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RESUMEN

Antecedentes: El Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es un
trastorno de alta prevalencia en nifios y adultos, al ser neuropsiquiatrico, multifactorial
y clinicamente heterogéneo, puede afectar en varios &mbitos a nivel personal y de
sociedad. Para su tratamiento se utiliza tanto terapia farmacolégica como la no
farmacoldgica, dentro de los principales farmacos usados estan los psicoestimulantes
como metilfenidato y anfetaminas y el no psicoestimulante atomoxetina (ATX). Sin
embargo, los mecanismos tanto del trastorno como de su tratamiento alin no estan
completamente definidos. Del metilfenidato se sabe que es un inhibidor de la recaptura
de la dopamina y noradrenalina y se han encontrado efectos alternos como el estrés
oxidativo, respecto a la ATX, es un inhibidor de la noradrenalina y los efectos alternos
gue hasta el momento se han observado es el bloqueo del receptor NMDA, la
induccion de la expresion de BDNF en la corteza prefrontal, el incremento de la
expresion de las subunidades del receptor GABA A y aumento de la ubiquinol-
citocromo C reductasa complejo nuclear Il. Estos mecanismos en conjunto participan
en varias vias celulares, entre ellas esta el metabolismo energético, potencial y
plasticidad de la membrana, desarrollo celular, entre otras que aun no estan bien
definidas. Justificacidén: Se ha demostrado en distintos estudios que la ATX tiene
varios mecanismos de accién adicionales a la inhibiciobn de la recaptura de la
noradrenalina, estos mecanismos tienen efectos a nivel celular pero aun no estan bien
definidos. Por lo tanto, nosotros estudiamos si la administracion de ATX modifica la
funcién mitocondrial, con lo cual se podrian causar alteraciones en las células,
particularmente a las neuronas, causando efectos adversos no contemplados.
Hipotesis: El tratamiento con ATX producird alteraciones a nivel de la funcion
mitocondrial en células SH-SY5Y diferenciadas. Objetivo: Analizar el efecto de la ATX
sobre el potencial de membrana y masa mitocondrial en las células. Metodologia: Se
utilizé la linea celular SH-SY5Y, las cuales fueron diferenciadas con &cido retinoico
(AR) 10 uM durante 7 dias, con un tratamiento cada 48 horas para comprobar su
diferenciacion a un fenotipo parecido a neuronas. Posteriormente, a células en
proceso de diferenciacion se les tratd paralelamente con ATX para un estudio de
citotoxicidad con diferentes concentraciones relacionadas con el rango encontrado en
plasma de pacientes con TDAH. Las células se tifieron con dos colorantes
fluorescentes TMRM vy calceina-AM para medir el potencial de membrana y masa
mitocondrial con microscopia confocal y obtener imagenes, las cuales fueron
analizadas con el programa ImageJ. Resultados: En el ensayo de citotoxicidad se
observé una diferencia significativa de muerte celular con respecto al control con las
concentraciones de ATX 20 uM y 50 uM. Cuando se analiz6 el potencial de membrana
mitocondrial, se observé una disminucién significativa con ATX 50 uM. Sin embargo,
al analizar la masa mitocondrial se observé un aumento significativo con ATX 10 uM
y una disminucion significativa con la concentracion de ATX 50 uM. Conclusiones:
Podemos concluir que la ATX modifico la funcion mitocondrial dependiente de la
concentracion como se demostrd por el ensayo de citotoxicidad y por la medicién del
potencial y masa mitocondrial.



I. INTRODUCCION

Trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH)

El TDAH es un trastorno neuropsiquiatrico, multifactorial y clinicamente heterogéneo,
debido a su falta de atencién, actividad motora excesiva, impulsividad y distraccién, se
deterioran los factores tanto sociales como emocionales, esta asociado a una gran carga
financiera, estrés para las familias y resultados académicos y profesionales
desfavorables (Biederman et al. 1990; Biederman 2005). El TDAH afecta a mas del 5%
de nifilos y adolescentes (Polanczyk et al. 2007), mientras que la prevalencia en adultos
mayores es del 2.8% (Simon et al. 2009). Las causas Y fisiopatologia del TDAH aun no
estan completamente definidas (Faraone et al. 2015).

