Trabajos Originales

Efecto de la cocainay las
catecolaminas sobre la quimiotaxis
v la quimioluminiscencia de
neutrofilos humanos in vitro

El objetivo fue determinar el
efecto de la cocaina sola y
mezclada con catecolaminas
sobre la quimiotaxis y la
explosion metabdlica de los
neutrofilos humanos y
evaluar si la cocaina se une a
estas células.
La quimiotaxis se realizé en
un gel de agarosa utilizando
el péptido quimiotactico
FMLP. La explosion
respiratoria se determinod
mediante la cuantificacién de
fotones
(quimioluminiscencia)
emitidos por las células
activadas con PMA. Para
cada prueba, las células se
expusieron a concentraciones
de cocaina de 1 a 1.000 pg/mL
y de catecolaminas 0.001 y 0.01
pg/mLy luego a la mezcla de
1.000 pg/mL de cocaina con
0.001 pg/mL de catecolamina.
La union de la cocaina a las
células se evalu6 mediante un
ensayo de competicion, con
cocaina tritiada 10 nM y
cocaina no radioactiva 500
pM.

Los resultados no mostraron
efecto de la cocaina sobre la
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quimiotaxis, pero si aumento
estadisticamente significativo
(p=0.004), de la
quimioluminiscencia de los
neutrofilos tratados con 1.000
pg/mL de cocaina. Los
valores de
quimioluminiscencia sin
cocaina fueron 1.2 x 10° £ 6 x
10 cuentas por minuto
(cpm) y con cocaina 1.7 x 10°
£1 x 10° cpm. Las
catecolaminas no
modificaron los resultados
obtenidos con la cocaina sola.
La unién de la cocaina
tritiada a los neutroéfilos tuvo
un valor de 3.893 + 343 cpm,
que disminuyod
significativamente a 301 +
124 cpm en el ensayo de
competicion (p=0.008).

Se demostré un incremento
en la actividad metabdlica de
los neutréfilos inducido por
la cocaina, al parecer por su
union a estas células.

Estos resultados no son
extrapolables a la clinica; sin
embargo, el aumento de
quimioluminiscencia debe ser
tenido en cuenta, puesto que
la exposicion recurrente a la
cocaina podria
eventualmente conducir al
mismo efecto.
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Introduccion
a cocaina es una dro-
ga de la cual se abusa
frecuentemente en
nuestro pais (1). Esun
estimulante del siste-
ma nervioso central y clini-
camente se ha asociado con toxi-
cidad cardiovascular, accidentes
cerebrovasculares, problemas
pulmonares y complicaciones
obstétricas (2).
Se ha investigado, principalmen-
te en animales, el efecto que tan-
to in vivo como in vitro, puede
tener sobre el sistema inmunold-
gico y se ha encontrado que in
vitro disminuye la respuesta
proliferativa de células mononu-
cleares murinas y humanas, es-
timuladas con mitogenos (3), al
igual que afecta la produccion
de citoquinas por parte de célu-
las esplénicas murinas expues-
tas in vivo e in vitro a la droga
(4-6). También influye en el fun-
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cionamiento de los neutrofilos
humanos inhibiendo la agrega-
cion, la produccion de anion su-
peréxido (07,), la liberacion de
enzimas lisosomales y la expre-
sion de receptores para el com-
plemento en estas células in vitro
(7). Igualmente, los neutréfilos
provenientes de individuos con-
sumidores de basuco, cuyo com-
ponente sicoactivo es la cocai-
na, presentan disminucion de la
produccion de 07, (Garcia de OD
y cols., no publicado). Al con-
trario de lo observado en neutr6-
filos, otras células fagociticas,
como los macrofagos peritonea-
les y alveolares de ratones trata-
dos intraperitonealmente con co-
caina, muestran aumento de la
actividad metabdlica, que se de-
tecta por el aumento de la libe-
racion de energia fotdnica
(quimioluminiscencia) (8). La
cocaina administrada a volunta-
rios humanos incrementa ade-
mas la actividad de las células
asesinas naturales (NK) (9); este
hallazgo ha sido atribuido a un
efecto indirecto de la droga, me-
diado a través de catecolaminas,
las cuales se incrementan extra-
celularmente, por accidén central
de la cocaina (10). Estos neuro-
transmisores afectan también el
funcionamiento del sistema
inmunolégico, asi: la administra-
cion de adrenalina o noradrena-
lina en humanos in vivo aumenta
la actividad NK (11,12), la adre-
nalina ademas, in vitro, afecta la
proliferacion de células MN (13),
disminuye la quimiotaxis (QT),
la QL y la produccion de O'2 de
los neutréfilos (14, 15).

