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1. INTRODUCCION
1.1. Farmacologia y toxicidad de la cocaina

La cocaina (2-B-carbometoxi-3B-benzoiloxi-tropano) (Figura 1) es un alcaloide
obtenido a partir de las hojas del drbol de la coca o Erytroxylon coca (E. coca boli-
vianum) que fue introducido en terapéutica por sus propiedades como anestésico local.
Sin embargo, este alcaloide es mds conocido por su consumo ilicito debido a sus
efectos estimulantes y euforizantes.

La cocaina actia como anestésico local por bloqueo de la iniciacién y conduccién
del impulso nervioso, inhibiendo el rapido incremento de la permeabilidad de la mem-
brana a los iones sodio durante la despolarizacién. A dosis elevadas, también puede
bloquear los canales de K* [76]. Ademaés de su accién local, la cocaina puede actuar
a nivel sistémico sobre el sistema nervioso central, la funcién neuromuscular y gan-
glios auténomos, ya que inhibe la recaptacién presindptica del neurotransmisor nora-
drenalina, asi como la de la serotonina y la dopamina, produciendo un efecto complejo
sobre el sistema dopaminérgico [28].

Los efectos de la cocafna tras una dosis de 25 a 150 mg (una linea de coca contiene
20-30 mg) son: euforia, rara vez disforia, incremento de la energfa, de la agudeza
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Ficura 1. Estructura de la cocaina

* Instituto de Bioquimica (CSIC-UCM). Facultad de Farmacia. Universidad Complutense,
Plaza de Ramén y Cajal s/n, 28040 Madrid.
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mental y estado de alerta, incremento sensorial, anorexia, pérdida del suefio, disminu-
cién de la sensacién de fatiga, incremento de la autoconfianza y egocentrismo. En
general se admite una dependencia psiquica [34] pero no fisica para la cocaina, si bien
se presentan sintomas debidos a una descarga simpética generalizada.

Muchos de los efectos toxicos directos de la cocaina resultan de la intensa estimu-
lacién simpdtica central y/o periférica. Los efectos neuromusculares y auténomos in-
cluyen taquicardia, hipertensién, hipertemia, midriasis, parada respiratoria y colapso
cardiovascular. La estimulacién del sistema nervioso central puede dar lugar a proble-
mas neuropsiquidtricos como hiperactividad, irritabilidad, insomnio, agitacidn, psicosis
(a menudo paranoide), delirio y coma. Otro tipo de toxicidad por cocafna de conside-
rable interés es la observada en mujeres embarazadas que abusan de esta droga. Ade-
mds de afectar el embarazo, su uso puede dafiar al feto y producir anormalidades tanto
en el comportamiento como en el desarrollo del neonato.

1.2. Metabolismo y hepatotoxicidad de la cocaina

La administracién de la cocaina por cualquier via sistémica provoca, ademds de las
numerosas complicaciones descritas y las alteraciones especificas relacionadas con
algunas vias de administracién (necrosis del tabique nasal, edema pulmonar, etc),
efectos hepatotéxicos, puestos de manifiesto tanto en animales de experimentacién
como en el hombre [10, 64, 84]. Observaciones previas [23, 24, 72] permitieron cla-
sificar la droga como una hepatotoxina potente tras su administracién intraperitoneal,
tanto aguda como crénica. La administracién de cocaina a ratones da lugar a un dafio
hepatico severo en forma de infiltracién grasa, necrosis mediozonal y periportal, y
marcada elevacién en los niveles de transaminasas, manifestaciones similares a las que
se observan con la administracion de tetracloruro de carbono. La susceptibilidad de los
animales y la localizacién de la lesion varia segin raza, especie y el uso previo de
agentes moduladores del citocromo P-450, de modo que la induccién del citocromo P-
450 incrementa la toxicidad y hace que la lesién hepética se aproxime hacia la zona
periportal [13, 64, 69]. Segtn esto, la hepatotoxicidad de la cocaina no se debe a la
droga como tal, sino a los productos de su metabolismo oxidativo.

El metabolismo de la cocafna transcurre principalmente por hidrélisis. E1 90 % de
la cocaina se transforma rapidamente, mediante la accién de pseudocolinesterasas plas-
méticas y esterasas hepdticas, en benzoilecgonina, ecgonina metil éster y ecgonina
[75]. Todos estos metabolitos se eliminan por orina y ninguno de ellos presenta hepa-
totoxicidad cuando se administran a ratones en dosis elevadas [23, 78]. Aunque las
rutas hidroliticas inactivan farmacoldgicamente la cocaina, la via secundaria de su
metabolismo, la oxidativa, parece ser la responsable de su hepatotoxicidad. Este pro-
ceso gira en torno al nitrégeno del anillo del tropano y los enzimas responsables de
llevarlo a cabo son el sistema citocromo P-450 y la FAD-monooxigenasa, ambas
monooxigenasas microsémicas de funcién mixta. Diversos estudios in vivo han demos-
trado que la hepatotoxicidad de la cocaina se potencia con inductores del citocromo P-
450 como el fenobarbital [13] o el etanol [9], asi como que el tratamiento previo con
inhibidores del citocromo P-450 como la cimetidina [63] protegen frente al efecto
hepatotdxico de la droga.

La superfamilia del citocromo P-450 consiste en un gran grupo de proteinas dis-
tintas con grupo hemo, implicadas en el metabolismo de numerosos xenobidticos y
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compuestos endégenos [39, 58]. Las diferentes isoformas presentan el mismo centro
catalitico (el hierro del grupo hemo), pero distinta apoproteina, para catalizar la oxi-
dacién de los diferentes compuestos, dando lugar a metabolitos estables o metabolitos
reactivos (Figura 2); éstos ultimos pueden atacar al mismo P-450 e inactivarlo, limi-
tando la formacién del intermediario y con ello su toxicidad [62]. Se ha sugerido que
las familias génicas 1,2 y 3 del citocromo P-450 son las principales responsables del
metabolismo hepético de los xenobiéticos [37, 89], aunque existen trabajos contradic-
torios acerca de las formas individuales del citocromo que llevan a cabo el metabolis-
mo N-oxidativo de la cocaina. En el higado de rata, el CYP 2B1, inducible por feno-
barbital, cataliza la N-desmetilacién de la cocaina [6], mientras que en el ratén y en
el hombre son las isoformas del CYP de la subfamilia 3A las principales responsables
de este primer paso en la cascada de bioactivacion de la cocaina [49, 61].

Asi pues, una pequeiia fraccién de la cocaina administrada (10 %) es desmetilada
por las citocromo P-450 monooxigenasas o por las FAD-monooxigenasas (Figura 3).
La cocaina desmetilada, la norcocaina, se oxida rdpidamente a N-hidroxinorcocaina
[46], que puede dar lugar por dltimo norcocaina nitréxido, pudiendo ser estos me-
tabolitos los responsables de la hepatotoxicidad de la droga [36, 45]. Asi mismo, el
radical norcocaina nitréxido puede ser reducido nuevamente a la forma N-hidroxilada
que lo originé, mediante la accién de una flavoproteina en presencia de NADPH
[67]. De esta forma, el metabolismo de la cocaina desencadena un ciclo redox futil
que consume NADPH en los dos sentidos, y que ademds genera H,0, en la oxidacion
de la N-hidroxinorcocaina, y O, en la reduccién de la norcocaina nitroéxido [46].
Estos procesos tienen dos consecuencias: por un lado, la reaccién de las especies
reactivas de oxigeno y otros radicales formados a partir de la cocaina con cualquiera
de las macromoléculas celulares, azdcares, aminodcidos, fosfolipidos, proteinas,
nucleétidos o 4cidos orgénicos, causando grandes dafios en la célula, a través de la
peroxidacién lipidica de las membranas, lesiones al DNA u oxidacién de proteinas.
Por otro lado, la produccién del ciclo fiitil entre los dos metabolitos oxidados de la
cocaina, la N-hidroxinorcocaina y la norcocaina nitréxido, disminuye los niveles de
NADPH, y con ello la actividad de la glutation reductasa dependiente de este coen-
zima. Este enzima se encarga de mantener los niveles de GSH que la célula necesita
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Ficura 2. Estructura y actividad del citocromo P-450 [62]

139



0
/
A "
OOCH3

C
e Mooc—@

NADP*
norcocaina nitréxido NADEH
OH
NADPH N 7 NADP*
COOCH3
)
6‘ \ooc 2@
N-hidroxinorcocaina
H t
7
N
COOCH3
C \ooc &)
Norcocaina
CHs
/
N
E COOCHS3
) ooc —O
/ cocaina
CHs \ CHs
/ /
N N
§ COOCH3 E COOH
OH ooc —Q
ecgonina metil ester benzoil ecgonina
CHs /
/
N
; COOH
OH
ecgonina

B NADP* GSH H,0,

Glutation reductas;C ><Glutatlon peroxidasa
GSSG

NADPH H,0

Ficura 3. Metabolismo de la cocaina. (A) Metabolismo hidrolitico y oxidativo de la cocaina,
ciclo redox propuesto entre sus metabolitos y formacién de especies reactivas de oxigeno.
En (B) se representa el ciclo del glutation
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para reducir, a través de la glutation peroxidasa, los peréxidos producidos (tanto H,0,
como peréxidos orgédnicos) y anular sus acciones. Si el glutation no puede ser re-
generado, la defensa que ofrece su ciclo frente a agentes oxidantes queda compro-
metida.

