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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 poblacién mayor de 60 afios. La L-DOPA, precursor de la
dopamina, es capaz de atravesar la barrera hematoencefalica y ser metabolizada a dopamina
en las terminales nerviosas de las neuronas nigroestriatales que ain sobreviven. Su
administracién en los pacientes resulta satisfactoria al inicio, controlando los sintomas de la
enfermedad. Sin embargo, después de algunos afios, su efectividad disminuye y aparecen
otras complicaciones motoras propias del farmaco. El autotransplante de células cromafines
al cerebro surgido 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
mvestlgadores ‘los-resultados de esta estrategia en enfermos son diversos y en muchas

" ocasiones: contradlctonos Es importante sefialar que después de la cirugia, los pacientes
S con autotransplante de tejido suprarrenal contindan la administracién del farmaco. Por otra
_ parte, se-ha demostrado:que la L-DOPA es txica en diversos sistemas celulares en cultivo

“iyen c1ertas circunstancias in vivo; ademas, la toxicidad de L-DOPA se ha podido prevenir

2 por el uso de antloxxdantes

SR El presente proyecto - pretende contestar las siguientes preguntas: (Puede la L-
_"DOPA bajo ciertas condlclones clmxcas, inducir toxicidad a las células cromafines de la
-/ médula suprarrenal ‘en paclent ‘el transplante?, ;Puede ser lo anterior un factor que
contribuye a las controvers:as delos resultados reportados?. Si estas respuestas son
aﬂrmatwas, (,Puede prevemrse por medlo de ciertos antioxidantes?

“'El trabajo se lelle en dos partes. la primera es un estudio in vitro de células
cromafines de la médula suprarrenal expuestas a concentraciones clinicas de L-DOPA. Se
- empled tejido suprarrenal de ratas de tres dias de edad, se cultivaron por diez dias 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 caracterizacion de la muerte celular tanto necrdtica como apoptotica y el
estudio del efecto del fulereno Ceo, molécula recientemente descubierta con propiedades
antioxidantes, sobre la prevencion del dafio y la comparacion con un agente antioxidante
ampliamente estudiado, el acido ascorbico.

La segunda parte consistid en indagar el posible efecto de la L-DOPA y del acido
ascorbico en transplante de tejido suprarrenal al sistema nervioso central. Para esto, se
empled el modelo animal de EP con la droga 6-OHDA para obtener ratas con lesién
unilateral de la via nigroestriatal. Después de la prueba de giro, los animales recibieron un
transplante de médula suprarrenal de ratas recién nacidas. Inmediatamente después de la
cirugia, se les comenzd la administracion de los farmacos por diez dias bajo el siguiente
esquema: grupo control, grupo L-DOPA y grupo L-DOPA mas acido ascdrbico.

Los resultados en ambos modelos indican que:
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Toxicudad e la 1 -DOPA en células cromafines

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

- La muerte celular fue tanto de tipo necrético como apoptético, ademas de
que las células cromafines mostraron mayor vulnerabilidad al firmaco que
otros tipos celulares.

- Los antioxidantes empleados, Ceo y dcido ascérbico fueron capaces de
revertir el dafio inducido por la L-DOPA.

El empleo de la L-DOPA pedria contribuir a la degeneracion del transplante de
células cromafines observada en numerosos estudios post mortem. Mas aln, debido a la
especificidad del dafio 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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ABSTRACT

. -Parkinson’s disease (PD) is a neurodegenerative disorder characterized by
the loss of dopaminergic neurons from the Sustancia Nigra pars compacta, affecting
mainly elder. people ‘The dopamine precursor L-DOPA 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 patients  is satisfactory at the beginning, being able to control the
disease’s symptomA However ‘after some years under treatment, its efectiveness
diminishes - and T problems appear in relation with the drug. The adrenal
chromaffin::cell autotransplant - mto the brain emerged since the 80's as a therapeutic
altemauve

atlents had been diverse and contradictory in many cases. It is
hromafﬁn cell gra[‘tmg surgery, patients continued with the L-

nt10x1dants In this expenmental model, three pomts were
poptotrc and necrotic death charactenzatron and the fullerene

scheme: cogtrpl ’L DOPA group and L-DOPA plus ascorbic acid group.

";The results from both models indicate that:
- ; ‘L-DOPA, in clinical doses, induces chromaffin cell death.

-:.. v Both necrotic and apoptotic cell death was induced, and chromaffin cells
shown more vulnerability to L-DOPA than other cell types.
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- Both Cso and ascorbic acid were able to diminish significantly L-DOPA
: damage i
!The:use-of L-DOPA could contribute to the chromaffin cell transplant
'degeneratlon observed in several post mortem studies. Furthermore, due to specific
damage of. .L-DOPA to catecholamine cells, L-DOPA toxicity and prevention
measurements should be considered for future grafting approaches and clinical
trials,”

Finally, the virtues and limitations of the present work are discussed.
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INTRODUCCION

Enfermedad de Parkinson

En 1817 !a enfermedad de Parkinson (EP) surge como una emidad clinica propia
cuando el médico inglés James Parkmson la descrlbe como un desorden del movimiento

caractenzado prmcnpalmente po' temblor y: xﬁcultad para iniciar movimientos voluntarios.

Por estas caractenstlcas-le amo Mparalisis’ agltante y.posteriormente el neurélogo francés

kproporcxon de gente de avanzada edad aumentara con51derablemente

Clinicamente, la EP se caracteriza por 4 alteraciones del movimiento, en los cuales

7 'se basa Sll 'diagnéstico: a) temblor en repOso‘”cdnfun'a frecuencia de 4-6 Hz, particularmente

o prommente en los musculos distales de las extremldades superiores, y que con el suefio

'desaparece (Struppler et. al, 1978); b) bradxcmesxa o lentitud para iniciar y/o ejecutar
mo\{lmx_gntos yoluntanos, que se manifiesta como dificultad para caminar, ausencia de

L eXpresién facial y falta de alocucién espontinea; c) rigidez muscular, debido a un




"~ conceptos), de la funcion lingtiistica, de la habilidad visioespacial e incluso demencia y

depresion (Growdon et. al, 1990).

Histopatologia de la EP

En 1919, Tretiakoff descubre por. estudids-bbstmortém,

que en cerebros de

pacientes con EP existe una pérdida’ marcada de: la igmentadas de la Sustancia

Nigra pars ,coirlpd’ct‘a:(S.pr Estudi

‘ Iafc‘aniirdzid:,d"e dopamina (DA)

-existia una correlacion directa entre la reduccién de DA y la pérdida de células de la SNpc

' (Agid et. al, 1987).

10



Tovierdad de la 1-10PA en células cromafines

Lo anterior ha llevado a identificar histopatoldégicamente a la EP como un
padecimiento que se caracteriza principalmente por la pérdida de neuronas dopaminérgicas
de la SNpc. Una segunda caracteristica de la EP, reportada inictalmente por el neurdlogo
aleman Frederick Lewi en 1913, es la presencia de inclusiones eosinofilas citoplasmaticas
con un nicleo denso y un halo periférico en las neuronas dopaminérgicas restantes (Kopin,
1993) Estas' nclusiones, ahora Ilamadas cuerpos de Lewi, son estructuras esféricas de 5 a

1vas a neuroﬁlamentos, tubulina, proteinas asociadas a microttibulos y

ublqultma J lmger, 1990)

Ademas del SIStema mgroestnatal se ha observado, aunque en menor grado, la

-perdxda de neuronas dopammerglcas en’ otras reglones del sistema nervioso central (SNC),

como en la neocorteza, en e 'hxpotalamo gl:d.ret. al, 1987; Jellinger, 1990) y en retina

(Nguyen-Legros"gt‘ al1993 r,’_’)é,r‘l la EP también existen alteraciones en

érgicas .del locus coeruleus y del
nucleo vagal dorsal de neuronas serotomnerglcas d /rafe;dors'al y de neuronas colinérgicas

'del nticleo basal de Meynert y del nucleo pedunculopontmo (Jellmger, 1990).

A pesar de esto tltimo, 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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K éoryrela{;‘iph:éhfre‘ 1 adof’de degeneracion de la SNpc y la severidad de los sintomas; ii) la

destruccion de la via nigroestriatal en modelos animales y en humanos induce

‘complicaciones del’ movimiento muy similares a las de la EP; iii) un incremento en la

la'estimulacién de receptores dopaminérgicos estriatales revierte los

"hiblt"o‘rla’sy al niicleo subtalamico y de aqui, a través de una via excitatoria,
- el:impulso nervioso llega al GPi y SNpr, donde converge con la de la via directa. Estos dos

- nticleos forman conexiones sindpticas inhibitorias con los niicleos dorsoventral y

12
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Corteza Cerebral ¢
Glu Glu
Estriado - Glu
GABA, D, D;
encefalina
DA
GPe
SNpe Talamo
GAB
y
Nicleo
Subtalamico
A
Glu GPi/SNpr GAB
Tallo Cerebral Tallo
Médula ‘ Cerebral
Espinal

Fig. 1. Diagrama de los nicleos basales con sus neurotransmisores. Glu = glutamato,
GABA = dcido y-aminobutirico, DA = dopamina.
dorsolateral del talamo; finalmente, la informacidn regresa a la corteza por una via
excitatoria. De esta manera, el efecto neto de la estimulacidon de la via directa es un

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

- ‘efecto por la estimulacién de la via indirecta es la reduccion de estimulos en la corteza.

13
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‘Dentro de _este contexto, las neuronas dopaminérgicas de la SNpc juegan un papel

primdrdial sobre la modulacién del flujo de sefiales motoras. El punto clave reside en el

. efecto de la DA sobre cada una de las vias. Las células estriatales de la via directa expresan

o bnncnparlménte receptores dopaminérgicos D;, por lo que la sefial de la DA es excitatoria

sobre ‘estas células; por el contrario, la DA ejerce un efecto inhibitorio sobre las neuronas

o fj:;j'hngglqn deyxadnéalesv hidroxilo (Olanov, 1993a).

14
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Tratamiento farmacolégico para la EP

Las bases de la terapia moderna para la EP se dieron a finales de los 50°s ;:uando se
demuestra que: 1) las concentraciones de DA mas elevadas en el cerebro se encuentran en
el estriado (70%), por lo que Carlsson propone (Carlsson et. al, 1958) que la DA podria

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

lizada a DA (Barbeau, 1961). En
)OPA, se requerian dosis altas del farmaco, pues inicamente

DOPAingerida- ingresa"a’l cerebro; ¢l resto se metaboliza como DA, 4cido

i de los émihbz’icidos aromaticos, DAAA (Cotzias, 1967, 1968), enzima que metaboliza la L-

15



Toxicidad de la 1-DOPA en_células cromafines

-.DOPA ‘en DA en la periferia, pero que no llega al SNC (Papavasiliou, 1972; Pletscher,
k 1973). Desde entonces hasta la fecha, ésta es la estrategia terapéutica mas eficaz y frecuente

para controlar las complicaciones motoras de la enfermedad.

Es importante sefialar que al tiempo en que comienzan los primeros sintomas, y por
lo tanto, el inicio de la administracion de L-DOPA, aproximadamente el 75-85% de las

cé]u‘larstAéyrgivcas de la SNpc han desaparecido. En etapas tempranas de la enfermedad, la

mye,‘:'jorz:mf‘}la_'fmqyiiidad'= por- ut

..regresan.
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farmaco en el cerebro trae otras consecuencias, como la aparicién de discinesias y, en casos

bl .y . . . .
avanzados, confusién, 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 patron no predecible y que no se relaciona con las dosis del
farmaco. Se piensa. que este fendmeno se debe a cambios en la farmacocinética de la droga,
ala &nsxblhzacnon de los receptores y al progreso de la enfermedad. Se ha demostrado que
la L- DOPA exogena 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
veswu]as smaptlcas (Ng et. al, 1970). Incluso la DA asi sintetizada también puede ser
llberada, bajo condlclones en las cuales no hay un control fisioldgico normal. Asimismo, la
exposicién de receptores DAcérgicos a variaciones extremas en las concentraciones de DA
puede causar otras anormalidades en la expresion de tales receptores y en ciertas sefiales de

transduccion (Chase et. al, 1990).

Los efectos colaterales del tratamiento con L-DOPA pueden llegar a ser igual o mas
“inhabilitantes que los propios sintomas de la enfermedad por lo que se han desarrollado

. otras_estrategias féﬁnacolégigas en las iltimas décadas. Entre ellas, se ha utilizado la

inhibicién de’la enzima que':degrada a la DA, la monoamina oxidasa (MAQ), que aumenta
ib‘nes’u _ de DA en el espacio sindaptico y con ello sus efectos en la
'ineﬁrotransmijsién. La selegilina es un inhibidor irreversible especifico de la MAO-B - tipo
‘de la gnzirﬁa que se encuentra en SNC - (Olanow, 1993b), y combinada con la L-DOPA

mejora los sintomas de la EP y reduce los efectos del fendmeno de encendido-apagado. El

17
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uso de’la amantidina, la ‘cual estimula la liberaciéon de catecolaminas de las vesiculas

" presinapticas, coadyuva en el tratamiento con L-DOPA; sin embargo, la confusion,
“agitacién y alucinaciones son parte de sus efectos colaterales. Otro tratamiento consiste en

" laa mlrii‘slti'aci(")h"’,dv' " agonistas DAérgicos; la bromocriptina y la pergolida son los mas

naj séé, hipotensién ortostatica, problemas de vision y
“t\'a's' 'fdrdgas (al igual que otros derivados del centeno), pueden

fibrosis pulmonar y retroperitoneal, eritromialgia y vasospasmo

. digital.

