir, extender axones y establecer 

conexiones aferentes y eferentes en cerebros embrionarios y maduros, en áreas donde se 

había inducido experimentalmente una lesión (Lund et. al, 1976; Bjürklund et. al, 1984). 

Gracias a esto, se piensa en el transplante como posible alternativa para enfermedades 

neurodegenerativas. 

Para fines experimentales, en los primates y roedores, la pérdida específica de la vía 

nigroestriatal puede. inducirse con las neurotoxinas 6-hidroxidopamina (6-0HDA) y l­

metil-4-fenil-1; 2,':3; 67tetrahidropiridina (MPTP). Debido a que estas lesiones se pueden 
. " ''/e:',;,::.~~~~:·:,. ·:. • 

evidenci.ar ·por,,_u~:~·?füportamiento motor alterado y que se conocen con cierto detalle las 

relaciorÍ~~ °a~~iim~i~~cionales de los ganglios basales, el modelo animal de la EP ofrece 

graneles posibilidades .de experimentación y ha permitido obtener gran parte de nuestro 

conocimiento actual en el campo de los transplantes y de las neurociencias. 

Tra11sp/a11te ele S11sta11cia Nigra (SN)fetal e11 moclelo a11i111a/ 

El transplante ectópico de SN fetal sobrevive cuando es colocado cerca o en el 

estriado denervado y muestra integración y reconstrucción anatómica. La corteza inerva el 

tejido transplantado y éste a su vez a las neuronas espinosas típicas del estriado, 

específicamente en su región dorsomedial (Freed et. al, 1981 ). Estudios in vivo demuestran 

qu~ 1is Úlülas transplantadas tienen actividad espontánea, y en las zonas donde llegan sus 

axones, la síntesis y liberación de DA llegan a niveles cercanos a los normales (sin lesión). 
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Es más, se ha observado que más del 50% de las neuronas transplantadas responden a 

estimulación del estriado o de la corteza (Fisher et. al, 1991 ). La función también se 

rec~p~ra en gran medida: la conducta de giro disminuye e incluso llega a desaparecer 

,, :(Coyle et; al, 1976), así como la respuesta alterada a estímulos externos que el animal sufre 
. . . . ' . . 

, , ~I lesioriar la vía nigroestriatal. Esta recuperación anatómica y funcional persiste a largo 
:•, 

.. , , pl~zo,c alcanzando incluso hasta año y medio (Frced, 1983) y es altamente específica en dos 

. aspectos fundamentales: 1) otras regiones cerebrales no ofrecen tal mejoría y 2) la 

recuperación depende en gran medida de la interacción espedfica con las células del cuerpo 

estriado. No obstante, la integración de las células fetales 11? ,es c~mpleta: sus axones no se 
, ~' -.• ~ ., 

extienden a más de pocos milímetros (Doucet et. al, .1989), establecen conexiones 

anatómicas inusuales y funcionalmente persisten algunos movimientos incoordinados de las 

extremidades anteriores (Dunnett et. al, 1987). 

Aunque la habilidad de la SN embrionaria de establecer contactos sinápticos 

recíprocos con el tejido huésped es mayor durante el desarrollo fetal del animal que recibe 

el transplante y disminuye en tiempos postnatales, en el cerebro huésped adulto se pueden 

formar conexiones ·funcionales y, algo mu~)si~Hicativo clínicamente, esta capacidad es 

m~cho mayor\cúancfo el cerebro ha sido lesionado. Ésta y otras evidencias han sugerido que 
::1.:~:-· ~--..:·::~~·--~,--·-·":~ ,.,-.··. . ', .. 

·· >.·los rrie~a~isrnÓscle diferenciación e integración neuronal que se llevan a cabo durante el 
e "' • . •_, >cl;,,·f ,,. 

> de;arra'Ii¿':ptieclen ser reactivados por lesiones o procesos degenerativos (Sotelo et. al, 1991; 

Snyder ei: al, 1997). 
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Transplante de SN fetal en /rumanos 

Desde el primer transplante humano de SN fetal por Backlund y colegas en 1982 

(Backlund et. al, 1985), docenas de pacientes con EP se han sometido a tal intervención 

brindado información altamente valiosa. Los resultados muestran un incremento en la 

recaptura de.(18 F)-DOPA en la región del transplante (lo que demuestra su viabilidad), 

una mejoriamooerada'(Olanow et. al .• 1996) en los síntomas motores de la enfermedad 

juÜ•t?cft~)~~~;~sr~~~Í~~;,0j;&~;1:~ln3ción) de la. do'!' d~ L-DOPA. Con bo" en 
estudios postmorte , _ bs.erva'una:·aJta sobrev1venc1a de las celulas transplantadas con 

- · . ;-·:, . _. ?::-.·< :: .j.f~(l~i~f ,~~i'.~F~::~}~!~J;t~;~};;;;~/¿:;,~f \;/(: :: .{:?'. >:. :,~·::~ . ·. :'.":: ~-.- . :-
. una extensa i~ecyación:del estriádo_'.(Lang, 2000). Incluso hay un reporte de un paciente en 
. . :-. . . . .:· ;~:·: ... ·:~;~.~:":. ; .. :}~~;:-:~- ~-j~:r~:;_·;.f~~~tii~It:~~~;~-~~~~i~E~~r{t~~;;:~t~<.};1~~:~;_- ... , <-~-- .. -. _.~ · .·< _ · :> ~ . ~-- _ • • 

-el que laf1;1nc1on·del;t!illlSPJ¡¡ntc:; pers1s_t~ despu~s.·de dtez anos (Puccm1 et. al, 1999). 

••· t. '¡r ~Jt~f~íifl,~~~i~~,~~i~i~¡~f~~i . · 
Elbenefic10;,'del::transpfanfo;se·?halogrado,en''.pac1entes de hasta 60 años de edad, 

, --_· ,;,;_.:~~·:1;-;,~;:~}~;\f l<~1~~T~'.::\~~j:f EJ~~;~~;t~~~l':1}~~~,~1~t~:;!:fr~t:¿:~,~.fA~~;?- ~~:1%:·:;~f.~}~~'·\~,;-::.-;. ~:;_ -~ 
pero no. en mayores/,~EJ:;resúltadó~depende. ·en ;gnin'<'medida de una serie de factores que 

·. · . . ~ - (:;.~:: _-· · :~~:::;_-:.;,~ ~~~::~}~~:;:·?1~~~~:~-~~:3~/~~~}~)ifü»F~j~~~ ~~1t~-~:-~~Y*~;~~-;~:fI~~'.~~?.~f i:·:<s11l~~~f ~X~~:~:~;<~: tL~_:· . 
incluyen entre.,otros,'eLo:Hos~s1t19s:dorié:fe-;s.e:colqca'.eFtrarisplante, de la cantidad de tejido 
. - - .- .·::: .:<_>.·~_\.:.·~~::_:?.~. :-.~:~~:~-.::~~:>:~>~/t~1t~::~~i\f2;;~J;~g;,~:\;;:~~>Vf-~?:j!~:~~!?~)>.~:~~~t-~J~~t~/~:.'.;,7·· -.. : . . 

.. transplantado; la edad tarito~del'dorlante;como:dethúesped y del tiempo transcumdo desde 
:.: ·:· .. ,. __ : <},-__ : ·. · - : ~->·>. \/:< _ ~:·: ~:_ .. :'.-'._, _\:~fri .. ··;~·~,~r~~'.~~g/~/~f:tlt;~i~~~wi~- ~~:~-¿;~füi~~~?2;1: · .. _ · " · 

la obtención de fas células füfales'lfasta'sit _ 10.cación 'al cerebro huésped. 
. \>';:: ~]::r~~.~·- ::t:~'.{~:·::;:-"'·~·:; ;~-~J~?!~. ~. ~-~;.\~~<%:·.:> ··:·:. \\; ~-

.\. _ ,,; i;;1fa1r:~:;·::i _; , , " .. , 
A pesar del ~~Ít6~'íe1:rfrzy~-(d~t· fr~nsplante de células de SN embrionaria, su empleo 

.. -~·' ·., :·\;:·,·.:_·\~t~2.w~~·~/~}(~:#?'.:·_Y~}:;;_:~· :: .. :~: · 
trae pnncipalmente!{fre~Tcons'ecuericias negativas: I) la dificultad de su obtención (se 

, : --.. -º; ·. _ ; ... ;· _.-_:_: ;·-'~:~~~-: .-'._;r;·\Vl.:í~1~~1:'._faf~~~:;·~:;:.:,{L-~· 
. requieren;détseisfá•ocho:'.fétos para inervar favorablemente el estriado de un paciente), 2) 

. Rr3~1;;~~a~jj(~¡f~~~{«~~~·;?~;~r obtenidos a. partir de abortos, y 3) posibles rechazos 

il1rnú_t16jógic~~. 'Es p~~'esto que el empleo de esta técnica dejó de ser vista como alternativa 
;·:-;,·,,--· •"",, .... ¡. - .. 

•. . _ .. : par~?a.úti~rios síntomas de la enfermedad. 
.. . ;- -~~,' ·.· . 
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Transplante de Células Cromajines en modelo animal 

Por las desventajas del uso de SN fetal y porque al inicio de los estudios con 

transplante neuronal en animales se pensaba que únicamente bastaba incrementar las 

cantidades de DA en el estriado para revertir los efectos de las lesiones, se comenzó a 

investigar el uso de CC de la médula suprarrenal. Lo anterior se reforzó por el hecho de que 

la ,conc~ntración, de DA: c;:n la médula suprarrenal rebasa los niveles de cualquier parte del 
·.<'.:\::.' >.. :-.o.· 

cerebro (Moiiriof et.1 al; 1971 ) .. 
. -· -· '._: .· .. · -.,-··!:·:::::: :,~::~--_:::~~?\·'./0t.?··:iE;·,-{ 

':. :<;: .. (·.· .. ,.<::: ';·;._-, ~~::~ -
_<-; ,. '·<\:/ ;·;:~' > : ~,~. 

,:;;_ ;:'._/1~;':~.-;~/~{¡~~'.·:~_{+;~~fr:;1~~'.:~'. ·.~( __ .. _,'.' .:_. . -:" . ;: 
En Ios'primeros

1

'trjb'ajosclásicos, se transplantaron CCala cámara anterior del ojo, 

.ºb"7~~~~~,,~~i{i~~'~r:h~<a~'º"ª''"ª di~~~~~:) eo.n•ide.ablemente -eoineidiendo 
con expe~mentoS\in{l;itro-,(Unsicker et al, ·, 1Q81; 1~0lson, 1970) y, además del cambio 

::~:t1~,f ~j§f {~ff t~J~ A::::::.º::,~~.:=~·::j:::~n•::o:~~:::::.:,::: 
maximizaba cüandéúséJe añadía al medio NGFé(Unsicker et. al, 1978). Gracias a estas 

carait:r;~;i~~s~~i~~,J~~~~~~r~~ a transplantar cCd~ los modelos animales de Parkinson, con 

fa expe2taYit'ii"'d61;ªtg.~;¡~t~~asen al sistema nervioso central y funcionasen como bombas 
. .,· .- :r.2·: ::,:.:\:: ·;:\<·,· ~-:;:~-· ." 

. . ' 

Los resultados generales a partir de gran cantidad de experimentos se pueden 

resúmir de la siguiente manera: las ce de animales jóvenes transplantadas 

intraventricularmente muestran una notoria reducción (-40%) en la conducta de giro. Se 

encuentran altas concentraciones de DA dentro del transplante y en el estriado, que 

oisminuyen gradualmente en la periferia (Becker et. al, 1988) e incluso en algunos casos la 
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cantidad de DA es dos veces más que la del estriado no lesionado (Freed, 1983 ). Además, 

Ja inmunorreactividad a la tirosina hidroxilasa (enzima que convierte la L-DOPA a DA) se 

incrementa y la de Ja enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa -PMNT- (transforma la 

noradrenalina en adrenalina) disminuye (Hansen et. al, 1994), lo cual corrobora la 

diferenciación y plasticidad de las CC. En cuanto a la morfología, ésta muy variada, desde 

aquellas que poseen forma redondeada (típica de ce dentro de la médula suprarrenal) hasta 

algunas con forn1a alargada:)' procesos neuríticos . 

. · Si~ ;~~R~~ljW~f f to~ ~eJritfoo• que proyeotan •e enouentran prinoi~lmente 
dentro del 'propio';tejidÓ trimsplantado y raramente penetran al estriado. De igual manera, la 
. -:_\.~: .. ·.;})~~-/~:;~~·:.:-~ú·~:~:~;;J~¡-J:.> -·:, 
densidad de :q:;,.vivas después de un tiempo disminuye notoriamente, comparado con el 

· .. número t6f~{\&~i~J21~s transplantadas. El hecho de q~e no se formen conexiones sinápticas 
:' '•: . ·-, . {' ~ ;.:· '' :·f.:;i; ;_'.,~;:'•1.~;:.:c.'_··:·i\···. . ; .·,' 

entre JÜ~{cC,~;fy}~(estriado no es requisito para aminorar de manera importante las 
'i ~·-·rj :::~':~? ~~:-. ,'• 

disfuncio~~s :íñotoras: la: sola IiberaC:ión de DA bien puede tener un efecto satisfactorio. 

Esta p~siQÍIÍ~~dÍ~~ a~oya ~h;eLh~tho de :que las CC colocadas contralateralmente a la 

le•ión ijdJi~$•~1~n~~~1~.~~'.~~'t~~ÍÚ,'.colln, 1989). 

··«~:·.:··. ~ '':- ., '.:··;·--, . ~--'.j-:::·.<--

No o~ha~l~. ~i~Ú,~o~·investigadores han sugerido que la mejoría motora observada 

a. pe~ar de I~ baj~ :ta~a ele células viables podría deberse a que el transplante induce la 

síntesis defa¿t~res neúrotróficos y/o neuroprotectores que promuevan la regeneración de 

células dopaminérgicas propias del huésped (Becker et. al, 1990). Sin embargo la mejoría 

no es la misma cuando en lugar de CC se transplanta algún otro tejido, lo cual puede sugerir 

que todos estos factores intervienen activamente. 
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z;J,\Ít'/l/11tf dc• /t1 /.-/J(Jf'..f e'// cdU/tJS t /'U//lti(illt'\ 

Tra11spla11te de Células Cromafines en humanos 

El primer intento con CC para el tratamiento de la EP fue un autotransplante de 

médula suprarrenal colocado dentro del parénquima del núcleo caudado llevado a cabo con 

dos pacientes en Suecia en 1985 (Backlund et. al, 1985). Se obtuvieron resultados positivos 

sólo durante pocos días después de la operación. Consecuentemente, otros dos pacientes 

fueronope_.::~~R~· pero esta vez, el tejido suprarrenal fue colocado dentro del parénquima del 
- >'. ·"1:)-".:-:'.,':<: _-;,,::~J'·:· . 

putamen,'Eos resultados satisfactorios duraron sólo dos meses (Backlund et. al, 1985). Sin 
. ,. :·· /:·~\ ~:\·_ ·-·: -

· embargo; éi -~studio que creó mayor interés fue el de Madraza et. al, quienes reportaron 

evidente progreso en dos pacientes con autotransplante de 6 - 7 pequeños fragmentos de 

médula suprarrenal en una cavidad del núcleo caudado en contacto con el liquido 

cefalorraquídeo del ventrículo lateral (Madraza et. al, 1987). Al cabo de unos años, más de 

cuarenta pacientes fueron tratados de manera similar por el mismo grupo. El 60% mostró 

respuesta satisfactoria, 20%_ i:iejoría moderada y en el restante 20% la respuesta fue nula. El 

mejoramiento se ~l:>s~R.ó)riri'cipalmente sobre la rigidez, bradicinesia e inestabilidad de la 
~:~; '' 

postura. Ad~d-uis~··Die~ireCjuirió menos de la mitad de la dosis 
;. -~ ... _.z·. -- .. :.·<- ~-;~~'.'.:-·-:}~i;:~~ffr~:~::'.·):/--:·:.~>- -· --. 
· administrada antes'de ser operados (Madraza et. al, 1990). 

:· .. · -·._: ::·>, .. ,.·.·: ·~· ... /'"'~.--:o';-,'· . .' 