Como las esterasas comparten con los enzimas oxidativos el proceso de biotrans-
formacién de la cocaina, la inhibicién de las esterasas da lugar a concentraciones mas
elevadas de metabolitos oxidados [4]. Asi, se ha visto que la accion hepatotéxica de
la cocaina en el hombre depende de la idiosincrasia del individuo, siendo mayor cuan-
do el nivel de colinesterasas es bajo [73, 84]. De igual forma, los diferentes grados de
hepatotoxicidad que presenta la cocafna seglin la especie animal depende del porcen-
taje en que esta droga sea metabolizada por via oxidativa [16]. En hepatocitos aislados
de rata, la cocafna se manifiesta como hepatotéxica, lo cual no ocurre in vivo, debido
a que el contenido en esterasas de los microsomas hepdticos es mucho menor que la
actividad esterdsica en plasma [68].

1.3. Radicales libres de oxigeno

El oxigeno es un elemento esencial para la vida en su papel de aceptor final de
electrones en la cadena respiratoria, principal fuente de energia en los organismos
aerobios. Sin embargo, la mayor parte del dafio oxidativo en los sistemas bioldgicos
se debe a que en esta utilizacién del oxigeno por las células se generan radicales libres,
moléculas o dtomos con un electrén desapareado en su orbital mds externo.

La via univalente de reduccién del oxigeno da lugar a tres formas «incompletamen-
te reducidas» del oxigeno entre éste y el agua: el radical superéxido (O,"), el peroxido
de hidrégeno (H,0,, que no es un radical pero puede generarlos y el radical hidroxilo
(OH):

e e+2H" e+H* e+H"
o,—» 0, — H,0, —» OH —» H,0
HO

Tanto el anién superéxido como el H,0, tienen una reactividad baja, pero es de
extrema importancia eliminarlos rdpidamente de la célula, ya que su combinacién, en
presencia de metales de transicién, como Fe y Cu, produce un derivado mucho mas
téxico, el radical OH, que si posee una elevada reactividad, y frente al cual no existe
proteccién enzimdética [22].

0, + H,0, — O, + OH + OH'

La generacién de radicales libres de oxigeno forma parte del metabolismo normal
de las células (Figura 4). Su presencia puede ser beneficiosa para las células y, de
hecho, se estan produciendo continuamente en el organismo, siendo necesarios muchos
de ellos para llevar a cabo ciertas reacciones biol6gicas. Sin embargo, puede originarse
una superproduccién de estas especies, como consecuencia, por ejemplo, del metabo-
lismo de un xenobidtico, o bien una disminucién de los sistemas antioxidantes de
defensa, dando lugar a una situacién que se conoce con el nombre de estrés oxidativo

[41].
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FIGURA 4. Produccion de especies reactivas de oxigeno en la cadena de transporte
electrénico de la mitocondria

Los enzimas encargados de eliminar el O,”y H,0, son la superéxido dismutasa,
que acelera la dismutacién espontdnea de este radical, produciendo H,0, y O, (reaccién
1); la catalasa, que transforma el H,0, produciendo oxigeno y agua (reaccién 2);yla
glutation peroxidasa, que reduce tanto el H,0, como otros peréxidos, a la vez que
oxida la forma reducida del glutation (GSH) a su forma oxidada (GSSG) (reaccién 3):

SOD
0, + 0, + 2H* —» H,0, + O, [1]

catalasa
2H,0, — 2H,0 + O, [2]

GPx GPx
H,0, + 2GSH — GSSG + 2H,0; ROOH + 2GSH —» GSSG + H,O0 + ROH [3]

A su vez, el GSH consumido por la glutation peroxidasa puede regenerarse a través
de la glutation reductasa (GRED). Este enzima citosélico reduce el GSSG utilizando
el NADPH, equivalente reductor que puede ser generado por varios sistemas de éxido-
reduccién dependientes del NADPH [17].

GRED
GSSG + NADPH + H* ——» 2GSH + NADP*
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Entre los componentes celulares hay ademds moléculas que presentan una particular
tendencia a reaccionar con cualquiera de las especies reactivas de oxigeno. Estas molé-
culas, que captan los radicales y frenan sus reacciones en cadena, se denominan antioxi-
dantes. Podemos clasificar estos antioxidantes no enzimaticos en dos grupos: hidrosolu-
bles, cuyos principales representantes son el dcido ascérbico, el dcido trico y el glutation,
y liposolubles, entre los que se incluyen la vitamina E y los carotenoides.

Ninguno de los sistemas antioxidantes descritos desempeiia una funcién central en
la proteccién de las células frente a las especies reactivas de oxigeno. Al contrario, una
proteccién eficiente habrd de ser proporcionada por la coordinacién adecuada entre
todos los enzimas y demds antioxidantes de la célula (Figura 5). Cuando los radicales
libres de oxigeno sobrepasan la capacidad protectora de las defensas antioxidantes,
puede producirse, mediante diversos mecanismos, la lesién celular [91].

1.4. Muerte celular: Apoptosis y Necrosis

La muerte celular es la consecuencia final del dafio producido por un estimulo
patolégico, pero también es un fenémeno natural en la regulacién y mantenimiento de
la homeostasis en las células y tejidos del organismo. Asi, es posible diferenciar dos
tipos de muerte celular: necrosis y apoptosis [42, 51]: la apoptosis tiene lugar princi-
palmente en condiciones fisiolégicas o como resultado de un estimulo patolégico sua-
ve, mientras que la necrosis ocurre siempre en condiciones patolégicas [50, 52].

Apoptosis y necrosis pueden caracterizarse atendiendo a los cambios morfolégicos
que se producen dentro de las células, pero también es posible diferenciar ambos
procesos cuando se observan in vivo, tanto por su distribucién como por las reacciones
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FIGURA 5. Principales rutas de formacién de especies reactivas de oxigeno y defensas antioxi-
dantes. Las reacciones no estdn ajustadas estequiométricamente, y solamente se recogen las
mds importantes [43].
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tisulares que los acompafian. Asi, mientras que la necrosis sucede en grupos de células
contiguas y suele inducir una respuesta inflamatoria aguda, la apoptosis tiene lugar
generalmente en células dispersas del tejido y no suele ir acompafiada de infiltracién
de leucocitos. Estas y otras caracteristicas de la muerte celular por apoptosis y necro-
sis, se resumen en la tabla 1, comparando ambos procesos [40].

La muerte celular por apoptosis es esencial para el desarrollo de los seres vivos
[14, 21]. Ocurre en todos los estados de la organogénesis durante el desarrollo embrio-
nario; se alterna con la mitosis durante el recambio normal de los tejidos, representan-
do el balance entre la proliferacién y la eliminacién celular. Hoy se reconoce que la
pérdida del control de la apoptosis juega un papel importante en enfermedades tales
como el céncer, el sindrome de inmunodeficiencia adquirida, las enfermedades auto-
inmunes y neurodegenerativas, y quizds también incluso en el proceso de envejeci-

miento [11, 77].

1.4.1.

que mueren por apoptosis

Acontecimientos bioquimicos y moleculares en las células

Los genes y proteinas en la destruccién activa de las células representan un foco
de intensa investigacién en aflos recientes. Estos estudios, sin embargo, han revelado

Caracteristicas Apoptosis Necrosis
Estimulo Fisiolégico o patoldgico Patolégico
Origen Pérdida de un factor de crecimiento, Anoxia, dafio quimico, dafio fisico

Propiedades de adhesion
Primera manifestacién
Cambios nucleares
Cromatina nuclear
Cambios nucleolares
Integridad de membrana
Morfologia superficie
Cambios en superficie
Cambios citoesqueleto

Mitocondria
RE/Aparato de Golgi
Vacuolas

Sintesis de protefnas
Cambios citoplasmaéticos

Cambios nucleares
Células afectadas

Eliminacién

Formaci6n de cicatrices

influencia hormonal, estimulo toxico suave

Inmediatamente perdidas

Reduccién celular, ecogimiento

Condensacion, cariorrexis

Marginacién, segmentacién

Intacto, degradado al final

Persiste durante un tiempo

Alisamiento, blebbing

Expresién de vitronectina y trombospondina

Protrusién en superficie,

budding citoplasmético,

formacién cuerpos apoptéticos

Inicialmente no afectada

Inicialmente no afectados

Estructuralmente intactas

Puede bloquearse por actinomicina D y ci-
cloheximida

Ca™ 1, endonucleasa T, transglutaminasa T
p-53 71, bel-2 4, c-mye 1

Ruptura internucleosomal, escalera de DNA

Células individuales, células dispersas

Englobamiento por macréfagos y células en-
doteliales
Ausente

Inicialmente intactas

Hinchamiento celular

Cariolisis

Plegamiento nuclear

Granulado

Fallo temprano

Lisis

Ninguno

Fragmentaci6n, liberacién de con-
tenidos celulares

Hinchamiento, entrada de Ca*
Dilatados

Hinchadas (leaky)

No afectada por antibidticos

Ruptura de lisosomas, liberacién
del contenido

Degradacién difusa, smear DNA

Grupos de células contiguas, dreas
tisulares

Inflamacién en tejidos adyacentes

Presente

TaBLA 1.
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poca o ninguna evidencia para poder afirmar la existencia de genes o proteinas es-
pecificos de muerte celular. La cascada de sefiales intracelulares que conducen a la
apoptosis parece estar estrechamente conectada con las vias que conducen a la re-
plicacién, diferenciacién y reparacién, pudiendo frecuentemente usar las mismas mo-
léculas.