‘En resumen, con estos tratamientos farmacolégicos se han observado mejorias muy
limitadas y moderadas, por lo que su. uso terapéutico mas bien se ha limitado a la

coadministracién con L-DOPA.

La limitacién de los tratamientos farmacolégicos, la ausencia de otros métodos

eficaces en la clinica y el contin‘u‘o"-f)rc‘)gres'o de la enfermedad, llevaron a la realizacién de

los primeros transplant xiibaci{éh’t»es con EP avanzada, con dos modalidades: transplante
-de ‘neuronas dépaminérgicas de mesencéfalo (el drea que da lugar a la SN fetal) y el

Vautyotransp‘l‘an‘te de células cromafines de la médula suprarrenal.

Modelo animal de la EP con 6-hidroxidopamina (6-OHDA)
Las alteraciones bioquimicas inducidas por esta toxina son muy similares a las de Ia

propia EP. La inyeccion unilateral de 6-OHDA sobre el estriado o la SNpc de ratas lleva a

18
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la muerte masiva de células dopaminérgicas del mismo lado y la consecuente disminucion

deDA en el estriado (Gerlach et. al, 1996). El mecanismo por el cual la 6-OHDA destruye

" selectivamente ‘a las células catecolaminérgicas del cerebro es por la induccion de estrés

‘ olfa'tonosﬂ tactlles"contralateralgs:z} la‘lesion (VDunnye,tt_ etal,l 981; Marshall, 1979). Con la

"sxsté“m_ica de L-VDOPA,Qag(jhistés' ‘dopaminérgicos (como apomorfina) o

moléculas . liberadoras de DA (por ejemplo, anfetamina), aparece en estos animales una

: ‘SimEtHa. difefente a lo largo del eje longitudinal del cuerpo llamada conducta de giro. El

"hfnhiero de giros en un tiempo determinado indica el grado de lesion (unilateral) en el

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

19



Lovicidad de la I.’-bf;/ﬂ on cdlulas cromafines

Células Cromafines

La glandula suprarrenal se di na region externa de color pardo amarillenta

que representa el 90% del volume lqméda corteza, y una region intema, la médula,
de color pardo rojizo. Embridjég’ic’:zi fu‘nciénalmente. la corteza y la médula representan
dos organos diferentes (Ganong, :20‘02‘). "La médula suprarrenal estd conformada por
cordones celulares sébz:irados bor capilares y vénulas y se encuentra inervada por fibras de

los nervios esplacnicos formando estructuras sinapticas tipicas con las células cromafines.

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

Histolégicamente, la médula suprarrenal se comb n - dos tipos celulares distintos:

células noradrenérgicas (granulos con ntcleo electrodéns células adrenérgicas (granulos

con niicleo difuso), Las catecolami :granulos citoplasmaticos, se

i’y otras que no expresan tales marcadores

ales:del microambiente recibidas durante la migracién y consolidacién
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desarrollo inducen la diferenciacién hacia neuronas simpaticas, mientras que la presencia
de altos niveles de glucocorticoides en la glandula suprarrenal inhibe la diferenciaciéon
néural 'e induce>a un fenotipo cromafin (Chaimers, 1995; Zhang et. al, 1997). Cuando las
célu‘las ’crorhaﬁnes se encuentran rodeadas de células de la corteza suprarrenal, son células

rcdohdis y liberan grandes cantidades de adrenalina, pero cuando son extraidas de la

: .'gliin‘di‘xla,y‘colocadas en cultivo, cambian morfoldgica y bioquimicamente, y pueden liberar

i importantes cantidades de DA en presencia de células blanco —neuronas estriatales—

. (Zhang et. al, 2000).

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

- caracteristicas ‘de fenotipo neural, como es el crecimiento de prolongaciones neuriticas,

Yy, -cambios en la morfologia de las vesiculas de

985; Notter et. al, 1986; Tischler et. al, 1980; Unsicker et.

1985), alteraciones que pueden potenciarse con la exposicién a NGF (Stromberg et. al,

B :1988i,UnS|cker,et. al, 1978)

Lascelulas cromafines son excitables eléctricamente, sintetizan y liberan
n‘éur’dt‘lr'ahs-n;iso'res y se encuentran inervadas por fibras simpaticas preganglionares, a
diferencia de otras glandulas puramente endocrinas las cuales son inervadas por fibras
posganglionares. Desde este punto de vista, la médula suprarrenal se puede considerar

como un ganglio simpético.
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Las células cromafines poseen todos ‘los sfust;atos necesarios para la sintesis y
liberacidon de catecolaminas, incluyendo DA, por lo cual estas células son candidatos

calificados para el tratamiento quinirgico de la EP.

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

estriatales, la modulacxon morfologlca y funcxonal hacia un tipo neural de las CC se

) ylncrementa Y se establece ontactos smaptlcos con las neuronas estriatales; el crecimiento

‘ormamon de contactos sinapticos es seleccionada
"espacmlmente Ademas. laliberacion de DA se triplica igualando la concentracién de

noradrenalma (Zhang et. al, 2000)

Transplantes en la EP

Hace mas de un siglo se empezaron a llevar a cabo transplantes con el propésito de

estudiar el desarrollo, fuhcién‘.y:p']ziéticidzidﬂ.d'eAl_ cerebro, y con la esperanza de reestablecer




: 71’1.\'/(‘1'(/11(1 dela L-DOPA en edlulas cromafines

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 mamifero. Con la ayuda de
nuev;is' técnicas histoquimicas y auto-radiogrificas, se observa que el tejido del sistema

"h’erv’io’s}o‘ central en desarrollo es capaz de sobrevivir, extender axones y establecer

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

ha_bnémducido experimentalmente una lesién (Lund et. al, 1976; Bjérklund et. al, 1984).

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

neurodegenerativas.

Para fines experimentales, en los primates y roedores, la pérdida especifica de la via

nigroestriatal 'puedé;‘indiﬁc‘if;é‘ con las neurotoxinas 6-hidroxidopamina (6-OHDA) y 1-

metil-4-fenil-1, 2 fahidr’opiridina (MPTP) . Debido a que estas lesiones se pueden

evidenciar. portamiento motor alterado y que se conocen con cierto detalle las

: Jr'é&la’cllon s anatomo ,ndcrlo'n'ales de los ganglios basales, el modelo animal de la EP ofrece
: gravhtdes[ _:\li’o‘syi"bili’dades de experimentacion y ha permitido obtener gran parte de nuestro

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

Transplante de Sustancia Nigra (SN) fetal en modelo animal
El transplante ectopico de SN fetal sobrevive cuando es colocado cerca o en el
estriado denervado y muestra integracion y reconstruccién anatomica. La corteza inerva el
tejido transplantado y éste a su vez a las neuronas espinosas tipicas del estriado,
. m_gSperﬁ,@?am‘?me en su region dorsomedial (Freed et. al, 1981). Estudios in vivo demuestran
"qL'ji‘g :las cél‘ii'lég trénsplantadas tienen actividad espontanea, y en las zonas donde llegan sus

axones, la sintesis y liberacién de DA llegan a niveles cercanos a los normales (sin lesion).
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Es mas, se ‘ha observado que mas del 50% de las neuronas transplantadas responden a

"estlmulamon del estriado o de la corteza (Fisher et. al, 1991). La funcién también se

‘recupera;en gran medida: la conducta de giro disminuye e incluso llega a desaparecer

(Coyle ét.‘ al, 1976), asi como la respuesta alterada a estimulos externos que el animal sufre

al lesionar la via nigroestriatal. Esta recuperacion anatémica y funcional persiste a largo

) aiéanzando incluso hasta afio y medio (Freed, 1983) y es altamente especifica en dos
aspectos fundamentales: 1) otras regiones cerebrales no ofrecen tal mejoria y 2) la

: ‘recuperacmn depende en gran medida de la interaccion espemﬁca con las células del cuerpo

estriado. No obstante, la integracion de las células fetales no es completa: sus axones no se

extienden a mas de pocos milimetros (Doucet et.  al, :1989), establecen conexiones
anatémicas 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 sinapticos
reciprocos con el tejido huésped es mayor durante el desarrollo fetal del animal que recibe

el transplante y dlsmmuye en tlempos posmatales, en el cerebro huésped adulto se pueden

‘_formar conexxones funcmnales A algo muy 1gmﬁcat|vo clinicamente, esta capacidad es

ando el cerebro ha sndo lesnonado Esta y otras evidencias han sugerido que

mos’ e_.'dlferen61aCIon € mtegracxén neuronal que se llevan a cabo durante el

d:cs’ag ollo pueden éer reactivados por lesiones o procesos degenerativos (Sotelo et. al, 1991;

_ Snyder et. al, 1997).

24




Tovcidad de la L-00P 4 en células cropmafines

Transplante de SN fetal en humanos

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 intervencion
brindado informacion altamente valiosa. Los resultados muestran un incremento en la
recapturak dbe (18 F)-DOPA en la reg‘iérn del transplante (lo que demuestra su viabilidad),
(Olinow et. al.” 19

ukna'ry"n'ejpr‘i : 19;96:) en los sintomas motores de la enfermedad

pero no eli iﬁééiéh) de las dosis de L-DOPA. Con base en

‘estudios postmortem?ise observa una-alta sobrevivencia de las células transplantadas con

paraaliviar los sinfomas de la enfermedad.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN 05
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Transplante de Células Cromafines 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 Unicamente bastaba incrementar las
cantidades de DA en el estriado para revertir los efectos de las lesiones, se comenzé a
investigar el uso de CC de la médula suprarrenal. Lo anterior se reforzé por el hecho de que

~ la concentracién de DA en la'médula suprarrenal rebasa los niveles de cualquier parte del

fiadia al rﬁédio}NGF (UnSféker et. al, 1978). Gracias a estas

los modelos animales de Parkinson, con

“la‘expectativa de que se integrasen al sistema nervioso central y funcionasen como bombas

; f“biolé icas de’ D

: ,Losﬂ».‘/rés‘ultados generales a partir "def gran cantidad de experimentos se puéden
reSumlr d"é“»’la siguiente manera: las CC dev animales jovenes transplantadas
ihfrélf‘{é}ﬁi'riénulannente muestran una notoﬁa redﬁceién (~40%) en la conducta de giro. Se
~‘é'ﬁéﬁentran altas concentraciones de DA dentro del transplante y en el estriado, que

dlsmmuyen gradualmente en la periferia (Becker et. al, 1988) e incluso en algunos casos la
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cantidad de DA es dos veces mas que la del estriado no lesionado (Freed, 1983). Ademas,
la inmunorreactividad a la tirosina hidroxilasa (enzima que convierte la L-DOPA a DA) se
incrementa y la de la enzima feniletanolamina-N-metiltransferasa -PMNT- (transforma la
noradrenalina en adrenalina) disminuye (Hansen et. al, 1994), lo cual corrobora la
diferenciacion y plasticidad de las CC. En cuanto a la morfologia, ésta muy variada, desde

aquel]és que poseen forma redondeada (tipica de CC dentro de la médula suprarrenal) hasta

algunas con forma alargada'y procesos neuriticos.

SOs ‘neuriticos: que proyectan se encuentran principalmente

‘No'obstante, algunos mvestlgadores han sugerido que la mejoria motora observada

a pesar de‘ la" baj tasa\de celulas viables podria deberse a que el transplante induce la
fsmtesxs de factores neurotrof icos y/o neuroprotectores que promuevan la regeneracion de
celulas dopammerglcas propias del huésped (Becker et. al, 1990). Sin embargo la mejoria

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

que todos estos factores intervienen activamente.
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Transplante 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 niicleo caudado llevado a cabo con
dos pacientes en Suecia en 1985 (Backlund et. al, 1985). Se obtuvieron resultados positivos

s6lo durante pocos dias después de la operacion. Consecuentemente, otros dos pacientes

: fueron operadOs.»pe:rvc; esta vez, el tejido suprarrenal fue colocado dentro del parénquima del

0 resultadbs satisfactorios duraron sélo dos meses (Backlund et. al, 1985). Sin

v lf:es{udio que cre6é mayor interés fue el de Madrazo et. al, quienes reportaron

i‘;e‘vic'ijén:te’ brogreso en dos pacientes con autotransplante de 6 — 7 pequefios fragmentos de
: ) xﬁédﬁla suprarrenal en una cavidad del ntcleo caudado en contacto con el liquido
ccfalorraquideo del ventriculo lateral (Madrazo et. al, 1987). Al cabo de unos afios, mas de
cuarenta pacientes fueron tratados de manera similar por el mismo grupo. El 60% mostré

respuesta satlsfactona, 20% mejona moderada y en el restante 20% la respuesta fue nula. El

05~ publicados anteriormente. En general, el transplante no produjo

“+jovenes que todavia respondian a la terapia farmacoldgica, tuvieron una ligera

“‘recuperacion, pero en ningln caso se observaron resultados similares a los de Madrazo et..

al. (1990). En las autopsias de algunos de estos sujetos, se evidencié muy baja sobrevida de
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las células transplantadas (Jankovic et. al, 1989), aunque es de notar que la mayoria de estas
- V—Vautrorpsias fueron de pacientes sin respuesta por el transplante. Sin embargo, un estudio
demostré después de algunos meses de la cirugia alta viabilidad de CC y la concentracién
de receptores dopaminérgicos estriatales ipsilateralmente al transplante fue menor que en el
estﬁado contralateral, lo que sugiere que las células transplantadas indujeron una
disminucién en la sobrerregulacién de los receptores dopaminérgicos, consecuencia del

_incremento en la concentraciéon de DA (Hurtig et. al, 1989).