• ' J ~\- ·:·-)~~ 

diaria de L-DOP A que la 

>',~: ·>\<;.;:::~:.::"·" 

·.A k~Hi~:'c!~!~,~~t~s estudios, cientos de pacientes alrededor del mundo recibieron 

autotranspla_nt~~'d'e·;;üédula suprarrenal de la misma manera y los resultados crearon gran 
:,. ";. :-~·;:;•_-~ . .,:.·-.-::·:::<'.C=··· ... ,.)o • 

controver~:¡~.gg~:';·ios .publicados anteriormente. En general, el transplante no produjo 
' :,_ '·:'¡y•' :,., 

'.;·,···. 
··¡· 

mejoría~alg~ha en la mayoría de ellos (60%) y únicamente algunos individuos, los más 
: , .·:·· :" 

· jóvenes que todavía respondían a la terapia farmacológica, tuvieron una ligera 

recuperación, pero en ningún caso se observaron resultados similares a los de Madraza et.. 

al. (1990). En las autopsias de algunos de estos sujetos, se evidenció muy baja sobrevida de 
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las células transplantadas (Jankovic et. al, 1989), aunque es de notar que la mayoría de estas 

autopsias fueron de pacientes sin respuesta por el transplante. Sin embargo, un estudio 

demostró después de algunos meses de la cirugía alta viabilidad de CC y la concentración 

de receptores dopaminérgicos estriatales ipsilateralmente al transplante fue menor que en el 

estriado contralateral, lo que sugiere que las células transplantadas indujeron una 

disminución en la sobrerregulación de los receptores dopaminérgicos, consecuencia del 

incremento en la concentración de DA (Hurtig et. al, 1989). 

Toxicidad de la L-DOPA 

Existen dos mecanismos principales porlos cuales la L-DOPA puede llegar a ser 

tóxica (fig. 2). El primero radica en que á)ravés de. su aútboxidación se forman quinonas, 
, - . ·.. . "'. ~· ;. ····.. . ... '. ;,. 

La muerte celular p9r toxi,cidadpuede ser de dos tipos: hecrótica o apoptótica (fig. 

3 ). Latoxicid~d de Ía L~p-Of>A f~z;~it~·o 1{a sido demostrada en gran cantidad de estudios en 
.:• .; ·:.'.; ·: "" / <'-":",.::.:-" ~":·:;. 
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Las vlas oiudalivas de las calecolaminas. 1 11ros1na: 2 dopa: 3 dopam1na, 4 noradrenallna, 5 adrenallna, 6. dopaquinona (radical libre, 
RLJ; 7. leukodopacromo; 8 dopacromo, 9 lopa, 10. O·qu1nona (RL), 11 p.qu1nona (Rl), 12. dopamma . o.qu1nona (Rl); 13. 
leucoaminocromo; 14. aminocromo (RL), 15 S·hidroxidopamina; 18 .. o.quinona - 6 • h1droxidopamina (Rl); 17. p-quinona - 6 -
hidroxidopamlna (RLJ; 18 o·quinona - noradre.nalin•. (Rl); 19. leuconoradrenocromo; 20 noradrenocromo; 21 o.qulnona - adranalina (RL); 22. 
leucoadrenocromo ; 23 adrenocromo ; 24 d1h1droxi·1ndol • 25. indol·quinona (Rl) (Graham el al , 1978) • 

B) 

i) L-DOPA 
dcscarbox ilasa 

MAO .. 
HO' +OH-+ Fe.,.3 

Fig 2. Formación de radicales libres producidos por la L-DOPA. A) por la autooxidación de 
las catecolaminas se forman quinonas, semiquinonas y 0 2• .y HO". B) Por la degradación enzimática 
de la DAtambién se pueden producir radicales libres a travésde la reacción de Fenton (iii). 

A pesar de que está bien comprobado que la levodopa induce apoptosis y necrosis a 

muy altas concentraciones (Lai et. al, 1997; Spencer et. al, 1994; Walkinshaw et. al 1995), 

existe controversia sobre si el fármaco puede acelerar la degeneración neuronal en los 

pacientes bajo su tratamiento. Diversos investigadores afirman que no existen evidencias 
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convincentes que demuestren in vivo que el tratamiento con L-DOPA acelere el daño en la 

SN, sea en animales o en humanos (Melaned et. al 1998). Sin embargo, se ha observado 

que la administración de L-DOPA a ratones sanos provoca un aumento en los niveles de 

glutatión oxidado (GSSG), lo que demuestra in vivo un estado de estrés oxidativo, así como 

también la disminución de la actividad del complejo 1 mitocondrial y una degeneración de 

tem1inales dopaminérgicas (Jenner, 1998). 

HICIOlll .vol'TOSIS 

EllhlUol Hlp0xto. roxnos FISdOglCO V palo-
16gico 

HlltOioglo HlnchazOn celulot Células oislodos 
Necrosis POI COO· CondenSOCoón de 

guloclón lo cromollnO 
floll.<O de los Cue<p05 opoplO. 

orgónulos llcos 

MecorGmol de AJ azor. deple- lnlemucleosOmol 
descomposl- clón dlf\Jso de Acllvoclón gen6-
clón delADN ATP !leo 

Le~óndelo Endonucieo50 
membrana 
L~ POI radico· 

les Ubres 

Reocclón ttsulor Inflamación No lnllomoclón 
Fogocttosls de 

cuerpes opop-
lóllcos 

Nf;CHOSIS Af..JOPfOSl5 

Fig. 3. Características y diferencias entre la muerte celular por necrosis y por apoptosis. 

Radicales Libres v Sistemas Antioxidantes 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Un compuesto estable, como la mayoría de las moléculas biológicas, posee 

electrones con spines apareados, es decir, en direcciones opuestas. Sin embargo, los 

radicales libres son especies químicas que contienen uno o más electrones desapareados en 

sus órbitas externas. Debido a la tendencia natural al apareamiento electrónico, la presencia 

de uno o más de estos electrones desapareados induce a un radical a reaccionar rápida y 

desordenadamente con otra molécula al donar o tomar un electrón. Por lo tanto, un radical 

es una molécula altamente reactiva y de vida media muy corta, lo cual puede llevar a un 
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/(1.rií'idcul de la 1.-/JOl'.·I <'ti ('t;l11/a.~ .. c1;~nnu/]11es 

proceso de reacción en cadena (un radical genera otro y:'ásí sucesivamente). Los radicales 

libres son producidos en la célula constantemente bajo. condiciones normales como 

consecuencia del metabolismo aeróbico (Curtin et. al, 2002). Sin embargo, en ciertas 

condiciones, la formación de radicales libres puede llevar a un estado de estrés oxidativo, es 

decir, a un desequilibrio entre moléculas oxidantes y sistemas antioxidantes, donde la 

producción de.los primeros rebasa las capacidades de los segundos (Picardo, 1997). 

Las ~species reactivas de oxígeno que más frecuentemente se producen en la célula 

son los radicalgs',62-c,<tto· y óxido nítrico (NO'). Otras moléculas, como el peróxido de 
::..:::;"' ,,_·.·· :l,·'.' 

hidrógeno (HíÓ~n\,:~C~~roxinitrato (ONOO') no son radicales libres pero pueden llevar a 

la genera~i§nf~'.6;'~,~t~~\l~~.~~ecÍiÓ .de reacciones químicas (Ciccone et. al, 1998). En los 

>sistemas b·i~I6ifc'6~§~,;~s r~~icales libres reaccionan con diferentes componentes celulares y 
-- -o, -·.:_.,~.<~~:J>.~_.-_l;':-.':- -· .. ::· . .. -

extracel ulares;;'C:olrio son lípidos insaturados, proteínas, ácidos nucleicos, azúcares y 

diversos m'etabolitos intermedios. Las consecuencias de estas reacciones pueden llevar a la 

citotoxiddacl y dar como resultado mutaciones, aberraciones cromosómicas, 

C:a"rcinC>génesis, degeneración y muerte celular tanto necrótica como apoptótica (Cadet et. 
-·--, ·'·· -... ; 

al •. 199s), Incluso, se ha implicado aÍ estrés oxidativo en la patogénesis de diversas 

:nre~iaadés .neurodegenerativas, tales . cÓn10 ~la: .. enfem1edad de Huntington, esclerosis 

an1iotróf1ca laterál, enfermedad de Alzheimer, degeneración de retina y por supuesto, la EP 

(Cuhi~ ~t. al,· 2002). 

Las células tienen sistemas biológicos coordinados para protegerse del potencial 

daño celular causado por la producción constante de radicales libres, con base en enzimas 
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(sistema primario) y en moléculas antioxidantes tanto de origen endógeno como exógeno 

(sistema secundario) (Picardo et al, 1997). 

El sistema primario previene el daño oxidativo al metabolizar directamente las 

especies reactivas. La superóxido dismutasa (SOD) cataliza la dismutación del 02' para 

formar oxígeno.y pe~óxid() de hidrógeno (202-_. 02 + H202) y representa la primera línea 
··,-~ -~' 

de defens~ contr~.;j~'.· fü~'iddad del oxígeno. Puesto que la SOD produce H202, 
. _ ·:: ,:- .. _ :-_;: ... ,:.~;_:;~.:~-~~~<:it{;$~h~~~~r:!J·)~:~i~~~-~t1~~~~~Ji_j~:;:·.~J~~v-:-_,..;:. · --- .. . . ~ 
potenc1almente¡:tox1co;·f·traba.ia· en:·coordmac1on con otras dos enzimas, la catalasa y la 

' '1 ' ·' ·";\:~ ·::~~-:~·,{:;~~~-~,~~- ~~~-~,>~(~:·;~jt;~~~'c'i?:·'~' >~ " 
glutatión peroxida.sa,(GSffp'~);, que -catalizan la oxidación de glutatión reducido (GSH) a 
· :.: - ; :· -~ ·)~~--~ r~ :~-~ --.. ·;¡;~; x<_·:~~~/[f ~~t;JZ]~.::~~J~~;X f.\tE)~.;\~¡t~, ::f~;:~;;h<~(:·~.:: ... --- . 
glutatlon oxidado conv1rt1endo'elH20ien H20 (Picardo et al, 1997). 

· · . '··~::·::1§~::~~rª~~e i;,::~~:~6r:t ;:_\ · · 
·······.·.·~ ... :; ;: :;~~~; t~}\:i~i,~5~% ; (;.~ > •. . 

Elsistemá :secundanófacti.ía transformando el radical libre en una molécula menos 
· ; /. ___ :·_'.:.~-~;_;~,_, :;:\~~~~tr:::~ut~)i¡~}F~~>J~\~:>~~t~~~- ·· __ :-::. :;,~,. ~, ·: ·· :~ 

reactiva;. géneralrriérúe:;irlterrumpiendo las reacciones en cadena de los radicales libres a 
,, . . ·:~~~~-~ .. , )tN:~:}~·~t~X:~::~!~W~~?0!t,,::gf t~~~~}~}>..·.,.::,.:.: 
través de rrii::iléculas~con«:apacidad de donar un hidrógeno. Una de estas moléculas es el a-
. " ·:~-. .. :·.~:- -~:~~~.-:~·~~~-~-~::·):'.{~:~:~~~~?~~:~:~ff:Y~:Ytt~/-.-_:::\:_:,. -__ -. 

tocoferol (vitamina.'iE);i.éHCifal ·· puéde eliminar del ambiente al 0 2- y al Ho·. El ácido 
: ~. --~:~::: :~_;·\::· -:~~ii~~{!}~+/~·~~:}-~~~::~~~~\~~~!gi~~f~\~:~~; ~(:;i<·.~:_:_~-:-'.·-··_: --~·;;~ ::·_ -

ascórbico füt'dernosfrn,dofuna1;buena cap'acidad antioxidante; en modelos de isquemia e 

..• hipogl.~:,e,~i~,.:~¡"~~t;~:~~i~tfi~~;~¡:~i~Ki~{kronunciadamente la muerte celular. 

'' _:(~_::·. ~~~~:~:-~~;:_:f;_';;;~ ~.:-.:: .­
.. ;1~- - '{f;:<,_J_~;_;::,.:"_";;·,:-:.;; 

.. • I·,~ ::'~. '.: :.'.< . >'~t.;.¡,-·.,..,, .. 

P()r otr~}P'.ª:~i@?.s·;'fylerenos (C6o, 70, 80, 90 ... 200) o nanoesferas puras de carbón han 

atraído . fue'je!fr~ht~·Jl~;at~~ción desde su descubrimiento en 1985 por sus propiedades 
_:·.··;",·-

biológicas. Lcis ·~arboxifulerenos, C60, scín las moléculas más pequeñas de esta clase con un 

diám.etro .de 7A con alta capacidad como atrapadores de radicales libres. Se ha reportado 

que una sola esfera de C60 es capaz de unirse con 34 radicales metilo (Krusic et. al, 1991). 

También, actúan como potentes atrapadores de radicales HO· (se requieren concentraciones 
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de c¿0 1º"100 veces menores que otros antioxidantes) y de 0 2-. Radicales de oxígeno y 

óxido nítrico se producen durante el proceso de excitotoxicidad por sobreestimulación de 

receptores glutamatérgicos (Garthwaite et. al, 1988; Dugan, 1995). En cultivo de neuronas 
.. · :.' .. ... ·.· 

cc:il1i.cales~ -~1 C60 reduce en gran parte la muerte neuronal por excitotoxicidad (tanto por 
::-: ·. 

receptores NMDA .como AMPA). Además, en estos mismos cultivos, es posible inducir 
-~~~~~· ~¡~~/~:_'.__,_:~;,·~ - --~·· 

.· uni·iit~brte:t~lu!a'/apoptóÚC:~.P~r; rhed.iÓ '.d~LreÚro'desuero o por la exposición al péptido 

t.:'.~~~~,~~IIlil;lif~líJk,::~:::::~:n::"l:c::c:~::d;: 
, ,_:;> ·>.;<··.. ··~·:.';·~· .. . - . :.>-:··:-r:,.~ .. 

radicit"l~s. lillres y; como consecUenCia; el número de células apoptóticas. Incluso, en un 

mod,~Í~ ~e e:clerosis lateral amiotrófica, la infusión intraperitoneal continua de C6o retarda 

tanto el comienzo de los síntomas como finalmente la muerte del animal (Dugan et. al, 

1997). 

En un modelo de isquemia-reperfusión a través de la inducción de un infarto focal 

transitorio de la corteza cerebral (en ratas), se producen concentraciones de radicales libres 

muy por encima de lo normal, por medio de diversos mecanismos, tales como por el 

metabolismo de los á9idos griísos libres por la vía de la ciclooxigenasa y por metabolismo 
: . . ' . ; .• !"·; ' ::.~;--;:-_·,:~~-~ 

.. dé.núcieóÚC!os'd~ 'ade'riiria~i>ci'l-ía;víaae'lri xantina oxidasa (Chan, 2001 ). Se ha demostrado 
.- . -:· _· ;·~:_· -~-: _-__ ,':·.·>.~::'.:,\::/\:~~<~-~ki'_: .. :~>:;:~:~it~::·:·~~---:::' - ;·'···. 
en· modklos: exp~riii'.i~~t~'¡¿~¡;~~e Ía infusión intraventricular de C60 disminuye el daño 

_ . :_ .. __ ;~ -.. :.J.~.~;·::·,-):::>:;:L~~{{' ... :'.~~~~i/:;:~~~/-~?i~;·:\~.~·:::·~~:-/ ~·.: ._ . 
neuronalpórel;inf,ar10,:y previene tanto la peroxidación de lípidos como la disminución en 

. ,'·:,.·>!{~~; X-·,X.':1/i.::{~-·:.:.:·'·. ···.:· 

!lJ:> concentraCio°ri' é:Íe{GSH inducidos por la isquemia y reperfusión. Estos resultados 
. '. ',_ .<'<·/'.. -'.,.":'.<,·{t-: ...... _ -· . 

·. ri-iuestran que l~s''"c~rboxifulerenos administrados de esta manera poseen propiedades 

antioxidantes (Lin, 2002). En cultivo de ce, Sf'. ha observado que el C6o no modifica la 
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viabilidad celular a concentraciones semejantes a las empleadas en este trabajo ( 100 µM) 

(Zhang et. al, 1998). 

Aunque el mecanismo de acción no se conoce por completo, se sugiere que por sus 

características químicas tanto hidrofóbicas como hidrofilicas, las moléculas de C60 se 
·--~:· • -•• ~:c;-">;·--

i ntercalan entre los lípidos de 'lamembr:na'celuÍar:y re~ccionan con los radicales libres 

formados por el estíniulo,. t~:;j'~·i~~\~~!§~;'~~Jj'.b:Di:~~~i~~d~'.Ias. reacciones en cadena de 
•• -e -~~·~,:/;i;~',~!:~;N.,:~;~:~ :~~'. :· __ ,~··~-.:i~~:->:< '." '.:::' :: :·. , , : __ . .'·. _, 'r _ ;- '_ • 

radicales libres, que dé otra márierá llevánán.á la peroxidación lipídica y consecuentemente 
;·_::~,_\·=-~:::-~}\//".:::·,i>·>·;·'::·;· ->- "-: :. .;\-.. 

a la muerte de la céluli cbü'g~h;.1997); 
-, - .- 1<:' ·• .. :· 

TESIS CON 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

La realización de transplantes de CC de médula suprarrenal como terapia para la EP 

ha sido un punto de discusión desde hace tiempo debido a los resultados clínicos 

controvertidos y contradictorios que reportan distintos grupos de investigadores en todo el 

,con antei:ioridad, se ha observado por estudios 

inmunocitoquímicos, neuroquímicos y untraestructurales que las ce en cultivo con 
, .- ·1: 

: . . . 

neuron~~ estri~tales pueden establecer conexiones sinápticas y liberar grandes cantidades de 
> • -., 

DA. p()~ otro lado, en modelo animal, existe un aumento en la concentración de DA en el 

sitio. del transplante y la periferia cercana, además de que la conducta de giro disminuye 

·significativamente. 