El programa para llevar a cabo la muerte por apoptosis estd presente en la practica
totalidad de las células de los mamiferos, y puede ser activado por numerosas sefiales
extra e intracelulares. Aunque los diferentes pasos y mecanismos bioquimicos que inter-
vienen en la apoptosis no estdn completamente esclarecidos, parece claro que la apopto-
sis transcurre generalmente en cuatro etapas: la decisién de morir, la ejecucion de la
muerte, la fagocitosis de los fragmentos resultantes y, por ultimo la degradacién [74].

1.4.1.1. PREPARACION PARA LA MUERTE CELULAR: DECISION DE MORIR

La mayoria de los inductores o mediadores de la apoptosis pueden incluirse en una
de las cinco categorfas siguientes, dependiendo del lugar inicial de perturbacién dentro
de la célula [87]: a) agentes que actdan en la superficie celular, b) agentes que alteran el
citosol y orgdnulos, c) perturbadores del citoesqueleto, d) alteracién del niicleo, y e)
agentes que alteran la sefializacién intracelular. Todos ellos se resumen en la tabla 2.

Sitio de accion Posible mecanismo Ejemplo

Activacién receptores de membrana  Glutamato, NMDA, Kainato
Alteracién permeabilidad de la mem-  Ionéforos: A23187, ionomicina
brana Inhibidores del tranporte de iones: amiloride,
ouabaina
' Detergentes: triton X-100
Oxidantes intracelulares Menadiona

Superficie celular

Citosol y orgdnulos

Citoesqueleto

Nicleo

Sefiales intracelulares

Quelantes
Alteracién de sintesis proteica

Alteracién de gradientes ionicos
Alteracién estructura

Alteracién filamentos actina
Ruptura intregridad del DNA

Alteracion expresién génica
Alteracién fosforilacion proteica

Alteracién transduccion sefial

TPEN, deferoxamina

Inhibidores transcripcion: actinomicina D

Inhibidores traduccién: cicloheximida

R.Endopldsmico: tapsigargina

Vacuolas: bafilomicina, concanamicina A

Mitocondria: MPTP

Taxol, colchicina, vincristina

Citochalasinas

Alteracién estructura: adriamicina

Inhibicién sintesis: metotrexato, pirimidinas
fluoradas

Hormonas nucleares: vit D, glucocorticoides

Aumento: 4dcido okadaico, PMA

Inhibicién: estaurosporina

Aumento: andlogos AMPc

Inhibicién: flutamida, tamoxifeno

Segundo mensajero erroneo en TNF,  Ceramida

Fas, radiaciones

TaBLA 2. Agentes que inducen la apoptosis. Abreviaturas utilizadas: MPTP, N-metil-4-fenil-
1,2,3,6-tetrahidropiridina; NMDA, N-metil-D-aspartato; PMA, 12-miristato-13-acetato de forbol;
TNF, factor de necrosis tumoral; TPEN, N,N, N’,N’-tetrakis(2-piridilmetil Jetilenodiamina [87].
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1.4.1.2. EJECUCION DE LA MUERTE CELULAR, FAGOCITOSIS Y DEGRADACION

La apoptosis muestra un patrén de muerte celular caracteristico [79, 90]. Los pri-
meros cambios afectan a las uniones con células vecinas, ya que se produce la pérdida
de las regiones de contacto y otras estructuras especializadas de la membrana. A
continuacion, el citoplasma se encoge, el nicleo se agrupa en forma de masas conden-
sadas, que después se fragmentardn, y la célula pierde su forma inicial. Al investigar
la causa de las alteraciones del tamaifio celular durante la apoptosis, se observa un
incremento en la densidad, lo que sugiere la pérdida selectiva de agua y electrolitos
conservandose las estructuras mas densas. La répida salida de agua de la célula ocurre
por la dilatacién del reticulo endopldsmico y su posterior fusién con la membrana
citoplasmdtica. Se ha atribuido esta pérdida selectiva de fluidos a la inhibicién de un
sistema de cotransporte Na*/K'/CI" [88]. También durante este perfodo se ha detectado
actividad transglutaminasa en las células afectadas [25, 26]. Estos enzimas forman
puentes cruzados entre protefnas, haciéndolas insolubles incluso frente a los agentes
desnaturalizantes més fuertes. La presencia de un armazén rigido de proteinas entrecru-
zadas bajo la membrana de las células apoptéticas podria ser la causa de la alteracién
de la forma y también de la disminucién del volumen celular.

La condensaci6n de la cromatina nuclear es la alteracién mds significativa que tiene
lugar durante la apoptosis [1], debida a la desorganizacién de su estructura al produ-
cirse la ruptura de la doble cadena del DNA a nivel de las regiones que unen los
nucleosomas, conduciendo a la fragmentacién del DNA en oligonucleosomas de = 200
kDa o algtin multiplo de este niimero (Figura 6). Como responsable de la fragmenta-
cién, se ha identificado una endonucleasa dependiente de calcio y magnesio, activa a
pH neutro, que es inhibida por zinc [35].

Tras la fragmentacién de la cromatina nuclear, la célula se divide en los denomi-
nados cuerpos apoptéticos, cada uno rodeado de membrana conteniendo sus organulos

FiGura 6.  Sitios de fragmentacion de la cromatina. El modelo de la estructura de la croma-

tina estd tomado de Filipski et al. [27]. Las flechas muestran los tres niveles a los que actiian

las endonucleasas sobre el DNA, que representan tres niveles de organizacion de la cromatina
nuclear [83].
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y fragmentos de DNA, que son englobados por células parenquimales vecinas o células
fagocitarias especializadas. Las propias células apoptéticas inducen su fagocitosis
mediante cambios en su membrana citoplasmatica, observandose recientemente que los
macréfagos humanos se unen a neutréfilos apoptoticos a través de su receptor vitro-
nectina, un miembro de la familia de las integrinas que se habia considerado unicamen-
te como una molécula de adhesién celular [70].

Una vez incluidos en el interior del fagosoma, los cuerpos apoptéticos se degradan
rdpidamente, hasta que desaparecen membranas, orgdnulos y demds estructuras celu-
lares. Al contrario que en la necrosis, no hay liberacién del contenido celular al medio

extracelular.

1.4.2.  Acontecimientos bioquimicos y moleculares en las células
que mueren por necrosis

Los primeros cambios morfolégicos que ocurren durante la necrosis resultan de la
pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana. El citoplasma y los orgdnulos
celulares van aumentando progresivamente de volumen, la célula adquiere una aparien-
cia homogénea, opaca, y se incrementa la eosinofilia del citoplasma. Todos estos
cambios terminan con la destruccion de los organulos, la liberacién del contenido
celular al medio extracelular y, finalmente, la desintegracién de las membranas celu-
lares. Es muy facil reconocer todas estas modificaciones, pero resulta mas dificil de-
finir tanto las causas como las vias y mecanismos bioquimicos a través de los cuales
se produce. Entre estos mecanismos merecen destacarse cinco clases de acontecimien-
tos: a) ubiquitinacion de las proteinas celulares, b) deplecién del ATP, c) formacién de
especies reactivas de oxigeno, d) alteracién de la homeostasis del calcio, y e) pérdida

de la permeabilidad selectiva de la membrana.

La ubiquitina es una proteina de 76 aminodcidos, abundante en todas las células
eucariotas y con una estructura muy conservada entre las diferentes especies. En pre-
sencia de ATP, forma enlaces covalentes con residuos de lisina de otras proteinas y su
sintesis se induce, junto con la de las proteinas del choque térmico (hsp), durante la
lesién celular. Su principal funcién parece ser el marcaje de las protefnas que han
resultado dafiadas para su degradacion. Las proteinas modificadas pueden acumulase
en el citoplasma en forma de inclusiones, mostrando con ello la incapacidad de las
células dafiadas de hacer frente a la incrementada concentracién de proteinas marcadas

para la degradacién [44].

En las células que mueren por necrosis se detecta una deplecién del ATP, obser-
vandose que el aumento de volumen del citoplasma y la pérdida de la homeostasis
celular solamente aparecen cuando los niveles de ATP disminuyen por debajo de cier-
tos valores criticos. Esto se ha demostrado durante el dafio celular que sigue a situa-
ciones de hipoxia [31], puesto que el suministro de oxigeno es necesario para que los
enzimas de la cadena respiratoria mitocondrial sinteticen ATP. Sin embargo, la dismi-
nucién de los niveles de ATP no parece ser causa suficiente para producir la necrosis,

aunque limita el desarrollo de las funciones celulares que dependen de €l

Las especies reactivas de oxigeno, generadas por adicién de electrones al oxigeno
molecular, si llegan a sobrepasar la capacidad protectora de los sistemas antioxidan-
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tes de la célula, pueden provocar la muerte celular mediante diversos mecanismos,
por reaccién con las macromoléculas celulares. Al reaccionar con los lipidos, se des-
encadena la peroxidacién lipidica de las membranas celulares, alterando su permeabi-
lidad, siendo las de la mitocondria las mas vulnerables, quizd porque a la elevada
produccién de estas especies reactivas (por la presencia de grandes cantidades de
oxigeno y metaloprotefnas) se suma su elevado contenido en dobles enlaces C-C. La
reaccién de los derivados de oxigeno con las protefnas, principalmente a nivel de sus
grupos tidlicos, tiene especial relevancia en el equilibrio i6nico celular, ya que la Ca-
ATPasa y la Na/K-ATPasa de las membranas contienen numerosos grupos SH. La
accion de las especies de oxigeno sobre el DNA incluye, ademés de la ruptura de
las cadenas de la molécula, otro efecto secundario: la induccién del enzima poli(ADP-
ribosa)polimerasa, con la consiguiente pérdida del ADP celular, que conduce a la
reduccién de los nucleétidos de adenina (incluyendo el ATP) a niveles criticos.
Ademids de provocar estas reacciones, la produccién de especies reactivas de oxigeno
altera el equilibrio redox de la célula. Por ejemplo, se genera NADP* en la mito-
condria sujeta a estrés oxidativo a expensas de la disminucién de los niveles de
NADPH, lo que conduce a la salida de calcio al citoplasma. Asi, en resumen, las
especies reactivas de oxigeno provocan el aumento de la permeabilidad de la mem-
brana, la inhibicién de las bombas i6nicas, la deplecién del ATP y el aumento del
calcio citosdlico [56].