Toxicidad de la L-DOPA

Existen dos mecanismos principalres_"por los cuales la: L-DOPA puede llegar a ser

toxica (fig. 2). El primero radica en que utooxidacién se forman quinonas,

mecanismo consiste.en-que, dentro’de:las: célula

- libres debido'a q

. La muerte celular por toxicidad puede s

3). La toxicidad de la

_;1993),“c;onﬁrma‘ndo ue;la 6Xi¢ic1ad de la L-DOPA es por la induccidn de estrés oxidativo.
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Las vlas oxidativas de ias c inas. 1 tirosina; 2 dopa: 3 dopamina ; 4 noradrenalina, 5 adrenalna, 6. dopaquinona (radical libre,
RL); 7. leukodopacromo; 8. dopacromo, 9 ftopa, 10. o-quinona (RL), 1. p-quinona (RL), 12. dopamina . o-quinana (RL}; 13.
feucoaminocromo ;  14. aminocromo (RL); 15. G~hidraxidopamina; 18. . o-quinona - & - hidroxidopamina (RL), 17. p-quinona - 6 -
hidroxidopamina (RL); 18 o-quinona - noradr ina {(RL}; 18. | yocromo ; 20 .21 o-q -adr:nalma {RL): 22,
leucoadrenocromo ; 23 adrenccromo ; 24. dihidroxi-indol ; 25. indol-quinona (RL). (Graham et al, 1978)

B)
i) L-DOPA descarboxilasa » DA +CO,
i) DA+0;+H,0 ——=>—#%  DOPAC + NH; + H;0;

iii) H,0; + Fe*? = ————# HO" + OH- + Fe"

‘ Fig 2) l‘;‘é‘rfna'cién de radicales libres producidos por la L-DOPA. A) por la autooxidacion de
las catecolaminas se forman quinonas, semiquinonas y O,” y HO: B) Por la degradacién enzimaética
dela DA tamblen se pueden producir radicales libres a traves de la reaccion de Fenton (iii).

A pesar de ue esta bien comprobado que la levodopa induce apoptosis y necrosis a
muy altas concentracwnes (Lai et. al, 1997; Spencer et. al, 1994; Walkinshaw et. al 1995),
" existe controversia sobre si el firmaco puede acelerar la degeneracion 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 dafio en la
SN, sea en animales o en humanos (Melaned et. al 1998). Sin embargo, se ha observado
que la administracién de L-DOPA a ratones sanos provoca un aumento en los niveles de
glutatién oxidado (GSSG), lo que demuestra in vivo un estado de estrés oxidativo, asi como
también la disminucion de la actividad del complejo [ mitocondrial y una degeneracion de

terminales dopaminérgicas (Jenner, 1998).

NECROMS APOPTOSIS
Estimuios Hipoxia. foonas ~ Feologica y pato- NORMAL
WCO ———
Histologic Hinchazdn celsor  Células oslodas
Necrosis por coa:  Condensocidn de
Qulocion la cromatina /
Rotwa de los Cuerpos opoptéd-
organulos ficos /4.0 ~
Mecanismos de Al azar, depie- intermuclecsomal .,
descomposi- cion ditusa de Activocion gené- : ,
cion del ADN 2 Qgp de la Enmucieoso soimane Ed .O
esion
membrana l
Lesidn por radica-
les libres
Reoccion tisular Inflamacién No inflomacion
Fogocttosis de _’ Fagucio
%u"%'&“ apop- NECROSIS APQPTOSIS

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

TESIS CON

Radicales Libres v Sistemas Antioxidantes FALLA DE ORIGEN

Un compuesto estable, como la mayoria de las moléculas biolégicas, posee
electrones con spines apareados, es decir, en direcciones opuestas. Sin embargo, los
radicales libres son especies quimicas que contienen uno o mas electrones desapareados en
sus Orbitas externas. Debido a la tendencia natural al apareamiento electrénico, la presencia
. de ut{d o mas de estos electrones desapareados induce a un radical a reaccionar rapida y
desordenadamente con otra molécula al donar o tomar un electrén. 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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proceso de reaccion en cadena (un radical genera otro .Ay:’,asbi;{s’uc‘ésiyamente). Los radicales
libre’s‘ son producidos en la célula constantemente>Bajo:\coﬁdiciones normales como
V'V'Vc;fc;n;sécuencia del metabolismo aerdbico (Curtin et. al,',2002). Sin embargo, en ciertas
":f“%:o_ndiéiones, la formacién de radicales libres puede llevar a un estado de estrés oxidativo, es

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

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

© - Las‘especies reactivas de oxigeno que mas frecuentemente se producen en la célula

por:medio .e're'acciones quimicas (Ciccone et. al, 1998). En los

os-radicales libres reaccionan con diferentes componentes celulares y

resultado mutaciones, aberraciones cromosomicas,

1998). '5inc};isp; se ha implicad{)i‘éi estrés oxidativo en la patogénesis de diversas

dades: ngt@r’odégenerativés,wtale‘s .como la’enfermedad de Huntington, esclerosis

am ;6ﬁc’a ‘lia't:e‘rzilb,"'jenfénnédad de Alzhéiniér, 'degéﬁéréciéﬁ de retina y por supuesto, la EP

_ (Curtm et. al, 2002)

Las células tienen sistemas bioldgicos coordinados para protegerse del potencial

dafio celular causado por la produccion constante de radicales libres, con base en enzimas
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(sistema primario) y en moléculas antioxidantes tanto de origen endégeno como exégeno

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

El sistema primario previene el dafio oxidativo al metabolizar directamente las

especies reactivas. La superoxxdo dlsmutasa (SOD) cataliza la dismutacion del Oy para

formar oxigeno.y perox;' C d hldrogeno (20a—> 0O, + H,0;) y representa la primera linea

oxicidad: deﬂl_oxxgeno. Puesto que la SOD produce H,O,
oofdihaci(')n con otras dos enzimas, la catalasa y la

atahzan la oxidacién de glutation reducido (GSH) a

_'iPQ'r otra®parte,: los: fulerenos (Cso, 70, 80, 90..200) © nanoesferas puras de carbén han

ncién desde su descubrimiento en 1985 por sus propiedades

atraldo fuert
Los carbo‘ufulerenos, Ceo, son las moléculas mas pequefias de esta clase con un

g dlametro(de 7A con alta capacidad como atrapadores de radicales libres. Se ha reportado

“que una Sola esfera de Cqo es capaz de unirse con 34 radicales metilo (Krusic et. al, 1991).

: También, actlian como potentes atrapadores de radicales HO' (se requieren concentraciones
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.de Cgo* 10- IGO veces menores que otros antioxidantes) y de O". Radicales de oxigeno y

6xido nitrico se producen durante el proceso de excitotoxicidad por sobreestimulacién de

. ‘Arcvce'ptdr'é,s glutamatérgicos (Garthwaite et. al, 1988; Dugan, 1995). En cultivo de neuronas

c 'mca s, el~C(,o reduce en gran parte la muerte neuronal por excitotoxicidad (tanto por

receptores NMDA como AMPA) Ademas en estos mismos cultivos, es posible inducir

el retiro-de suc(o, o por la exposicidn al péptido
la_f bréduccién intracelular especies
gd_uge b,s‘vigﬁiﬁcativamente la produccion de
'nﬁrﬁéro de células apoptdticas. Incluso, en un
v 'mddelo :de'veslc‘:l'e:rosirs lateral amibtféﬁcé, la infusidén intraperitoneal continua de Cgp retarda
’tankt'o el comienzo de los sintomas como finalmente la‘muerte del animal (Dugan et. al,

1997).

En un modelo de isquemia-reperfusion a través de la induccidn de un infarto focal
transitorio de la corteza cerebral (en ratas), se producen concentraciones de radicales libres

'-muy por encxma de lo normal, por medio de diversos mecanismos, tales como por el

g metabohsmo de los acndos grasos hbres por la via de la ciclooxigenasa y por metabolismo

SHk iﬁduvcidos por la isquemia y reperfusién. Estos resultados

""muestran que 05 - carbox1fulerenos administrados de esta manera poseen propiedades

; _ant10x1dantes (Lm, 2002) En cultivo de CC, se ha observado que el C¢ no modifica la
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viabilidad celular a concentraciones semejantes a las empleadas en este trabajo (100 pM)

(Zhang et. al, 1998).

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

caracteristicas quimicas tanto hidrofdbicas: como -hidrofilicas, las moléculas de Cqo se

intercalan entre los ll'pidos .dela:membrana:celulary rea cionzin con los radicales libres

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

‘La realizacic')n de transplantes de CC de médula suprarrenal como terapia para la EP
> >ha sndo un . punto de discusién desde hace tiempo debido a los resultados clinicos
‘ jcontrovemdos y contradlctonos que reportan distintos grupos de investigadores en todo el

mundo.-v'

Como ya .se ~menciond . con anterioridad, se ha observado por estudios

" inmunocitoquimicos, neuroquimicos y untraestructurales que las CC en cultivo con

" ... neuronas estriatales pueden establecer conexiones sinapticas y liberar grandes cantidades de

DA Pbr otro lado, en modelo animal, existe un aumento en la concentracién de DA en el
"si‘ti:o‘ deI ‘transplante y la periferia cercana, ademas de que la conducta de giro disminuye

“significativamente.

Puesto que en. los protocolos chmcos en estos pacientes se continia la

admxmstracnon de -L- DOPA a dlferentes dosns‘despues del transplante, es de importancia

,conocer,e»lb .efecto‘ directo.de la-L-DOPA sobre. ]as CcC tanto in vitro como in vivo, aplicando

un'protocolo similar al clinico -

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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HIPOTESIS

1) La administracién del farmaco L-DOPA a concentraciones clinicas posee efectos
_ toxicos sobre las células cromafines de la médula suprarrenal tanto en cultivo como

‘ trahépléntddas al cerebro en un modelo animal de EP.

2) La aplicacién conjunta de los agentes antioxidantes Cgg 0 acido ascérbico disminuye
el dafio 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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Toxicidad de la 1-1)OPA cn célulus cromafings

OBJETIVOS

Determinar 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 CC.

1.2 Analizar los mecanismos de muerte celular por la exposicion a L-DOPA.

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

,Ex'a‘mi'nar,_si los antioxidantes previenen la toxicidad de la L-DOPA in vitro.

2.1 Determihar el efecto antioxidante del Cy sobre la toxicidad de L-DOPA

a concentraciones clinicas

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

y compararlo con el del Cqp.

Investigar el efecto::de la L-DOPA a dosis clinicas sobre las CC
transplantadas - al cerebro de ratas con lesién unilateral de la via

nigroestriatal.

Indagar el efecto antioxidante del acido ascorbico sobre la toxicidad
inducida por L-DOPA sobre las CC transplantadas al cerebro de ratas con

lesidén unilateral de la via nigroestriatal.

TESIS CON
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METODO

Experimentos in vitro

Cultivo Celular

Sc emplearon células cromafines de ratas 3 dias de edad de la cepa Wistar del
bioterio de la Facultad de Medicina, UNAM. Cada qnimal fue decapitado ripidamente y se
extrajeron ambas glandulas suprarrenales:en cond'iciones; ¢stériles. Bajo un microscopio de

diseccién cada médula suprarrenal fue separada dé la‘corteza y para disociar por el método

f,de la colagenasa se suspendieron en una solucién Splnner sm calcio suplementada con

-el.botdn se disocio y suspendi6é nuevamente bajo las mismas

g l’as células se suspendieron en medio de cultivo DMEM

“tripano al 0.4%. Finalmente, las células se sembraron a

celu aé/hdl en placas de cultivo de 4 pozos (250 ul de medio/pozo)

: Y(Nunc) sobre c ub eobjetos de plastico tratados ( 13 mm de didmetro, Nunc). Los cultivos se

Y ‘mantuv1eron en una incubadora himeda a 37°C y una atmésfera con 5% de CO,. El medio

‘ ,de cultlvo fue cambiado cada 72 hrs.

TESIS CON
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Aplicacion de L-DOPA y Antioxidantes

En ensayos iniciales, para estudiar la viabilidad celular’'se.emplearon dosis de L-

DOPA del00 uM, 200 uM y 300 uM por 24 hrs,.rE 10 se’c bi6 a que en algunos reportes

(Mena et. al, 1993) estas eran las dosis:de 4DOPA que causaban toxicidad en cultivos

licaba para las CC. De manera

2000), se modificé la

robada (100 M) producia un efecto

stoisugeriaique dosis menores podian seguir
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control (sin L-DOPA) y con L-DOPA 50 uM. Cada uno a su vez fue dividido en tres

subgrupos: sin antioxidantes, con AA 200 uM y Cgo 100 uM.

