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Trasplante de células naturales ‘dopaminotroficas’
nuevo concepto terapéutico antiparkinsoniano

E. Fernandez-Espejo, F. El Banoua, 1. Caraballo, B. Galan, J.A. Flores

NATURAL "‘DOPAMINOTROPHIC’ CELL TRANSPLANT:
A NEW CONCEPT IN ANTIPARKINSONIAN THERAPY

Summarp. Aim and method. Parkinson’s disease is caused by the degeneration of dopaminergic neurons of substantia nigra
projecting to striatum. Cellular substitution represents a potentially treatment once beneficial levodopa effects wear off. A prom-
ising therapeutic approach is grafling cells or other vectors which release neuroprotective molecules that stimulate regeneration
in the damaged nigrostriatal system or, in other words, that exert a dopaminotrophic action. We have tested the suitability of
intrastriatal grafisof extra-adrenal chromaffin cells taken from the Zuckerkand!’s organ. This paraganglion contains chromaffin

cells that express and release glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF) and transforming growth fuctor-f; (TGF-fy),

bothknown to protectdopamine cells invitro andinvivo. Grafisinduced afinctional recovery of parkinsonian rats which developed
over months. The beneficial effects of grafis of the Zuckerkandl’s organ were related to long survival of grafted cells, striatal reinner-
vation, enhancement-of dopamine levels in the host striatum, and the cell delivery into the host striatum of GDNF and TGF-;.

Conclusion. Our result should stimulate research on the clinical applicability of transplants of the Zuckerkandl's organ in

Parkinson’s disease. [REV NEUROL 2003; 36: 540-4]
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INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) se debe a la pérdida selectiva
de neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra que proyectan
principalmente al estriado dorsal (centro de control motor}, lo que
ocasiona un déficit grave en la concentracion de dopamina en los
ganglios basales. Esta alteracion neuroquimica origina la sinto-
matologia de la enfermedad, caracterizada por temblores, rigi-
dez, acinesia, lentitud de movimientos espontaneos, desequili-
brio vy reflejos sensoriomotores disminuidos.

La EP es una de las enfermedades degenerativas de mayor
prevalencia—afectaal 1% delapoblacion mayor de 65 afios—y fue
descrita por James Parkinson en 1817. Su rasgo neuropatoldgico
caracteristico es la presencia de cuerpos de Lewy en la sustancia
negra, junto con una pérdida de neuronas dopaminérgicas supe-
rior al 80%. La causa se desconoce, aunque se acepta que hay un
componente genético.

El tratamiento farmacolégico maés eficaz es la administra-
ci6n oral de levodopa, un precursor que se convierte en dopami-
na en el cerebro gracias a las neuronas dopaminérgicas nigricas
que atin sobreviven (y probablemente la glia). Este farmaco in-
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duce una espectacular mejoria y es especialmente efectivo, ad-
ministrado junto a carbidopa, que mejora su eficacia, para tratar
la acinesia y la rigidez en estadios iniciales e intermedios dela
EP. Sin embargo, a largo plazo aparecen complicaciones, como
discinesias y episodios on-gff; y el fArmaco no es eficaz en es-
tadios avanzados dela enfermedad. Por este motivo, actualmen-
te se buscan nuevas terapias alternativas. Entre ¢llas destacare-
mos las técnicas de sustitucion cetular, en conereto los trasplan-
tes intracerebrales de células secretoras de dopamina o de
moléculas neuroprotectoras. .

TRASPLANTE DE CELULAS
SECRETORAS DE DOPAMINA

Es razonable pensar que, si la levodopa mejora de modo signi-
ficativo el déficit funcional en la EP, el trasplante de células
secretoras de dopamina podrfa aportar una fuente constante de
dopamina tan eficiente como la administracion de levodopa. A
este respecto, se sabe que los trasplantes intraestriatales de cé-
lulas secretoras de dopamina obtenidas de tejido nervioso o
cromafin, como las células mesencefalicas fetales, las células
de médula adrenal o las células glomicas, mejoran la sintoma-
tologfa parkinsoniana en modelos animales de EP [1-5]. Sin
embargo, su empleo clinico esta restringido a pocos casos —en
entredicho— o se ha abandonado.