Puesto que en los protocolos clínicos en estos pacientes se continúa la 

administraci.ón de.L-l)()PA '.1 diferentes dosis después del transplante, es de importancia 

.conocer el efecto dircicto dé la L~DdPA/s~bre-las ce tanto ill vitro como in vivo, aplicando 

un protocolo simil~r al cÚ~ico 

TESIS GON 
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HIPÓTESIS 

1) La administración del fármaco L-DOPA a concentraciones clínicas posee efectos 

tóxicos sobre las células cromafines de la médula suprarrenal tanto en cultivo como 

transplantadas al cerebro en un modelo animal de EP. 

2) La aplicación conjunta de los agentes antioxidantes C60 o ácido ascórbico disminuye 

el daño causado por la L-DOPA en las células cromafines tanto en cultivo como 

transplantadas al cerebro en un modelo animal de EP. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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08.JETIVOS 

l. Detenninar los efectos de la L-DOPA sobre las CC en cultivo. 

1.1 Estudiar los efectos de diferentas concentraciones de L-DOPA sobre la 

densidad de ce. 

1.2 Analizar los mecanismos de muerte celular por la exposición a L-DOP A. 

1.3 Determinar el tiempo de mayor toxicidad de la L-DOPA en la apoptosis. 

2. Exa.minar si los antioxidantes previenen la toxicidad de la L-DOPA in vitro. 

2.1 Determinar el efecto antioxidante del C60 sobre la toxicidad de L-DOP A 

a concentraciones clínicas 

2.2 Analizar el efecto del AA sobre la toxicidad de L-DOPA a dosis clínicas 

y compararlo con el del c60· 

3. Investigar el efecto de la L-DOPA a dosis clínicas sobre las CC 

transplantadas al cerebro de ratas con lesión unilateral de la vía 

nigroestriatal. 

4. Indagar el efecto antioxidante del ácido ascórbico sobre la toxicidad 

inducida por L-DOPA sobre las CC transplantadas al cerebro de ratas con 

lesión unilateral de la vía nigroestriatal. 
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MÉTODO 

Experimentos in vitro 

Cultivo Celular 

Se emplearon células cromatines de ratas 3 días de edad de la cepa Wistar del 

bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Cada animal fue decapitado rápidamente y se 

extrajeron ambas glándulas suprarrenales en condiciones estériles. Bajo un microscopio de 

disección, cada médula suprarrenal fue separada de la corteza y para disociar por el método 

de h1, colagenasa se suspendieron en una solución Spinner sin calcio suplementada con 

, alblÍmina bovina (1 mi/mi), desoxirribonucleasa 1 ( 15 µg/ml) y colagenasa tipo I (2mg/ml) 

·(W.~rthÍngton CLSI). Las glándulas se disociaron mecánicamente pasándolas por una 

pip~ta Pasteürsili.c~niz~~~ y alisada con fuego. Posteriormente, la suspensión celular fue 

. <· .: ··.·. ·'"·· n:J' .. '<;~,·:;.. · .. · 
incubadaclurante;~edia·n~raenun baño a 37ºC y centrifugada a 800 rpm por 10 min. El 

. ::~::~~Yl!lf lit~.·:.:º'.:~.:: d'.:º'::.:º~::::'::·:::,:: :~,:,~~ :::: 
(Gibco)contieriierido:su.erofetal bovino (10% v/v) (Gibco), insulina (4.5µg/ml), penicilina 

'.~::.~YÍ~§~~ii~i'Í{~ti~º;.::~il~d:;f::~::d: ,::2

:n µ:.m~::::t~0~:·: 
técnica de:exclllsión/c()Ü\azhla.e tripano al 0.4%. Finalmente, las células se sembraron a 

. una•d~~lid,:d:·~r:~·i_g¿:c:l
2

1~i':s;~Ien placas de cultivo de 4 pozos (250 µI de medio/pozo) 
', '>-~;.,{ -~ . :.'(:.-_· ·: -·~ 

(Nunc) sC>brecúb;eobjefos de plástico tratados ( 13 mm de diámetro, Nunc). Los cultivos se 

mantuvieron erÍ una incubadora húmeda a 37ºC y una atmósfera con 5% de C02• El medio 

de cultivo fue cambiado cada 72 hrs. 
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Aplicación de L-DOPA y Antioxidantes 

En ensayos iniciales, para estudiar la viabilidad cel~,i~r se emplearon dosis de L-
: ···:·'. 

DOPA delOO µM, 200 µM y 300 µM por 24 hrs. E~to.~~dcibló a que en algunos reportes 

(Mena et. al, 1993) estas eran las dosis dé L-ÓÓP~~~Ge,caúsaban toxicidad en cultivos 
• • ··!.' '' _-,. :-. '"~:;";'{ ',': 

neuronales, de modo que se pens? s¡-,e~to2il\i~•*·J~~e;f~pHcaba para las CC. De manera 

al, 2000), se modificó la 

debió a que las 

concentrácioi{~s~de}l~vodOp'!\ r~p(jrtii~~sf;:ehJlí,eíyidglce.falorráquídeo de pacientes con EP 
·e - · .-:'.:~ .~.--'.:. -~:/'.::t~ ;~6~;i: ~;::~~~~;;:~-/.:~~;<;- . ~~~~;t::':~~t1:~<~:;:i}~:.-:{~~:{i~:~t:.~J~~<~~~-P~~t#L~::r~~~~::,~~1~?r~:~51/~. · 

.bajo tratamie.nto _dé> _ nna:c'o yan'de25jt~'á~)OQ:~t~:CWalkinshaw et. al, 1995) y a que en 
·. ·· '. · > > "3'::i_·k;:t~i!i1If::._~~~;;;~~:%;,¡~~~;f.~~(.3~'l;{!I1.~~\':;:;n{~i~N:~¡¡;:1{lf:riait;t< . · · -· 
·nuestros priméros• experime'ntos:•·lá;.dosis;;mas\biijá'·'probada ( 100 µM) producía un efecto 

· .-__ : .::"·;~~ --~_:_ :::(:··.,.;:~::;~~:ltf ~_ .. '.·t~~·-.:~~i!}<~<~:~:};?i1}:Si1.{::,:J~l~~·:~:;;~~::·:~~~:~J§:~;;i:~;t~~~:f \.~¡{tr;~~.;~~t~ff~:~tT~:'~: ·.·.·; . 
máximo 'similar,_\al .:dé dosis~írias'.::efovadas:iEsto~isugeríaAue dosis menores podían seguir 

deg<n~~~~f ~~~~~~~~,~~~~~~~!~l~Jt;;If~~ 10 cual « eHgió continu~ lo' 
experiinentos:con'\lrii:ci:íhcerifracióii 'de·,so µM;aeJ..:~DOP A: De igual manera sucedió con 

el tie~~t;it~~l~i{t!l'ii~l1~1\íJlt~l~4f n ."""'ro' primern' '"ultodo' " 
observó qüe a:las~4:hi's'.é:ori;L~DO~Ase alcaniabaeliriüíXimo nivel en el número de células 
- ,• ·._. .. · .. ) ?~· :· .. ;.:>ú~jr;,~1:ni'M~i:\t1.~;~;;c;~},; :;1~N::~~~J;ü~1~f'~*r;~ii:.~j ;~,:, ( . 
apoptóticas;:,Las'corj,ce,11tracio~és.(de·~¿A,~il J~iM,)}y;.Ctfo•.(100 ~LM) empleadas en este 

: ·· · : .. : _ ·_ ··.~·.;'.~~~:~::· .. <·?~t.:;/~~r§ .. ::·!·~~;~~~::··~:I'.;f'.~~~;~:{.:~~t:·:~~)tJ~:;:.Sf~~\.~,::)~~:~j~:~tf~~ \.~~~'.-\~~;~:f !J;~::~~{~t~~~· ·,·,.:~~· ··· 
trabajo se·éligieron:ctéoido"a"qüe sónHas'~concentí'íiciónes reportadas con mayor beneficio o 

· .. ~ . · ._: · ::\~:{,:~: ~:·;~:;~\:;:.1~~:i::Jt vc.~~~ti~;~~~·~1~~~~út~~I~f iJJ~Yj~~~f :~~t~r~tf ~t}~~~~t~an'..~~f.~.~~~~;~\:·;:~::.· .·:.'.,. 
recuperación como. ágel}tes antioxidantes en cúltivo':y cjué no poseen efectos tóxicos (Pardo 

. -. -¡_·: .; ~ ... ~;;~ .. ~~ ·:i·~~{·~~;::~~{tJ~t!~i~.~;~::~t?~~¡~~.~pt,g;~!;::~:t-~:.~~j~>J~t~~{~~R~\\~;:~:~~ ~~.-:" 
et. al, 1993; Kalir et>á1;-q 991;',Dúgan:et'al;J9Q6;,zhang et. al, 1998). El protocolo a partir 

· , ·- · -, . ~. · -· ~:: '. .,, ~·:·:'': · ~· ,:," .:.~ :::.-;:·-.:'·- ~-?· .~ ~:' :· .... ·~ ·:_ s-::·~·.:._~-· :i-·~:¡_-; /it:~-->-:·::,-,: ,- :·: 

de entonces füe ~l-sigí.1ierit6'?1~~· cJÜivds de céluias cromafines se dividieron en dos grupos: 
,•;·' . . . - ' ' 
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control (sin L-DOPA) y con L-DOPA 50 µM. Cada uno a su vez fue dividido en tres 

sub grupos: sin antioxidantes, con AA 200 µM y C6o 100 µM. 

1 CONTROL 1 

/ + 

Células Cromafines 
1 O días de cullivo 

~ 
1 L-DOPA SOµM 

SIN ANTIOXIDANTE ...... _A_,\_2_ºº_µ1\_I_ , c .. roo µM SIN ANTIOXIDANTE 'I AA 200 µM 

Ensayo de viabilidad celular por MTT 

11 C 60 100 µM 

Se estimó la viabilidad celular por las reducción de la sal de tetrazolio MTT a azul 

formazán (Slater et. al, 1963). Para ello, las células se sembraron en placas de 96 pozos con 

100 µI de DMEM por pozo. Después de 24 hrs de exposición a concentraciones de L-

DOPA de 100 µM, 200, µM y 300 µM, se agregaron l O µI de solución stock de MTT 

. (5mg/m,I en PBS)/pozo en el que las células se incubaron a 37ºC por 3 hrs. Al término, se 
" ~ -.. '.. ,. , 

.~l,~J~~;~>Ja. solución con una pipeta Pasteur y se añadieron HCI 0.04 M diluido en 
-. . _-,· .. ~. ·.. ' 

isopr~p~~~I para solubilizar efcazul formazán. Para terminar, se midió la densidad óptica de 

cada pozo en un lector de ELISA a una longitud de onda de 570-630 nm. 

Detección de Apoptosis 

Se caracterizó el proceso de muerte celular apoptótica por la técnica de TUNEL (por 

sus siglas en inglés: Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) - mediated dUTP nick 
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end-labeling (Promega Corporation). Después de la exposición a las diferentes drogas, los 

cultivos se fijaron con parafonnaldehído al 4% (Merk) en 0.1 M de buffer de fosfatos (PBS, 

pH 7.4) a temperatura ambiente por 20 min. Después de dos lavados con TBS (buffer salino 

tris), los cultivos se incubaron con proteinasa K (2mg/ml, dilución 1: 1000) en TBS 1 O mM 

(pH 8) durante 5 min a temperatura ambiente y luego tres lavados con TBS por 5 min cada 

uno. Posteriormente se incubaron con H202 al 3% por 1 O min y se lavaron nuevamente con 

TBS. Los cultivos se preincubaron con. buffer de equilibrio TdT por media hora a 

temperatura ambiente y a continuación se incubaron con una mezcla que contiene a la 

enzima TdT (3 µI) más los desoxinucleótidos biotinilados en buffer TdT (57µ1) por 90 min 

a 37ºC. Lá reacción)s~~detuvo con un lavado cqn TBS y otro con EDTA 0.5 M (pH 8) a 

temperatura i:übt~~l~~;~g~ ~/ll1in. ~·esto siguió un lavado con buffer bloqueador (BSA al 
· .. ·: .'.~ <;~'· :.:~{~;;~~·.:~~~I~~\. ~'.::\.~ ~:::~~: /-- ~.:: 

4% en PB.S) por;·JO)nin a temperatura ambiente y una incubación en una cámara húmeda 
·:·-;º·· : ·~~;(;~: .. \1. A .. 

con el corijüg~do,.;estf~ptavidina-peroxidasa a 37ºC. Después de una hora, los cultivos se 
·,.~;-;~:..-,;:· 

lavaron eón P~S.i~c;: revelaron con diaminobencidina ~DAB- (5 µg of 3-3 diaminobencidina 

·.-Sigma~ eJ~io~~l~de buffer Tris-HCI 0.5 M pH r%·'~%~ c'ontiene O.O l % H20 2) por 5 min a 
. -·-··· .· .. ,. · ... ,. ' .. . . .'-.· .. 

··-. -· . 

. temperatura ambiente. Finalmente las células fueron contrateñidas con verde de metilo y 

montadas con resina sintética sobre portaobjetos de vidrio. 

Detección Inmunocitoquímica de células TU-positivas 

Los cultivos expuestos a los diversos tratamientos fueron lavados con PBS y fijados 

con parafonnaldehído al 4% en PB O. 1 M y después fueron lavados nuevamente con PBS 

tres veces. Los cultivos se incubaron con suero normal de cabra (NGS) al 20% (Zymed) 

más Tritón X-100 (0.1 %) en PBS. Posteriormente, se incubaron por 24 hrs con anticuerpo 
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primario de conejo anti-TH a una dilución de 1 :2000 (Chemicon) en PBST (PBS más 0.1 % 

de Tritori X-100) más NGS l %. Al ténnino de la incubación, las células se lavaron con 

PBST, se incubaron con el anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo lgG (ICN 

Bioéhemical) por 1 h a 37 ºC y se lavaron con PBS. Se incubaron con el conjugado 
- ·- ., 

estr¿ptdy,ldi~a-peroxidasa ((ICN Biochemical) por una hora y finalmente la reacción se 
.. 

re\1e16' irtcub'andolas muestra~ por 10 min con la siguiente solución de 3-amino-etil 
~~.. . -' ·, . . . . -

·,·.·.cubiertos con gé!alina de· glicerina. De esta manera, el citoplasma de las células TH-
c:: < ,_ 

positivas se observó de color rojo. 

Doble Marcaje: Detección Simultánea de Apoptosis y de células TU-positivas 

Después de los diversos tratamientos experimentales, algunos cultivos de CC se 

trataron para la detección simultánea de apoptosis y de inmunorreactividad a TH. Primero, 

los cultivos se procesaron con la técnica de TUNEL como previamente se indicó, excepto 

que las células Í1() fu~ro11 contrateñidas ni montadas, sino que permanecieron en los 

cubreobjetos dentro .:d~\"16srPMos. D~bido a que se empleo como cromógeno DAB, los 
i - ~. ·; - ·> .'·; ··~·- ,. ,..i . .'. '">:~!·:: ~~~> ,·.¡l~';f(;-~ 

núcleos ápoptóticos i~~Tyi~~iiIÍzarón de color café oscuro. Al término de la reacción de 

TUNEL, se realizar6l1 tres i:v:~os con PBS y se incubaron con H202 al 3% durante 1 o min. 
· ";-. .'"~/-rf·. ; . 

Posteriormente, se siguieron los mismos pasos señalados para la inmunocitoquímica para 
. ' . 

células TH positivas, con excepción del revelado: después de incubar las células con el 

conjugado estreptavidina-peroxidasa {ICN Biochemical), se revelaron incubando las 

muestras por 1 O min con la solución de 3-amino-etil carbazol: 20 mg de carbazol (Sigma), 
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0.5 mi de dimetilfonnamida (Sigma), 9.5 mi de buffer de acetato 0.5M (pH 5) y 3 gotas de 

H20 2 al 3% a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron varias veces con agua 

bidestilada y se montaron sobre portaobjetos con gelatina de glicerina. De esta manera, el 

citoplasma de las células TH-positivas se observó de color rojo. 