Células Cromafines
10 dias de cultivo

N I

I L-DOPA 50;;1\11
v e v .

r SIN ANTIOXID,\NTEj AA 200 pM Coo 100 uM I SIN ANTIOXIDANTE l AA 200 uM Ceo 100 uM

Ensayo de viabilidad celular por MTT

Se estimo la viabilidad celular por las reduccion de la sal de tetrazolio MTT a azul

formazan (Slater et. al, 1963). Para ello, las células se sembraron en placas de 96 pozos con
100 nl de DMEM por pozo. Después de 24 hrs de exposicion a concentraciones de L-
DOPA de 100 uM, 200, uM y 300 uM, se agregaron 10 ul de solucién stock de MTT
Smg/ml en PBS)/pozo en el que las celulas se incubaron a 37°C por 3 hrs. Al término, se

Vsolumon con una plpeta Pasteur y se afladieron HCI 0.04 M diluido en

nsopropanol para solubxhzar el azul formazan Para terminar, se midio la densidad dptica de

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

Deteccion de Apoptosis

Se caracteriz6 el proceso de muerte celular apoptética por la técnica de TUNEL (por

sus siglas en inglés: Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT) — mediated dUTP nick
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_eﬁd-lébg]ihg.(l’romega Corporation). Después de la exposicion a las diferentes drogas, los
; | cuﬁivos se fijaron con paraformaldehido al 4% (Merk) en 0.1M de buffer de fosfatos (PBS,
Vpl-i 7.4) a temperatura ambiente por 20 min. Después de dos lavados con TBS (buffer salino
tﬁs), los cultivos se incubaron con proteinasa K (2mg/ml, dilucién 1:1000) en TBS 10 mM
(pH 8) durante 5 min a temperatura ambiente y luego tres lavados con TBS por 5 min cada
uno. Posteriormente se incubaron con H>O; al 3% por 10 min y se lavaron nuevamente con

TBS. Los cultivos se preincubaron con, b'Liffer de equilibrio TdT por media hora a

temperatura ambiente y a contmuacxon se mcubaron con una mezcla que contiene a la

enzima TdT (3 pl) mas los desoxmucleotldos blotmllados en buffer TdT (57ul) por 90 min

e temperatura,ambxente Fmalmente las celulas fueron contratemdas con verde de metilo y

. montadas con resina sintética sobre portaobJetos de vidrio.

Deteccion Inmunocitoquimica de células TH-positivas
Los cultivos expuestos a los diversos tratamientos fueron lavados con PBS y fijados
con paraformaldehido al 4% en PB 0.1 M y después fueron lavados nuevamente con PBS
tres veces. Los cultivos se incubaron con suero normal de cabra (NGS) al 20% (Zymed)

mas Tﬁtéq :X-IOO (0.1%) en PBS. Posteriormente, se incubaron por 24 hrs con anticuerpo
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: primari6 de cohejo anti-TH a una dilucién de 1:2000 (Chemicon) en PBST (PBS mas 0.1%

de Tnton X 100) mas NGS 1%. Al término de la incubacion, las células se lavaron con

~PBST se mcubaron con el anticuerpo secundario biotinilado de cabra anti-conejo IgG (ICN

o 'i"onchemlcal) por lh a 37 °C y se lavaron con PBS. Se incubaron con el conjugado

= estreptawdma peroxxdasa ((ICN Blochemlcal) por una hora y finalmente la reaccidon se

x gf)tas de H>O; al 3% a temperatura ambiente. Las

S gdn agua bidestilada y se montaron sobre portaobjetos

cubiertos ‘con- gelatina“ de” glicerina. De esta manera, el citoplasma de las células TH-

" positivas se observé de color rojo.

Doble Marcaje: Deteccion Simultanea de Apoptosis y de células TH-positivas

Después de los diversos tratamientos experimentales, algunos cultivos de CC se
trataron para la deteccidn simultanea de apoptosis y de inmunorreactividad a TH. Primero,
los cultivos se procesaron con la técnica de TUNEL como previamente se indicé, excepto

fueron : contratefiidas ni montadas, sino que permanecieron en los

que las células’ nc

‘Debido a que se empleo como cromégeno DAB, los

ron de color café oscuro. Al término de la reaccién de

:~ hfxclé.és ,ép‘opfétiqb se
TUNEL, sereahzar n tres la ?;dosr con PBS.y se incubaron con H;O; al 3% durante 10 min.
Posterionnérité, se sig"l.{ivie‘;bn;~ ioé mismos pasos sefialados para la inmunocitoquimica para
células TH ;‘)’c}s‘iftvivas,’ é‘on excepcion del revelado: después de incubar las células con el
conjugado - eStrépfévidina-peroxidasa (ICN Biochemical), se revelaron incubando las

muestras por 10 min con la solucién de 3-amino-etil carbazol: 20 mg de carbazol (Sigma),
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O.S_ml de dimetilformamida (Sigma), 9.5 ml de buffer de acetato 0.5M (pH 5) y 3 gotas de
- Ha Oz al 3% a temperatura ambiente. Las muestras se lavaron varias veces con agua
‘ f_bldeshlada y se montaron sobre portaobjetos con gelatina de glicerina. De esta manera, el

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

Analisis Estadistico

De cada grupo expenmental se ehgleron al azar lO campos bajo el microscopio y se

llevd a cabo el conteo de celulas a optotlcas y cuerpos apoptoticos. El

analisis estadlstlco se reallz" "con ‘la prueba de Student ’Neivman — Keuls (GraphPad InStat
-GraphPad software, V, 2.05-) y: el~ procesamlento Agraﬁco se hizo con el programa de

cémputo Excel (Mlcrosoft Office v. 7000)

Experimentos 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 ventriculo cerebral en ratas siguiendo el modelo

animal de Parkinson con 6-OHDA.

Lesion de la via nigroestriatal

Se siguid el modelo animal con 6-OHDA S¢ etﬁplearbn ratas Wistar machos de 180
gr a 200 gr de peso corporal del bioterio de ilz,i l;zvicu'li‘ad de Medicina, UNAM. Los animales
fueron anestesiados con pentobarbital sdédico (64.8 mg/cc) intraperitonealmente a una dosis
de 42 mg/kg. Pdr medio de técnica estereotaxica, los animales fueron lesionados de la via
mgroestrlatal drerecha, cuyas coordenadas fueron: AP=-2.8, L=-2.0, DV=-8.6 (Paxinos et.

al, 1998). Cada animal recibié 8ug de hidrobromuro de 6-OHDA (ICN Biochemical)
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(diluidos en 4l de solucion salina 0.9% y de acido ascérbico 0.1%) por medio de una
microjeringa (Hamilton) a una velocidad de 1 pl/min. Después de vaciar el contenido, la
microjeringa permanecio en el lugar por 2 min mas. Posterior a la lesion, los animales se

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

Conducta de giro

Después de 10 dias_devlavles‘io',n,y"losy animales .fueron sometidos a la prueba de giro.

Se llevd a cabo en recvi;p'ivente de:plastico:de 60 cm de ‘dlamg'tfé y 50 cm de alto. Una vez

pesadas, cada rata: recibié ;myecglofn_.mtrape‘r‘l‘tﬁpncal;‘fde apomorfina (0.25mg/kg).

Después de tres minuto omenz6 a contabilizar manualmente durante 30 min el nimero

. ininterrumpidos. Se considera que un animal lesionado
satisfactoriamente del sistema nigroestriatal hace 225 giros en 30 min (Ungerstedt, U.

1973).

Transplante de CC

Se transplanté médula suprarrenal dq rz;tas '.Wisfap~de 3 dias de edad en los animales
previamente lesionados. Cada rata :lésibyﬁéc‘ria e pesd. y: sé anestesié bajo las mismas
condiciones ciiadas anteri‘qmlente.r Losammale se mbﬁtdron en el aparato estereotaxico

- donde el crineo se expuso y se trepand para el transplante.

** “Una'vez hecho esto, en condiciones de esterilidad, los animales de 3 dias se
“' decapitaron y a través de una incisién transversal de la regién abdominal, se extrajeron

"-ambas glindulas suprarrenales y se colocaron sobre un vidrio de reloj estéril con solucién
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salipa.; Bajo un microscopio de diseccidn, se separé cada médula suprarrenal y se tomaron
con una jeringa especialmente modificada (consistio de una jeringa esterilizada de insulina
cuya aguja fue un capilar de vidrio de 2 cm de largo siliconizado y la punta afilada y pulida
bajo fuego). La jeringa se montd sobre el estereotdxico (cuyas coordenadas anteroposterior
y lateral estaban previamente establecidas y el tejido se transplanté en el parénquima
cerebral dorsal al ventriculo lateral dérggho de tal manera que el transplante estuviera en
contacto con el liquido cefalorraquideo (el ventriculo ipsilateral a la lesiéon en las

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

Administracion de L-DOPA y Antioxidantes

La dieta con los firmacos comenzé 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 fairmacos se administraron mezclados en 100

mg de queso en dos dosis separadas durante el dia. La dieta se mantuvo por 10 dias.

Inmunocitoquimica en rebanadas

Al término del tratamiento con los firmacos, cada animal transplantado fue
perfundido intracardialmente de la siguiente manera: primero se introdujeron 100 ml de sol.
salina para lavar durante 5 min y luegd con 500 ml de fijador durante 20 min. El fijador
consistié de paraformaldehido al 4% en PB 0.1M + acido picrico al 15% v/v. Los cerebros
Vextraldos se recolectaron en PBS 0. lM Con cada cerebro se hicieron cortes de 50 um en un

- mlcrotomo de cuchllla v1brante (Lelca VT10008) bajo una solucién de PBS 0.1M. Se
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recolectaron loscortes dentro y alrededor del sitio del transplante. Los cortes de cada grupo
expenmentalse pasaron por una solucién de bloqueo, que consistié de PBS 0.1M + 0.1 %
T deTnton | X-l 00 (PBST) +20% de NGS por lhr. A continuacién, las rebanadas se
lncubonconel anticuerpo primario anti—-TH de conejo (Chemicon AB152) a una dilucién
1500d11u1doenPBST + 1% de NGS durante 16 hrs a 4°C . A partir de aqui hasta el

término’ de*la inmunocitoquimica;todoslos pasos ‘se hicieron con agitacién constante.

lavado (:or’ni"_Pk»B_' _}d.c:Jusﬁmés»con PBS 0.1M por 10 min c/u. Durante una hora,

los cqx_j'tesw'jse‘ el complejo estreptavidina-peroxidasa a 25°C, se lavaron 3
“'veces cdnf'F"BSf’O:lM se revelaron exponiéndolos 3 min con DAB. Finalmente, se lavaron

3 yeée’s:i'gipn?,agua d¢sg_1!adé y se montaron sobre portaobjetos y cubreobjetos (No. 1).
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RESULTADOS

Resultados in vitro
1. Estimacion de la viabilidad celular por MTT

Al inicio de la fase experimental, los cultivos celulares, los cuales ademas de CC

8 su “z'ir;rehél\_y neuronas simpaticas, fueron
DOPA -por 24 hrs. Se observa que desde la

,-aunque a dosis mayores, se acentué

de 100 M, 200 00 uM de L-DOPA disminuyeron la

B - densidad celqlar a'44>.'32%, 32.14% y 27.2%, re‘speé\ti,vgxﬁente.

0.20
0.18

0.16 | TESIS CON
0.14 FALLA DE ORIGEN

Viabilidad Celular
(Densidad Optica) 0.12
0.10

0.08
0.06 — iy dede o
0.04 T T T 1
Control 100 200 300
Concentracion de L-DOPA

Figura 4. Estimacion 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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VDe los ‘diferentes tipos celulares en los cultivos, tnicamente las CC poseen la
Vmaquin'arria enzimatica para la produccion de catecolaminas. Desde la concentraciéon mas
bajade L-DOPA, se alcanzé el maximo nimero de degeneracién de CC. La densidad de
célvuil‘as TH-positivas fue de 24.5% en 100 uM, 22.96% en 200, uM y de 19.6% en 300 uM

' de L-DOPA (fig. 5).

120 ~ TESIS CON
100 - FALLA DE ORIGEN

80 —
Células TH+
(% del control) 60 —

L34 d *heW Ahh

20

Control 100 200 300
Concentracion de L-DOPA (uM)

" Figura'S. Porcentaje de células TH-positivas con diferentes concentraciones de L-DOPA por 24 hrs.
* kA —dlferenma significativa respecto al control, p<0.001.

trol, fué evidente que habia gran cantidad de CC con una morfologia
recimiento: neuritico.’ Sin embargo, en los grupos tratados con L-
“C ‘muertas:tenian caracteristicas necréticas, como ruptura

ic’:ﬁéti‘co‘(ﬁg. 6). No obstante, se

‘una técnica especialmente disefiada para la deteccién de tal proceso.
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Figura 6. Fotomicrografias de células cromafines (TH-positivas) tratadas con L-DOPA 300
uM. a) una CC normal (flecha) y dos micronticleos (cabezas de flecha); b) CC con
morfologia necrética como la ruptura de la membrana plasmatica y la formacion de
vacuolas, ¢) CC con fragmentacién del micleo. Contratincién con hematoxilina.
Aumento=380X.