En los ensayos clinicos, las células mesencefilicas fetales
tomadas de embriones abortados pueden sobrevivir y funcionar
en el cerebro de pacientes de EP [6,7], y muchos de los pacientes
trasplantados muestran una mejoria funcional; pero hay destaca-
dos factores limitantes respecto a este tipo de trasplante, como
son la necesidad de una terapia inmunosupresora para disminuir
el rechazo y los problemas éticos, priacticos y de seguridad deri-
vados del uso de embriones abortados humanos, asi como la
dificultad de obtener un niimero abundante de células viables
[8,9]. Ademas, recientemente se detectd el desarrollo de discine-

. sias graves en un cierto porcentaje de pacientes trasplantados que
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Figura 1. Caracteristicas morfol6gicas del paraganglio de Zuckerkand| y

no habian sido tratados con levodopa (15% del grupo de trasplan-
- tados de la cohorte de Denver/Nueva York) [10]. Estas discine-
sias parecen ser debidas a un desequilibrio en la recuperacién
focalizada del tono dopaminérgico intraestriatal entre distintos
puntos de trasplante, sin asociarse a una hiperproduccién de do-
pamina{11]. Esto hacerealmente complicadalaterapiabasadaen
trasplantes de células secretoras de dopamina. g

Por otra parte, las células de la méduia adrenal fueron las
primeras empleadas a nivel de ensayo preclinico y clinico, pero
su uso se ha abandonado porque, aunque inducen una mejoria
temporal, no sobreviven a largo plazo tras el trasplante (incluso
tras autotrasplantes}), ni en los modelos animales ni en los pacien-
tes de EP [12]. Los efectos anivel clinico del trasplante de células
glomicas de cuerpo carotideo estédn en fase experimental. Una
ventaja de estas células es que sobreviven en alto niimero al tras-
plante y se pueden emplear para autotrasplantes, con lo que se
obvia el rechazo del tejido v la terapia inmunosupresora. Sin
embargo, su eficacia puede verse limitada por los efectos comen-
tados debidos a la focalizacidn en los trasplantes de células secre-
toras de dopamina.

TRASPLANTE DE VECTORES ‘DOPAMINOTROFICOS’:
CELULAS CROMAFINES EXTRADRENALES COMO
VECTORES

La naturaleza progresiva de la neurodegeneracion en la EP per-
mite realizar intervenciones terapéuticas con el fin de detener o
retrasar el proceso, o incluso estimular la regeneracién y restaurar
la funcion. Asf pues, otra estrategia terapéutica de trasplante es
introducir en el estriado moléculas potencialmente neuroprotec-
toras sobre el circuito nigroestriado, es decir, que gjerzan una
accion dopaminotréfica. Entre estas moléculas neuroprotectoras,
el factor neurotréfico derivado de glia (GDNF) y el factor neuro-
tréfico derivado de cerebro (BDNF) poseen potentes efectos in
vivo € in vitro sobre neuronas dopaminérgicas [13-16]. Se han
obtenido resultados muy prometedores con fibroblastos modifi-
cados genéticamente para que segreguen GDNF [14,17] o BDNF
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de sus células cromafines.
Como se muestra en las secciones de inmunchistoquimica (a, b, d-f}, las células cromafines se distri-
buyen en fasciculos rodeados por mesénaquima (Ms) en los cortes longitudinales (Fs): en los cortes
coronales presantan aspecto de ‘ridos’ celulares {NG). Las células cromafines reaccionan con dicroma-
10 potasico (a), y expresan cramagranina A (b), tiresina-hidroxilasa (d), dopamina-B-hidroxilasa {e) v c-Fos
(f). Como contratincion de la inmunohistoguimica se empled la hematoxilinagosins. 1a imagen de
inmunoflucrescencia (cl representa un nide celular de células cromafines, con su caracteristica morfo-
logia redondeadsa, positivas a dopamina--hidroxilasa. Barra: 100 pm en a, b, d, e; 25 um en c.