Debido a la heterogeneidad del trastorno, su fisiopatologia se basa en varios factores,

como se indica a continuacion:
Factores genéticos

Se han realizado diversos estudios en familias con pacientes de TDAH; en padres y
hermanos se presentd entre cinco y diez veces mas el riesgo de desarrollar el trastorno
comparado con la poblacion general (Biederman et al. 1990; Biederman et al. 1992). Este
trastorno es poligenético, se han implicado genes de diversas regiones cerebrales,
aunque los resultados han sido inconsistentes, los principales genes estudiados son los
relacionados con el sistema de neurotransmision monoaminérgica (Gizer et al. 2009),
este sistema esté implicado en la fisiopatologia del TDAH por los mecanismos de accién

de los farmacos utilizados para su tratamiento (Faraone et al. 2015).
Factores ambientales

Los factores de riesgo ambientales para el TDAH no estan bien definidos, en muchos
casos se han presentado con poco efecto y en pocos casos con un gran efecto, las
causas ambientales podrian derivarse de distintas fuentes, entre ellos: prenatales; si la
madre fuma o bebe alcohol, al igual que el nacimiento prematuro, exposicion a toxinas
como pesticidas, bifenilos policlorados, zinc y plomo, también influye el comportamiento
de los padres como la hostilidad, el maltrato, etc. Esto conlleva a una relacion muy amplia

entre los factores ambientales y genéticos (Faraone et al. 2015).



Areas cerebrales afectadas por el TDAH

Una variedad de subregiones cerebrales como las cortezas frontal y parietal, ganglio
basal, cerebelo, tAlamo y nucleo accumbens, se han visto afectadas en el TDAH, asi
como las respuestas neuronales de varios circuitos que resultan dafiadas o son mas
débiles que en individuos sanos como se muestra en la figura 1 (Faraone et al. 2015;
Purper-Ouakil 2011).

Corteza frontal
Corteza parietal

Corteza motora suplementaria
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FIGURA 1. Representacion esquematica de los circuitos funcionales involucrados
en la fisiopatologia del TDAH (modificado de Purper-Ouakil 2011). Los circuitos
mayormente implicados, son los relacionados con el control cognitivo (incluyendo el



funcionamiento atencional), procesamiento de recompensas y funcionamiento ejecutivo,
los cuales constituyen los principales sintomas del TDAH.

Este trastorno se ha conceptualizado desde hace tiempo como un trastorno
neurobioldgico de la corteza prefrontal y sus conexiones. Los circuitos de la corteza
prefrontal para el TDAH incluyen los circuitos frontoestriatal (flecha amarilla) vy
frontocerebelar (flecha roja). Los circuitos frontoestriatales se han relacionado con el
control cognitivo y el procesamiento de recompensas. El circuito corticocerebelar esta
involucrado en el funcionamiento ejecutivo que incluye: planeacion, comportamiento
dirigido, inhibicion de la respuesta, memoria de trabajo y adaptacion flexible al contexto.
Ademas, hay una intrincada relacién entre estas subregiones que aun no estan bien
establecidas, sin embargo, se han podido observar conexiones como el circuito de
recompensa (flechas azules) que incluye una relacion entre la corteza prefrontal, tAlamo,
ganglio basal y nucleo accumbens; el circuito de funcién ejecutiva (flechas negras) que
involucra la corteza frontal, corteza motora suplementaria y ganglio basal, y el circuito
atencional (lineas verdes), el cual relaciona a la corteza frontal, corteza motora
suplementaria y corteza parietal. La disfuncion neurobiolégica en cualquiera de estos
circuitos podria conducir a sintomas de TDAH, ya que el control del comportamiento
podria ser perturbado por: 1) déficits en la corteza prefrontal en si; o 2) problemas en los
circuitos de transmisién de informacion a la corteza prefrontal, lo que conduce a la

reduccion de la sefializacién para el control (Faraone et al. 2015; Durston et al. 2011).
Sistema catecolaminérgico

En el TDAH también estan involucrados los circuitos neurotransmisores. La ruta de las
catecolaminas es una de las rutas de mayor interés por el significado tan transcendental
gue supone la utilizacion de los neurotransmisores como la dopamina, la noradrenalina
(norepinefrina) y la adrenalina (epinefrina).

Todas las catecolaminas transmisoras (dopamina, noradrenalina y adrenalina) son
sintetizadas a partir del aminoacido tirosina en una via biosintética comun que contiene
cuatro enzimas: tirosina hidroxilasa, descarboxilasa de aminoacidos aromaticos,
dopamina B-hidroxilasa y feniletanolamina N-metil transferasa (ver figura 2). Las
catecolaminas poseen un nucleo catecol y un anillo bencénico 3,4 dihidroxilado (Murray
2010; Eric R. Kandel 2001).
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Figura 2. Diagrama de la sintesis de las catecolaminas. La
dopamina y noradrenalina juegan un papel importante en
funciones cognitivas que son a menudo dafiadas en el TDAH.