Análisis Estadístico 

De cada grupo experimental, se eligieron al azar 1 O campos bajo el microscopio y se 

llevó a cabo el conteo de céh.ilas niarcádas,,c-éiulas ápOptóticas y cuerpos apoptóticos. El 
. -- '·::'.::. - :: ;'~~:.'..'.:- .· - : . "' _,. ~· ,-, , ·' . 

análisis estadístico se ~ealizÓ col1:1a 'prlleba'de siúdén(- Newman - Keuls (GraphPad InStat 
-~-~;·:.: (. '~¿: ;· ' ,,.. --<~ /;,';~::: ~:~::_:¡('.'~},{:;: <~.\~'.! 

-GraphPad software, V 2.05-) · y·el procésamieñto,gráfico se hizo con el programa de 

cómputo Excel (Microsoft Office v. 2000). 

E:1:perime11tos in vivo 

Con el objetivo de estudiar los efectos de la L-DOPA sobre las CC in vivo, se llevaron a 

cabo transplantes de tejido cromafin en el ventrículo cerebral en ratas siguiendo el modelo 

animal de Parkinson con 6-0HDA. 

Lesión de la vía nigroestriatal 

Se siguió el modelo animal con 6-0HDA. Se emplearon ratas Wistar machos de 180 

gr a 200 gr de peso corporal del bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Los animales 

fueron anestesiados con pentobarbital sódico (64.8 mg/cc) intraperitonealmente a una dosis 

de 42 mg/kg. Por medio de técnica estereotáxica, los animales fueron lesionados de la vía 

nigroestriatal derecha, cuyas coordenadas fueron: AP=-2.8, L=-2.0, DV=-8.6 (Paxinos et. 

al, 1998). Cada animal recibió 8~1g de hidrobromuro de 6-0HDA (ICN Biochemical) 
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(diluidos en 4µ1 de solución salina 0.9% y de ácido ascórbico 0.1 %) por medio de una 

microjeringa (Hamilton) a una velocidad de 1 µl/min. Después de vaciar el contenido, la 

microjeringa permaneció en el lugar por 2 min más. Posterior a la lesión, los animales se 

mantuvieron en un bioterio con libre acceso a comida y agua. 

Conducta de giro 

Después de 1 O días_ de la le~ión, los .animales fueron sometidos a la prueba de giro. 
~ ·. ·, . 

Se llevó a cabo en recipientes de::plástiéo;de 60 cm de diámetro y 50 cm de alto. Una vez 
. .' '·.· '.';::;· ".'~·"·.<. u', , \ , . ' -.. ,. ' , ·. . ', , ··: ... 

pesadas, cada :rata recú;¡ó·fm~:i~·i;~~ección.·••intraperiton'eai de apomorfina (0.25mg/kg) . 

. f~A~"t'.. d~t·~~;ITMtf ¡~b~trizóa oontabHiz~ m:nualmente dumnte 30 min el número 
de gfrós completos ;:e ininterrumpidos. Se considera que un animal lesionado 

satisfactoriamente del sistema nigroestriatal hace 225 giros en 30 min (Ungerstedt, U. 

1973). 

Transp1ante de CC 

Se transplantó médula suprarrenal de ratas .Wistar de 3 días de edad en los animales 
,· ·:,.,· .. ·:. : . 

previamente lesionados. Cada rata lesfonada ;,se .~~S,ó y se anestesió bajo las mismas 

condiciones citadas anteriom1ente. Los animales. se montaron en el aparato estereotáxico 

donde el cráneo se expuso y se trepanó para el transplante. 

Una vez hecho esto, en condiciones de esterilidad, los animales de 3 días se 

decapitaron y a través de una incisión transversal de la región abdominal, se extrajeron 

ambas glándulas suprarrenales y se colocaron sobre un vidrio de reloj estéril con solución 
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salina. Bajo un microscopio de disección, se separó cada médula suprarrenal y se tomaron 

con una jeringa especialmente modificada (consistió de una jeringa esterilizada de insulina 

cuya aguja fue un capilar de vidrio de 2 cm de largo sil iconizado y la punta afilada y pulida 

bajo fuego). La jeringa se montó sobre el estereotáxico (cuyas coordenadas anteroposterior 

y lateral estaban previamente establecidas y el tejido se transplantó en el parénquima 

cerebral dorsal al ventriculo lateral derecho de tal manera que el transplante estuviera en 

contacto con el líquido cefalorraquídeo (el ventrículo ipsilateral a la lesión en las 

coordenadas AP=-0.8, L= 1.4, DV=-3.8, Paxinos et al, 1998). 

Administración de L-DOPA y Antioxidantes 

La dieta con los fármacos comenzó inmediatamente después del transplante. Los 

animales se dividieron en tres grupos, de acuerdo con cada tratamiento: Control, L-DOPA 

(50 mg/kg)/carbidopa (5 mg/kg) y L-DOPA (50 mg/kg)/carbidopa (5 mg/kg) + AA (50 

mg/kg). Para asegurar las dosis completas, los fármacos se administraron mezclados en 100 

· mg de queso en dos dosis separadas durante el día. La dieta se mantuvo por 10 días. 

Inmunocitoquímica en rebanadas 

Al término del tratamiento con los fármacos, cada animal transplantado fue 

perfundido intracardialmente de la siguiente manera: primero se introdujeron 100 mi de sol. 

salina para lavar durante 5 min y luego con 500 mi de fijador durante 20 min. El fijador 

consistió de paraformaldehído al 4% en PB O.lM +ácido pícrico al 15% v/v. Los cerebros 

extraídos se recolectaron en PBS O. lM. Con cada cerebro se hicieron cortes de 50 µm en un 

· microtomo de cuchilla vibrante (Leica VTI OOOS) bajo una solución de PBS O. 1 M. Se 
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recolectaron. los cortes dentro y alrededor del sitio del transplante. Los cortes de cada grupo 

experiinelltal se pasaron por una solución de bloqueo, que consistió de PBS 0.1 M + 0.1 % 

de Tri ton x~ l 00 (PBST) +20% de NGS por l hr. A continuación, las rebanadas se 

incub~~on con el anticuerpo primario anti-TH de conejo (Chemicon AB 152) a una dilución 

Í ;500 diluido ·en PBST + 1 % de NGS durante 16 hrs a 4ºC . A partir de aquí hasta el 
-- : -,:_-.. ,~---_··,e_-.-'_:-:'·-' ·o:='-

témli no de' la' inmuno<:itoquírríica; .todos los pasos se hicieron con agitación constante. 

Después de 3 lavados.:?>n PBST por l5 min, los .cortes fueron incubados en el anticuerpo 

secundario de ~a~~~·.~~§;~~~~J~~¿~~u dilu~ión 1:50 por l hr a 25ºC. Se continuó con un 

lavado con Pmfr:~offr0'%i~:ydos más con PBS O.lM por 10 min c/u. Durante una hora, 
/·:·. -.. -:-~¿;::~~-¡~;;_é:r:~_<:: ·- -

los cortes se ÍlíbhiJ~iÓll 'i:°oii el complejo estreptavidina-peroxidasa a 25ºC, se lavaron 3 
t- --~:-~~,~~-:>t?''.~; -:;~~!,·· ---~~-~-.: .. 

veces con PBS'oilM¡y:se revelaron exponiéndolos 3 min con DAB. Finalmente, se lavaron 

3 veces con ~Úa de~t;Jticta y se montaron sobre portaobjetos y cubreobjetos (No. l ). 
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RESULTADOS 

Resultados in vitro 

1. Estimación de la viabilidad celular por MTT 

Al inicio de Ja fase experimental, los cultivos celulares, Jos cuales además de CC 

contienen fibroblasios,·~céJJJa~/de\J~ c~rt"eza suprkrenal. y neuronas simpáticas, fueron 
.,.. _;~:_¿\'.·? ' -... ,::;;:,;~;:~ ~ ·,•,--,. '\~;·: t- - ;~:-:->·' '. ' 

. e~pu~t~\\> ji¡~{ *1~~~~M!l~~(i¡i~~~~j~0~lº' 24 rus. Se obmva que de.de la 
dósis ménór;:iá'Viabilidiid:diminüye.sigriiíkativalnerite; aunque a dosis mayores, se acentuó 
..... ')···:,f/'?f:,::y~i[W ::fü. Y : . ···. ··· ·····.· ... ·. ) ;:;:i:·l('}::'if:lZ 

el dañó (fig,\'.4 :):,gas' dosis de 100 µM; 200,)1,ryt;)',:'300 ~tM de L-DOPA disminuyeron la 
.'". · ·,·~ r·:· .. - · · · ·. · · -, ··. -·· .·i·-,, -

de~sldád cel~ta~ ~ 44.32%, 32.14% y 27.2%, resp~gtÍvamente. 

Viabilidad Celular 
(Densidad Óptica) 

0.20 
0.18 
0.16 
0.14 
0.12 
0.10 
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0.06 
0.04 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

Control 100 200 300 
Concentración de L-DOPA 

Figura 4. Estimación de la viabilidad de cultivos celulares por la técnica de MTT con 
diferentes concentraciones de L-DOPA por 24 hrs .. ***=diferencia significativa 

respecto al control, p<0.001 . 

. 2. Efecto de la L-DOPA sobre la densidad de células TH-positivas 
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De los diferentes tipos celulares en los cultivos, únicamente las CC poseen la 

maquinaria enzimática para la producción de catecolaminas. Desde la concentración más 

baja de L-DOPA, se alcanzó el máximo número de degeneración de CC. La densidad de 

células TH-positivas fue de 24.5% en 100 µM, 22.96% en 200, µM y de 19.6% en 300 µM 

de L-DOPA (fig. 5). 

CélulasTH+ 
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80 

(% del control) 60 
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20 

o 
Control 100 200 300 
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TESIS CON 
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Figura 5. Porcentaje de células TH-positivas con diferentes concentraciones de L-DOPA por 24 hrs. 
***=diferencia significativa respecto al control, p<0.001. 

En/eI;~~po ~olltrol, fue evidente que había gran cantidad de CC con una morfología 
o-~-'",-,:~·~., ,-·;;· 

· neuronat'~o'ri·;~~~~~~6f~r~Cimiento neurítico. Sin embargo, en los grupos tratados con L-
·.:· .. : ·-: .. ;.:_'. : .. -_ ... :~·:_·:· .. ;;;;;;:·.:·~~·:):~x~iri·(_. .. ~J~~~:r~:~;~\-":~>?~-;~ . .-i);·.::."' -'.?.~: .... -'..;: '. ,._ . . 

DO~f\; se ob~eí;Yó·c@!fritg'Ui:ias;C:::.G'.ítl.4ert'a~ ,ten~~m.c,aracterísticas necróticas, como ruptura 
, ... : .-· · ·.':' _·. ·<- :~ ·~,:~:. -~.: -~:,: :.:_: .:.-_:: ~~~~: .. ~ ::· ~dJ~:-:·~ ~:;l~~:};~ ~0.~~~}.}~~J:t;,¡;:;;;~í~~~~:~.r~~ ~i~~~·~~1:·; ~t'!.}~ ·· ,~~~~l(;t~~?;~_ ,: -~ ~?~ ,r ~: :: :~:~.\;. · ._· 
· de.: rríembrana;fSx'acuolas\citc3'plásmicas i:~f{úcleo;¿;picriótico (fig. 6). No obstante, se 

· :; .' · -/::':· .. '..)~~.;;:~·:_-:::~:):~.~~~:;_~~~:,::>; _;Xt~~t~~-~~·~jf~~(0)f!1~;{~-:-.~~~; .. -:. ·11~;~i~~~~JI~\~. ~:;.;:~~ ..... 
enc6nfraron;algtimis1'céllllris,~con.carac ensticas1relaé:ionadas a la muerte apoptótica, como 

: ' . --; _, i·:;\'.~;.:.\1·T~'.(.:~-/.-~~;:~}:-:·.;::-:~~~~;~:~f!t~l~~;/J~~t{~ZL.\~t:;:,.;~:·{~'.:.::::~:~{;t.·~-,:.~-;~1y-~:::~~p: ... ;:)Ti~·:TJ:~::-. ·:7-:r·· . ~ 
, fragmentac1on nuclear;sy,encog1m1ento dél c1toplasma, lo cual fue el indicio para aplicar 

- una té~cni~~ ~~¡,~f~f lli~tJt~~d¡;seft;ada para la detécción de tal proceso. 
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!:' 

>:f'~. 

Figura 6. Fotomicrografias de células cromafines (TH-positivas) tratadas con L-DOPA 300 
µM. a) una CC normal (flecha) y dos micronúcleos (cabezas de flecha); b) CC con 

morfología necrótica como la ruptura de la membrana plasmática y la formación de 
vacuolas, c) CC con fragmentación del núcleo. Contratinción con hematoxilina. 

Aumento=3 80X. 

Figura 7. Características apoptóticas secuenciales en cultivo de CC por la 
inducción de L-DOPA 300 µM. A) un núcleo TUNEL-positivos (café) y dos núcleos 

normales (verdes); B) y C) condensación de la cromatina; D) fragmentación del núcleo; 
E) formación de cuerpos apoptóticos. 

TESIS CON 
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3. Características apoptóticas inducidas por L-DOPA 

Se empleó la técnica de TUNEL para la detección específica de apoptosis (fig. 7). 

Las células sanas (morfológicamente) no revelaron marca para TUNEL y en cambio el 

núcleo se observó de color verde (contratinción) (fig. 7a). Con la administración de L-

DOPA se pudo identificar una serie de características típicas de la muerte celular apoptótica 

en diversos. estadios. crémológicos: células con prolongaciones neuríticas y la membrana 
. ·-.,·· - . . ,,.J. "'¡•. -

• ., ¡ •. " ¡ ;:·.«<· 
celular bien conser'Va'd~'pero con fragmentación del núcleo (fig. 7a), morfología típica de 

. ,:{~· :.:: .. ~;;.:,:,: ~.=.;;«<:'~ _'.~'":'.~;~\ ; : 

~pC>ptosi~-tefupr¡¡fi~li'8_éfülas con ausencia de prolongaciones neuríticas y en las cuales el 
-_-' J . ..· - - ·3 "~\. ; ,::·; \'z'' ::.;,· ::::' 

·. ·. ·-::· \'.:"f:~·'- •./ . -

material genético fragmentado se ha condensado alrededor de la membrana nuclear (fig . 
.'.• - . ,::";-' ..';-,~_'('.::, .. ; ·~-· . .;-~.. -

' .;· ,..,~ ' "~ - '. \~·-:. "' '-, ·. 

7c); dando; ciri,o¿asionés, una morfología en forma de media luna (fig. 7b); células en las 
-~- ->;t, • 

-,;· '~ 

•. cuáte~ ía:envóhura nu.clear se forma vesículas y por lo tanto hay fragmentación del núcleo 

(fig. 7d),•~eñal de una apoptosis avanzada; finalmente, la formación de cuerpos apoptóticos, 

que es el resultado de la fragmentación completa del citoplasma y el núcleo celular (fig. 

7e). 

4. Formación de células apoptóticas a diferentes tiempos con L-DOPA 

Pm:a indagar.el tiempo mínimo de aplicación con la L-DOPA en el cual se observe 

~I may~r-efe6toJil f:'¡:'i,ti~e~o de células en apoptosis, algunos cultivos de CC se expusieron 

·. a di".\">º~~·~IB~J~~:t~•W Y " "tudiarnn eon la téenioa de TUNEL. A porti• de la 

·primera hora:de:aplicación;~·elincremento en el número de células marcadas comenzó a ser 
. . ; . . : '\'._;::.·· --,. .. -~ -:·~-!>~ -~)~~\ ; ·-r:;., ,,'.. ~_ ... ,_ 

. signifi¿aüV:3frfig(SJ~y ~(iliítll.ero máximo de células apoptóticas se alcanzó a las 4 hrs. A 
. - ( , ...... -· ., '" _,~(: ;:.::.-.,., -· ::·~"·· . . ' 

. partir de este experimento, este tiempo continuó aplicándose. 
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Figura 8. Formación de células con características apoptóticas a diferentes tiempos de exposición a 
300 µM de L-DOPA. •••=diferencia significativa respecto al control, p<0.001. n=12. 

5. Efectodk¿0 yAA sobre la densidad de células TH-positivas por la toxicidad de L-

DOPA>··-~."."~;\::~. 

o~l:>i~or~G~:~n'Ja·toxicidad de la L-DOPA participa el estrés oxidativo generado a 

fravé;A,ri~§~f~~~~rif,i•:roeto podrla reverti"e con la aplioación de antioxidonte•. Para 

.. :~:~~~;&·~1~1,~~j·::1::1;:::. º:º:·"º:: ex:::~:::;d:º :":::º ::::::::;e: 
· _ antióxidantes,Jo~s,fulerenos están atrayendo la atención de diversos grupos de investigación 

:Jt :¡jij,~í~f~ht::~n ~:o~~::::ci¡::,~::. e:b::o~::e::::o::: p::j:o::~: 
condi~io~~s ~ti~Be'~:- actuar como oxidantes (Kamat et. al, 2000). Por esto, resultó 

.. "<.:,·:.,-··.·:' 

--_ interesant~ analizar i1.1 comportamiento en el- modelo de la L-DOPA en CC y además, 

compararlo con el del AA. 