CELULAS NATURALES ‘DOPAMINOTROFICAS’

[18,19], asi como con vectores virales que
expresan GDNF [20,21]. Los efectos neu-
roprotectores in vive permiten el ‘rescate’
de un 40 a un 70% de las células nigricas
dopaminérgicas [91. El factor transforman-
te de crecimiento f; (TGF-B,) es otro fac-
tor tréfico que ha demostrado proteger las
neuronas dopaminérgicas in vitro [19,22]
del que se sabe que es un cofactor que
potencia la actividad de GDNF tanto in
vitro como in vivo [23,24].

Es de destacar que los efectos antipar-
kinsonianos de los trasplantes celulares
cromafines adrenales son debidos no séio
alaliberacion de dopamina de las células,
sino a la reinervacién dopaminérgica del
estriado denervado [2,4,5,8,25], v se sabe
que las células cromafines expresan y li-
beran GDNF y TGF-3, [26-28]. Por tanto,
las células adrenales también actiian como
células dopaminotréficas que inducen fa
arborizacion de las neuronas supervivien-
tes dopaminérgicas, dando lugar aunarei-
nervacion del estriado dafiado.

Considerandolaspotenciales propiedadesneurorrestauradoras
de las células cromafines, en nuestro laboratorio se ha trabajado,
por primera vez, con un tipo celular cromafin perteneciente al
tejido extradrenal. Concretamente, se han empleado células pro-
cedentes del paraganglio de Zuckerkandl, que es el paraganglio
extradrenal de mayor tamafio [29], localizado en la aorta abdomi-
nal baja y facil de extraer [30,31]. Hemos demostrado que el
trasplante intraestriatal de células cromafines extradrenales del
paraganglio de Zuckerkandl induce una mejoria funcional pro-
gresiva en ratas parkinsonianas, y que estas células presenfanuna.,
supervivencia a largo plazo, al contrario que las célu ag;r%ﬁﬁ‘aﬁ 7
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nes adrenales [32]. 7

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
Y FISIOLOGICAS DEL PARAGANGLIO
DE ZUCKERKANDL

El paraganglio de Zuckerkandl se localiza en los mamiferos junto
a la aorta abdominal, entre la salida de la arteria mesentérica
inferior y las itiacas. En los humanos hay dos paragangiios, aun-
que se ha descrito la presencia de paraganglios aceesorios [30].
En l1a rata suele existir un solo paraganglio, aunque no es raro
encontrar también paraganglios accesorios, v su tamaifio oscila
entre 4 y 8 mm, con un velumen medio estimado de 9,5+1,1 mm?
[32]. Esta compuesto de tejido mesenquimatoso y tejido croma-
fin, y portanto perteneceala familia de paraganglios extraadrena-
les cromafines con mesénquima [30]. El tejido cromafin forma
fasciculos orientados en ¢l ¢je longitudinal, que adoptan la aparien-
cia de ‘nides’ celulares redondeados en cortes coronales (Fig. 1).
El volumen medio del tejido cromafin representa el 22% del
paraganglio de Zuckerkandl en ratas [32].

Como células cromafines tipicas, las del paraganglio de Zu-
ckerkandlreaccionan conel dicromato potésico(reaccion de Orth),
y en ellas se detecta la presencia de cromogranina A, una proteina
que participa en la exocitosis y es muy abundante en las células
delaestirpe cromafin (Fig. 1). Las células cromafines poseen una
morfologia tipica redondeada vy su didmeiro oscila entre 15 y 25
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Figura 2. Caracteristicas morfoldgicas de un trasplante de 5 meses de para-
ganglio de Zuckerkandl en una rata parkinsoniana. a y b} Secciones coronales
de inmunchistoquirica del estriado, donde se observa un trasplante positivo
aTH {flecha) en el estriado lesionado ast como una clara zona de reinervacion
estriatal compérese ¢on fa imagen en e} del estriado lesicnado sin trasplan-
te— ¢} Mayor ampliacion del frasplante, donde se observan células cromafi-
nes positivas a DBH (flachas) con largas prolongaciones neuriticas (puntas de
flechal. d) Imagen de fluorescencia confocal de un trasplante con células
positivas a DBH {fiechas) y numerosas prolongaciones neuriticas que salen
del trasplante hacia el estriado hospedador. e) Seccién coronal del estriado de
una rata parkinsoniana sin trasplante, donde la pérdida de sefial de TH en el
estriado lesionado (izgda.) es neta respecto al estriado contralateral, no lesio-
nado. t: trasplante. Barras: t mmena, by e; 100 gmen ¢; 50 umend.