Figura 7. Caracteristicas apoptoticas secuenciales en cultivo de CC por la
induccién de L-DOPA 300 pM. A) un nicleo TUNEL-positivos (café) y dos ntcleos
normales (verdes); B) y C) condensacion de la cromatina; D) fragmentacion del nicleo;
E) formacién de cuerpos apoptoéticos.

TESIS CON
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3 Cafﬁcten’sticas apoptéticas inducidas por L-DOPA
Se empled la técnica de TUNEL para la deteccion especifica de apoptosis (fig. 7).
Las células sanas (morfolégicamente) no revelaron marca para TUNEL y en cambio el
nicleo se observé de color verde (contratincidn) (fig. 7a). Con la administracién de L-
DOPA se Vpudo identifigz}r una Vsieri:e‘ de caracteristicas tipicas de la muerte celular apoptética

en diversos estadi

nolégicos: células con prolongaciones neuriticas y la membrana

) ,cclula'r,ﬁbi;ér con pero con fragmentacion del nicleo (fig. 7a), morfologia tipica de

‘sefial de una apoptosis avanzada; finalmente, la formacién de cuerpos apoptéticos,

que .e‘élfe‘l resultado de la fragmentaciéon completa del citoplasma y el nicleo celular (fig.

. 76);

o 4 'E‘ormaciéh de células apoptoticas a diferentes tiempos con L-DOPA

_;Pm:a ‘ipdag'ar,'e.l ti»émpro‘ minimo de aplicacion con la L-DOPA en el cual se observe

- partir de este experimento, este tiempo continué aplicandose.
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3s0
1 R e
- ee
3004 —t
. 2504 » nn,
Células
apoptoticas 2004
2
(por mm ) LE X 4 L X ]
1504
1004
50
0 —y———r v v v ~—rf—
CONTROL | 2 3 - s 7 24

Exposicion a L-DOPA (hrs)

Figura 8. Formacion de células con caracteristicas apoptéticas a diferentes tiempos de exposicién a
'300 uM de L-DOPA; *** =diferencia significativa respecto al control, p<0.001. n=12.

: 5;\Ef‘é¢td“d Coo'y AA sobre la densidad de células TH-positivas por la toxicidad de L-

nos estén atrayendo la atencion de diversos grupos de investigacion

iones en la biomedicina. Sin embargo, no se conocen por completo

},c’éndlgib es actuar como oxidantes (Kamat. et. al, 2000). Por esto, resulto

“.:,ixi'téresan‘te',ainayliéa - su ,ycvoni‘portamiento en el modelo de la L-DOPA en CC y ademas,

compararlo con el del AA.
La aplicacién de Cgo (100 pM ) o de AA (200 uM) por 4 hrs no modificé la

densidad de CC respecto de los cultivos sin droga alguna (fig. 9). En estos tres grupos, fue
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N muy notono el desarrollo extensnvo de prolongaciones neuriticas en las CC (fig. 11). En

OPA durante el mismo lapso fue suficiente para reducir
de CC. Ademas, las prolongaciones neuriticas desaparecieron
mo se puede comparar con la fig. 4, la toxicidad con la dosis

s dosis aplicadas en experimentos anteriores con dosis de 100

Xp sbl‘cj:iirbn fde Ceo atenud el dafio causado por la L-DOPA a

el AA o de los controles, no sélo en la densidad celular, sino en la

9 Sin Antioxidante
7 Con Céo
900 T 8 Con AA

800 W
700 1
600 A

500 -
Densidad de Células 400 -
TH-positivas (/mml)

300 -

200 A

100 1

CONTROL L-DOPA
Grupos Experimentales
Figura 9. Densidad de células TH-positivas en los distintos grupos

expenmentales L-DOPA 50 uM, Cep 100 uM, AA 200uM. *** —dlferencxa'
. S|gmﬁcat|va respecto al control p<0 001. n=10.

lar tessobre Ia’_‘tvﬁdérte apoptética de CC por L-DOPA

bservaciones de muerte apoptética en nuestros cultivos (punto 3

q.de resultados),”lds cuales, como fue mencionado anteriormente, contienen otros tipos

-celulares ademds de CC, se disefi6 el experimento de doble inmunocitoquimica para células

TESIS CON
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- TH-'p,dsivtiva:s' +TUNEL 'Q.s'iifvzi c tivo ‘de observar el proceso apoptético

~ especificamente " sobre C..E

‘constante de CC que murieron por

apoptosis{sin. la apl c
Ceo (100 UM) 0

- significativam

300 D Sin Antloxidante

% Con Céo *wd
250 - B Con AA
200

Células TH-positivas
+ TUNEL-positivas 150
(por mm?) J
100

CONTROL

Grupos Experimentales

Figura 10. Densidad de nucleos apoptéticos de CC en cultivo tratados con L-DOPA y
antioxidantes durante 4 hrs . L-DOPA 50 uM, Cq 100 uM, AA 200uM.
*** =diferencia significativa respecto al control, p<0.05. n=12.
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Figura 11. Fotomicrografias de doble marcaje en cultivo para células TH-positivas y TUNEL-positivas bajo
los diferentes tratamientos con 4 hrs de exposicién. Los nucleos apoptéticos se observan de color café oscuro
y las células TH-positivas con citoplasma rojo. A) Cultivo Control con CC extensivas prolongaciones
neuriticas y micleos claros (no apoptéticos); B) Cultivos con L-DOPA 50 uM por 4 hrs en los que las CC se
observan redondas y desaparece la red neuritica. Los nucleos apoptéticos se sefialan con flechas y un asterisco
muestra una célula expulsando su mticleo. C) Cultivos con L-DOPA 50 pM + Cg 100 uM y D) Cultivos con
AA 200uM, en los que la morfologia es semejante al de los controles. Barra=20um.

TESIS CON
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7. Espeéiﬁcidad 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 demas tipos celulares de los cultivos, se cuantifico el nimero de células apoptéticas sin

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

(Tabla 1).
Total de células | Células TH+ y TUNEL + Fraccién Células TH- y
- . TH-positivas (ny) (ny n/nr py - “ TUNEL +

Control 602+81 77+16 i 1241 |00 3246

| Cou 605+69 93+6 1430 ) 27+S
AA 650+79 88+18 . 13.53° - . 316
L-DOPA 347+20 233425 67.14 30+4
L-DOPA + Ceo 580+88 100+22 17.24 27+5
L-DOPA + AA 667+111 96+24 14.39 2716

Tabla 1. Comparacion morfoldgica entre los diversos grupos experimentales (promedio:
. 2
error medio/mm~).
El nimero de células TH negativas, es decir, células no cromafines, que
experimentaron apoptosis fue mucho menor el de CC apoptoticas y no se encontrd

diferencia significativa entre los diferentes grupos experimentales (tabla 1, tltima columna)

Resultados in vivo
1. Conducta de giro

Después de mas de 10 dias a partir de la lesion con 6-OHDA, los animales fueron
inyectados con apomorﬁna (0.25 mg/kg) para la cuantificacion del nimero de giros.
Unicamente los animales qﬁe giraron més de 225 veces en 30 min contralateralmente a la
lesién fueron tomados en cuenta para el transplante. Se contaron los giros ininterrumpidos
y cerrados. Nunca se observd algiin giro cerrado ipsilateral a la lesién en todos los animales

para transplantar.
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' 2.AT’ransplante‘ .

El tlempo tomado para la cirugia, desde la anestesia del animal hasta la inyeccion de

L las CC y la sutura del cuero cabelludo, siempre fue de 25 - 30 min. De manera similar, el

7':’“lapso transcumdo desde la decapitacion de los animales donadores (de 3 dias) hasta la

’ myeccnoh del te_ndo transplantado en ningtin caso superd los 4 min. (después de ese tiempo,

: el lejldo fue desechado)

3. Efécté dela: -DOPA y.los z{n;ioxiaahtes en el tejido suprarrenal transplantado
dias de ‘tratamiento, los animales de los tres grupos (Control, L-

A) c_:{saériﬁéaron, se perfundieron y se obtuvieron cortes de la

" otras se observaron prolongaciones citoplasmaticas.

De manera totalmente opuesta, en los cortes del grupo tratado tGnicamente con L-
DOPA durante el mismo lapso no se encontré marca TH-positiva en ningiin animal (fig.

13). En su lugar, se observé en el sitio del transplante solamente una cicatrizacidn tisular
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~"¢6n}qgtrit(_)‘sl’ékelulares'- y la trayectoria de la aguja No se observé marca de células TH-

prolongaciones neuriticas. -
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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=100uM;
B) 10X, barra=100uM; C) 20X, barra=50uM
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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) 10X. Barra=100 uM.
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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=100 uM; B) 20X, barra=50 puM; C)
40X. Barra=20 uM.
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DISCUSION

La terapia mas empleada y que mejores resultados ha brindado para controlar los
sinto_mé$‘dé la EP ha sido desde hace décadas el tratamiento a base de L-DOPA, debido a

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

' Ias" térmmawles‘ sindpticas de las neuronas dopaminérgicas de la SNpc. Sin embargo, después
fde un tratamlento prolongado, sus efectos benéficos van disminuyendo y aparecen otros

: smtomas relacionados con el farmaco e independientes de la enfermedad.

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

con una calidad de vi_da ’dkef."lcf:iken‘te, y a falta de otra estrategia farmacologica, se pensoé en el

T ér:‘g'lvcbﬁlcomc‘) una bomba enddgena que estuviese liberando DA. Si
r e e eJ o'k:fﬁesencefélico embrionario representa una mejoria en muchos
ita{fon que se continuara desarrollando. Otra alternativa fue el
CC de teJido suprarrenal (un ser humano puede sobrevivir sin problemas
uprarrenal) Después de llevarse a cabo en varias partes del mundo,
nt‘fov'ertido debido a los resultados contradictorios que se reportaban
de investigadores, en la mayoria de los cuales reportaban baja
‘tfansplantado e incluso su degeneracion. Sin embargo, en todos los
. 1:cohtinué siendo administrada después del transplante con la idea de ir
la dosis conforme el transplante empezase a funcionar adaptindose a su

‘ »f‘«‘}nuevo ambxente Debido a que la dosis de L-DOPA administrada es aquella en la que se

T Vme_joran los sintomas, 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

62



Toxicichd do la 1 -0OPA cn colulas cromafinges

condiciones se le involucraba con fendmenos 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 (100 |.lM, 200, pM y 300 UM) que en otros trabajos inducian

lesnon prmcnpalmente a las celulas catecolam' os_cultivos realizados contenian,
euronas colinérgicas y células
tudiar si las CC, catecolaminérgicas,

A Al comparar los resultados en los

, élulas (técnica del MTT) con las CC

mientrasique'de la de 'to'db el conjunto solamente a'lv44‘.32;% -fig. 4-). Es decir, se requieren

menores dosis . d 'L-DOPA para inducif ‘toxicidad /ia lés*'l‘C'Cv que a células no

: vcatecolammerglcas," lo"cual tiene 51m1htud con 1 vulnerablhdad que se reporta para ciertos

e upos,de euronas catecolammerglcas Esto sugler ue:podna requerirse menor tiempo de

' ‘exposwlon a rmaco (respecto a otros tlpos celulares) para provocar un darfio en las CC.
_qu'e' resultaria interesante estudiar el dafio por la L-DOPA seria
iccién de muerte por apoptosis, un proceso activo controlado por la

nobservando la i

celula ,'nvolucrada con caracteristicas morfolégicas muy tipicas y que la distinguen de la

muerte necrotlca (morfoldgicamente, en la necrosis hay edema citoplismico y mitocondrial,
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ruptura de membranas y liberaéién dAeﬂlos componentes celulares, causando inflamacion).

' El:pabel de los radicales libres én la indﬁccién de la apoptosis se ha demostrado en gran
.7'cant1dad de estudios in vttro en donde el estrés oxidativo se ha producido por diversos
f"age‘:ntes, como por eJemplo, con radmcnon ultravnoleta (Zamzami et. al, 1995), con drogas

' ",'qu1m|oterapeuucas (Gorman et al 1997) por el factor de necrosis tumoral-a (Suzuki et. al,

: 1998) o con L-DOPA sobre celulas PC 12 (Walkmshaw et. al, 1995).

En nuestros expenmentos, con‘ la aphcacnon de’L DOPA (100 pM 200 uM o 300

pM) se observaron ]os dxversos estados rono]oglcos por los que transcurre una célula que

e bEly hééhb de‘ ql‘lél lé cblhcent ciéon.de L-DOPA en liquido cefalorraquideo es de 25

' pM a 100 pM en pacxentes baJ,_ 'ra amiénfo'del farmaco y, por otro lado, el que

observdasemos que la concentramon delOO uM de L-DOPA disminuia la densidad de

celulas TH -positivas a un punto méximo en el cual mayores concentraciones ya no
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modiﬁcaban tal densidad (fig. 5), se decidi6é bajar la dosis a 50 uM, equivalente a la dosis
s 'ch’yni‘cva. Cabria esperar que la reduccién tanto en la concentracién de L-DOPA como en el
" tiempo de su exposicion disminuiria el efecto toxico en las CC. Asi, se encontré que 50 uM

= _‘de‘fLiD’OP_A por 4 hrs disminuy¢ la densidad de células TH-positivas en un 42.35% (fig. 9),

mlentras que 100 uM de L-DOPA durante 24 hrs lesiono el 75.5% de ellas (fig. 5).