La aplicación de C60 (100 µM ) o de AA (200 µM) por 4 hrs no modificó la 

densidad de CC respecto de los cultivos sin droga alguna (fig. 9). En estos tres grupos, fue 
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muy.notorio el desarrollo extensivo de prolongaciones neuríticas en las CC (fig. 11 ). En 
.. -~ ~ -

contraste, SO ~M :;:clec~ L-bOPA durante el mismo lapso fue suficiente para reducir 

significativamenie el nú!Tl~t°o de CC. Además, las prolongaciones neuríticas desaparecieron 

Poc cOni;lot~j;~~~~~~f:~~~niO •e puode compam oon la fig. 4, la tox;ddad con la do,;, 

de 50 µM fu~-ril~ritii:¡ºf\1~·:·¡a~ dosis aplicadas en experimentos anteriores con dosis de 100 
o:~-~~~· -_·--~~:-:,.~~~:t~~:~.:--:·-~1r~~!:(t~~1~~t:}~1~1~~t:~~r:;~~~~~ ;~· -- _-·; _ .· -. 

· µM, 200/~iMfo}300~µM;,'La,exposición de C60 atenuó el daño causado por la L-DOPA a 

; - niveles sir if~;~~;;:·s·ib~¡\~~1 · .. ~·o de los controles, no sólo en la densidad celular, sino en la 

·. mbrro1ci1í~ ~~i1J~ ce. 
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~ ConCao 
•conAA 

o+----'--
CONTROL 

Grupos Experimentales 

L-DOPA 

Figura 9. Densidad de células TH-positivas en los distintos grupos 
experimentales. L-DOPA 50 µM, C60 100 ~1M, AA 200µM. ***=diferencia 

significativa respecto al control, p<0.00 l. n=IO. 
. . . . 

6. Efecto de los antio~idantés ~obre la muerte apoptótica de CC por L-DOPA .. . . - '·.. . . 

Con las prirri-~I'as observaciones de muerte apoptótica en nuestros cultivos (punto 3 

de resultados), los cuales, como fue mencionado anteriormente, contienen otros tipos 

celulares además de ce, se diseñó el experimento de doble inmunocitoquímica para células 
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' ' 

TH-positivas + Tl.JNEL~positivas~é:on el-objetivo de observar el proceso apoptótico 

específicamente s6~bre .I.as~'-~-~~.iX,¡~iió,"l1!1(dlÍ~l!rd i;onsfante de CC que murieron por 

apopto,;, ,;n la ª~))Í~jlt~f J~~i~i~~~i~J~:@~~~t~') ( fig IO). La adm;n;,.,adón do 
C<>o (100 µM ) o de/Al\:!(20Q.~1M,)j)(¡rf!lf.s;ri~;ínoéH~éó el número de eventos apoptóticos 

. . . · :;.·.: .. :~;% 1~\!:~f :~~:c.::.'.·\f };}c'.w11'.:::~~0;m:,i1:;;x·~f W:~:t.\;¡~·i;i~~~~::~;,~ \;.: : ; · . 
s1gmficat1vamente (93±6/mm;;;¡¿.y.•88±18/mm;:~:respectivamente). ·No obstante, la presencia 

·•·· · ~·;.t~~:;·¡~·-,,í~ti·1~~1,~:;~~:1rjt~~·r0;~:&'ift.\r~t~;~¡~5::"1·~,~·tt·.w§~,1;i·i~(~tfü7; ..... 
de L-DOPA:;SOffiM\'.durmite ;. él ·:mismo ; láps(),' ihcremeritó~'.drásticamente la formación de 
· · ._ .... · · r·~1~0r:;~;Bfz'.r~·fr~~~~;,:i·~:~2 ~'t:K@·.'5~~}.~~;:~~-:¡r~~t;~;;~:~rti~t1~t~·::·F;f;.,_ .• 
. cuerpos ápoptóticOs (2~2:8~·±'24::¡7/nini;J'(n=,:-irQp,Jánto'élC6o (100 µM) como el AA (200 

· J~~>Q,ii1f l~f 6l~l1lf r;~1~1f Í~f :::::.::m~n.:;º~~º: ~.:::::: 
- cÓnfirmarón·~~l~h¿1s,o~~~rvados prev.iamente con la inmunocitoquimica para la detección 

.. ·: ;'• · . .- '·. .. .. ,··-·. - •; 

de la TH. • 
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Figura 10. Densidad de núcleos apoptóticos de CC en cultivo tratados con L-DOPA y 
antioxidantes durante 4 hrs. L-DOPA 50 µM. C60 100 µM, AA 200µM. 

***=diferencia significativa respecto al control, p<0.05. n=l2. 
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e 

_ .... '·,·~ 
·-~~ .. E 

Figura 11. Fotomicrograflas de doble marcaje en cultivo para células TH-positivas y TUNEL-positivas bajo 
los diferentes tratamientos con 4 hrs de exposición. Los núcleos apoptóticos se observan de color café oscuro 
y las células TH-positivas con citoplasma rojo. A) Cultivo Control con CC extensivas prolongaciones 
neurlticas y núcleos claros (no apoptóticos); B) Cultivos con L-DOPA 50 µM por 4 hrs en los que las CC se 
observan redondas y desaparece la red neurltica. Los núcleos apoptóticos se sei'lalan con flechas y un asterisco 
muestra una célula expulsando su núcleo. C) Cultivos con L-DOPA 50 µM + C60 100 µM y D) Cultivos con 
AA 200µM, en los que la morfología es semejante al de los controles. Barra=20µm. 

TESIS CON 
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7. Especificidad de la toxicidad por L-DOPA sobre las CC 

Con la finalidad de analizar si la L-DOPA lesiona de igual manera a las CC que a 

los demás tipos celulares de los cultivos, se cuantificó el número de células apoptóticas sin 

marca a TH y se comparó con la densidad de células TH-positivas + TUNEL-positivas 

(Tabla 1). 

Total de células Células TH+ y TUNEL + Fracción Células TH- y 
TH-oositivas (11 7J (11,,J n.~lnr "" TUNEL+ 

Control 602±81 77±16 12.41 32±6 
Coo 605±69 93±6 14.30 27±5 
AA 650±79 88±18 1353 31±6 
L-DOPA 347±20 233±25 67.14 30±4 
L-DOPA +C6o 580±88 100±22 17.24 27±5 
L-DOPA+AA 667±111 96±24 14.39 27±6 
Tabla 1. Comparación morfológica entre los diversos grupos experimentales (promedio± 
error medio/mm2

). 

El número de células TH negativas, es decir, células no cromafines, que 

experimentaron apoptosis fue mucho menor el de CC apoptóticas y no se encontró 

diferencia significátiva entre los diferentes grupos experimentales (tabla 1, última columna) 

Resultados ;,, vivo 

1. Conducta de giro 

Después de más de 10 días a partir de la lesión con 6-0HDA, los animales fueron 

inyectados con apomorfina (0.25 mglkg) para la cuantificación del número de giros. 

Únicamente los animales que giraron más de 225 veces en 30 min contralateralmente a la 

lesión fueron tomados en cuenta para el transplante. Se contaron los giros ininterrumpidos 

y cerrados. Nunca se observó algún giro cerrado ipsilateral a la lesión en todos los animales 

para transplantar. 
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2. Transplante 

El tiempo tomado para la cirugía, desde la anestesia del animal hasta la inyección de 

1.as CCy la sutura del cuero cabelludo, siempre fue de 25 - 30 min. De manera similar, el 

hlpso transcurrido desde la decapitación de los animales donadores (de 3 días) hasta la 

inyección deltejido transplantado en ningún caso superó los 4 min. (después de ese tiempo, 

el tejido fue desechado). 

3. Efecto de la L-DOPA y los ~ntioxidantes en el tejido suprarrenal transplantado 

Después de JO 'días de tratamiento, los animales de los tres grupos (Control, L-
, ·: - '' ,,· .. :·· (,' ,·. ·-

DOPA .y VDOPÁ.iffAA)s~ sacrificaron, se perfundieron y se obtuvieron cortes de la 
, . ; . . ,· 'r:_ ": ,. ·. ;., ~ . . ' "" -. '-. 

región del t~~~~~I~~t~. } .. 

como se puede obsér\iar en la fig. 12, el tejido transplantado sobresale del parénquima 

cerebrál d~l·•~hi:íkafrf~~·~kt~r, dorsal del ventrículo lateral, con abundante marca de células 
:; __ ,> ~~,;;,~~-:~~~::~~1~\_::~: :· -C 

TH~positivas'SY''.'Gii'a:hr~yeCtoria (cicatriz) desde la superficie cerebral hasta el lugar del 
- -· ,--.-- "'···. \'. ... _-, .. ,, .:,,, .. -

injert<:> debid§~)a ~guja. Incfüso parece que el tejido transplantado se unió al parénquima 

quélo rodea. La morfología de las CC fue variada, siendo en ocasiones redonda pero en 

.· otras se observaron prolongaciones citoplasmáticas. 

De manera totalmente opuesta, en los cortes del grupo tratado únicamente con L-

DOPA durante el mismo lapso no se encontró marca TH-positiva en ningún animal (fig. 

13). En su lugar, se observó en el sitio del transplante solamente una cicatrización tisular 
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con 'detritos celulares y la trayectoria de la aguja. No se observó marca de células TH-

positivas. 
- . - --

' En ,los animales tratados con L-DOPA +AA por 10 días, fig. 14, se observó gran 

densi,drid;d~' células TH-positivas. El tejido de médula suprarrenal parece estar totalmente 
.. ·'" ':: ., 

' '. -~ '• : 

unido al parénquima circunvecino e incluso se observaron algunas CC con pequeñas 

prolongaciones neuríticas. 
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Toxicidad de la l-DOPA en células cromafines 

Figura 12. Fotomicrografias de rebanadas cerebrales del grupo Control en el sitio del 
transplante donde se observan CC con inmunorreactividad a TH. A) 4X, barra=lOOµM; 

B) IOX, barra=lOOµM; C) 20X, barra=SOµM 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Toxicidad de la L-DOPA en células cromafines 

Figura 13. Fotomicrografias de rebanadas 
cerebrales del grupo tratado con L-DOPA. 

No se observa inmunorreactividad a TH 
y en cambio si detritos celulares.A) 4X, 

B) lOX. Barra=lOO µM. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Toxicidad de la L-DOPA en células cromafines 

Figura 14. Fotomicrografias de rebanadas 
cerebrales del grupo tratado con L-DOPA 
+ AA. Se observa gran cantidad de células 
inmunorreactividad a TH. A) 4X, 
barra=lOO µM; B) 20X, barra=SO µM; C) 
40X. Barra=20 µM. 

TESIS CON 
_FALLA DE ORIGEN 
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DISCUSIÓN 

La terapia más empleada y que mejores resultados ha brindado para controlar los 

síntomas de la EP ha sido desde hace décadas el tratamiento a base de L-DOPA, debido a 

su capacidad de atravesar la barrera hematoencefálica y ser metabolizada a DA dentro de 

las term:i~ales sinápticas de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Sin embargo, después 

de un tratamiento prolongado, sus efectos benéficos van disminuyendo y aparecen otros 

síntomas relacionados con el fármaco e independientes de la enfermedad. 

Debido a que llegando a este estado los pacientes quedan totalmente inhabilitados y 

con una calidad de vida defi~iente, y a falta de otra estrategia farmacológica, se pensó en el 

transplante catecolamil1érgico como una bomba endógena que estuviese liberando DA. Si 

bien el transplante de tejido mesencefálico embrionario representa una mejoría en muchos 

casos, sus>de~veht~j~~ e~itaron que se continuara desarrollando. Otra alternativa fue el 

autotranspÍ~~t~.'ci~tC'dci tejido suprarrenal (un ser humano puede sobrevivir sin problemas 
• -- ·1 •:-, _._., •• _ ,-,L>._'....- - ·• • 

cori sólo tln~ ~i'~ri~fü~'suprarrenal). Después de llevarse a cabo en varias partes del mundo, 
. : :~_;_·:.~~:(~-:~.I-.~~ :;;:f~(}f~.~i- ··:{.;::·\-. . ._~:. . . 

su empleo ,se vól~i<) controvertido debido a los resultados contradictorios que se reportaban 
- ._ -. ,,·"·-.·,, •. _J•• 

. . ___ -_ ·'- . ·/-·.-. -:-~t~f-J:~t:r:~- --. 
por, diferenies{grupos. de investigadores, en la mayoría de los cuales reportaban baja 

. ' ' . :.;~·;·.?: ·t}:,:--}·.··. 

sobrevida 9e1.:iejido transplantado e incluso su degeneración. Sin embargo, en todos los 

casos, I~ l'.~DÓPA continuó siendo administrada después del transplante con la idea de ir 
. ·'''-
'. -: :~:;, >-

disminuyendo·· ta dosis conforme el transplante empezase a funcionar adaptándose a su 

nuevo ambiente. Debido a que la dosis de L-DOPA administrada es aquella en la que se 

mejoran los síntomas, las concentraciones y los intervalos de tiempo fueron diferentes para 

cada paciente. Este hecho, junto con el conocimiento que a la L-DOPA en ciertas 
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condiciones se le involucraba con fenómenos de toxicidad, indujo a cuestionarse si la L-

DOPA pudiese estar interviniendo, entre otros factores, en la baja viabilidad del transplante 

bajo las condiciones mencionadas. 

El primer paso fue. entonces, indagar si la L-DOPA afectaba la densidad celular en 

cultivo con concentraciones ( l 00 ~tM, 200, µM y 300 µM) que en otros trabajos inducían 

lesión principalmente a las células catecol~rninérgicas. Los cultivos realizados contenían, 

odom ós do CC,cetut8S TH-nogot;v~, oo::¡ 1~1~~¡~,'.~néúronas oolinC,gkas y oClul3' 

de la corteza suprarrenal, por lo que nos pennitiero~'estudiar si las ce. catecolaminérgicas, 

tenían una vulnerabilidad específicahaci~/1~·'.flfg®~Á. Al comparar los resultados en los 

que .se !11idló la viabilidad de todo eL~d~k~~rd~:··células (técnica del MTT) con las CC 

(TH~po~itivas), s'e encontró que la población de ce se afectaba en mayor grado que el resto 
"-·· ·:·,·,:. ·;···- --' ,_ .. . 

clel cÜttiv6 (con:;foo ~M de L-DOPA, la densidad de CC disminuyó al 24.5% -fig. 5-
- - _ .. _>:. '· .,,.:, ~'_.:_~;\-;é·i~;:;,:· 1- . • -. ·' '· • 

·. -__ ' .. -·· ··-<.::- -___ :,~·':._'t,[/"•'._:;".:":::;:~-· ':..-.: .. :-_-: 

mienfrá.s'qÚe:dé'ta:d~ todo el conjunto solamente a144.32% -fig. 4-). Es decir, se requieren 
, ' . ''"'" -'·::.'~,·-·,;>'> .·;:_ .... i .·_; ' :: -

menores;~d~·~·i~~fa~ L:.ooP A para inducir . t6~í6id'a~<;~· l~s ce que a células no 
-~ -'--· <~~~;:~ ~~~''.:,_, -_ '-,~:~. ~:__;, -_ _._ 

catec;Jfart1illé~gÍc~s; lo cual tiene similitud con lay~t.h~r'abilidad que se reporta para ciertos 

tiposde ne~ii¿~~s catecolaminérgicas. Esto sú~le'r:'j~~~·podría requerirse menor tiempo de 
- ·, ... '' .·· . -· _·,._;:, __ .-·.·- _,. . -

exposición ~IJarmaco (respecto a otros tÍp~s ~elulares) para provocar un daño en las CC. 

Otrn man~ra en qüe. resultaría interesante estudiar el daño por la L-DOPA sería 

observando la l~d~cCión de muerte por apoptosis, un proceso activo controlado por Ja 

célula involucrada con características morfológicas muy típicas y que la distinguen de la 

•muerte necrótica (morfo lógicamente, en la necrosis hay edema citoplásmico y mitocondrial, 
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ruptura de membranas y liberación de los componentes celulares, causando inflamación). 

• EL papel de los radic"ales libres en la inducción de la apoptosis se ha demostrado en gran 

cantidad de estudios in vitro, en donde el estrés oxidativo se ha producido por diversos 

agentes, como por ejemplo, con radiación ultravioleta (Zamzami et. al, 1995), con drogas 

quimioterapéuticas (Go1T11an et. al, .1997), por el factor de necrosis tumoral-a (Suzuki et. al, 

1998) o con L-DOPA sobre células PC-12 (Walkinshaw et. al, 1995). 