micras. Estas células expresan tirosina-hidroxilasa (TH), 1a enzi-
ma sintetizadora de dopamina, asi como dopamina-B-hidroxilasa
{DBH), 1a enzima sintetizadora de noradrenalina, como revelan
técnicas de inmunohistoquimica e inmunofluorescencia (Fig. 1).
Lainmunofluorescencia confocal indica que las células son TH+/
DBH+(Fig. 1), y que no hay células dopaminérgicas (TH-+DBH-).
Otros autores han dermostrado que estas células no expresan feni-
letanolamina-N-metil-transferasa (PNMT), la enzima sintetiza-
dora de adrenalina [31]. En conclusidn, las células extradrenales
del paraganglio de Zuckerkandl son noradrenérgicas.

Desde un punto de vista fisiolégico, el paraganglio de Zu-
ckerkand! es una fuente secundaria de noradrenalina circulante
(laprimaria esla médula adrenal). Destaca su actividad principal-
mente en situaciones de estrés [29]. Se ha calculade que un 20%
de la noradrenalina circulante basal procede de fuentes extradre-
nales y que, por ejemplo, el paraganglio de Zuckerkandl contri-
buyeal 50% de la noradrenalina circulante tras el nacimiento, una
situactdn estresante para el recién nacido. Hemos observado que,
tras situaciones de estrés en ratas {inmovilizacién, cirugia), las
células del paraganglio de Zuckerkandl son activas in vivo, pues
expresan c-Fos, un factor de transeripeidn temprano que indica
expresion génica y activacidn celular (Fig. 1),
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Figura 3. Imégenes inmunohistoguimicas tras marcaje de GDNF yTGR,
en trasplantes del paraganglio de Zuckerkand! a los 5 meses tras el tras-
plante, en fas que se muestra la presencia de células positivas a GDNF {a)
y TGF (b). Barras: 50um,

REGENERACION FUNCIONAL DE RATAS
PARKINSONIANAS TRAS EL TRASPLANTE

DE CELULAS CROMAFINES DEL PARAGANGLIO
DE ZUCKERKANDL: PAPEL DEL GDNF Y TGF-§,

En nuestro laboratorio se ha investigado sobre 1a eficacia anti-
parkinsoniana potencial del trasplante de células cromafines
del paraganglio de Zuckerkandl en ratas parkinsonianas, tras
lesidn unilateral de la sustancia negra. Este modelo animal
remeda bastante bien al humano y se emplea en numerosos
laboratorios para ensayar los efectos antiparkinsonianos de
trasplantes neurales y paraneurales, moléculas neuroprotecto-
ras y nuevos farmacos. En este modelo se induce un sindrome
hemiparkinsoniano con asimetria motora, déficit sensoriomo-
tor, acinesia y menor destreza manual [33,34]. Las ratas se
hacen parkisonianas por medio de 1a inyeccion estereotaxica
de 6-hidroxidopamina en la sustancia negra izquierda, un téxi-
co que destruye las neuronas dopaminérgicas (Fig. 2e). Los
animales que muestren un gire homolateral a la lesién superior
a 420 giros/hora tras la inyeccién de anfetamina se eligen para
el estudio, pues este grado de giro indica una lesién de la sus-
tancia negra superior al 85% [33,34]. Lasratas sc trasplantaron
conagregados de células extradrenales en el estriado lesionado
[4,5,35}. El nimero estimado de células cromafines trasplanta-
das fue 3.466+213 [32].