El aumento incontrolado del calcio citosélico se considera tanto una causa como
un resultado de la muerte celular [59]. El aumento del calcio intracelular induce una
serie de mecanismos que van a desencadenar un ciclo continuo de reacciones que
conducirdn a la lesién celular: asi, las proteasas dependientes de calcio, una vez acti-
vadas, serfan las responsables de la destruccién de las Ca-ATPasas de las membranas
celulares, impidiendo que la célula recupere sus niveles normales de calcio citosélico.
Asi mismo, las alteraciones en la morfologfa de la célula necrética podrian deberse a
la interaccién de estas proteasas con elementos del citoesqueleto [60]. Las fosfolipasas
sensibles al calcio también se activarian originando la alteracién de los fosfolipidos de
las membranas que asi aumentarian su permeabilidad a muchos solutos.

La pérdida de la permeabilidad selectiva de la membrana es una de las principales
caracteristicas que permite identificar la necrosis. Se produce como resultado de todos
los procesos anteriormente descritos, y es la desencadenante de las alteraciones mor-
fologicas que determinan la destruccién de la célula.

1.5. Objetivos

Los cultivos primarios de hepatocitos se utilizan cada vez con mayor frecuencia
para estudiar los mecanismos de accién de compuestos hepatot6xicos. Sin embargo,
debido al proceso de desdiferenciacién sufrido por las células hepaticas en este tipo de
cultivos, es frecuente observar un descenso de los niveles de enzimas citos6licos y de
otros enzimas especificos del higado, entre los que se encuentran las monooxigenasas
microsdmicas dependientes del citocromo P-450, a través del cual se lleva a cabo
fundamentalmente el metabolismo oxidativo de la cocaina. Por esta razén, los hepato-
citos se aislan de ratas pretratadas con inductores enzimaticos, con objeto de elevar la
expresion de los sistemas microsémicos dependientes del citocromo P-450 y mantener
su actividad a lo largo de todas las horas de cultivo.
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Mediante el uso de este modelo experimental nos propusimos los objetivos siguien-
tes:

A. Examinar la toxicidad de la cocafna sobre cultivos primarios de hepatocitos
aislados de ratas pretratadas con fenobarbital frente a variables de tiempo y
concentracion.

B. Evaluar cuantitativamente en funcién de la concentracion y mediante técnicas
de imagen la generacién de radicales libres de oxigeno.

C. Establecer la relacién entre niveles de radicales libres y muerte celular.

D. Detectar la capacidad apoptogénica de la cocaina sobre los hepatocitos en
cultivo mediante técnicas de imagen, gel de agarosa y citometria de flujo.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Productos

Los medios de cultivo fueron suministrados por BioWhittaker. Lo dcidos, bases y
sales minerales utilizados fueron de las casas comerciales Merck y Panreac, en su
grado analitico. La colagenasa fue de Boehringer, la heparina sédica de Leo y la
agarosa de Hispanagar. El diacetato de fluorescina y Hoechst 33258 fueron de Mole-
cular Probes, mientras que el yoduro de propidio fue de Sigma. El clorhidrato de
cocaina fue suministrado por el Servicio de Restriccion de Estupefacientes del Minis-
terio de Sanidad y Consumo.

2.2. Animales

Se utilizaron ratas macho de 2 meses (200-250 g) de la raza Wistar. Los animales
se mantuvieron en jaulas de pldstico expuestas a un ciclo de 12 horas de luz y control
de temperatura, con libre acceso a pienso de la casa comercial Sanders S.A. y agua.

Con el fin de inducir el sistema monooxigenasa microsémico, encargado del me-
tabolismo oxidativo de la cocaina, los animales fueron inyectados intraperitonealmente
con una dosis diaria de 80 mg/Kg de fenobarbital sédico durante los cinco dias ante-
riores al experimento.

2.3. Obtencién de hepatocitos y cultivos celulares

El aislamiento de los hepatocitos se llevé a cabo por perfusién del higado in situ
con medio Hepes (Hepes 20 mM, KCI 5 mM, SO,Mg 1 mM, PO H.K 5 mM, CINa 150
mM y Glucosa 10 mM) con colagenasa, de acuerdo con el método clasico de Krebs
et al [47] y descrito por Diez-Fernandez et al [20] que permite obtener hepatocitos con
un elevado porcentaje de viabilidad.

La viabilidad de los hepatocitos se determiné mediante tincion de exclusién con
una solucién de Azul de Tripan (preparada al 0,2% en suero salino). Las células
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muertas o con la membrana plasmdtica dafiada aparecen tefiidas al observarlas al mi-
croscopio Gptico, mientras que las que permanecen vivas y mantienen su membrana
integra no incorporan el colorante al interior de la célula y aparecen sin teflir. El
contaje de las células se realiz6 en una cdmara de Neubauer. La viabilidad de las
células se considerd 6ptima cuando dié valores superiores al 90%.

Las células obtenidas se cultivaron en placas de 60-mm a una densidad de 7.1 x
10* células/cm? en 3 ml de medio DMEM suplementado con penicilina, estreptomicina
y gentamicina a una concentracién de 50 ug/ml (DMEM completo) y 10% FCS (suero
fetal de ternero). Tras un periodo de tres horas a 37°C en atmésfera de 5% CO,/ 95%
aire, el medio fue reemplazado por DMEM completo en el que se sustituyé el FCS por
albimina de suero bovina (BSA) al 0.1%.

2.4. Tratamiento con cocaina y determinacién de la lactato deshidrogenasa
(LDH)

Después de una incubacién de 24 horas se procedi6 a la adicién a los cultivos de
medio fresco con las diferentes concentraciones de cocaina 0, 1, 5, 10, 50, 100, 250,
500, 1.000, 2.000 mM) durante un periodo de 24 horas.

La actividad de la lactato deshidrogenasa (EC 1.1.1.27.), como pardmetro de dafio
irreversible de la membrana y muerte celular [86], se determin espectrofotométrica-
mente en el medio de cultivo y en el interior celular midiendo la disminucién de la
densidad Gptica a 340 nm, producida por la oxidacién del NADH a NAD® en la
reaccién de reduccién del piruvato a lactato [81], segiin el siguiente proceso:

lactato deshidrogenasa
piruvato —» lactato
NAD* NADH

empleandose en los célculos un coeficiente de extincién para el NADH = 6,2x 10°
M' Cm™ (extincién de 1 mmol de NADH en 1,00 ml de solucién).

La concentracién que los diferentes reactivos alcanzaron en la cubeta fue la siguien-
te: tamp6n Tris-HCl 67,5 mM a pH 7,4; NADH 0,3 mM; y piruvato 4 mM a pH 7.

2.5. Anilisis por citometria de flujo y microscopia confocal de la produccién
de radicales libres de oxigeno

La produccién intracelular de radicales libres de oxigeno se determiné usando el
compuesto 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA), siguiendo el método
descrito previamente [3]. El compuesto tiene la particularidad de atravesar la membra-
na celular, dado su carédcter no polar. Las células viables son capaces de desacetilar el
compuesto dando lugar a la 2',7'-diclorodihidrofluorescina (DCFH), compuesto no fluo-
rescente, estable algunas horas y que al ser polar queda atrapado en el interior de la
célula. Este intermediario reacciona cuantitativamente con las especies reactivas de
oxigeno intracelulares produciendo el compuesto fluorescente 2',T'-diclorofluorescina,
que puede medirse como un indice de la capacidad oxidativa intracelular.
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2 x 10° hepatocitos tratados con las diferentes concentraciones de cocaina se trip-
sinizaron con tripsina-EDTA e incubaron a 37°C durante 30 minutos con 3 ml de PBS
conteniendo DCFH-DA 5 uM y yoduro de propidio 10 ug/ml, preservando las muestras
de la luz. Transcurrido este tiempo, las células se lavaron con PBS, cuantificindose la
intensidad de fluorescencia por citometria de flujo, analizdndose 10.000 células por
muestra.

Para la determinacién de la produccion de radicales libres de oxigeno por micros-
copfa confocal, los cultivos se incubaron a 37 °C en atmésfera de 5% CO,/ 95% aire
con DCFH-DA (5 uM en PBS) y yoduro de propidio (10 pg/ml) durante 30 minutos,
procediéndose seguidamente al lavado de las placas dos veces con PBS. Las muestras
se mantuvieron en hielo hasta su observacién en el microscopio confocal.

2.6. Ensayos morfoldgicos

Las caracteristicas morfolégicas tipicas de la apoptosis, tales como el cambio de
forma de la membrana, la condensacion y fragmentacion de la cromatina nuclear, asi
como la formacién de los cuerpos apoptoticos, pueden reconocerse por tincién de las
células con fluorocromos y posterior observacion al microscopio de fluorescencia. El
compuesto utilizado fue el Hoechst 33258, un fluorocromo derivado del benzimidazol
que emite fluorescencia azul cuando se excita por la luz ultravioleta a 360 nm. Presenta
una alta afinidad por el DNA, preferentemente por las regiones ricas en el par adenina-
timina.