En nuestros experimentos, ¿on)a aplicacióndeL~DOPA (100 µM, 200, µM o 300 
- ·. ,: ''. . 

µM) se observaron los diver~o~ est~d()~ crono.Jógi,co~ por los que transcurre una célula que 
'·'. ,~,.-- '·. ,_. • ; -.-•• - "-' • - • ' •••• ~ - ·- • 1 ·-

mu ere·. por: apoptosis::~ ~onde~s~ción}de'.:la' .. ¿romatina, vesiculación y la consecuente 

fragm~¡.•·%z~~~~Tut~1~I~f i~~~it~~I~J'}'.J~l~ma y finalmente la fonnación de 
cuerpos apopfóticós;(Kerr;ét;;;al;:,1972).".Aderríás,)as prolongaciones neuríticas de las CC se 

conir~jer~~: ~l~iJ~2~f{;~ip~~i~~·~~%ig~~;~~{¡~.rJb~~Á.; Ya que el inicio de la apoptosis, 
. . .. ; .··:;;,.:~f,\'.1~$~/;:f@:.fJ~·;~~~:t;·~(·'.I~i'f r~~·f:'.0~r:.~~~,·:¡~~;.ü,;· ·.•·•· ··.· .. · 

manifestación. prirríána .de''Jiú'. tóxiciélad;·/se.::preserita)"obviamente antes de que se pueda 
~ ·_ '. , ~ :~;¿~\, )~~X~i~~~f:~~~-~;·jf~~;::~~_;t\~}~::/;:~t~;~Jl~~::~~~rrt~~f:~;:·;::;~~f {;t~Sf {~:~~~~~~~/~ ... -.: :· . 

observar una d1sm1riuc1on;.de'.la;;dens1dad1celularJen;;;lo's·;;cultivos, se mdagó el tiempo 
. . · . ·~: s.~'.g;~' :.,;~t~1,W'.:~:~~(/\·~;~;;,é~;·r~~~hf f~~; ~J í~f~ºf~\?~:~;{:-}~J1~:;{,:;cy. 

mm1mo de expos1c1~n 'a'>la:;L-D~P~.::en.~uese•'.encontraba el mayor número de células 

apoptóticas. Este. laps(t;f 'J~''.d.;bf~J~?:~·r:~~~~J~[{~~;~~;:;~~'el tiempo de exposición que se 
' -: :- ,. i .:· • .. _'. ..... _-.:'-'. ''>':-_ "- ·:: ·: . '--:-· . ' '·., ,-_,, . 

empleo para· Jos siguientes 'experimentos 'eri.~úiiivó. ~ · : ·.· 
·.. . . ) ;,;s ~\ ?<< . 

'~ -, . ., 
El hecho de que la concentráción de.CDOPA en líquido cefalorraquídeo es de 25 

: •• , _,_, •• , •• --~, < :· 

µM a 100 µM en pacientes bajó/tratamiento del fármaco y, por otro lado, el que 

observásemos que la concentración delOO µM de L-DOPA disminuía la densidad de 

células TH-positivas a un punto máximo en el cuál mayores concentraciones ya no 
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modificaban tal densidad (fig. 5), se decidió bajar la dosis a 50 µM, equivalente a la dosis 

clínica. Cabría esperar que la reducción tanto en la concentración de L-DOPA como en el 

tiempo de su exposición disminuiría el efecto tóxico en las CC. Así, se encontró que 50 µM 

de L~DOPA por 4 hrs disminuyó la densidad de células TH-positivas en un 42.35% (fig. 9), 

. n_1ie11t~as que 100 µM de L-DOPA durante 24 hrs lesionó el 75.5% de ellas (fig. 5). 

. ' 

\ EÍ <l~ci~~,l,~ent;vo de.la toX;c;dad Pº' L-DOPA de 'º' ant;ox;dante' Coo y AA füe 

evidente; ~g~c.iJ)~:,f~{~Ii~~~id~d celular de CC fue similar al de los controles (fig. 9), sino 
·,',\\<~~:'i'.> ~--. ~-,.', -~ 

tambié~la'm\)}foÍogÍa.:En los grupos control, L-DOPA + Cw y L-DOPA +AA, muchas de 

las cc,~is:;~;~~ ~n citoplasma alargado o elíptico con abundante red de prolongaciones 

neuríti~'~s:;~ec'o~endo en ocasiones largas distancias (fig. 11). En cambio, en el grupo con 

única~erit~L-DOPA (50 µM) se observó que las CC adquieren una morfología redonda y 

una retracción y desaparición completa de prolongaciones neuríticas. 

El efecto protector de los antioxidantes C60 y AA también se comprobó al demostrar 

queamhos previnieron la muerte apoptótica de las ce, el tipo celular más vulnerable a la 

L-DOPA en los cultivos. Sin la aplicación de droga alguna, hubo un número constante de 

·. CC apoptóticas en los cultivos, y este número no se modificó con la aplicación de AA o C60 

(fig. 10), lo que una vez más indicó que ambos antioxidantes por si solos, a las 

concentraciones empleadas, no afectan la viabilidad de las CC. Sin embargo, la L-DOP A 

provocó que, además de disminuir la densidad de ce a casi la mitad, el 67.14% de éstas se 

encontraron en un proceso de apoptosis. En estos experimentos, observamos también 

alteraciones del citoplasma y desaparición de prolongaciones neuríticas. Esto coincide con 
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estudios en los que se demuestra que durante la muerte celular apoptótica existe, entre otros 

procesos, un reacomodo de los componentes del citoesqueleto por la acción de ciertas 

proteínas citoesqueléticas que involucra una retracción de neuritas (Schwartzman et. al, 

1993; Shelton et. al, 2001 ). 

Al igual que a~onteció con la densidad celular, tanto el C6o como el AA previnieron 
::~:,\::-:' :::~'['' :,;.' ~ 

Ja inducción de lai,fuue'rteapoptótica, con un número de eventos apoptóticos similares a los 

controles. '. · 

El hecho de que ambos antioxidantes, C6o y AA, funcionaran para revertir el daño 

por L-DOPl confi~a; que tal toxicidad ~s causada por un incremento en la formación de 

radicale~ Iibie~ ~~r~nte ·la oxidación del fármaco. Por los resultados in vitro, el efecto del 

C60 previniendo la toxicidad de la L-DOPA igualó a la capacidad antioxidante del AA, 

molécula ampliamente usada en diversos paradigmas de estrés oxidativo. 

Para determinar que L-DOPA afecta en mayor medida a las CC que al resto de las 

células presentes en los cultivos, se contabilizó también el número de células con marca de 

apoptosis que fueron negativas aTH. Se encontró; en to~os los casos que mucho menos 
. ' . . 

células TH negativas fueron afectadas por con~entraciones clínicas de L-DOPA, lo que 

confirma qu'é las células catecolaminérgicas son inás v~ilnerables a la L-DOPA que otros 

tipos celulares. 

Con la demostración de que la L-DOP A i11 vitro produce toxicidad específicamente 

sobre las ce y que tal efecto puede ser contrarrestado por el uso de antioxidantes, se indagó 

si esto mismo podría suceder i11 vivo, para lo cual se empleó el modelo animal de EP con 6-
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OHDA. Se examinó la viabilidad de las CC transplantadas en el hemisferio ipsilateral a la 

lesión, cuyo estriado ya no recibía la estimulación de DA de la SNpc y que presentaba una 

supersensibilización de receptores DAérgicos. El transplante en bloque se colocó en el 

cuerpo calloso inmediatamente dorsal al ventrículo lateral, de tal manera que no estuviese 

en el ventrículo libremente pero sí en contacto con el líquido cefalorraquídeo. 

Después de' 1 O días de la cirugía, se observó inmunorreactividad a TH en el sitio 

transpl~~tii~~·~:U.~1(~~~~b·lont~cil, donde las ce c~n~ervaron su morfología redonda. Con el 
. .~ .. : .. !:)\?>~~'.::~i\:i.1].i~th~~:.-~:·>···_·_,_:.·.: ... -. .· .. . , . 

tratam1ento,:de)L~DOP_A, a dosis equivalentes a las tomadas por pacientes con transplante 
. .. .. : _ · :<'.~·:_y.;~;::;_·::~::;·'.;::r,;~t;.:_J§j~:,\·:~;~~~T·:: .. :.~> .·:_-:·~ ; . . 

de médulai;-.su¡)r~ttenaI,· no se encontró señal alguna de células TH-pos1t1vas. Por el 

contrarii:. s~--~%~g~{t~;~n restos celulares y una extensa cicatrización, las cuales son señales 
- _.: ·_ ~;:~:'.\·'.·::~'.~.:·:··~<~:~~;r:.r~~-~i:,.~:c~:> > 
de rriuerté :·celulár''i"éle!itéjido transplantado. Debido a que la única variable respecto al 

control 'tJ~>¡~·~J~~-i~:~ación del fármaco, resultó claro que tal degeneración observada se 
, ··_. · · _ -.:·: ::;\-~.----.".?~T~; ti~~;~:-'. ·:·- · ·· · 

. debió a;un.~frb~i~i~~a'inducida por la L-DOPA. La toxicidad por L-DOPA in vivo ha sido 

obs~~ada ~Ateh:~~-ente. Usando ratas con lesión unilateral de la vía nigroestriatal (con 6-

OHDA),7s~}estÚclió el efecto del tratamiento crónico con L-DOP A sobre las células 
• • - ' ,' '• - 'FcL' • '¡ 

:·'. :~- ; : : ' 

DAérgiéas?'qlle ·aún sobreviven a la lesión (Blunt et. al, 1993); se encontró que el 
. . :- .. '¿.'.·· 

tratallli~.ni6 6º6j'.;[2dpPA::~~lllentÓ,el\claft~ én el lado ipsilateral a la lesión, mientras que no 
',,·~ • ~'~.~,' ··-~·· .. -.· .. - ,·,,,._,;,. .• -•.·q{.- _-... ,-~~:_-:··: 

alteró el numero Cie'nciG~o~~~\1:>:A'érgf~as en el ,lado intacto. En otro trabajo, se investigó si 
.·. . ·.. :~,-:·:(.:;;~ )/.: }~;~;-~:)üi~:~ ;tSt~~:·::~~;;~~;~;: ~1~) .. >·:;~;~~~\:· ·'.,, ;· :: · 

la L~DOPA~_a'.dosisXclínicas incr_ementaba la producción de radicales libres en animales 
.-." . ·.-:. ::~·.~~:}:\::D~·DE,tl_{t;~.~·:.~~<,~<< .. ;. -.. 

. denerVados.'.con~,6~()f:IDA. Si bien el tratamiento agudo con L-DOPA no tuvo efectos ''. .. ; :·.>/· '<\··~ )•? ~ ' ;: •. ' • 

negativo{ Úi ~dfuinistración repetida de la droga aumentó significativamente la producción 
;_ : _ .... 

·de HCi ~n el ~striado lesionado (Ishida et. al, 2000). También se han observado evidencias 

de Un incremento en la formación de radicales libres por la administración de L-DOPA 
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(enfermos sin tratamiento con L-DOPA no mostraron tal incremento) en tejido sanguíneo 

de pacientes con EP (Martignoni et. al, 1999). 

Por nuestros resultados se desprende la idea de que, si bien la L-DOP A no tiene 

efectos tóxicos en animales intactos o en el hemisferio no lesionado en el modelo de 6-

OHDA (ni tampoco eri seres humanos sin la EP con tratamiento prolongado con L-DOPA -
. .. . 

sujetos mal di~gno~ticadós~) (Chase, 1998), paree~ si haberlo, en el animal, cuando el 

sistenfa neuronal h~ sido previarii~ri~e alt~rado y donde el equilibrio oxidante-antioxidante 
. . . . "" <:: ,· ' . 

. pueda estar co~p~om~tido (I~ 6~~HDA, como la L-DOPA, incrementa la producción de 

radicales libres):·. 

' ' 

·.En nu.estros 'experimentos; la adición de AA a Ja aplicación de L-DOPA protegió a 

l~s célul~s iH~pÓsitivas de dicha toxicidad. Las ce parecieron integrarse al parénquima 
';-· .< • 

·" ·'' ·,y.,., 

cereb,ral dei.dl1i~ai~~ésp~d. Aún más, la densidad de CC aparentemente se mantiene al de 

los·alli11l~1e~~jonfroles y en algunas ocasiones incluso se observó que su morfología, con 

prolongadori'és neuríticas, es similar a los controles, por lo que se puede afirmar que el AA 
·b·,:· .... · .. ;. 

protege f~ncl~n~ndo como atrapador.de radicales libres producidos por la L-DOP A. 
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CONCLUSIONES 

Al igual ,.que otras. líneas celulares catecolaminérgicas, la L-DOPA afectó 

principalment~aias'.CCcl~:la médula suprarrenal. En cultivo, dosis clínicas del fármaco 

afectaron la.}mci~ro'1ogía . celula~ •.• ~edu)_7roh~~}~ .red . de prolongaciones neuríticas, 
• 

7 
_ • .et:;-~;-- -~~~-~~~~-~oc:·· o'-- - • ·_ : • . ' .! _,.~;:::_-~(, ~-. : J} 

disminu:YerCin\c:oílsicierab1emente · ia:: vi~1>/@#~X~~1l1iar .·e indujeron muerte ce1u1ar tanto 
-· -\<. _·;·:::~;_: ... ·:~::t- .. _-'.~=-.:~--- __ .: · : _j_;_) ·r:;~ti\.;-~~~::~::t~~-?.~¡~-5J:~r~-·/:·.:_:. -
• necrótica como 'apoptótica. El . tisO del.oCJo;'. ádíniilistrado inmediatamente después de la 

7

--, '.·: __ :_~·:_:<-· -~-.:.-_: _.=.- _, _. - ·· "}~LY:-,;~f~::~/ií;~;~~~'·'.~~1:~.'.:,~~:t~r;:·<.-
exposición a la L-DOPA; previno·~¡ d¡¡ño:'(:lJ.usa.cI§':pci,r la formación de radicales libres. Su 

·:::~::::,o:i::ri:~,d:Jl~~}j~l:~:~:z~o. :::o ,:·::::n:i::i::~:::~n l:: 
modelos animales y, posiblemente; en; la médiCina:: ' . ,_ .. ·~ -. >~: 

Por otro lado, la administración de L-DOPA al animal (con. lesión nigroestriatal) 

inmediatamente después de la cirugía de transplante de ce al parénquima cerebral, indujo 

un daño dramático al tejido transplantado al grado en que no se observó la presencia de 

células TH-positivas. · Sin embargo, la coadministración de ácido ascórbico previno 

completamente .)a to:.Cicidad inducida por la L-DOPA. Incluso las condiciones del 

transplante en estos animales pareció superar al de los animales control (sin ninguna droga). 

Estas observaciones pueden tener consecuencias importantes. Aunque el transplante 

· de tejido suprarrenal en pacientes con la EP ya no se lleva a cabo desde hace algunos años, 

es evidente que los transplantes al SNC continuarán con el desarrollo de nuevas técnicas y 

el empleo de nuevas líneas como las células troncales o células modificadas genéticamente. 

En el caso de la EP, se busca que estas líneas celulares nuevas funcionen como una bomba 
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que suple de DA en lugar de las células de la SNpc originales. En vista de la propensión 

bien documentada de la L-DOPA hacia células catecolaminérgicas, su toxicidad 

demostrada en el presente trabajo deberá tomarse en cuenta para las futuras técnicas de 

transplante. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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Adrenal chromaffin cell (ACC) transplantatlon has been consid· 
ered as one of the therapeutic strategies for Parklnson disease 
(PO). Thls strategy lnvolves the adminlstratlon of L-OOPA. 
although in reduced doses, to ACC-transplanted patients. 
Uslng cytochemical and morphologlcal methods, we examined 
the effects of clinically applicable concentratlons of L-OOPA on 

cultured chromaffin cells. We found an increase of cell dath In 
both necrotic and apoptotlc pattems. These data sugut that 
therapeutlc preventlve measures durin1 ACC tnnsplantation 
processes for PO should be taken. NeuroRepott 11:503-506 <C> 
2000 Lippincott Williams & Wilkins. 

Key word1: Apoptosis: Chromaffin cells; L-DOPA; MTT; Neurotoxicicy; Parklnson's diseau; Tyrosine hydro><ylue; TUNEL 

INTRODUCTION 
Parkinson's disease (PD) is characterized by a loss of 
dopamine nigrostriatal neurons. !ts core symptoms (tre­
mar, rigidity and bradykincsia) are the direct consequence 
of an insufficiency of transynaptic dopamine and .1re 
manifested when the striatal level of the transmitter amine 
is depleted by ;;,. i0% [1]. The origin of this neurodegenera­
tion still remains unclear. However, it is believed that 
enhanced oxidative stress is a majar componcnt in the 
pathogenesis of nigral cell death in PD (2]. L·Dihydroxy· 
phenylalanine (L-DOPA or levodopa), through its decarb­
oxylation to dopamine, remains the most effective drug for 
symptom treatment for PD, but its neurotoxic effects have 
also been reported on several neural tissues. L-DOPA has 
the ability to generate reactive oxygen species that increase 
the oxidati\'e stress (for a re\'iew see [3]). 