Las ratas trasplantadas mostraron una recuperacién funcio-
nal significativa desde uno hasta cinco meses tras el trasplante,
manifestada por una progresiva reduccién en el giro inducido
por anfetamina y en Ios déficit sensoriomotores, asi como por
una mejoria en la destreza manual. Estos efectos funcionales se
acompafiaron de una supervivencia del 13% de las células tras-
plantadas al mes y a los cinco meses tras el trasplante, un dato
interesante que indica que las células que sobrevivieron inicial-
mente al trasplante sobrevivieron luego durante un mayor pe-
riodo de tiempo, lo que tas hace apropiadas para el trasplante
celular a largo plazo. La inmunohistoquimica reveld la presen-
cia de células cromafines TH+ y DBH+ en el trasplante, con
largas prolongacionesneuriticas (Fig. 2). Ademas, se detectéun
aumento en la densidad TH del estriado huésped, indicativa de
reinervacién dopaminérgica (Fig. 2), asi como un incremento
delatasa de dopamina estriatal (46%). Este (iltimo hecho fue el
que, seguramente, causé la mejoria funcional, pues ésta depen-
de de la concentracion de dopamina en el estrriado dorsal [35-
37]. El aumento del contenido en dopamina estriatal no se puede
explicar por la liberacién de dopamina desde las células tras-
plantadas, pues estas son noradrenérgicas y se sabe que las ¢é-
lulas cromafines noradrenérgicas solo liberan pequefias canti-
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dades de dopamina [38-40]. Los resultados se explican gracias
a un aumento del tono dopaminérgico estriatal, como conse-
cuencia de la arborizacién de las fibras dopaminérgicas super-
vivientes a la lesidén y de la reinervacion. Esto explicaria el
desarrollo progresivo y gradual de la mejorfa funcional durante
les cinco meses de estudio.

Los datos inmunchistoquimicos también revelaron que las
células del trasplante expresaban GDNF y TGF-B, (Fig. 3). Ade-
mas, se detectd un aumento de los niveles de estos factores neu-
rotroficos en el tejido estriatal, indicando que hubo una liberacion
cronica de los mismos tras el trasplante. GDNF y TGF-$, son
factores neurotrdficos que protegen las neuronas dopaminérgicas
de la degeneracidn tanto in vitro como in vivo en modelos de EP
[13-21}. Por tanto, las propiedades neurotrestauradoras de ambos
factores explicarfan la reinervacion estriatal observada. Una clara
ventaja de las células extradrenales del paraganglio de Zucker-
kand] es su larga supervivencia, lo que les permite ejercer una
accion dopaminotrofica mantenida basada en la liberacién de
GDNF y TGF-B, y, probablemente, otros agentes neuroprotecto-
res, como neuropéptidos y citocinas [41]. Estos resultados refuer-
zan el valor terapéutico potencial de los trasplantes de células
cromafines del paraganglio de Zuckerkandl.

CELULAS NATURALES ‘DOPAMINOTROFICAS’

CONCLUSIONES Y EXPECTATIVAS

Nuestro estudio revela que los trasplantes intracerebrales de cé-
lulas del paraganglio de Zuckerkandl, un 6rgano extradrenal,
inducen unamejoria progresiva y sostenida de los déficit funcio-
nales en ratas parkinsonianas. Los efectos funcionales de los
trasplantes se acompaiian de supervivencia a largo plazo de las
células trasplantadas, reinervacion estriatal, incremento de la
concentracidn de dopamina en el estriado huésped y liberacion
de los factores neurotréficos GDNF y TGF-B,. Estos factores
poseen capacidad neurorrestauradora sobre las neuronas dopa-
minérgicas, lo que explicaria la regeneracién tisular. Asi, las
células trasplantadas actuarfan como vectores dopaminotréficos
queinducen la arborizacion de las células nigricas dopaminérgi-
cas supervivientes y la reinervacion tisular y representan una
nuecva estrategia terapéutica para el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson. Este trabajo deberia estimular la posible aplica-
cion clinica de este tipo de trasplante en el ser humano. En este
caso, una ventaja adicional es que hay dos paraganglios de Zuc-
kerkandl en el ser humano, lo que permite resecar s6lo uno para
autotrasplante v evitar de este modo tanto los posibles efectos
secundarios de su extirpacion como la necesidad de inmunosu-
presion para prevenir el rechazo.
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TRASPLANTE DE CELULAS NATURALES
‘DOPAMINGTROFICAS’: NUEVO CONCEPTO
TERAPEUTICO ANTIPARKINSONIANO