: ﬁla tox‘ivcidad por L-DOPA de los antioxidantes Ceo y AA fue

L ’f‘,:'umca ente L DOPA (50 uM) se observo que las CC adquieren una morfologia redonda y

una retraccxon y desapancxon completa de prolongaciones neuriticas.

- El efecto brc;féétbf.dé los antioxidantes Cgo Yy AA también se comprobé al demostrar
:ciué ambos prevmleron la muerte apoptética de las CC, el tipo celular mas vulnerable a la
,'L DOPA en los cultlvos Sin la aplicacién de droga alguna, hubo un ntiimero constante de

) :;"CC- apoptotxcas en los cultivos, y este niimero no se modificé con la aplicacion de AA o Cgo
(ﬁg; 10), lo que una vez mas indicé que ambos antioxidantes por si solos, a .las
concentraciones empleadas, no afectan la viabilidad de las CC. Sin embargo, la L-DOPA
provoco que, ademds de disminuir la densidad de CC a casi la mitad, el 67.14% de éstas se

; Vencyohtx?aron en un proceso de apoptosis. En estos experimentos, observamos tamnbién

.alteraciones del citoplasma y desaparicion de prolongaciones neuriticas. Esto coincide con
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estudios en los que se demuestra que durante la muerte celular apoptdtica existe, entre otros
procesos, un reacomodo de los componentes del citoesqueleto por la accién de ciertas
proteinas citoesqueléticas que involucra una retraccion de neuritas (Schwartzman et. al,

1993; Shelton et. al, 2001).

..Al.igual que acontecio con la densidad celular, tanto el C4o como el AA previnieron

uerte apoptdtica, con un niimero de eventos apoptoticos similares a los

El hecho de que ambos antnoxxdantes, Coo Y AA, funcionaran para revertir el dafto

por L-DOPA conﬁrmalque tal toxncndad es causada por un incremento en la formacidn de

o radlcales bre: urante la ox1dacnon del farmaco. Por los resultados in vitro, el efecto del

VCoo prevmlendo la t0x1c1dad de la L-DOPA igualé a la capacidad antioxidante del AA,

: molecula ampllamente 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 contabilizo tambie’n el niimero de células con marca de

apopt051s que fueron neganvas a. TH Seﬂ encontro enftodos ‘los casos que mucho menos

celulas TH negatlvas‘:fueron afectadas por concentractones clmlcas de L-DOPA, lo que

la celulas‘catecolammerglcas son mas vulnerables a la L-DOPA que otros
» nposcelulares

'Con la demostracion de que la L-DOPA in vitro produce toxicidad especificamente
: svo.bré‘las CC y que tal efecto puede ser contrarrestado por el uso de antioxidantes, se indagé

“-si esto mismo podria suceder in vivo, para lo cual se empleé el modelo animal de EP con 6-
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OHDA. Se examiné la viabilidad de las CC transplantadas en el hemisferio ipsilateral a la
‘lesién, cuyo estriado ya no recibia la estimulacién de DA de la SNpc y que presentaba una
supersensibilizaciéon de receptores DAérgicos. El transplante en bloque se colocé en el
cuerpo calloso inmediatamente dorsal al ventriculo lateral, de tal manera que no estuviese

en el ventriculo libremente pero si en contacto con el liquido cefalorraquideo.

Despue de"lO dlas de la cxrugla, se observo mmunorreacthdad a TH en el sitio

‘contro donde las CC conservaron su morfologia redonda. Con el

transplantado

ueatn sobrevwen a. la lesion (Blunt et. al, 1993); se encontrd que el

n'égé,tlivos, la administracion repetida de la droga aument¢ significativamente la produccion
de! HO en el estriado lesionado (Ishida et. al, 2000). También se han observado evidencias

- de un incremento en la formacién de radicales libres por la administracion de L-DOPA
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(enfermos sin tratamiento con L-DOPA no mostraron tal incremento) en tejido sanguineo

de pacientes con EP (Martignoni et. al, 1999).

Por nuestros resultados se desprende la idea de que, si bien la L-DOPA no tiene
efectos toxicos en animales intactos o »en el hemisferio no lesionado en el modelo de 6-

OHDA (ni tampoco en’ seres humanos sm la EP con tratamiento prolongado con L-DOPA -

su_]etos ‘mal ,dlagnOStlcados-) (Chase, 1998), parece si haberlo, en el animal, cuando el

terado y donde el equilibrio oxidante-antioxidante

- sxstema neuronal‘ha sido previamente:

: ?pueda estar comprometldo (l'_ 6- OHDA como la L-DOPA, incrementa la produccion de

- radlc_ales-llbres),', i

B prolongacnones neuntlcas, es similar a los controles, por lo que se puede afirmar que el AA

;'fprotege funcxonando como atrapador de radlcales libres producidos por la L-DOPA.
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ca como ‘apoptdtica. ‘El uso d

’é_xposncnonia‘ ‘lz;_ L;L-'DOPA‘." previno’el

to fue similar al del AA

Por otro lado, la administrdcién de L-DOPA al animal (con lesién nigroestriatal)

inmediatamente después de la cirugia de transplante de CC al parénquima cerebral, indujo
un dafio dramético al tejido transplantado al grado en que no se observé la presencia de
células TH_-po‘siti{l_zk;rs.?'Sin" embargo, la coadministracion de acido ascérbico previno

con1pl¢t;1m¢rj’ie;:l'a toxicidad inducida por la L-DOPA. .Incluso las condiciones del

transplante en estos animales pareci6 superar al de los animales control (sin ninguna droga).

Esfa§ obsérvéciones pueden tener consecuencias importantes. Aunque el transplante
~de fgjiao"suprarrenal en pacientes con la EP ya no se lleva a cabo desde hace algunos afios,
es eQidenfe qﬁe los transplantes al SNC continuaran con el desarrollo de nuevas técnicas y

el empleo de nuevas lineas como las células troncales o células modificadas genéticamente.

En el caso de la EP, se busca que estas lineas celulares nuevas funcionen como una bomba

SIS A o
Ca &
Ll R
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que suple de DA en lugar de las células de la SNpc originales. En vista de la propensién

bien documentada de la L-DOPA hacia células catecolaminérgicas, su toxicidad

demostrada en el presente trabajo debera tomarse en cuenta para las futuras técnicas de

transplante.
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Adrenal chromaffin cell (ACC) transplantation has been consid-
ered as one of the therapeutic strategies for Parkinson disease
(PD). This strategy involves the administration of L-DOPA,
although in reduced doses, to ACC-transplanted patients.
Using cytochemical and morphological methods, we examined
the effects of clinically applicable concentrations of L-DOPA on
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cultured chromaffin cells, We found an increase of cell death in
both necrotic and apoptotic patterns. These data suggest that
therapeutic preventive measures during ACC transplantation
processes for PD should be taken. NeuroReport 11:503-506 ©
2000 Lippincott Williams & Wilkins.

INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is characterized by a loss of
dopamine nigrostriatal neurons. Its core symptoms (tre-
mor, rigidity and bradykinesia) are the direct consequence
of an insufficiency of transynaptic dopamine and are
manifested when the striatal level of the transmitter amine
is depleted by =70% [1]. The origin of this neurodegenera-
tion still remains unclear. However, it is believed that
enhanced oxidative stress is a major component 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 oxidative stress (for a review see [3]).

Grafting of adrenal chromaffin cells (ACC), which
undergo neuronal transdifferentiation [4] and increase their
dopamine production in the presence of striatal neurons
(SN) in vitro [5,6], has also been used as a therapeutic
strategy [7.8]. The observed. clinical results have been
controversial and post-mortem pathological studies have
shown important cell death in the transplants [9,10]. One
important feature is that post-transplanted patients were
continuously given L-DOPA in order 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,

which could play an important role in transplant cell
death.

MATERIALS AND METHODS

Cell culture: Ten-day-old male Wistar rats were very
quickly beheaded and the adrenal glands removed. Medui-
lar tissue was isolated from the glands by careful dissec-
tion and chromaffin cells were dissociated by collagenase
digestion [12]. The dissociation solution used was calcium-
free Spiner Salts Solution (SSS) supplemented with bovine
serum albumin (1 mg/ml) plus deoxyribonuclease I (15 ug/
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 10min, and
washed twice. Cell count was carried out using an hemo-
cytometer. Each gland yielded nearly 200000 cells 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 30000-
70000) at a density of 10° cells/ml in Dulbecco’s modified
Eagles’s medium (DMEM) supplemented with 10% (v/v)
fetal bovine serum, 4.5pug/ml insulin, 100 U/ml penicillin,
100U streptomycin and 2.5pg/ml fungizone. Cultures
were kept in a humidified chamber at 37°C in a 5% CO;
atmosphere. Culture media were changed every 72h. After
4 days in culture, cells were exposed to L-DOPA at doses
of 100, 200 or 300uM. The following procedures were
performed after 24 h of L-DOPA exposure.
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MTT assay: We assessed cell viability by the reduction of
the tetrazolium salt MTT into blue formazan by mitochon-
drial dehydrogenases [13]. Cells were seeded in 96-multi-
well plates containing 100 Wl DMEM. After 24 h exposure to
L-DOPA, 101 of MTT stock solution (5mg/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 formazan product was solubilized
with 0.04 M HCI in isopropanol. The plates were read on
an ELISA reader at a wavelength of 570-630nm to mea-
sure the optical density (o.d.).

Immunocytochemistry and morphological analysis: ACC
cultures were examined morphologically by immunocyto-
chemistry (avidin-biotin-peroxidase method) to determine
the density of tyrosine hydroxylase (TH)-positive cells in
the different experimental groups. The following chemicals
were used: rabbit anti-TH antibody (1:2000, Chemicon),
biotinylated goat anti-rabbit IgG (ICN) and a complex
avidin-biotin-peroxidase system (ICN). The detailed pro-
cedure has been described elsewhere [6]. For the morpho-
logical quantitative study, TH-positive cells from six ACC
cultures were evaluated using a microscopy with an ocular
grid, calibrated with a micrometer and with a x40 objec-
tive. Ten fields of each culture were randomly chosen and
positively stained cells were counted. )

Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated
dUTP nick end-labeling (TUNEL): The cultures were
fixed in 4% paraformaldehyde in 0.1M PBS pH 7.4 for
10 min, then washed with Tris buffer saline (TBS). Cells
were incubated for 5 min with 2mg/ml proteinase K 1:100
in 10mM Tris pH 8.0 at room temperature and then rinsed
with TBS three times for 5min each. Endogenous peroxi-
dase was inactivated by covering the cultures with 3%
H20: for 5min at room temperature. Cells were washed
with TBS and pre-incubated in TdT equilibration buffer
(1:5 with dH:0) for 10-30min at room temperature,
followed by addition of TdT (3l TdT in 57 ul 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 5min 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-streptavi-
din conjugate diluted with blocking buffer (1:50) in a
humidified chamber for 30min 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 dH>O, counterstained with methyl
green for 3min at room temperature and mounted on a
glass coverslip.

Statistical analysis: 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
1A shows a remarkable, dose-dependent reduction in MTT
conversion, reflecting reduction of total number of surviv-
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Fig. |. Effect of L-DOPA on cultured chromaffin cells after 4 days of
treatment. (a) Viability estimated by MTT essay. (b) Percentage of TH
positive survival at the different treatments. **"Significantly different
from control, p < 0.00].

ing cells. The experimental groups exposed to L-DOPA at
doses of 100, 200 or 300 uM had the following percentage
of survival: 44.32%, 32.14% and 27.20% 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. 1B).

It was evident that some chromaffin cells identified by
TH-immunostaining died by necrosis which presented
membrane rupture, formation of cytoplasmic vacuoles 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, some necrotic
cells were identified by the presence of cytoplasmic
vacuoles which were negative to TUNEL nucleus staining.
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Fig. 2.

Photomicrographs of TH immunoreactive ACC treated with L-DOPA. (a) Normal chromaffin cell (arrow) and two micronuclei (arrowheads).

(b) Necrotic chromaffin cells with plasmatic membrane rupture and formation of numerous vacuoles. (c) Chromaffin cells with nuclear fragmentation.

Counterstained with haematoxylin. Magnification: <380.

Fig. 3.