De esta manera la cocaina puede
afectar la respuesta inmune di-
recta e indirectamente, ésto ulti-
mo, a través de mediadores neu-
roendocrinos. El mecanismo de
accion directo sobre las células
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inmunoldgicas aun no se ha esta-
blecido; aunque existen algunas
hipotesis de una actividad como
anestésico local (7). El efecto di-
recto in vivo es discutido debido
a la vida media tan corta que tie-
ne en circulacion (30 a 60 minu-
tos) (10); pero en un consumidor
cronico, es posible que las célu-
las inmunes estén permanente-
mente expuestas tanto a la cocai-
na como a las catecolaminas y a
otros neuromediadores.

El objetivo de esta investigacion
fue, en primer lugar, determinar
si la cocaina tiene efectos sobre
los polimorfonucleares (PMN)
humanos in vitro y, en segundo
lugar, hacer una aproximacion a
sus mecanismos de accioén sobre
estas células, para ello se determi-
no primero la capacidad de union
de la droga a las células y luego,
el efecto que pudieran tener las
catecolaminas sobre la accion de
la cocaina en la migracion dirigi-
da y la explosion respiratoria.

Material y método
Preparacion de las células
Las células PMN y mononu-
cleares (MN) fueron obtenidas
de sangre venosa heparinizada
de individuos adultos sanos, de
ambos sexos, utilizando un gra-
diente de densidad, histopaque
(Sigma Chemical Co., St Louis,
MO, USA), previa sedimenta-
cion de los eritrocitos con dex-
tran 70 al 6% (ICN, Biomedicals,
Ohio, USA) para purificar los
PMN (16,17). La viabilidad y la
pureza de las células se determi-
naron mediante la exclusion del
azul de tripano (Gibco Labora-
tories, Life Technologies, NY,
USA) y la coloracion con viole-
ta de genciana (VDH Chemical,
Poole. England), respectivamen-
te, las cuales estuvieron siempre
por encima de 95% La viabili-
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dad celular no se afectd por el
tratamiento con las diferentes
drogas. Todos los ensayos se hi-
cieron con concentraciones de
cocaina de 1, 10, 50, 100, 500,
1.000 pg/mL y con concentracio-
nes de noradrenalina y adrena-
lina de 0.001 y 0.01 pg/mL. Las
mezclas de drogas se hicieron
con 1.000 pg/mL de cocaina y
0.001 pg/mL de catecolaminas.

Estudios de la quimiotaxis

de los PMN

Para los estudios de quimiotaxis
(QT) se empled una modifica-
ciéon de la técnica descrita por
Nelson y col. (18), en un medio
de soporte de agarosa, utilizan-
do como agente quimiotactico
el péptido sintético formil
metionil leucil fenilalanina
(FMLP) (Sigma) a una concen-
tracion de 4,5x 10° M.

Las células (5x10°) resuspendi-
das en solucion de Hanks (Gib-
co) en presencia y ausencia de
cocaina (Merck Darmstadt,
Germany) y de catecolaminas
(Sigma) fueron expuestas al fac-
tor quimiotactico en un medio
de agarosa (Sigma) por 2.5 ho-
ras, a 37°C. Después se fijaron
con glutaraldehido (Sigma) al
2.5% en solucion tampoén de
fosfatos (PBS) (Gibco) y se co-
lorearon con Wright (Sigma). En
un microscopio de luz (Olym-
pus) al cual se adapto un ocular
calibrado en unidades (unidad =
0. 1 mm) se realiz6 la lectura de
la migracion espontanea y dirigi-
da de las células. La diferencia
de estos dos valores correspon-
dio al diferencial quimiotactico.