Grafting of adrenal chromaffin cells (ACC), which 
undergo neuronal transdifferentiation (4) and increase their 
dopamine production in the presence of striatal neurons 
(5N) in vitro (5,6], has also been used as a therapeutic 
strategy [i,8]. The observed. clinical results have bcen 
controversia! and post-mortem pathological studies have 
shown important cell death in the transplants [9,10]. One 
importan! feature is that post-transplanted patients were 
continuously given L-DOPA in arder to diminish the PD 
symptoms [11], while it is supposed that the ACC graft is 
trying to settle in the host brain. Therefore, we thought it 
of interest to study the toxic effects of L-DOPA on ACC, 

0959-4965 © Llppincott Willlams & Wilkins 

which could play an important role in transplant cell 
death. 

MATERIALS ANO METHODS 
Cell c11lt11re: Ten·day·old male Wistar rats were very 
quickly beheaded and the adrenal glands removed. Medul­
lar tissue was isolated from the glands by careful dissec­
tion .ind chromaffin cells were dissociated by collagenase 
digestion [12). The dissociation solution used was calcium­
free 5piner 5alts 5olution (555) supplemented with bovine 
serum albumin (1 mg/ml) plus deoxyribonuclease 1 (15 µg/ 
mi). Tissue fragments were triturated gently with a fire­
polished siliconized Pasteur pipette. The resulting cell 
suspension was centrifuged at 800 r.p.m. for 10 min, and 
washed twice. Cell count was carried out using an hemo­
cytometer. Each gland yielded nearly 200 000 ce lis and the 
cell viability was > 95% as tested with trypan blue 0.4%. 
Cells were plated on multiwell NUNC culture plates 
previously coated with poly-L-lysine (mol. wt 30 000-
iOOOO) ata densitv of 10º cells/ml in Dulbecco's modified 
Eagles's medium °<DMEM) supplemented with 10% (v/v) 
fetal bovine serum, 4.5 µg/ mi insulin, 100 U/ mi penicillin, 
100 U streptomycin and 2.5 µg/ml fungizone. Cultures 
were kept in a humidified chamber at 37'C in a 5% C02 
atmosphere. Culture media were changed every 72 h. After 
4 days in culture, cells were exposed to L·OOPA at doses 
of 100, 200 or 300 µM. The following procedures were 
performed after 24h of L-DOPA exposure. 
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MIT assay: We assessed cell viability by the reduction of 
the tetrazolium salt M1T into blue fonnazan by mitochon­
drial dehydrogenases [13J. Cells were seeded in 96-multi­
well plates containing 100 µJ DMEM. After 24 h exposure to 
L-DOPA, 10 µl of MTI stock solution (5 mg/ml in phos­
phate buffer saline, PBS; were added to each well. Plates 
were incubated for 3h at 37"C, then this solution was 
discharged and the blue fonnazan product was solubilized 
with 0.04 M HCl in isopropanol. The plates were read on 
an ELISA reader at a wavelength of 570-630 nm to mea­
sure the optical density (o.d.). 

lmrn1mocytoc/1ernistry and morpltologica/ ana/ysis: ACC 
cultures were examined morphologically by immunocyto­
chemistry (a\•idin-biotin-peroxidase method) to determine 
the density of !)•resine hydroxylase (TH)-positive cells in 
the different experimental groups. The following chemicals 
were used: rabbit .mti-TH antibodv (1:2000, Chemicon), 
biotinylated goat anti-rabbit lgG (ÍCN) and a complex 
avidin-biotin-peroxidase system (!CN). The detailed pro­
cedure has been described elsewhere (6J. For the morpho­
logical quantitative study, TH-positive cells from six ACC 
cultures were e\·aluated using a microscopy with an ocular 
grid, calibrated with a micrometer and with a X-10 objec­
tive. Ten fields of each culture were randomly chosen and 
positively stained cells were counted. 

Tem1i11a/ dcoxy1111cleotidyl tra11sfcrase (TiiT>-mediated 
dUTP 11ick c11d-labeling (TI/NEL): The cultures were 
fixed in 4% paraformaldehyde in O.! M PBS pH 7.4 for 
10 min, then washed with Tris buffer saline (TBS). Cells 
were incubated for 5 min with 2 mg/ml proteinase K 1:100 
in 10 mM Tris pH 8.0 at room temperature and then rinsed 
with TBS three times for 5 min each. Endogenous peroxi­
dase was inactivated by covering the cultures with 3% 
H 202 for 5 min at room temperature. Cells were washed 
with TBS and pre-incubated in TdT equilibration buffer 
(1 :5 with dH20l for 10-30 min at room tempera tu re, 
followed by addition of TdT (3 µ! TdT in 57 µI TdT labelling 
reaction mix) at 37'C for 1.5 h. The reaction was stopped by 
rinsing with TBS once and with stop buffer (0.5M EDTA, 
pH 8) for 5 min at room temperature. After this, cells were 
incubated with blocking buffer (4% BSA in PBS) for 10 min 
at room temperature and then with peroxidase-strepta\·i­
din conjugate diluted with blocking buffer (1:50) in a 
humidified chamber for 30 min at room temperature. 
Samples were rinsed in TBS and incubated with DAB 
solution at room temperature for 10-15 min. Finally, cul­
tures were washed with dH20. counterstained with methyl 
green for 5 min at room temperature and mounted on a 
glass coverslip. 

Statistical imalysis: The Student-Newman-Keuls test 
was used for statistical analysis of the experimental data 
using GraphPad InStat (GraphPad software, V 2.05). 

RESULTS 
We observed a dose-dependent negative effect produced 
by L-DOPA exposure on ACC culture survival utilizing 
both MTT test and immuno-positive cell counting. Figure 
lA shows a remarkable, dose-dependent reduction in MIT 
conversion, reflecting reduction of total number of surviv-
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Flg. 1. Effect o( L-OOPA on cultured chrom•ffin cells alter 4 days o( 
treatment. (a) Vi•bility estimaced by MTI esny. (b) Percencage oí TH 
posltive survival at the different treatmenu. • • • Sigmficintly different 
írom control, p < 0.00 l. 

ing cells. The experimental groups exposed to L-DOPA at 
doses of 100, 200 or 300 µM had the following percentage 
of sur\'ival: 44.32º!.,, 32.14% and 27.:!0% respectively, which 
were significantly different (p < 0.01) from the control 
(100%). The TH-positive cell densities of the three experi­
mental groups were significantly reduced to 24.50%, 
22.96% and 19.60% with of control (Fig. lB). 

It was evident that sorne chromaffin cells identified by 
TH-immunostaining died by necrosis which presented 
membrane rupture, formation of cytoplasmic \'acucies and 
picnotic nuclei (Fig. 2B). Other chromaffin cells from the L­
DOPA treated cultures showed morphological character­
istics related to apoptosis, such as cytoplasmic shrinkage 
and nuclear fragmentation (Fig. 2C), and intra- and extra­
cellular chromatin fragments that represent micronuclei 
(Fig.2A). 

In order to confirm the presence of the apoptotic cell 
death which occurred in chromaffin cell cultures exposed 
to L-DOPA, TUNEL staining was performed. Sensitive and 
specific reaction was observed in cells showing typical 
apoptotic morphology (Fig. 3). However, sorne necrotic 
cells were identified by the presence of cytoplasmic 
vacuoles which were negative to TUNEL nucleus staining. 
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Fl1. 2. Photomicrogr.tphs of TH immunoreactive ACC treated woch L0 DOPA. (a) Normal chromaffin tell (orrow) and two micronuclei (arrowheads). 
(b) Necrot1c chromaffin cells with plasmatJc membr.me rupcure and formation of numerous vacuoles. (e) Chromaffin cells w1th nuclear frapenation. 
Councerstained w1ch haematoxylin. Magnification: .< 380. 

-

Flg. J. TUNEL suining showing apoptotic changos induced by L-DOPA. (a) Normal nuclel (countersained wich mechyl green) and a TUNEL-positive 
nucleus with DNA fragmentacion (brown) characteriscic of early apoptosis. (b,c) Chromatin condensation with peripheral crescent pattem in apoptotic 
cells. (d) Nuclear blebbing which results in a nuclear fragmentation. (e) Apoptotic bodies (arrowheads). Magnification: X960. 

DISCUSSION 
For decades, L-DOPA has been the most frequently used 
treatment for controlling the symptoms of PD. Although its 
toxicitv has been studicd in severa! cell culture svstems 
[14-16), the toxic cffccts on .1drenal chromaifin cells have 
not been previously reported. Because ,1drenal medullar 
tissue has been used as transplant material in PD treatment 
[7-11) it was of interest to determine these toxic effects. 
The main findings of these experiments were that on 
applying clinically used doses of L-DOPA to cultured 
chromaffin cells, ACC survival was remarkabl\· decreased 
and by morphological studies, both necrotic .1rÍd apoptotic 
cell death were detected. It is well known that auto· 
oxidation of L-DOPA generales a large \'ariety of cytotoxic 
free radicals including hydroxyl and superoxide radicals, 
semiquinones, quinones and H202 [3,17). When free radical 
production exceeds the defence mechanisms, such as 
catalase, glutathione peroxidase, superoxide dismutase, 
cells can suffer irretrievable damage [2). 

We observed a greater decrease in cell survival using the 
TH-positive cell counting than by the MIT method (24.5% 
t'S 44%) at 100 µM. This difference implies that the ACC 
were more susceptible to L-DOPA toxicity than other cell 
types in that culture, since the MIT test assays the survival 
of ali cell populations, including fibroblasts and sorne 
adrenal cortical cells. This enhanced susceptibility of ACC 
to the L-DOPA could be dueto its ability to enzymatically 
oxidise DA, which results in increased production of free 
radicals [18]. 

There is also e\•idence that L-DOPA can induce pro­
grammed cell death in neuronal and non-neuronal cultures 
[19,20). In those studies, L·DOPA·induced apoptosis was 
inhibited by antioxidants, implying that this phenomenon 
could be due to the increased oxidative stress produced by 
auto·oxidation of L·DOPA. In our experiments, we ob­
sen•ed both necrotic and apoptotic morphological changes 
after exposure to the drug. With ali experimental concen­
trations we tested, the drug produced typical apoptotic 
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pattems: condensation and margination of chromatin with 
cell shrinkage, nuclear fragmentation and separation of the 
cellular contents into membrane-bounded apoptotic boclies 
(21 ]. Experiments, both in uitro and in vivo, aimed at 
finding suitable anti-oxidants far adrenal chromaffin cells 
are currently being carried out. 

CONCLUSION 
This report presents evidence that L-OOPA, the most 
commonly prescribed drug far alleviating the symptoms of 
PD, is toxic to adrenal chromaffin cells, ene of the sources 
far PD treatment by transplantation. This toxicity, probably 
yielded by oxidati\•e stress, is mediated by both necrotic 
and apoptotic processes. These data suggest the continuing 
prescription of this drug to ACC transplanted PD patients. 
could be ene of the responsible factors of the low success 
rate of the ACC sun·ival. since there are significantly lower 
levels of free radical scavengers and reducing agents in the 
substantia nigra from PD patients [22]. Hence, toxicity 
prcvcntive mcasures. such as the use of anti-oxidants, 
should be considered. 
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Fullerene C 60 and Ascorbic Acid Protect 
Cultured Chromaffin Cells Against Levodopa 
Toxicity 

Aleph A. Corona-Morales, 1 Andrés Castell,~ Alíonso Escobar,' René Drucker-Colín,4 
and Limci Zhang 1 * 
1DepJrtJl1tcrno de F1!110logiJ. FJcuhJd Je 1\1cdicina. Universidad N.h.:1onJI :\utónornJ de ,\1éxu:o. 
Mb.:1co O.F .• MC:·x1co 
'Departamento de Oiolo~.¡a Celular r Tisular. Facultad de Medicina. L'm\'emd.1d N.1cional Autónoma de 
~1c!x1co, 1\.1Cx1co D.F ... \téx1co 
'lmtuuto de fnvcsugJc10ncs D1omc!d1c.1s. Universidad Nacional Autónom.1 de ,\téx1co. México D.F .• México 
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Adrenal chromaffin cell (ACC) transplants. alone or com­
bined with levodopa treatment, were used in attempted 
therapy for Parkinson's disease (PD). In a previous study, 
we demonstrated that levodopa caused chromaffin cell 
death either by necrosis or by apoptosis in cell culture. 
Here we report the beneficia! effect of a water-soluble 
derivative of fullerene C60 (a novel molecule with potent 
antioxidant properties) and of ascorbic acid when ap­
plied to chromaffin cell cultures exposed to levodopa. 
Both antioxidants remarkably increase !he ACC survival 
and prevent cell death, including apoptosis. Although 
ACC transplants are not currently considered as an op­
tion for PD treatment, these observations should help in 
exploring the possibilities of preventing the neurotoxicity 
generated by levodopa and in envisaging new strategies 
for PD treatment by combining the clinical use of Jevo­
dopa and potent antioxidants. Chemical properties of 
fullerene related to biological uses are discussed. 
<O 2002 Wlley-Llss, lnc. 

Key words: neurotoxicity; apoptosis; Parkinson's dis­
ease; tyrosine hydroxylase, TUNEL 

Adrenal chromaffin cells (ACC) are members of rhe 
neural cresr-derived symparhoadrenal lineage. posrgangli­
onic sympathetic neurons that have losr their cytoplasmic 
projections Juring de\·elopment and become secreto!)' 
cell1. mainly releasing epinephrine (EP) and norepineph-
1;11e (NE) inro the blood vessels (Ganong, 2001). The 
ACCs also possess the biochemical machinery ro produce 
and release Jopamine (DA), and, under cerrain circum­
srances, the DA production could exceed the EP and NE 
production (Zhang et al., 2000). Transplantation of adult 
ACC had been used as a therapeuric approach far Parkin­
son 's disease (PD) in an dfort to restare the DA deficit in 
the neostriatum resulting from dopaminergic neuron 
death in the compacr zone ofrhe substancia nigra (SN) and 

e 2002 Wiley-Liss, lnc. 

the secondary degeneration of the nigrostriaral pathway 
(LJng, 2000; Dunnetr et al., 2001). 

Recentlv, we observed enhanced DA release from 
ACC in striat;l neurons and ACC coculrures and reported 
immunocytochemical and ultrastructural evidence of syn­
aptogenesis between both types of cells (Zh:mg et al., 
2000). However, there were clear-cur differences in the 
clinical results of ACC rransplamation (Madrazo et al., 
1987; Hirsch et al., 1990; Lang, 2000). Mosr of the parho­
logic evidence showed little chromaffin cell survival, 
probably because of rhe complex inreractions berween 
grate tissue and neurotrophic factors, inflammarory cyro­
kines. hosr brain inunune response, and exogenous phar­
macological agems. 

In recenr years, there has been a growing acceptance 
of the hypothesis that oxidative stress conrributes ro rhe 
underlying degeneration of nigral dopaminergic neurons 
in PD (Blum et al., 2001). lt is well known thar 
L-dihydro>..")'phenylalanine (levodopa; L-DOPA). the 
mosr importanr drug far the treatment of PD, by itself or 
by means ofits dopamine metabolite, can induce oxidative 
stress (Graham et al., 1978; Graham. 1978; Jenner and 
Brin, J 998). Therefore, the clinical use of levodopa is a 
subject of concern in ACC-transplanred parients, insofar as 
it might contribme to the poor ACC grate survi~·al. Re­
cenrly, we liave demonstrated that le\·odopa induces chro-
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· maffin ceJL death by necrosis and/ or apoptosis in cell 
culture (Corona-Morales et al., 2000). Therefore, it is of 
interest ·to determine whether this levodopa-induced 

death could be counteracted by antioxidants. 
Nariospheres of carbon, known as fullerenes (Cho• 

c711• CHll .•• Cwo>· have attracted attention regarding 
their biological properties since their discovery in 1985 
(Kroto et al., 1985), and there has be en increasing interest 
in their possible applicacion in biomedicine. Carboxy­
fullerenes are polar derivatives of Cb11 , the smallest 
fullerene molecule, with a diameter of7 A, and reportedly 
possess the abilitv to enter lipid membranes, working as 
pocent neuroproéeccive agems that scavenge free radicals 
and inhibit cell death from oxidative stress (Dugan et al., 
2001). In an earlier study (Zhang et al., 1998), we found 
that Fullerenes exert no toxic effect on :\CC cultures, 
although more recent work shows a surprising photoin­
duced oxidative membrme damage (Kamat et al., 2000). 