Tras el tratamiento de las células con las diversas dosis de cocaina, éstas se fijaron
durante 5 minutos en frio con una mezcla de metanol/acético 3:1. Después, se adiciond
a las placas el Hoechst (5 pg/ml), manteniéndose durante 10 minutos, tras los cuales
se lavaron las placas con agua destilada. Finalmente, las células se mantuvieron en una
solucién de 4cido citrico 20 mM, orto-fosfato disédico 50 mM vy glicerol al 50% (pH
5,5) hasta su examen al microscopio.

27. Andlisis de la fragmentacién del DNA

La fragmentacion del DNA se detect6 por electroforesis en geles de agarosa [55].
Este procedimiento estd basado en la observacién de que el DNA aislado de células
apoptdticas se encuentra dividido a nivel de los segmentos que unen los nucleosomas
por la activacién de una endonucleasa endégena. Los fragmentos de DNA resultantes,
de 200 pares de bases o miltiplo de este ndmero, se desplazan a través del gel y
aparecen en forma de bandas escalonadas.

Las células, junto con el medio de cultivo, se recogieron en PBS y, tras centrifugar
a 50 g durante 2 minutos, se trataron con 0,5 ml de buffer de lisis de pH 7,8 que
contenia N-laurilsarcosin al 0,5% en Tris-HC1 0,1 M y EDTA 10 mM. Tras mantener
durante 30 minutos en bafio de hielo y centrifugar durante 30 minutos a 13.000 rpm,
se recogio el sobrenadante, que se incubd, primero, con RNAsa A a una concentracién
final de 10 ug/ml a 37°C durante 30 minutos, y en segundo lugar con proteinasa K a
una concentracién final de 250 ug/ml a 50 °C durante 45 minutos. Después, se realizd
la extraccién del DNA con fenol-cloroformo, y se precipit6 el DNA extraido con 2
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volimenes de etanol absoluto y CINa 0,5 M durante 2 dias a -20°C. Tras lavar el
precipitado obtenido con etanol al 75%, el DNA se resuspendié en 20 ul de una
solucién formada por Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM a pH 8. La electroforesis se
realiz6 a un voltaje constante de 30 V durante 8 horas a través de un gel de agarosa
al 1,8% conteniendo 0,5 ug/ml de bromuro de etidio, visualizandose y fotografidndose
el DNA usando luz UV.

2.8. Anilisis por citometria de flujo del ciclo celular en poblaciones
de hepatocitos

Mediante la utilizacién del citémetro de flujo FACScan (Becton-Dickinson, Sunn-
yvale, Ca), equipado con un laser de argén de 15 mW, se llevé a cabo el estudio a nivel
celular del contenido y distribucién del DNA. Este parametro se considera de gran uti-
lidad para determinar la cito y genotoxicidad de los xenobidticos [18]. Las células se
analizaron utilizando un test suministrado por Bio-Rad basado en el método de Vinde-
lov et al [82]. 2 x 10° hepatocitos se tripsinizaron con tripsina-EDTA, se lavaron con
una solucién tampén de sacarosa 130 mM, citrato trisédico 40 mM y DMSO, y se con-
gelaron a -80°C hasta el momento del analisis por citometria de flujo, en el cual se afia-
di6 yoduro de propidio, siguiendo las indicaciones del test, manteniéndose durante 30
minutos a temperatura ambiente. Se analizaron 10.000 células por muestra. La sefial
procedente del yoduro de propidio se recogi6é por un DM 610 nm y se seleccioné me-
diante un BP 630/30. Los datos se adquirieron utilizando un médulo discriminador de
dobletes (DDM) para recoger las sefiales fluorescentes provenientes de células tnicas.

2.9. Métodos estadisticos

Los valores presentados son la media + el error estdndar de la media (SEM) de los
resultados obtenidos en ensayos realizados por duplicado o cuadruplicado de un ndme-
ro variable de experimentos que se especifican en cada caso. Las comparaciones se
efectuaron mediante el anlisis de la t de Student. El nivel de significacién estadistica
se definié como p < 0,01.

3. RESULTADOS

3.1. Efectos citotéxicos de la cocaina en cultivos primarios de hepatocitos
aislados de ratas inducidas con fenobarbital

Durante el desarrollo de modelos experimentales para la evaluacién de los efectos
toxicos de xenobidticos, la utilizacién de métodos rapidos, reproducibles y baratos ha
sido un requerimiento esencial. La liberacién de enzimas citoplasmaticos por parte de
las células dafiadas al medio de cultivo ha demostrado ser un método muy 1til para la
evaluacién de la toxicidad en cultivos primarios obtenidos de una gran variedad de
6rganos, incluyendo corazén, higado y rifién. Especificamente, este método evalda la
capacidad de la membrana plasmatica de retener los enzimas celulares. La lactato
deshidrogenasa (LDH) es un enzima exclusivamente citosélico y su liberacién al medio
de cultivo tras la exposicién a xenobidticos se relaciona con la ruptura de la permeabi-
lidad de la barrera celular, la membrana plasmatica [86].
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Los cultivos de hepatocitos, aislados de ratas tratadas con fenobarbital durante
cinco dias, fueron expuestos a concentraciones crecientes de cocaina (1-2.000 pM)
durante 24 horas midiéndose la liberacién de LDH al medio de cultivo como un indice
de muerte celular (Figura 7).

Los resultados obtenidos indican que el efecto citotéxico es dependiente de la
concentracién. Asi, la actividad de la LDH en el medio fue aumentando progresiva-
mente, siendo significativo este aumento a partir de dosis de cocafna de 250 uM. A
concentraciones intermedias de cocaina (50-100 puM) el porcentaje de liberacion de
LDH al medio de cultivo ya sufre incrementos con respecto al control, siendo los
valores de un 17% para el control, y de un 31% y 32% para concentraciones de cocaina
de 50 y 100 uM respectivamente.

Paralelamente, tras la adicién de la cocaina a los cultivos, se midieron las varia-
ciones experimentadas en la actividad de la LDH en el medio a lo largo de la duracién
del cultivo. Las muestras se tomaron al cabo de 2, 10 y 24 horas de incubacion, y los
resultados obtenidos se reflejan en la Tabla 3. Como puede observarse, a medida que
transcurre el tiempo de incubacién se va produciendo un incremento de la liberacion
del enzima al medio, como consecuencia de la pérdida de la viabilidad celular, de
modo que el efecto citotéxico resulté ser también tiempo dependiente.
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FiGURA 7. Efectos citotéxicos de la cocaina en hepatocitos aislados de ratas pretratadas con

fenobarbital. Los hepatocitos en cultivo primario se incubaron con concentraciones crecientes

de cocaina durante 24 horas. Después del tratamiento, la citotoxicidad se evalué midiendo el

porcentaje de liberacion de lactato deshidrogenasa al medio de cultivo. Los resultados son

media de tres placas procedentes de dos animales distintos. La t de Student fue calculada por
comparacién de los resultados frente al control (*p<0,01).
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Concentracion de Tiempo

cocaina (uM) 2 horas 10 horas 24 horas
0 6,9 = 0,7 5,9 + 0,6 17,1 = 0,9

1 7,1 £ 0,7 6,0 + 0,8 18,0 £ 1,3

5 75 £ 1,0 6,3 +0,8 20,2 + 1,9
10 7,5+ 0,9 6,9 = 0,3 223 + 1,2
50 7,0 £ 0,6 82+ 0,5 31,0 = 2,9
100 6,8 = 0,6 9,1 £ 0,9 319 + 34
250 78 £ 1,3 10,1 + 1,3 40,6 + 4,9*
500 84 = 1,1 104 + 1,2 52,3 + 4,9*%
1.000 9,0 + 1,4 12,6 = 1,4* 54,0 £ 5,3%
2.000 10,2 = 1,3 22,4 = 1,7* 68,8 = 6,2%*

TaBLA 3. Liberacion de LDH al medio de cultivo. La actividad de la lactato deshidrogenasa
se determiné en el medio de cultivo, tomando muestras a las 2, 10 y 24 horas de incubacién.
Los valores obtenidos se expresan como porcentaje de actividad del enzima liberado al medio.
Los resultados son media de tres placas procedentes de dos experimentos representativos.
La t de Student fue calculada por comparacién de los resultados frente al control (*p<0,01).

3.2. Produccion de especies reactivas de oxigeno determinada por citometria
de flujo

Para investigar la causa de los efectos citot6xicos de la cocaina, puestos de mani-
fiesto al medir la liberacién de enzimas citosélicos al medio, se procedié a medir por
citometria de flujo la produccién de radicales libres de oxigeno por las células como
un posible mecanismo desencadenante de la hepatotoxicidad de la droga [7, 45]. Las
especies reactivas de oxigeno, anién superéxido, peréxido de hidrégeno y radical hi-
droxilo, pueden ser generadas por diversas vias durante el metabolismo de numerosos
xenobidticos. Tanto el O,” como el H,0, presentan una reactividad muy limitada, de
modo que su importancia reside en la posibilidad de producir el OH', altamente reac-
tivo, con la participacién de metales de transicién.

La produccién de estas especies reactivas de oxigeno se valoré en los hepatocitos
tratados con cocaina durante 24 horas, utilizando el fluorocromo 2',7'-diclorofluores-
cina diacetato (DCFH-DA), altamente sensible en la deteccién del peréxido de hidré-
geno y otros peroxidos. Este compuesto, una vez incorporado a las células, es desace-
tilado y posteriormente oxidado por los peréxidos celulares para generar el compuesto
fluorescente 2',7'-diclorofluoresceina.