Estudio de la quimioluminiscencia
de los neutrdfilos

La QL fue evaluada de acuerdo
con una modificacion del méto-
do de De Dechatelet y Shirley
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(19). Los PMN a una concentra-
cion de 1x10° células resus-
pendidos en PBS fueron tratados
con acetato de forbol miristato
(PMA) (Sigma) 0.1 pg/mL,
luminol 0.2 pg/mL, simultanea-
mente con y sin las drogas en
estudio. Después de 10 minutos
a temperatura ambiente se cuan-
tifico la liberacion de energia
foténica en un contador de cente-
lleo beta (Beckman, Fullerton,
CA, USA), que tenia incorpora-
da una tarjeta de QL (Single
Monitor photon).

Union de cocaina tritiada

a las células PMN y MN

Se empled una modificacion de
la técnica presentada por Bennet
y col (20) para el estudio de re-
ceptores de IL-2 en linfocitos T.
En tubos de microcentrifuga
(Robbins Scientific Corp.,
Sunnyvale, CA, USA), se mez-
claron 20 x 106 células/mL con
cocaina -H® (New England Nu-
clear Corporation, Boston, MA,
USA) 10 nM en presencia y au-
sencia de un exceso de cocaina
sin tritiar (500 uM) / 3U min/
4°C, se centrifugaron luego a
4.000 rpm/2 min, se recortaron
los tubos a la altura del boton
celular, se colocaron en viales de
centelleo, se adiciond coctel
(PPO, POPOP y tolueno, Merck)
conteniendo 20% de triton X-100
(Sigma) y se realiz6 la lectura en
el contador de centelleo beta.

En experimentos previos se de-
finieron las condiciones optimas
del ensayo: la concentracion de
células, la dosis de cocaina
tritiada, la dosis de cocaina fria,
la temperatura y el tiempo de
incubacion.

Analisis  estadistico

Para el analisis de los datos de

quimiotaxis y quimioluminis-
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cencia se trabajo con el prome-
dio de 10 repeticiones, corres-
pondientes a 10 individuos dife-
rentes. Las comparaciones entre
grupos se realizaron mediante
analisis de varianza de una via
para la QT y mediante la t de
Student para la QL. Los experi-
mentos de union de la cocaina a
las células PMN y MN se reali-
zaron por triplicado y para el
analisis estadistico se empled un
método no paramérico, la prue-
ba de Mann Whitney. Se utilizé
el programa Statgraphics, ver-
sion 5.0 (Statistical Graphicss
Corporation, Rockville, Mery-
land, USA).

Resultados
Efecto de la cocaina y las
catecolaminas sobre la QTy la
explosion  respiratoria de los
PMN
En vista de que la cocaina ejerce
un efecto inhibitorio in vitro so-
bre la agregacion y la produc-
cién de anion superoxido por los
PMNs humanos (7), se evalud la
migracion dirigida y la explo-
sidn respiratoria de estas células
en presencia de cocaina con y
sin noradrenalina y adrenalina,
dado que in vivo éstas se aumen-
tan a nivel circulante por accion
de la cocaina (10). En primer
lugar se evaluaron ambas res-
puestas en presencia de diferen-
tes concentraciones de cocaina
(1, 10, 50, 100, 500 y 1.000 pg/
mL) y en presencia de dos con-
centraciones de catecolaminas
(0.001, 0.01 pg/mL). En vista
de que estas ultimas no produje-
ron ninguin efecto sobre la QT y
la QL de los PMN en las con-
centraciones usadas (no mostra-
do), se escogid para la mezcla
de cocaina y catecolaminas, la
concentracion de adrenalina y
noradrenalina de 0.001 pg/mL,

de acuerdo con dosis farmacolo-
gicas reportadas para noradre-
nalina y adrenalina en algunas
patologias ( 21). La QT no se
afect6 por la cocaina en ninguna
de las concentraciones ensaya-
das (no mostrado), ni en la dosis
de 1.000 pg/ml mezclada con
0.001 pg/mL de cada una de las
catecolaminas (Tabla 1); sin em-
bargo, la QL se incrementd
significativamente con cocaina
a 1.000 pg/mL con valores de
1,7 x 10° + 1x10® cpm compara-
do al control sin cocaina 1,2 x
10° + 6 x 10* cpm (p=0.004)
(Figura 1); las concentraciones
de cocaina menores de 1.000 pg/
mL no produjeron ningtn efecto
en la QL de los PMN (no mos-
trado). La mezcla de cocaina con
noradrenalina o adrenalina dio
resultados similares a la cocaina
sola (Figura 1).