TUNEL staining showing apoptotic changes induced by L-DOPA. (a) Normal nuclei (countersuined with methyl green) and a TUNEL-positive

nucleus with DNA fragmentation (brown) characteristic of early apoptosis. {b.c) Chromatin condensation with peripheral crescent pattern in apoptotic
cells. (d) Nuclear blebbing which results in a nuclear fragmentation. (&) 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
toxicity has been studied in several cell culture systems
[14-16], the toxic effects on adrenal chromaffin cells have
not been previously reported. Because adrenal 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
applving clinically used doses of L-DOPA to cultured
chromatfin cells, ACC survival was remarkably decreased
and by morphological studies, both necrotic and apoptotic
cell death were detected. It is well known that auto-
oxidation of L-DOPA generates a large variety of cytotoxic
free radicals including hydroxyl and superoxide radicals,
semiquinones, quinones and HO: (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 MTT method (24.5%
vs 44%) at 100 uM. This difference implies that the ACC
were more susceptible to L-DOPA toxicity than other cell
types in that culture, since the MTT test assavs the survival
of all cell populations, including fibroblasts and some
adrenal cortical cells. This enhanced susceptibility of ACC
to the L-DOPA could be due to its ability to enzymatically
oxidise DA, which results in increased production of free
radicals [18].

There is also evidence 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-
served both necrotic and apoptotic morphological changes
after exposure to the drug. With all experimental concen-
trations we tested, the drug produced typical apoptotic
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patterns: condensation and margination of chromatin with
cell shrinkage, nuclear fragmentation and separation of the
cellular contents into membrane-bounded apoptotic bodies
[21]. Experiments, both in vitro and in vive, aimed at
finding suitable anti-oxidants for adrenal chromaffin cells
are currently being carried out.

CONCLUSION

This report presents evidence that L-DOPA, the most
commonly prescribed drug for alleviating the symptoms of
PD, is toxic to adrenal chromaffin cells, one of the sources
for PD treatment by transplantation. This toxicity, probably
vielded by oxidative 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 one of the responsible factors of the low success
rate of the ACC survival, since there are significantly lower
levels of free radical scavengers and reducing agents in the
substantia nigra from PD patients [22]. Hence, toxicity
preventive measures, such as the use of anti-oxidants,
should be considered.
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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 beneficial effect of a water-soluble
derivative of fullerene C4q (@ novel molecule with potent
antioxidant properties) and of ascorbic acid when ap-
plied to chromaftin cell cultures exposed to levodopa.
Both antioxidants remarkably increase the 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 levo-
dopa and potent antioxidants. Chemical properties of
fullerene related to biological uses are discussed.

© 2002 Wiley-Liss, Inc.

Key words: neurotoxicity; apoptosis; Parkinson's dis-
ease; tyrosine hydroxylase, TUNEL

Adrenal chromatfin cells (ACC) are members of the
neural crese-derived sympathoadrenal lineage, postgangli-
onic sympathetic neurons that have lost their cytoplasmic
projections during development and become secretory
cells, mainly releasing epinephrine (EP) and norepineph-
rine (NE) into the blood vessels (Ganong, 2001). The
ACCs also possess the biochemical machinery to produce
and release dopamine (DA), and, under certain circum-
stances, the DA production could exceed the EP and NE
production (Zhang et al., 2000). Transplantation of adult
ACC had been used as a therapeutic approach for Parkin-
son's disease (PD) in an effort to restore the DA deficit in
the neostriatum resulting from dopaminergic neuron
death in the compact zone of the substantia nigra (SN) and

© 2002 Wiley-Liss, Inc.

the secondary degeneration of the nigrostriatal pathway
(Lang, 2000; Dunnett et al,, 2001).

Recently, we observed enhanced DA release from
ACC in striatal neurons and ACC cocultures and reported
immunocytochemical and ultrastructural evidence of syn-
aptogenesis between both types of cells (Zhang et al.,
2000). However, there were clear-cut differences in the
clinical results of ACC transplantation (Madrazo et al,,
1987; Hirsch et al.,, 1990; Lang, 2000). Most of the patho-
logic evidence showed little chromaffin cell survival,
probably because of the complex interactions between
graft tissue and neurotrophic factors, inflammatory cyto-
kines, host brain immune response, and exogenous phar-
macological agents.

In recent years, there has been a growing acceptance
of the hypothesis that oxidative stress contnbutes to the
underlving degeneration of nigral dopaminergic neurons
in PD (Blum et al., 2001). It is well known that
L-dihydroxyphenylalanine (levodopa; L-DOPA), the
most unportant drug for the treatment of PD, by itself or
by means of its dopamine metabolite, can induce oxidative
stress (Graham ec al.,, 1978; Graham. 1978; Jenner and
Brin, 1998). Therefore, the clinical use of levodopa is a
subject of concern in ACC-transplanted patients, insofar as
it might contribute to the poor ACC graft survival. Re-
cently, we have demonstrated that levodopa induces chro-
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maffin cell '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
ACC-death’could be counteracted by antioxidants.
=7 -Nanospheres  of carbon, known as fullerenes (C,,.
" Cap Cuy v v« Cago) have attracted attention regarding
their biological properties since their discovery in 1985
(Kroto et al., 1985), and there has been increasing interest
in their possible application in biomedicine. Carboxy-
fullerenes are polar derivatives of C,,, the smallest
fullerene molecule, with a diameter of 7 A, and reportedly
possess the ability to enter lipid membranes, working as
potent neuroprotective agents 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 etfect on ACC cultures,
although more recent work shows a surprising photoin-
duced oxidative membrane damage (Kamac et al., 2000).

We have examined the etfects of combined applica-
tion of carboxylfullerene with clinically applicable doses of
levodopa to determine the ACC survival rates and cell
death after exposure to these chemicals. Results were
compared with the combined application of levodopa
with ascorbic acid (AA), a water-soluble vitamin widely
used as an antioxidanc agent (Krinsky, 1992).

MATERIALS AND METHODS

Cell Culture

The ACCs were obuined from 3-day-old Wistar rats and

were cultured according to methods previously described

- (Corona-Morales et al., 2000). Animals were treated in accor-
‘dance with the scandards put forth in the NIH Guide for the Cure
and Use of Laboratory Animals. [n brief, chromaffin cells were
isolated trom adrenal medullae and dissociated by collagenase

digescion (CLS-1; Worthington., Frechold, NJ). Cells were
plated on four-well Nunc culeure plates with plastic coverslips

(Termanox 13 mm round: Nune. Inc., Naperville, IL). The cell

plating density was 250,000 cells per well containing 250 pl of

culture  medium—Dulbecco’s modified Eagle's medium

(DMEM: Gibco, Grand lsland. NY) supplemenced with 10%

(v/v) fetal bovine serum (FBS: Gibco), 4.5 pg/ml insulin,

100 Usml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, and 0.25 pg

amphotericin B as antimycotic (Sigma, St. Louis, MO). Cultures

were kepe in a humidified incubator ac 37°C in a 3% CO,

atmosphere. Culture media were changed every 72 hr.,

Drug Application

Drugs were applied on the tenth day of culture over 4 hr
(time interval determined by che experiment represented in Fig.
4). Levodopa and AA were purchased from Sigma, and
Tris(dicarboxymethylene)tullerene-C, (C,,) was provided by
Alexis Bio-Chemicals (San Diego. CA). For determination of
chromatfin cell densities, two experimental groups were sepa-
rated: a control group and a group with 50 wM levodopa. This
dose was chosen taking into account the reported clinically
applicable concencrations, berween 25 and 100 M (Walkin-

shaw and Waters, 1993). Each group was further divided into -

three subgroups: withouc andoxidane, with 200 uM AA (Pardo

et al., 1993); and with 100 pM C,, (Dugan et al., 1996). The
application  of andoxidant was immediately followed by the
application of levodopa using a temporal interval of less than
I min, To examine the effects of these two antioxidant drugs on
the levodopa toxicity concerning apoptotic nucleus formation,
50 uM levodopa was applied together with 200 UM AA or
100 uM C,, in the same time pattern described above. For
determination of the temporal process of apoptotic nucleus
formation, 300 uM levodopa was applied to each well. The
reaction was stopped by washing and fixing the sample ac
different tme intervals for further enzymatic hiscochemistry
testing.

Apoptosis Detection

For apoptosis detection, a terminal deoxynucleotidyl
transterase (TdT)-mediated dUTP nick end-labeling (TUNEL)
assay (Promega, Madison, W1) was carried out, ACC cultures on
glass coverslips treated with different drug schemes were fixed
with 4% paratormaldehyde (Merck, Darmstade, Germany) in
0.1 M phosphate butfer (pH 7.4) at room temperature (RT) for
20 min. After fixaton, cultures were rinsed twice with Tris-
buttered saline (TBS); incubated with 2 mg/ml of proteinase K
diluted 1:1,000 in 10 mM Tris buffer, pH 8, for 5 min at RT;
and washed three times with TBS tor 5 min each. After incu-
bation with 3% H,O, for 10 nin at RT and rinsing with TBS,
cultures were preincubated with terminal deoxinucleotidyl
transterase equilibration buffer (TdT butfer) for 30 min ac RT,
tollowed by incubation with a TdT mix reaction (3 pl of TdT
enzyme and 57 i of TdT butfer conining biotinylated deox-
inucleorides) for 1.5 hr ac 37°C. The reaction was stopped by
rinsing once with TBS, and then with 0.5 M EDTA, pH 8, tor
53 min ac RT. After this procedure, cultures were rinsed with
blocking buffer [4% bovine serum albumin in phosphate-
butfered saline (PBS)| for 10 min at RT and incubated with
streptavidin-peroxidase conjugate in a humidified chamber for
1 hr at 37°C. Finally, the cultures were rinsed with PBS, and the
activity of peroxidase was visualized by incubating the cultures
with diaminobenzidine (DAB) solution [5 pg of 3-3-
diaminobenzidine (Sigma) in 10 ml of 0.5 M Tris-HCI butfer,
pH 7.4, conuining 0.01% H,0,] for 5 min at RT. Cultures
were counterstained with methyl green for 5 min and mounted
with synthetic resin on glass slides.

Double Staining for Tyrosine Hydroxylase
Immunoreactivity and Apoptosis

ACC cultures treated with different drug schemes were
processed for apoptosis detection assay as described above. Nu-
clei of apoptatic cells were visualized with DAB. After apoptosis
assay, cultures were rinsed three times with PBS, incubated with
3% H,0, for 10 min to block residual peroxidase activity, rinsed
twice with PBS, and blocked with 20% normal goat serum
(NGS; Zymed, South San Francisco, CA) and 0.1% Triton
X-100 in PBS (Sigma). Cultures were incubated overnight with
rabbit anti-tyrosine hydroxylase (TH) antibody (1:2,000;
Chemicon, Temecula, CA) at 4°C in PBS with 0.1% Triton
X-100 (PBS-T) plus 1% NGS. After being rinsed several times
with PBS-T, cells were incubated with biotinylated goat anti-
rabbit IgG (ICN Biochemical, Costa Mesa, CA) for 1 hr at
37°C, washed with PBS, and treated with strepravidin-
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Fig. 1. Double staining for TH and apoptosis in ACC culeures. Nuclei
of apoptotic cells were observed to be dark brown (DAB) and normal
nuclei were observed to be clear in TH-positive (red) cells. A: ACC
control culture showing cells with an extensive neunite outgrowth
pattern and clear nuclei. In contrast (B), ACC treated only with 50 uM
L-DOPA for 4 lir showed a cluster of rounded cells loosing their

peroxidase conjugate (ICN Biochemical). Peroxidase activity
was visualized by incubating the samples with 3-amino-ethyl
carbazol solution [20 mg of carbazol (Sigma), 0.5 ml of dimetil-
formamide (Siga), 9.5 ml of 11,5 M acetace butfer, pH 5, and 3
drops of 3% H,O,] as a chromogen for 10 min at RT. Cultures
were rinsed several dines with distilled water and mounted with
glyeerin jelly on glass slides. There was no counterstaining with
anilines, so nuclet of apoprotic cells were observed dark (DAB),
and normal nuclei were observed clear in TH-positive (red)
cells.

Data Analysis

Ten fields from each specimen were randomly chosen,
and the positively stained cells/nucleiZapoptotic bodies were
counted from each experiment. Statistical analysis (Student-
Newman-Keuls cest) and graph processing were performed with
GraphPad InStar 2.05 and Microsott Excel 2000. Daca are pre-
sented as means = standard error of the ean (SEM).

RESULTS

ACC in the control groups showed typical neuronal
morphologies with extensive neurite outgrowth after

extended neurites. The presence of apoptotic nuclei is indicated by
arrowheads. Asterisk indicates a TH™ cell expelling a nuclear fragment.
In C (50 pM L-DOPA plus pM C,, 100 for 4 hr) and D (50 pM
L-DOPA plus 200 uM AA for 4 hr), ACC showed patterns similar to
thosde of the cells shown in A (arrows). Scale bar = 20 um.

10 days under culture conditions (Fig. 1A). In the group
treated with 50 WM levodopa alone, brief exposure to the
drug of 4 hr was enough to produce remarkable cell
damage, which included neurite retraction and formation
of apoptotic nuclei as shown in Figure 2B. [n contrast, in
the groups treated with levodopa in combination with
either carboxifullerene or AA, the neuronal morphologies
appeared to be well preserved (Fig. 1C,D). TH-positive
cell densities in different experimental groups are shown in
Figure 2. In the group undergoing levodopa application
without antioxidant, the decrease of TH* ACCs was
significantly different from that in all other groups,
whereas, in the groups undergoing combined application
of levodopa plus AA/C,, there were no significant dif~
ferences in TH™ ACCs densities from the control.