Los resultados obtenidos por citometria de flujo se muestran en la Figura 8, donde
se pueden observar los histogramas de un experimento representativo en los que se
representan en abcisas la intensidad relativa de fluorescencia emitida por la dicloro-
fluoresceina frente al nimero de células en ordenadas. La Tabla 4 recoge el correspon-
diente andlisis cuantitativo. Por una parte, se observa la elevada produccién de peréxi-
dos a concentraciones bajas de cocaina (entre 5 y 100 uM, alcanzando valores maximos
a dosis de 10 uM). Por otra, la produccién relativa de per6xidos se encuentra dismi-
nuida en las células tratadas con las dosis mds altas de cocaina, a partir de 250 pM,
concentraciones que ya resultan bastante téxicas segin los ensayos de liberacién de
LDH al medio, expuestos anteriormente.
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FiGura 8. Andlisis citométrico de la produccién de peréxidos. Los hepatocitos tratados con

cocaina durante 24 horas se incubaron con IP'y DCFH-DA durante 30 min, analizdndose las

diferentes muestras por citometria de flujo. Se muestran los histogramas de un experimento

representativo de las células tratadas con (1) 0, (2) 10, (3) 50, (4) 100, (5) 250, (6) 500 y (7)
1.000 mM de cocaina.

3.3. Produccién de especies reactivas de oxigeno analizada por microscopia
confocal

Para comprobar los resultados registrados citométricamente, se procedi6 a analizar
la produccién de peréxidos utilizando la microscopia confocal. Las aplicaciones de la
microscopia confocal son las mismas que las de la microscopia de fluorescencia, la de
campo claro o la de contraste de fases, con las ventajas del aumento de resolucién y
la capacidad de incrementar los contrastes sin disminuir dicha resolucion. Se sigui6 el
procedimiento que se detalla en el capitulo de Material y Meétodos, escaneando las
células una sola vez con el laser, ya que la DCF es tan sensible a la oxidacion que la
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Concentracion de cocaina Intensidad media de fluorescencia

(uM) (unidades arbitrarias)
0 268 + 28
1 272 £ 26
5 309 + 33*
10 371 £ 35%
50 330 = 28*
100 285 + 32
250 207 + 18*
500 142 + 16*
1.000 162 + 14*
2.000 135 + 14*

TaBLA 4. Andlisis citométrico de la produccion de préxidos. Intensidad relativa de fluores-

cencia de la DCFH como medida de la produccion de peréxidos por las células tratadas con

las diferentes dosis de cocaina. Los resultados son media de tres placas tomadas de dos
experimentos representativos (*p<0.01).

exposicion a la luz laser puede inducir foto-oxidacién, resultando en una fluorescencia
incrementada [54]. Las fotograffas (figura 9) muestran las imdgenes obtenidas al incu-
bar las c€lulas durante 30 minutos con DCFH-DA y yoduro de propidio. Las fotogra-
fias A, B, C, D, E y F corresponden a las concentraciones de cocafha de 0, 50, 100,
250, 500 y 2.000 puM, respectivamente.

En principio podemos apreciar, por la sefial correspondiente al yoduro de propidio,
que los cultivos tratados con las concentraciones mds altas de cocafna ensayadas,
principalmente 500 y 2.000 uM, aparecen mucho mds tefiidos (fluorescencia roja),
indicando por tanto una mayor proporcién de células muertas que los controles y las
células tratadas con las dosis bajas de la droga. Por otra parte, la sefial correspondiente
a la diclorofluoresceina (fluorescencia verde) nos indica la presencia de peréxidos en
las células, més abundante a medida que vamos incrementando la concentracién de
cocaina pero que parece disminuir al aumentar la sefial del IP (concentraciones téxicas
de la droga). En estas dltimas, la mayoria de los hepatocitos muestran una intensidad
de fluorescencia baja, indicando que la produccién de peréxidos estd disminuida; sin
embargo, algunas células aisladas aparecen fuertemente tefiidas con el fluorocromo.

3.4. Identificacion morfologica de la muerte celular

El anélisis de la produccién de especies reactivas de oxigeno y muerte celular por
microscopia confocal, revel6 la existencia de células apoptdticas en los diferentes
cultivos ensayados. Esta observacién, nos llevé a intentar corroborar la presencia de
apoptosis con otros experimentos.

La identificacion de la muerte celular por apoptosis por microscopia éptica se basa
principalmente en la observacién de los cuerpos apoptéticos resultantes de la fragmen-
tacién de las células. En cultivos celulares, las células apoptéticas son faciles de reco-
nocer hasta fases tardias de su degradacidn, si se utiliza algin compuesto fluorescente
capaz de formar complejos con el DNA celular. En estas células puede observarse la
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FIGURA 9.  Produccion de especies reactivas de oxigeno analizada por microscopia confocal.
Imdgenes obtenidas al incubar las células con IP y DCFH-DA durante 30 min, tratadas con
(A) 0, (B) 50, (C) 100, (D) 250, (E) 500 y (F) 2.000 uM de cocaina.
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FiGura 9 (cont.). Produccién de especies reactivas de oxigeno analizada por microscopia
confocal. Imdgenes obtenidas al incubar las células con IP y DCFH-DA durante 30 min,
tratadas con (A) 0, (B) 50, (C) 100, (D) 250, (E) 500 y (F) 2.000 uM de cocaina.

cromatina nuclear condensada, dividida en fragmentos rodeados de membrana y que
aparecen agrupados, resultando muy fécil distinguirlas del resto de las células.

Las fotograffas muestran la morfologia de los cultivos de hepatocitos aislados de
ratas pretratadas con fenobarbital, no tratados con cocaina (Fotografias 1 y 2) y trata-
dos con cocaina en dosis de 10 pM (Fotografias 3 y 4), 50 mM (Fotografias 5 y 6) y
1.000 uM (Fotografias 7 y 8), tras proceder a la tincién de las células con el compuesto
Hoechst 33258. En cada caso se muestra la imagen obtenida al hacer incidir sobre las
células luz ultravioleta, asi como la correspondiente al contraste de fases. En los he-
patocitos control vemos las células agrupadas con los nucleos tefiidos intactos, detec-
tandose pocas células apoptéticas. Los cultivos tratados con la droga estdn més dete-
riorados, mds cuanto mayor es la concentracién de cocaina, y en ellos aparecen las
c€lulas apoptdticas con su morfologfa caracteristica, aisladas de los grupos de células
vivas.

3.5. Analisis de la fragmentaciéon del DNA

Tras la observacién microscépica de la morfologia celular, se procedié a valorar
los cambios estructurales que sufre la cromatina nuclear con el objeto de verificar la
muerte celular por apoptosis. La presencia y distribuciéon del DNA fragmentado se
visualizé y fotografié segin se indica en el apartado 2.7. de Material y Métodos,
aislando el DNA para después analizarlo por electroforesis en gel de agarosa. Se
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procesé el DNA de los hepatocitos en cultivo, aislados de ratas pretratadas con feno-
barbital, no tratados y tratados con concentraciones crecientes de cocaina. La fotogra-
fia obtenida se muestra en la Figura 10, observandose que las bandas resultantes del
desplazamiento del DNA fragmentado a través del gel presentan una intensidad méxi-
ma a concentraciones de cocaina d 100 uM.

3.6. Analisis del contenido del DNA por citometria de flujo

El estudio de las variaciones en el DNA celular en poblaciones hepatocelulares se
considera un andlisis de gran precisién en determinaciones sobre la citotoxicidad y la
genotoxicidad de xenobidticos. El citémetro de flujo puede cuantificar la proporcién
de células que se encuentran en cada fase del ciclo celular, asi como los cambios
producidos por agentes quimicos sobre la ploidia de las células, cuando se marca el
DNA celular con diversos compuestos fluorescentes, tales como el yoduro de propidio.
Asi podemos distinguir, segin la intensidad de fluorescencia emitida, células con
contenido normal de DNA (correspondiente a la fase G,/G,), células con el doble del
contenido normal de DNA (fase G,/M), y valores intermedios asignados a la fase S del
ciclo celular. Los nicleos apoptéticos pueden reconocerse por la aparicién de un pico
en la regién hipodiploide, que puede observarse a la izquierda de la fase G,/G, en el
histograma.