Union de la cocaina a células
PMN y MN humanas

Para probar que la cocaina tiene
un efecto directo sobre las célu-
las estudiadas, se determind la
unién de cocaina tritiada a PMN
y MN en presencia o no de un
exceso de cocaina fria (500 pM).
Se encontré una mayor unién de
la cocaina a los PMN compara-
do con los MN con valores de
3893 + 343 cpm y 600 £ 159
cpm, respectivamente (p =
0.027). La unidén parece ser es-
pecifica en los PMN ya que se
inhibi6é con un exceso de cocai-
na no tritiada dando un valor de
301 = 124 cpm (p = 0.008) (Fi-
gura 2).

Discusion
Los resultados de esta investiga-
cién mostraron un aumento de la
explosion respiratoria de los PMN
humanos expuestos in vitro a la
cocaina, en la concentracion de
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1.000 pg/mL. Un hallazgo simi-
lar fue obtenido por Vaz A y col
(8) en macrofagos peritoneales y
alveolares de ratones inoculados
intraperitonealmente con concen-
traciones de cocaina de 5 y 10
mg/kg de peso.

Aparentemente, la cocaina es un
estimulo para la liberacion de
radicales de oxigeno por parte
de las células fagociticas, tanto
PMN como MN; sin embargo,
en un estudio similar al nuestro,
realizado por Haines KA y col
(7), se mostré una disminucion
en la producciéon de anién
superoxido en neutr6filos huma-
nos tratados con una concentra-
cion de cocaina 5 mM y una
inhibicién completa, con una
concentracion de 10 mM. Los
estudios de estos autores no son
comparables con el nuestro dado
que utilizaron un estimulo dife-
rente para desencadenar la ex-
plosién respiratoria (el péptido
FMLP) y concentraciones ma-
yores de la droga. No podria des-
cartarse la posibilidad de que
existan otras vias metabolicas
generadoras de QL, como la de
las prostaglandinas, en la cual
pudiera actuar la cocaina. Se sabe
que durante la reducciéon de
PgG2 a PgH2 se produce una
reaccion de dismutacion con ge-
neracion de oxigeno simple, lo
cual se refleja en un aumento en
la emision de fotones (22). Otra
posibilidad seria la participacion
de la cocaina en la produccién
de una QL, independiente de O,
como en el caso de la estimu-
lacion de los neutréfilos con el
virus de influenza (23).
Aunque no seria valido extra-
polar los hallazgos de este tra-
bajo al individuo adicto into-
xicado en forma aguda, debido a
que la concentracion utilizada in
vitro fue 1.000 veces superior a
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la dosis farmacoloégica, seria in-
teresante investigar el efecto del
consumo de cocaina a largo pla-
zo, sobre la QL de las células
fagociticas, no solamente en
neutr6filos sino también en
monocitos y macrofagos. Es po-
sible que un aumento en la acti-
vidad metabdlica de los PMN,
inducido por la cocaina in vivo,
pueda contribuir al dafio vascular
reportado por algunos investi-
gadores en adictos a esta droga
(24) y al daflo pulmonar en con-
sumidores de cocaina (2) y adic-
tos al basuco.

El efecto de la cocaina sobre los
PMN podria ser directo ya que
esta sustancia in vitro se unié de
manera especifica a estas célu-
las; contrario a lo que se obser-
vo en células MN. En vista de
que no se tienen informes sobre
launion de la cocaina a las célu-
las linfoides y puesto que en este
estudio preliminar no se logrd
definir el numero de sitios de
union por célula, seria interesan-
te continuar este trabajo y defi-
nir si los linfocitos T no unen
cocaina y si las alteraciones en
larespuesta linfoproliferativa (3)
se deben mas bien a una accién
de esta droga sobre la funcién
accesoria de las células fagoci-
ticas como los monocitos y los
macrofagos.