Figure 3 shows some typical apoptotic features revealed
by TUNEL staining in cultures treated with levodopa. These
morphological characteristics include DNA fragmentation,
shrinking nucleus, nuclear blebbing resulting in nuclear frag-
mentation, chromatin condensation with a crescent moon
pattern, and presence of apoptotic bodies.
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Fig. 2. TH-unmunoreacted cell densities in different experimental
wroups: control groups and groups treated with 30 pM levodopa.
Combined applications are indicated by hatched bars (wich 100 M of
carboxyviullerene) and solid bars (with 200 uM of ascorbic acid); open
bary indicate no anuosidants, ***Sigmiticancly different from control
(Student-Newman-Keuls test) at P < 0.001 (0 = 10).

The time course of apoptosis formation as a function
of the levodopa exposure time is shown in Figure 3. The
increase in TUNEL-stained nuclei began to show signit-
icance within 1 hr of levodopa exposure and reached the
maximal level after 4 hr of exposure. These results indicate
that the presence of levodopa in the culture medium
triggers almost immediately apoptotic processes on ACC.

The results from experiments detecting apoptotic
tormation indicate that the densities of apoptotic nuclei are
related to the drug application scheme and that they are
inversely correlated with the TH™ cell densities. A dose of
50 uM levodopa produced a density of apoprotic nuclei of
232.84 = 24.7 (TUNEL™ bodies per mm™; n = 10). For
the two groups with combined application of levodopa
(30 uM) plus Cg,, (100 pM) or plus AA (200 HM), we
found only 93.14 = 5.85 (TUNEL" bodies per mm~) and
88.23 = 18.8 (TUNEL™ bodies per mm?), respectively.
These tindings confirm that the addition of antioxidant
agents counteracts the deleterious effect exerted by levo-
dopa on the cultured ACC. Groups treated with AA or
C,,, showed no significant differences from the control
(Fig. 5).

DISCUSSION

Toxicity of both L-DOPA and DA has been exten-
sively demonstrated in catecholaminergic cells in vitro,
where they can suffer autoxidation with the consequent
production of reactive oxygen species (ROS), semiquino-
nes, and quinones that cause cell damage, resulting in
necrotic and apoprotic death. However, levodopa is able

to exert toxicity by itself, and DA formation is nor re-
quired, because the inhibition of aromatic amino acid
descarboxylase does not prevent cell toxicity (Han et al.,
1996; Masserano et al,, 1996; Basma et al., 1995; Jenner
and Brin, 1998). On the other hand, AA protects cells in
vitro against levodopa toxicity by preventing formation
and/or removal of free radicals (Pardo et al., 1993). Sim-
ilarly, water-soluble carboxylic C,,, compounds have been
demonstrated to possess strong antioxidant potential and to
exert neuroprotection against excitotoxic and apoptotic
death of cultured cortical neurons (Dugan et al., 1996) and
in a mouse model of amyotrophic lateral sclerosis (Dugan
et al, 1997). Our findings show that the levodopa-
induced ACC survival reduction is avoided by both anti-
oxidant agents. The increase in TH™ cell density correlates
with the 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 increased rate of apoptosis induced by levo-
dopa. The association of levodopa plus carboxyfullerene
immediately decreases the levodopa-induced apoptosis,
similarly to the protective effect of AA.

The results of the present in vitro study suggest that
striatal grafted ACC may not survive levodopa given in the
immediate posttransplant period without the help of ef-
fective antioxidant agents. This is supported by observa-
tions showing that fetal SN grafts do not survive the
cytotoxicity of oxidative stress generated by levodopa and
its metabolites in vivo (Yurek et al., 1991).

Although the carboxylfullerene C,,, used in this
study has been reported to be an unusually potent scav-
enger of ROS in solution (Dugan et al., 1997), the absence
of systematic studies demonstrating its viability for human
use and its cost make it difficult to use as a therapeutic
agent at present. However, this study opens the possibility
of studying fullerene compounds as pharmacological
agents with potent antioxidant properties.

There are recent reports (Ajavan et al,, 2002) that
similar fullerene compounds react explosively when exposed
to potent sources of light in an oxygen-rich atmosphere. This
means that these forms of carbon are ready to take oxygen
and burn, because of the dramatic conditions in which they
are synthesized. This might explain the photoinduced dam-
age by fullerenes reported elsewhere. However, spherical
fullerenes and C,,, do not show this curious photoinduced
ignition. This imeans only that, at present, there is much to be
learned about the chemistry of these peculiar molecules, and
their extreme oxidative powers could be used in therapy in
many different ways once this knowledge is mastered. Sys-
tematic experiments like that presented here should be ex-
tremely useful for that purpose.

In conclusion, carboxyfullerene administrated im-
mediately after levodopa treatment efficiently avoids ACC
death in vitro induced by levodopa, the drug of choice for
PD patients. The ability 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
antioxidant. Thus, the results reported here provide new

TESIS CON
- | FALLA DE ORIGEN

3G



[ 1apraig5/3p-neuro/3p-neurn/3p0203/3p1693d03a | sweigarm | S=5 [ 9/1/02 [ 13:15 | A: 2440 | |

Fullerene and Levodopa Toxicity in Chromaffin Cells H

Fig. 3. TUNEL staining of ACC showiny typical apoptosis features, such as DNA fragmentation (A;
the apoprotic nucleus s indicated with an arrow, and normal nuclei are counterstained with methyl
green), shnnking nucleus (B), nuclear blebbing resulting in nuclear fragmentation (C), and chromatin
condensation with crescent moon pattern (D; arrow) and apoptotic bodies (arrowheads).
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insights into the basic properties and interactions with
other elements of fillerene C,, and its derivatives as well
as their potential application in biomedicine. Further stud-
ies 1 animal models, especially in vivo, are needed to
deternune the neuroprotective mechanism and the possi-
ble toxicity before therapeutic applications should be gen-
erally considered. Anatomical and functional analysis of
the effects of application of C, and AA in hemiparkin-
sonian rat ACC transplanted with and without levodopa
trearment is currently being carried out.

ACKNOWLEDGMENTS

We are grateful to F. Pasos, B. Hernindez-Téllez,
and M.E. Avila for their technical assistance; Prof. R.A.
Barrio (Instituto de Fisica, UNAM) for useful comments;

O without Antioxidant

BWwWith C60
S 300
& 1 Bwith AA ven
E
= 250 A
@
Q
2 200 4
+
o
Z 150 4
=
-
£ 100 A
S
2
3 50
Q
i
= o0

CONTROL L-DOPA
Experimental Groups

Fig. 5. Apoptotic nuclei density in different experimental groups:
control groups and groups treated with levodopa (50 uM). Hatched
bars indicate groups with 100 M carboxyfullerene, and solid bars
indicate groups with 200 WM ascorbic acid; open bars indicate no
antioxidants. ***Significantly different from all other groups at P <
0.001 (n = 12).

and Prof.Dr. Milton Ettinger, Director of the Minnesota
Reegional Sleep Disorder Center (Hennepin County Med-
ical Center, Minneapolis, MN) for his most valuable help
in reviewing the manuscript.

REFERENCES

Ajayan PM, Terrones M, de la Guardia A, Huc V, Grobert N, Wei BQ,
Lezee H, Ramanath G, Ebbesen TW., 2002, Nanotubes in a flash ignition
and reconstruction. Science 296:705,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

31



: Con-rbr:ia‘-Morélres et’al.

: 'Basma AN. Moms EJ Nlclas W), Gella HM 1995, LVDOPA cytotoxicity
to PC12 cells in cul(ure is via its :uw- i
H432.0

Blum D, Torch S, Lambcng N Nmou M, Bembld AL Sadoul R V:m: -

JMT2001 Molecular pathways - involved * in': the | neurotoxicity. - of
6-OHDA, dopamine and MPTP; contnibistion to the apoptouc theory in
Parkinson’s disease. Progr Neurobiol 65:135-172,

Courona-Morales AA, Castell A, Zhang L. 2000. L-DOPA-induced neu-

rotaxic and apoptotic changes on cultured chromatfin cells. Neuroreport
11:503-300,

Dugan LL. Gabrielsen JK, Yu SP, Lin TS, Choi DW. 1996. Bucknunster-
tullerenol free radical scavengers reduce excitotoxic and apoptotic death
of cultured cortcal neurons. Neurobiol Dis 3:129-135,

Dugan LL, Turensky DM, Du C, Lobner D, Wheeler M, Almli CR, Shen
CK. Luh TY, Chor DW, Lin TS. 1997, Carboxyfullerenes as neuropro-
tecuve agents, Proc Nad Acad Sar USA 94:9434-0439,

Dugan LL. Lovett EG, Quick KL, Lothartus J, Lin TT, O'Malley KL. 2001,
Fullerene -based anttoxidants and neurodegeneraave disorders. Parkinson-
nm Rel Disord 7:243-240.

Dunnewt $B. Byorklund A, Lindvall O. 2001, Cell therapy i Parkinson’s
disease—stop or go? Nat Rev Neuroser 2:363-309,

Ganong WFE. 2001, Review of medical physiology, 20th ed. San Francisco:
MceGraw-Hill. p 340-348,

Grahamt DG 1978, Oxidative pathways tor catecholamines in the genesis of”
neuromelanin and cytotoxic quinones. Mol Phammacol 14:633-043.

Graham DG, Fafany SM, Bell WIR Jr, Gutkneche WF, 1978, Autoxidation
veras covalent badimg of quimones as the mechanmism ot Nty of
dopamures-hydrasydopamine, and related compounds toward C1300
neuroblastoma cells in vitra. Mol Pharmacol 13:044-633.

Han SK, Myubneou C. Cohen G, 1996, L-DOPA up-regulates glutathione
and protects miesancephalic culture against oxidative stress, J Nuerochem
00:5301=31n

Hirseh EC. Duyvckaens C, Javoy-Agid F. Hauw Jf, Agid Y. 1990, Does
adrenal graft enhance recovery of dopaminergic neurons in Parkinson’s

Ann Neurol 27:676-042.

disease?

[iapraids/3p-neuro/dp-neur/Ap0203/3p1693d03a | sweigarm | S=5 | 9/13/02 | 13:15 | At 2440] |

uon J Neuroch:m 64:825-

K Lang AE, "000 Surgery for Parkinson disease: a critical :valuanon of(he

state of the art. Arch Neurol 57:1118-1125.
lenncr PG, Brin MF. 1998, Levodopa neur
-versus clinical relevance. Neurology 30(Suppl 6):539-S43.

KamalJP Devasagayam TPA Pmadamm Kl, Mohan H. 2000..Reactive
oxygen species medi 1e damage induced by fullerenc deniv-
atives and its possible bnolngwal implicanions. Toxicology 135:55-61,

Krinsky N1 1992. Mcchanism of action of biological antioxidants. Proc Soc
Exp Biol Med 200:248 =254,

Kroto HW, Heath JR, O'Brien SC, Curl RF, Smalley RE,
Buckmunstertullerene. Nature 318:162-163.

y: experi

Madrazo I, Drucker-Colin R, Diaz V, Martinez-Mata }, Torres C, Becerril

JJ. 1987. Open microsurgical autograft of adrenal medulla to the nght
caudate nucleus in two patients with intractable Parkinson's desease.
N Engl } Med 316:831-34,

Masserano JM, Gong L, Kulaga H. Backer [, Wyate R]. 1996. Dopamine
induces apoptotic cell death ot'a catecholaminergic cell line derived from
the central nervous system, Mol Pharmacol 50:1309-1315.

Pardo B, Mena MA, Casajeros MJ, Paino CL, De Tebenes JG. 1993, Toxic
etfects of L-DOPA on mesencephalic cell cultures: protection with anti-
oxidants. Brain Res 682:133-143.

Walkinshaw G, Waters CM. 1995. Induction of apop

is in catechol.

ergic PC12 cells by L-DOPA. Implicauons for the treacment of Parkin-

son’s disease. J Chn lnvest 95:2458 2464,

Yurck DM, Steece-Collier K, Collier TJ, Sladek JR Jr. 1991, Chronic
levodopa tmpairs the recovery of dopamine agonist-induced rotational
behavior following neural gratting., Exp Brain Res 86:97-107,

Zhang L, Zhou L, Martinez-Garcia M, Mendoza D, Drucker-Colin R,
1998, Effeces of short-term and subchronical application of fullerene C
compound on guinea pig isolated myocyte elecerical activity and rat
chromatfin cell differentiation and proliferation. Fullerene Sci Technol
6:815~825.

Zhang L, Castell A, Avila ME, Drucker-Colin R, Escobar A,
Lnmunocytochemical, ultrastruceural and neurochemical evidences on
synaptogenesis and dopamine release of rat chromaffin cells co-cultured
with striatal neurons. j Neuropathol Exp Neurol 59:170-174,

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

i studies

1985, C

AQ:t

2000,




	Portada
	Índice
	Resumen
	Abstract
	Introducción
	Planteamiento del Problema
	Hipótesis
	Objetivos
	Método
	Resultados
	Discusión
	Conclusiones
	Referencias