We have examined the effects of combined applica­
tion of carboxylfullerene with clinically applicable doses of 
levodopa to determine the ACC survival rates and cell 
dearh after exposure to these chemicals. Results were 
compared with the combined application of levodopa 
with ascorbic acid (AA). a \\'ater-soluble viramin widely 
used asan ancioxidant agent (Krinsky, 1992). 

MATERIALS ANO METHODS 

Cell Culture 

The ACCs were obrained from 3-dav-olci \Visear raes and 
were ··ultured according to methods pre\'iously described 
(Corona-Morales et al., 2000). Animals were treaced in accor­
dance with che standards put forch in the N 1 H Guirlc for tire C.ire 
.1111/ L'sc •f L1b<1Tntory .-i11i11111/s. In brief. chromaffin cells were 
isolared from adrenal medullae and dissociated by collagenase 
digestion (CLS-1; Worthington. Freehold, NJ). Cdls were 
placed on four-well Nunc culture places wich pbstic coverslips 
(Termanox 13 mm round: Nunc. !ne., Naperville, IL). The cell 
plating density was :!50 ,Uilll cells per well conr'1ining 250 µI of 
culture medium-Dulbecco's modified Eagle's medium 
(DMEM: Gibco, Grand lsland, NY) supplemented wich 10% 
(v/\') foral bovine serum (FDS: Gibco), .\.5 µg/ml insulin, 
1110 U/mi penicillin, 1011 µg!ml streptomycin, and 0.25 µg 
.1111phorericin 13 as amimycotic (Sigma, St. Louis, MO). Cultures 
were kept in a humidified incubacor at 37°C in a 5% C02 
armosphere. Culture media were changed every 72 hr. 

Drug Applicarion 

Drugs were appli"d on rhe tenrh day of culture over .\ hr 
(mne imerval determined by the !!Xperiment represented in Fig. 
-1). Levodopa and l\A were purchased from Sigma, and 
Tris(Jicarboxymethylene)füllerene-C3 (C,,11) was provided by 
Akxis Dio-Chemicals (San Diego. CA). Far determinacion of 
chromaffin cell densities, two e;o¡perimental groups were sepa­
rated: a control group and a group wich 50 µM levodopa. This 
dose was chosen taking imo account the reporced dinically 
applicable concencrations, becween 25 and 100 µM (Walkin­
shaw and Waters, 1995). Each group was furcher divided inca· 
three subgroups: withouc amioxidanc, wich 200 µM AA (Pardo 

et al., 1993); and with 100 µM C,11 (Dugan et al., 1996). The 
application of antioxidant was imrnediately faUowed by che 
application of levodopa using a temporal incerval of less than 
l min. Ti» examine rhe etfects ofchese cwo amioxidam drugs on 
the levodopa coxicity conceming apoptotic nucleus fcinnation, 
50 µM levodopa was applied together with :!00 µM AA or 
100 µM C,11 in the same time pattem described abo\'e. For 
decemúnation of the temporal process of apoptotic nucleus 
fomucion, JOO µM levodopa was applied to each well. The 
reaction was stopped by washing and fixing che sample Jt 
different time intervals for further enzymatic hiscochenústry 
tesring. 

Apoptosis Detecdon 

Far apoptosis detection, a terminal deoxynucleotidyl 
transterase (TdT)-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL) 
assay (Promega, Madison, \VI) was carried out. ACC cultures on 
glass coverslips treated wich ililTerent drug schemes wece fixed 
with .\% parafonnaldehyde (Merck, Darmstadt, Gennany) in 
0.1 M phospluce buffer (pH 7..\) at room temperarure (R T) for 
20 min. After tixar1on, cultures were rinsed twice wich Tris­
buffered s.1line (TOS); incubated with 2 mg/ml of proteinase K 
Jiluced 1:1,lJtHI in 10 mM Tris buffer, pH 8, far 5 min ac RT; 
and washed three times w1ch TOS for 5 nún each. Afier incu­
bation with 3% H 20! far 10 nún at R T and rinsing with TBS, 
cultures were preincubated wich remúnal deo:<lnucleoridyl 
rransti:rase equilibrarion bulTer (TdT buffer) for 30 min ac R T, 
foUowed by incubarion with a TdT núx reaccion (3 µI ofTdT 
enzyrne and 57 µ! ofTdT buffer conraining biotinylaced deox­
inucleocides) for 1.5 hr at 3 7°C. The reaction was scopped by 
rinsing once with TOS, Jnd then wich 0.5 M EDTA, pH 8, for 
5 nún at R T. After chis procedure, cultures were rinsed wich 
blocking buffer [4% bovine serum albunún in phosphace­
buffered saline (PDS)I far 10 min at R T and incubated with 
meptavidin-peroxidase conjugare in a hunúdified chamber far 
1 hr at 37ºC. Finally, che cultures were rinsed wich PDS, and che 
Jctiviry of peroxidase was visualized by incubating the cultures 
with Jianúnobenzidine (DAD) solution [S µg of 3-3-
Jiaminobenzidine (Sigma) in 10 mi of0.5 M Tris-HCI buffer, 
pH 7..\, conraining 0.01% H 20 2 ) far 5 nún at RT. Cultures 
were counterstained with mechyl green far 5 nún and moumed 
wirh synthetic resin on glass slides. 

Double Staining far Tyrosine Hydroxylase 
lmmunoreactivity and Apoptosis 

ACC cultures rreared wich different drug schemes were 
processed far apoptosis deteccion assay as described above. Nu­
clei of apoptotic cells were \•isualized with DAD. Afier apopcosis 
assay, cultures were rinsed three times with POS, incubared with 
3% H 20 2 far 10 min to block residual peroxidase activicy, rinsed 
twice with POS, and blocked wich 20% normal goat serum 
(NGS; Zymed, South San Francisco, CA) and 0.1 % Tri ton 
X-100 in PDS (Sigma). Cultures were incubated overnight with 
rabbit anti-ryrosine hydroll.¡riase (TH) antibody (1:2,000; 
Chenúcon, Temecula. CA) ac 4ºC in PBS wich 0.1 % Tri con 
X-100 (PBS-T) plus l % NGS. After being rinsed severa! times 
with PDS-T, cells were incuba red wich biotinylated goat anti­
rabbic lgG (ICN Biochenúcal, Cosca Mesa, CA) far 1 hr at 
37°C, washed with PDS, and created with streptavidin-
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r:ig 1. IJoublc 'taming far TH and apoptosis in ACC cultures. Nuclei 
of .1pnptutic c:dh \\'ere observcd to be dark brown (DAD) and normal 
nudci wcrc ub'iervcd to be clear in TH-positive (red) cells. A: ACC 
control culture dn1wing cdb with an extensive neuriti: outgrowth 
pmcrn and clear nuclci. In centrase (B), ACC trcatcd only with 50 µM 
L-IJUPA for 4 hr showcd J cluster of roundcd cells leasing thcir 

pcroxidase conjugare (ICN DiochenúcaJ). Peroxidase acnv1cy 
was vimalizcd by incubacing che samples wich J-~ntlno-echyl 
carbazol solmion [:?O mg of carbazol (Sigma), 0.5 1111 of dimecil­
forma1nide (Sigma), <J.5 ntl ofl).5 M acecace buffer, pH 5, and J 
drnps of J•Y,, H~O ~1 as a chromogcn for 10 nún ac R. T. Cultures 
werc: rinsed severa! times wich discilled water and moumed wich 
glyc<'rill jelly 011 glass slides. There was no counterscainin¡; wich 
.111iüncs, so nuclci of apopcocic cells were observed dark (DAB), 
.111d normal nuclei were observed dear in TH-posici\·e (red) 
ce lis. 

Data Analysis 
Ten tields from each specimen were randontly chosen, 

and che positively stained cells/nuclei/apopcocic bodies were 
coumed from each experiment. Statistical analysis {Studem­
Newman-Keuls tese) and graph processing were perfom1ed wich 
GraphPad lnStat 2.05 and Microsoti: Excel 2000. Data are pre­
sented as means :':: standard error of che mean (SEM). 

RESULTS 
ACC in the control groups showed typical neuronal 

morphologies with extensive neurite outgrowth after 

Fullerene and Levodopa Toxiciry in Chromaffin Cella l 

,; .•. -,-
~'- . 

extended neurites. The presence of apoptotic nuclci is indicated by 
arrowhe:ads. Asterisk indicares a TH ... cell expeUing ;a nuclear frJ.gmenc. 
In C (50 µM L-DOPA plus µM C,11 100 for 4 hr) and D (50 µM 
L-DOPA plus 200 µM AA for 4 hr), ACC showed paitems similu to 
thosde of che cells shown in A (arrows). Scafe bar = 20 µm. 

10 days under culture conditions (Fig. IA). In the group FJ 

treated with 50 µM levodopa alone, brief exposure to che 
drug of 4 hr was enough to produce rernarkable cell 
darnage, which included neurite retraction and forrnation 
of apopcotic nuclei as shown in Figure 2B. In conrrast, in F2 

the groups treaced wich le\·odopa in combinacion with 
either carboxifullerene or AA, che neuronal morphologit!S 
appeared to be well preserved (Fig. IC,D). TH-posicive 
cell densities in differenr ex-perirnenral groups are shown in 
Figure 2. In the group undergoing levodopa application 
wichouc antioxidant, che decrease of TH + ACCs was 
significantly differenc frorn thac in ali ocher groups, 
whereas, in the groups undergoing cornbined application 
of levodopa plus AA/C60, there were no significant dif­
ferences in TH+ ACCs densities from the control. 

Figure 3 shows sorne typical apoptotic fearures revealed FJ 

by TUNEL scaining in cu!rures treated with levodopa. These 
rnorphological characteristics include DNA fragmentation, 
shrinking nucleus, nuclear blebbing resulóng in nuclear frag­
mentation, chromatin condensaóon with a crescent rnoon 
pattern, and presence of apoptotic bodies. 
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C:ig: . .:?. TH-1111munnreJcted cell Jensitic~ in Jifferenr experimental 
group!): control group\ Jnd group\ treJted with 50 µM levodopa. 
Cumbincd .ipplicmom are mdicJted by lmched bors (wich t 00 µ.\1 of 
c.1rbo~ytiillt.·rL'IH:) .111d 'iOliJ l">Jn (with .2011 µfvl u( Jscorbic ac1d); opt!n 
h.11"1 imlic.1ce 110 .1m10~11.J.tnts. ***Si~mticantly difTcrent from control 
(StuJcm-Ncwmon-Keuls 1est) at P < 11.llil t (n = t O). 

The time course of apoprosis formation as a funcrion 
of the levodopa exposure time is shown in Figure 3. The 
inc.:rease in TUNEL-stained nuclei began to show signif­
icanc.:e within ·¡ hr of levodopa exposure and reached the 
maximal leve! ali:er 4 hr of exposure. These results indicare 
that che presence of levodopa in the culture medium 
triggers ahnost immediarely apoptotic processes on ACC. 

The rcsults from experiments detecting apoptoric 
formation indicare that the densities of apoptotic nuclei are 
related to the drng application scheme and that they are 
inverselv correlated with the TH+ cell Jensities. Adose of 
50 µM Íevodopa produced a density of apo.ptotic nuclei of 
232.84 :!: 24.7 (TUNEL + bodies per mnr; n = 10). For 
the two groups with combined application of levodopa 
(50 µM) plus C,,., (100 µM) or plus AA (200 µM). we 
founJ only 'J3.14 :!: 5.85 (TUNEL + bodies per mm-) and 
88.23 ::!: 18.8 (TUNEL + bodies per mm~). respectively. 
These tindinb'S contirm that the addition of antioxidant 
agt:nts counteracts the deleterious dfect exerted by levo­
dopa on the cultured ACC. Groups treated with AA or 
e"" showed 110 significant dilferences from the control 
(Fig. 5). 

DISCUSSION 
Toxicity ofboth L-DOPA and DA has been exten­

sively demonstrated in catecholaminergic cells in vitro, 
wht!re they can sulfer autoxidation with the consequent 
production of reactive ox-ygen species (ROS), semiquino­
nes, and qui nones that cause cell dama ge, resulting in 
necrotic and apoptotic death. However, levodopa is able 

ro exert toX1c1ty by itself, and DA fonnarion is nor re­
quired, bec:iuse the inhibition of arom:iric amino acid 
descarboxyla.se does not prevent cell toxicity (Han et al., 
1996; Masserano et al., 1996; Basma et al., 1995; Jenner 
and Brin, 1998). On che other hand, AA protects 'cells m 
vitro against levodopa toxicity by prevenring formation 
and/or removal of free radic:ils (Pardo et :il., 1993). Sim­
ilarly, water-soluble carboxylic C 6 u compounds have been 
demonstrated to possess srrong antioxidam potencial and to 
exert neuroprotecrion against excitotoxic and apoptoric 
death of cultured cortical neurons (Dugan et al., 1996) and 
in a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis (Dugan 
et al., 1997). Our tindings show that the levodopa­
induced ACC survival reducrion is ª''oided by boih anti­
oxidant agents. The increase in TH + cell densiry correlates 
with che decrease in cellular apoptosis. The graph shown 
in Figure 5 clearly depicts the protective effect of carboxy­
fullerene on tissue culture, maintaining integrity of ACC 
against the increa.sed rate of apoptosis induced by levo­
dopa. The association of levodopa plus carboxyfullerene 
immediarely decreases che levodopa-induced apoptosis, 
similarly to the prorective effect of AA. 

The results of the present in vitro study suggest that 
striatal grafted ACC may not suri.·i,·e levodopa given in the 
immediate posttransplant period without the help of ef­
fecrive antioxidant agents. This is supported by observa­
tions showing that fetal SN grafts do not survive the 
cytotoxicity of oxidarive stress generated by levodopa and 
its metabolites in vivo (Yurek et al., 1991). 

Although the carboxylfullerene C~u used in this 
study has been reported ro be an unusually potent scav­
enger ofROS in solution (Dugan et al., 1997), the absence 
of systemaric srudies demonstraring its viability for human 
use and its cost make it difficult to use as a therapeutic 
agent at present. However, this study opens the possibiliry 
of studying fullerene compounds as pharmacological 
agents with potent antioxidant properties. 

There are recent reports (Ajayan et :il., 2002) that 
similar fullerene compounds react explosively when eiq,osed 
to potent sources oflight in an oxygen-rich atmosphere. This 
means that these forrns of carbon are ready to cake ox·ygen 
and bum, because of the dramaric conditions in which they 
are synthesized. This rnight explain the photoinduced dam­
age by fullerenes reponed elsewhere. However, spherical 
fullerenes and Cr,n do not show this curious photoinduced 
ignirion. This means only that, at present, there is much to be 
leamed about the chernistry of these peculiar molecules, and 
their extreme oxidarive powers could be used in therapy in 
many different ways once chis knowledge is mastered. Sys­
tematic experiments like that presemed here should be ex­
tremely useful for that purpose. 

In conclusion, carboxyfullerene administrated im­
mediately ati:er levodopa treatment efficiently avoids ACC 
death in vitro induced by levodopa, the drug ofchoice far 
PD patients. The abilicy of carboxyfullerene to circumvent 
the cell death caused by oxidative stress is as strong as that 
of AA, a well-established and widely used water-soluble 
amioxidant. Thus, che results reported here provide new 
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f'i¡;. J. TUNEL >ea111in¡; of ACC 1howing typical apoptosis features, 1uch,. DNA fngmenta!ion (A: 
thc: ;ipoptouc nudeus 1s mdicJ.ted w1th .ln .irrow, .lnd nonn.il nuclei .ue countcrsuincd with mcthyl 
green¡, ,1innk111g nucleus (8), nuclear blebbmg resulring in nuclear fragmenuuon (C), 2nd chrom><in 
i:ondcn\Jt1on \'w'Hh crescent moon p.ittern (D: .urow) Jnd .1poptotic bodies (.urowhe;i.d.s). 
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Fi¡;. 4. Temporal apopto<ic for111adons in ACC cultures with JOO µM 
lc\'odnp.1 .tp¡ilicauon. ***Signitic,;indy diffcrent from control at P < 
11.1111) (11 = 12). 

insights into the basic properties and inceractions wich 
oc her elemencs of fullerene C,,11 and ics derivacives as well 
as their potencial applicacion in biomedicine. Further stud­
ies 111 animal models, especially in vivo, are needed to 
detennme the neuroprotective mechanism and the possi­
ble tox1c.:ity befare therapeucic applications should be gen­
erally c.:onsidered. Anatomical and funccional analysis of 
the effeccs of applicacion of Cw and AA in hemiparkin­
sonian rat ACC cransplanted wich and wichouc levodopa 
treannent is currently being carried out. 
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