Un efecto in vivo, de la cocaina,
es el aumento en la actividad de
las catecolaminas endodgenas,
provocado por una inhibicion en
la recaptacion de noradrenalina
por el sistema nervioso simpati-
co y por la liberaciéon de cateco-
laminas de la médula adrenal
(25, 26). Estos neurotransmiso-
res se han asociado con el
aumento de la actividad de las
células NK inducido por la co-
caina (9). Por esta razon, se eva-
lud el efecto, in vitro, de la mez-
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Tratamiento | Diferencial quimiotdctico
o =i = mtEE) S =
Ninguno 629 + 051
Cocafna . 643 t 060
Cocafna + Noradrenalina 852 + 045
Coeaina + Adrenalina 632 + 066

Tabla 1. 5 x 10° PMN en presencia o no de cocaina 1.000 ug/
mL sola 0 mezclada con catecolaminas 0.001 pg/mL, se
colocaron a migrar en un medio de agarosa hacia el factor
quimiotdetico FMLP 4.5 x 10° M, 2.5 h/37°C. Se informa el
promedio del diferencial quimiotdctico en unidades + error
estdndar de diez experimentos.

cpm x 1000

control coca (¢) cHora

Figura 1. IX10° PMN fueron estimulados con PMA 0.1 ug/
mL, en presencia de cocaina sola o mezclada con catecolaminas
en las mismas dosis empleadas en los ensayos de quimiotaxis.
Se cuantificé la energia foténica dependiente del luminol en
diez experimentos con y sin cocaina y en diez experimentos con
la mezela de cocaina y catecolaminas. Se presentan las cpm
promedio + error estdndar. * p = 0.004.

Con eoctina ne adicactve.

B w

Figura 2. 4x 10° células PMN o MN fueron expuestas a
cocaina tritiada 10 nM en presencia o no de cocaina no
tritada 500 uM 1 h/4°C. Se cuantificé le radioactividad
asociada a las células. Se muestra el promedio + error
estdndar de tres experimentos para cada tipo celular.
*p=0,027, **p=0.008.
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cia de cocaina con noradrenalina
o adrenalina. Los resultados no
mostraron ningin efecto de las
catecolaminas solas o mezcla-
das con cocaina, sobre la QT y
la explosion respiratoria de los
PMN; aunque existe la posibili-
dad de que los efectos de la co-
caina sean mediados por otro tipo
de hormonas neuroendocrinas
inducidas por la droga. La admi-
nistraciéon de cocaina in vivo es-
timula la secrecion de ACTH,
beta endorfina y prolactina, hor-
monas con actividad inmunomo-
duladora (10). No se conocen
los efectos de estas sustancias
sobre la QL de las células
fagociticas, pero es posible que
alguna de ellas, particularmen-
te, la prolactina, esté involu-
crada, por su actividad proinfla-
matoria (27).

Todo lo anterior hace pensar que
la situacion en el individuo adicto
es bastante compleja y dificil de
reproducir en un modelo in vitro,
ya que los efectos, in vivo, po-
drian ser la consecuencia de una
accion simultanea de un coctel de
mediadores neuroendocrinos, con-
juntamente con la cocaina.

Summary
The two major objetives of this
work were first, the determina-
tion of the effect of cocaine,
alone or in the presence of
adrenaline and noradrenaline,
on directed migration and on
the metabolic burst of human
neutrophils and second, deter-
mine if cocain binds to these
cells.
Formil-metionil-leucil-pheni-
lalanine (FMLP) was used to di-
rect the migration of neutrophils
under agarose and phorbol-
miristate-acetate, was the induc-
ing agent used to trigger photon
release which was detected by
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luminol dependent chemilumi-
niscence. Cells were exposed to
incresing doses of cocaine (I-
10-100-1.000 pg/mL) in addi-
tion to either adrenaline or nora-
drenaline (0.001-0.01 pg/mL), or
the mixture of the three agents
in a dose of 1.000 pg/mL of co-
caine and 0.001 pg/mL of each
of the catecholamines. Binging
of cocaine was tested by a com-
petition assay with tritated (10
nM) and cold (500 uM) cocaine.
Only the largest dose of cocaine,
1.000 pg/mL, induced a signifi-
cant increase on chemilumi-
niscence (p= 0.004), while cat-
echolamines did not modify the
results. The binding of cocaine
to neutrophils was significant
since the addition of cold co-
caine reduced more than tenfold
the radioactive
(p=0,008).

We conclude that cocaine does

reading

bind human neutrophils and in-
duces an increase metabolic ac-
tivity. These results although not
directly applicable to the human
situation where concentrations of
cocaine near to 1.000 pg/mL are
never reached, may still be clini-
cally important because the
continous use of the drug could
add up to the same effect.
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