Una vez comprobada la existencia de muerte celular por apoptosis, observando las
caracteristicas morfoldgicas del cultivo y analizando la fragmentacién del DNA nu-
clear, se procedi6 a evaluar, en las muestras obtenidas a partir de cultivos de hepato-
citos aislados de ratas pretratadas con fenobarbital, la proporcién de hipodiploidia
consecuencia del tratamiento con concentraciones crecientes de cocaina, de 1 a 2.000
uM, durante 24 horas. Con este fin, se procesaron dichas muestras analizando las
distintas poblaciones en base a su contenido en DNA. En la Figura 11 se representa

12 3 4 5

Figura 10.  Andlisis de la fragmentacion del DNA por electroforesis en gel de agarosa en

hepatocitos de rata tratados con cocaina. El DNA se aislé de células tratadas con cocaina (1)

5 uM, (2) 100 uM, (3) 500 uM, (4) 1.000 uM y (5) 2.000 uM. Las muestran se sometieron a

electroforesis en geles de agarosa al 0.8% visualizdndose con EtBr. El gel es representativo
de dos experimentos realizados en cultivos procedentes de dos animales diferentes.
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Ficura 11.  Andlisis del contenido del DNA por citometria de flujo. Las células tratadas con

cocaina se tripsinizaron y trataron segin las indicaciones del kit kinesis 50 para determina-

cion del ciclo celular. Se muestran los histogramas de un experimento representativo corres-

pondientes a las células tratadas con (1) 0, (2) 50, (3) 100, (4) 250, (5) 1.000 y (6) 2.000 uM
de cocaina.

en los distintos histogramas el contenido de DNA en abcisas, evaluado por la fluores-
cencia emitida a 623 nm por el complejo formado por el DNA y el yoduro de propidio,
frente al nimero de células en ordenadas. El andlisis cuantitativo de los picos hipodi-
ploides de cada histograma se muestra en la Tabla 5. Los resultados coinciden con los
obtenidos al analizar la fragmentacién del DNA, ya que, como puede observarse, el
porcentaje de hipodiploidia va incrementdndose con la dosis de cocaina, hasta llegar
a un maximo a concentraciones de 50-100 pM, en que se alcanza un 20% de células
apoptoéticas, valor a partir del cual disminuye dicha proporcién. La disminucién de la
hipodiploidia comienza a dosis de 250 uM, concentracién en la que, segin nuestras
observaciones anteriores, se acentuaba el efecto necrético de la cocaina y comenzaba
a decrecer la produccién de perdxidos.

4. DISCUSION

La cocaina es un alcaloide que puede utilizarse en terapettica debido a su potente
efecto anestésico local y vasoconstrictor. Sin embargo, su consumo en la actualidad

160



Concentracién de cocaina (mM) Porcentaje de hipodiplodia

0 7,99 = 0,9
1 12,95 = 1,3
5 16,62 + 2,1
10 19,73 £ 3,1*
50 20,98 + 2,9%
100 20,32 = 2,6%*
250 18,73 £ 2,5%
500 17,70 = 2,6
1.000 16,44 + 2,8
2.000 13,83 + 3,1

TaBLA 5. Porcentaje de hipodiploidia analizado por citometria de flujo. Cuantificacion de los
histogramas mostrados en la Figura 3. Los resultados son media de tres placas tomadas de
dos experimentos representativos (¥p<0.01).

como droga de abuso, junto con el conocimiento de sus efectos toxicos y complicacio-
nes a distintos niveles, ampliamente descritos en paginas anteriores, ha llevado a los
investigadores a profundizar en los mecanismos por los que la cocaina provoca tan
graves efectos [2, 5, 71]. En estudios anteriores de nuestro grupo referentes a la he-
patotoxicidad de la cocafna [32, 33] se demostro que su toxicidad in vivo se eleva en
animales pretratados con fenobarbital, lo cual indica que la capacidad necrogénica de
esta droga se debe a su biotransformacion oxidativa a través del sistema monooxige-
nasa de funcién mixta dependiente del citocromo P-450. En otros trabajos [13] se
describié por primera vez que esta droga administrada in vivo era capaz de originar
cambios especificos en la distribuciéon del DNA e inducfa la apoptosis en ratones
pretratados 0 no con fenobarbital.

En el presente trabajo, se han investigado los efectos hepatotoxicos de la cocaina
utilizando un modelo in vitro: cultivos primarios de hepatocitos aislados de ratas pre-
tratadas con fenobarbital. La capacidad del fenobarbital de potenciar la hepatotoxici-
dad de la cocaina es un hecho comprobado [13, 32, 33]. Cuando el sistema microsoé-
mico oxidativo elevé su actividad mediante un tratamiento previo con fenobarbital, la
severidad de la lesién hepatica se elevé notablemente y su ubicacién intraacinar expe-
riment6 un espectacular cambio desde la regién perivenosa (en higado no tratado con
fenobarbital) a la regién periportal. Esto demuestra que los sistemas oxidantes respon-
sables de la biotransformacién de la cocaina se encuentran irregularmente distribuidos
en el acino hepitico y son inducibles por fenobarbital.

Numerosos experimentos han mostrado que los enzimas oxidativos microsomales
desempefian un papel importante en la hepatotoxicidad inducida por cocaina [6, 46, 61,
78], y debido a la ausencia de efectos téxicos de la droga en cultivos de hepatocitos
de ratas no pretratadas con fenobarbital [36], todos los experimentos se realizaron con
hepatocitos aislados tras la induccién previa del sistema monooxigenasa dependiente
del citocromo P-450.

Con el fin de evaluar el efecto téxico de la cocaina sobre los hepatocitos en cultivo,

se procedié a medir la liberacién de lactato deshidrogenasa (LDH) al medio [86],
método por el cual podemos detectar la pérdida de la integridad de la membrana
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plasmatica y que, como se indic6 en la introduccidn, es la principal caracteristica que
permite evaluar in vitro la muerte celular por necrosis.

En estas condiciones experimentales, hemos podido comprobar que la cocafna
ocasiona un dafio letal cuando se adiciona a hepatocitos en cultivo obtenidos de ratas
pretratadas con fenobarbital y que el grado de toxicidad depende tanto de la concen-
tracion de la droga como de la duracién del tratamiento. Esto nos ha permitido esta-
blecer las condiciones idéneas, respecto a la concentracién y al tiempo de incubacién,
a ser utilizadas durante el presente trabajo. Por una parte, hemos observado que a
tiempos muy cortos (2 horas) las variaciones en la liberacién de LDH al medio no eran
practicamente detectables, y que a las 10 horas de cultivo comenzaban a detectarse
cambios significativos en presencia de concentraciones elevadas del téxico. Por tanto,
decidimos mantener las células en incubacién durante 24 horas, periodo en el que se
detectaron aumentos progresivos y significativos en la actividad de LDH liberada al
medio frente a incrementos progresivos en la concentracién de droga. En estas condi-
ciones de incubacién, se obtuvo una curva en la que un 70 % de las células resultaron
destruidas al ser expuestas a la méxima concentracién de cocafna ensayada (2 mM). De
acuerdo con estos resultados, estd claro que en nuestros cultivos de hepatocitos la
funcionalidad del sistema monooxigenasa dependiente del citocromo P-450 permanece
intacta y es operativa.

Una vez establecida la capacidad citotéxica de la cocaina sobre cultivos primarios
de hepatocitos, el siguiente paso fue abordar el estudio de los mecanismos de hepato-
toxicidad de la droga y entre ellos, la participacién de las especies reactivas de oxigeno
en dicha hepatotoxicidad. El demostrar esta participacién reforzaria la observacién de
que la cocaina, al metabolizarse por via oxidativa, genera metabolitos que, al sufrir un
ciclo redox, consumidor de NADPH en ambos sentidos, da como resultado la produc-
cién de anién superéxido y peréxido de hidrégeno [46]. Hasta la fecha, no existe una
evidencia directa de la generacién de estas especies reactivas de oxigeno por efecto de
la oxidacién de la cocaina en las células hepaticas. Existen observaciones indirectas
que relacionan la hepatotoxicidad de la cocafna con el dafio oxidativo en los hepato-
citos, involucrando posiblemente un dafio mitocondrial [7, 10, 36, 53]. Por ejemplo, se
ha observado la proteccién que proporciona el quelante de hierro, la desferrioxamina,
pero no el antioxidante a-tocoferol, frente al dafio celular inducido por cocaina, lo cual
es indicativo de la existencia de mecanismos oxidativos dependientes de hierro e in-
dependientes de la peroxidacién lipidica [36]. Ademds, existen evidencias sobre el
descenso de glutation reducido y el incremento de los niveles de malondialdehido en
higado de ratén tratado con cocaina [13, 32], y la formacién de glutation oxidado en
hepatocitos de rata cultivados en presencia de esta droga [7], que sugieren que el estrés
oxidativo juega un papel importante en la toxicidad de la cocaina.

Como la respuesta de cada célula al toxico es heterogénea, es dificil en experimen-
tos in vivo y por métodos convencionales encontrar la verdadera causa/efecto. Por ello
se requiere investigar la progresién de la lesién inducida por agentes téxicos sobre
células aisladas, para observar en espacio y tiempo la secuencia de eventos que pre-
ceden y conducen a la muerte celular.

Por todo ello, y mediante el anélisis por citometria de flujo, hemos determinado los

niveles relativos de especies reactivas de oxigeno en los hepatocitos utilizando el
compuesto 2',7'-diclorodihidrofluorescina diacetato (DCFH-DA), que poseee la capaci-
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dad de atravesar las membranas celulares, y una vez en el interior de la célula se
hidroliza a 2',7'-diclorodihidrofuorescina (DCFH). Por oxidacién, la 2'7'-diclorodihi-
drofluorescina se convierte en 2',7'-diclorofluorescina (DCF), cuya fluorescencia es
especifica en la deteccién de peréxidos [19, 29]. Asi, hemos podido observar que en
las células tratadas durante 24 horas con dosis bajas de cocaina el contenido en peroxi-
dos se incrementaba marcadamente, mientras que, en los cultivos de hepatocitos trata-
dos con dosis mas elevadas de la droga, se encontraba disminuida la capacidad de las
células de oxidar la diclorofluorescina. Por este método se han podido detectar las
variaciones en el contenido de peréxidos de los hepatocitos dependientes de la concen-
tracién de cocaina adicionada al medio.

Resultados similares se obtuvieron examinando la morfologia de las células por
microscopia confocal, técnica que permite visualizar in situ en células individuales la
muerte celular (apoptosis o necrosis) mediante la fluorescencia del yoduro de propidio
y la produccién de especies reactivas de oxigeno mediante la fluorescencia de la DCF.