Resumen. Objetivoy desarrollo. La enfermedad de Parkinson se debe
a la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas de la sustancia
negra que proyectan a los ganglios basales. La sustitucion celular es
un tratamiento potencial una vez que los efectos beneficiosos de la
levodopa desaparecen. Una terapia prometedova es el trasplante de
células u otros vectores, que segreguen moléculas neuroprotectoras
capaces de estimular la regeneracion del circuito nigroestriatal dafia-
do o, en otras palabras, que eferzan una accién dopaminotréfica. En
mi laboratorio se ha ensayado en ratas parkinsonianas con células
cromafines extraadrenales obtenidas del paraganglio de Zuckerkandl,
Estas células expresan los factores neurotrdficos GDNF y TGF-$3;,
ambos protectores de neuronas dopaminérgicas tanto in vitro como in
vivo. Los trasplantes indujeron en las ratas una notable mejoria fin-
cional gue evoluciono durante meses. Los efectos funcionales se aso-
ciaronaunalargasupervivivencia de las células irasplantadas, reiner-
vacion estriatal, incremento de los niveles de dopamina en el estriado

" hospedadory liberacion de los factores GDNF y TGF-B; por las célu-
las cromafines trasplantadas. Conclusion. Este resuftado deberia es-
timular el ensayo de la posible aplicacion clinica del trasplante de
células cromafines extraadrenales del paraganglio de Zuckerkand! en
la enfermedad de FParkinson. fREV NEUROL 2003, 36: 540-4]
Palabras clave. Dopaminotrofismo. Enfermedad de Parkinson. Fac-
tores tréficos. GDNF. 6-OHDA. TGF-f3,.
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TRANSPLANTE DE CELULAS NATURAIS
'DOPAMINOTROFICAS": NOVO CONCEITO
TERAPEUTICO ANTIPARKINSONICO

Resumo. Objectivoedesenvolvimento. 4 doenga de Parkinson deve-
se & degeneracio dos neurdnios dopaminérgicos na substdncia
negra que projectam para os gdnglios du base, A substituigdo ce-
lular é um tratamento potencial, uma vez que os efeitos benéficos
dalevodopa desaparecem. Uma terapéutica prometedora éo trans-
plante de células ou de outros vectores, que segreguem moléculas
neuroprotectoras que estimulem a regeneracdo do circuito nigro-
estriatal danificado ou, por outras palavras, que exercam uma
acgdo dopaminotréfica. No meu laboratorio foi ensaiado em ratos
parkinsonicos, com células obtidas do paragdnglio de Zuckerkandl,
que contém células cromafinas extra-adrenais, as quais expressam
osfactores neurotrdficos GDNF e TGF-B1, ambos protectores dos
neurcnios dopaminérgicos tanto in vitro como in vivo. Os trans-
plantes induziram uma notdvel melhoria funcional nos ratos, que
evoluiu durante meses. Os efeitos funcionais foram associados a
uma longa sobrevivéncia de células transplantadas, reinervagio
estriatal, incremento dos niveis de dopamina no estriado héspede
e libertagdo dos factores GDNF e TGF-BI pelas células cromafi-
nas, transplantadas. Conclusio. Este resultado deveria estimular
o ensaio da possivel aplicacdo clinica do transplante de células
cromafinas extra-adrenais do paragdnglio de Zuckerkand! na do-
enca de Parkinson [REV NEURQL 2003; 36: 540-4]

Palayras chave. Doenga de Parkinson. Dopaminotrofismo. Factores
troficos. GDNF. 6-OHDA. TGF-BI.
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