De acuerdo con los datos obtenidos, la generacién de especies reactivas de oxigeno
esté involucrada en la secuencia de acontecimientos que conduce a la muerte celular,
sugiriéndose que en esta secuencia el incremento en la generacién de estas especies
reactivas ha de preceder a la manifestacién de la toxicidad. Las evidencias obtenidas
anteriormente por nuestro grupo sobre la induccién de la muerte celular por apoptosis
en higado de ratén tratado con cocaina [13], nos han llevado a investigar sobre el papel
apoptogénico de esta droga [57] y la posible relacion entre los niveles intracelulares
de especies reactivas de oxigeno y la apoptosis en hepatocitos en cultivo [48].

La muerte celular por apoptosis puede ocurrir después del tratamiento con una gran
variedad de compuestos téxicos, unas veces precediendo a la aparicion de la necrosis
y otras coexistiendo con ella. Dependiendo de las células, la dosis y/o los estimulos
desencadenados puede observarse apoptosis, necrosis o ambos fenémenos [8].

Para verificar la existencia de muerte celular por apoptosis, hemos realizado diver-
sos ensayos, comprobando por una parte la presencia de células apoptéticas y necro-
ticas en nuestros cultivos por observacién directa al microscopio de fluorescencia de
las placas del cultivo de los hepatocitos tratadas con el fluorocromo Hoechst 33258,
y por otro lado la existencia de fragmentacion del DNA por electroforesis en geles de
agarosa. Aunque durante la necrosis se ha observado que también se produce fragmen-
tacién del DNA, ésta es aleatoria, ya que no aparece en los geles la gradacion esca-
lonada de las bandas tipica de la apoptosis.

El andlisis por microscopia confocal revel6 la existencia de células apoptoticas
cuya aparicién parecia relacionarse con la produccién de radicales libres de oxigeno.
Esta observacién es consistente con el hecho de que el estrés oxidativo da lugar a la
induccién de actividad endonucleasa aportando evidencias de una relacién estrecha
entre los radicales libres y la iniciacién de la apoptosis [30, 66, 80].

La apoptosis se puede demostrar claramente si ademds de mostrar la tipica escalera
del DNA en el gel de agarosa, analizamos las imégenes obtenidas al fotografiar las
células después de teflir su DNA con un fluorocromo, ya que coincidiendo con la
opinién de otros autores, las caracteristicas universales que siempre se pueden observar
durante la apoptosis son los cambios morfoldgicos sufridos por las células, tales como
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la condensacion de la cromatina y la fragmentacién del nicleo [15, 38]. Tales cambios
son dificiles de reconocer a nivel histolégico, pero en células procedentes de los cul-
tivos que nosotros hemos utilizado, pueden apreciarse con facilidad los cambios des-
critos. Las imédgenes de las células al microscopio de fluorescencia muestran la presen-
cia de células apoptéticas en todos los cultivos tratados con el téxico, y el aumento de
células necréticas al elevar la concentracién de cocaina. Por otra parte, la electroforesis
en gel de agarosa del DNA muestra una fragmentacién méxima frente a concentracio-
nes 100 uM de la droga.

Estos resultados, que evidencian la capacidad apoptogénica de la cocafna sobre
cultivos de hepatocitos de rata, se vieron reforzados con los obtenidos por citometria
de flujo, por cuantificacién del pico hipodiploide (<2C) obtenido cuando los hepato-
citos incubados con cocaina se analizaron por su contenido en DNA y su ploidia
después de ser tratados con yoduro de propidio. De esta manera pudimos obtener otro
pardmetro que nos permitié evaluar las variaciones en la proporcién de células con un
contenido hipodiploide de DNA en cultivos de hepatocitos como consecuencia de la
exposicion a las diferentes concentraciones de cocaina del presente trabajo. Aunque la
hipodiploidia puede acompaiiar o no a la apoptosis, todos los ensayos coincidieron. Por
andlisis de la fragmentacion del DNA en gel de agarosa, por observacién directa de las
células tefiidas con Hoechst 33258, y por cuantificacién de la poblacién hipodiploide
se ha llegado a la conclusién de que la méxima apoptosis inducida por cocaina se
consiguié a concentraciones de 100 uM.

Los histogramas de DNA de los hepatocitos expuestos a las concentraciones més
elevadas de cocaina no indican una degeneracién de las células en el ciclo celular,
puesto que todavia es aparente la distribucién del DNA en las diferentes fases del
ciclo, en respuesta a la exposicién a cocaina 2 mM. De los resultados citométricos
obtenidos se desprende también la existencia de un porcentaje considerable de células
apoptodticas en los controles. Esto puede reflejar el hecho de que los cultivos no con-
tengan todas las citoquinas y los factores de crecimiento apropiados. Sin embargo,
coincide con otros estudios que demuestran que los hepatocitos en cultivo sufren un
proceso de ruptura del DNA muy lento, pero que se incrementa con la duracién del
cultivo [12]. Otro aspecto a tener en cuenta para explicar el destacado porcentaje de
células apoptdticas en los controles es el pretratamiento con fenobarbital. El fenobar-
bital, al igual que otros promotores tumorales, cuando se administra a animales en las
condiciones del presente trabajo, da lugar a una hiperplasia en higado. Esta hiperplasia
desaparece al cesar el tratamiento con fenobarbital, debido a que las células mueren
por apoptosis [13]. Quizds los hepatocitos en cultivo sufren la apoptosis al carecer de
fenobarbital en el medio. Experimentos con hepatocitos de ratas no pretratadas con
fenobarbital nos aclarardn estas dudas.

Relacionamos los resultados de la actividad de LDH en el medio con los obtenidos
al analizar por citometria de flujo la poblacién con un contenido hipodiploide de DNA,
teniendo en cuenta que la muerte celular por apoptosis se caracteriza por el manteni-
miento de las propiedades de la membrana, mientras que la liberacién de enzimas
citosélicos al medio es caracteristica de la necrosis. De esta forma, el aumento brusco
de la actividad de LDH en el medio de cultivo que se registra a partir de concentra-
ciones de 250 uM de cocaina ha de ser debido al aumento de la muerte celular por
necrosis, mienras que en puntos inferiores a esta concentracién la muerte de las células
se producirfa fundamentalmente por apoptosis. Efectivamente, el porcentaje de células
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muertas por apoptosis detectado por citometria de flujo fue incrementdndose progresi-
vamente hasta alcanzar el méximo a concentraciones de cocaina de 50-100 uM, a partir
de las cuales la proporcién de células apoptdticas fue disminuyendo. Podriamos con-
cluir que como resultado de la administracién de dosis bajas de cocaina se induce la
apoptosis, mientras que el resultado del tratamiento con el mismo téxico pero a dosis
més altas es la necrosis. Refiriéndonos concretamente a las concentraciones de cocaina
utilizadas en este trabajo, la apoptosis tiene lugar predominantemente en cultivos tra-
tados con dosis de cocaina hasta 100 pM, mientras que la necrosis se produce en
presencia de concentraciones superiores a 250 uM. Esta concentracién de cocaina
coincide con una disminucién de la poblacién de hepatocitos hipodiploides, y con un
incremento considerable de la liberacién de LDH al medio.

Estas observaciones refuerzan la nocién de que el nivel y la duracién del estimulo
lesivo, mds que su naturaleza, determinan el modo de muerte [52]. El dafio celular por
peréxido de hidrégeno a bajas concentraciones permite que la célula active los meca-
nismos que conducen a la muerte celular por apoptosis, mientras que a altas concen-
traciones se induce la muerte por necrosis en el mismo tipo celular [50].

Con el objeto de profundizar sobre los mecanismos responsables de la respuesta
celular frente a la generacién de especies reactivas de oxigeno, se estd llevando a cabo
en el momento presente el andlisis de las variaciones en la expresién génica y la
actividad de diversos sistemas antioxidantes, como la superéxido dismutasa, la catalasa
y la glutation peroxidasa. Estas investigaciones, unidas a la accién de diferentes an-
tioxidantes exdgenos nos ayudardn a conocer mds sobre el papel de las especies reac-
tivas de oxigeno en la hepatotoxicidad de la cocaina.

5. CONCLUSIONES

1. Los hepatocitos de rata, inducidos con fenobarbital y precultivados durante 24
horas, representan un modelo éptimo para estudiar in vitro los mecanismos celulares res-
ponsables de la hepatotoxicidad de la cocaina. El efecto citotéxico de la droga, evaluado
por la liberacién de lactato deshidrogenasa al medio, es dependiente tanto de la concen-
tracién de cocafna (0-2 mM) como de la duracién del tratamiento (2, 10 y 24 horas).

2.  Como resultado de la exposicion de las células a diferentes concentraciones de
cocafna y durante 24 horas de incubacién se generan especies reactivas de oxigeno,
cuya produccién, evaluada por citometria de flujo, muestra los valores maximos a
concentraciones de cocaina entre 5 y 50 uM. Por microscopia confocal pudo detectarse
la aparicion de especies reactivas de oxigeno en células tratadas con diclorofluorescina.

3. La exposicién a cocaina in vitro conduce a la muerte celular (apoptosis y/o
necrosis). La capacidad apoptogénica de la cocaina presenté un maximo a concentra-
ciones de cocafna de 50-100 uM. La apoptosis fue detectada por evaluacién de la
fragmentacién del DNA, por visualizacién por microscopia de fluorescencia de la
condensacién de la cromatina y por cuantificacién de la poblacién hipodiploide.

4. De estos resultados se sugiere que existe una relacién estrecha entre los niveles
intracelulares radicales de oxigeno generados en la biotransformacién de la cocaina y
la apoptosis.
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