La dopamina y noradrenalina juegan un papel importante en las funciones ejecutivas a
través de influencias neuromoduladoras sobre circuitos fronto-estriato-cerebelosos.
Aunque la desregulacion de la dopamina es central en la comprensién de la neurobiologia
del TDAH y su tratamiento farmacolégico, la potencial contribucién de la noradrenalina
también ha sido implicada en su fisiopatologia. La produccién de noradrenalina se origina
primariamente de neuronas en el locus ceruleus y se envian a multiples regiones,
incluyendo la corteza prefrontal, la cual juega un papel critico en un alto nivel de funciones
cognitivas como la memoria de trabajo y el control de respuesta inhibitoria, como ya se
menciono, estas son a menudo dafadas en TDAH. El mecanismo principal para terminar
la neurotransmision de la noradrenalina en el SNC, es a través de la recaptura del
transportador de la noradrenalina, terminando rapidamente con la acciébn de este

neurotransmisor, antes de su difusion lejos de la sinapsis (Del Campo et al. 2011).
Tratamiento terapéutico para el TDAH

Por lo tanto, los farmacos utilizados en el tratamiento del TDAH, actian para aumentar

los niveles de catecolaminas en el cerebro, sin embargo, los mecanismos prefrontales



corticales y subcorticales debido a estos farmacos, adn no estan completamente
definidos (Del Campo et al. 2011). Los psicoestimulantes como metilfenidato y
anfetaminas representan la primera linea en el tratamiento farmacologico de este
trastorno y actlan para incrementar los niveles extracelulares de noradrenalina y
dopamina al bloquear el transportador y previniendo su recaptura como se puede
observar en la figura 3 (Chamberlain et al. 2007). Las propiedades farmacoldgicas del
metilfenidato imitan la metanfetamina, ya que posee similitudes estructurales, pero las
alteraciones neuroquimicas y neurocomportamentales causadas por su abuso no estan

claras (Motaghinejad et al. 2016).
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FIGURA 3. Esquema del mecanismo de accién del metilfenidato. El
metilfenidato es un psicoestimulante que aumenta los niveles extracelulares de
dopamina (DA) y noradrenalina (NA) al bloquear el transportador de estos dos
neurotransmisores.

De las opciones para el tratamiento farmacolégico disponibles para el TDAH, la mayoria
tienen un importante efecto en la transmision noradrenérgica, incluyendo el metilfenidato,
también los no psicoestimulantes como la atomoxetina (ATX) y agonistas adrenérgicos
a2 como son la clonidina y guanfacina, asi como el bupropion, un inhibidor de la

recaptacion de dopamina y noradrenalina (Del Campo et al. 2011; Lopresti 2015).



Estos medicamentos han sido asociados con severos efectos adversos, esto incluye
pérdida de apetito, crecimiento ralentizado y trastornos del suefio. Es importante observar
que a pesar de su amplia aceptacion de eficacia a un corto tiempo, la efectividad a un
largo tiempo de este tratamiento farmacoldgico en lo social, educacional y funcionamiento

ocupacional en personas con TDAH, contindia en debate (Del Campo et al. 2011).
Atomoxetina

La ATX tiene alta solubilidad acuosa y permeabilidad en la membrana plasmatica, esto
facilita una rapida y completa absorcién después de la administracion oral, con rangos de
biodisponibilidad oral absoluta de 63 a 94%, ya que su activacion no requiere de un
metabolismo hepatico. Tres rutas metabodlicas oxidativas estan involucradas en el
sistema de aclaramiento de la ATX: hidroxilacion de anillo aromatico, hidroxilacion
bencilica y N-dimetilacion (Sauer et al. 2005). La ATX es un inhibidor selectivo de la
recaptura de la noradrenalina, incrementando asi los niveles de este neurotransmisor en
el espacio sinaptico como se muestra en la figura 4 (Hemrick-luecke et al. 2002;
Chamberlain et al. 2007; Wang 2016).

La ATX presenta eficacia en el tratamiento del TDAH y es el Unico agente no estimulante
actualmente disponible, con licencia aprobada por la FDA (Food and Drug Administration)
desde el 2002 para el tratamiento farmacolégico de este trastorno (Chamberlain et al.
2007). Ademas, varios estudios sugieren que puede ser potencialmente util para el
tratamiento de otras condiciones psiquiatricas, incluyendo el trastorno de ansiedad,
trastornos de la alimentacién, trastorno de uso de sustancias y narcolepsias (Kobayashi
et al. 2010). Puede tener varias ventajas clinicas importantes sobre los psicoestimulantes;
existe un 20% - 30% de pacientes con TDAH que no responden a un tratamiento
adecuado con psicoestimulantes o son intolerantes a estos medicamentos. Los
psicoestimulantes presentan adiccidn potencial y en algunos casos pueden empeorar los
tics comorbidos. En contraste, estudios sugieren que la ATX carece de efectos de
dopamina en el cerebro medio y no tiene propiedades adictivas, pero presenta eficacia
como tratamiento y en tics comoérbidos. También puede presentar otras ventajas clinicas
que han sido relativamente exploradas, por ejemplo, el tratamiento con ATX ha sido
asociado con grandes mejoras en la calidad del suefio comparado con el metilfenidato

en nifos con el trastorno (Chamberlain et al. 2007). En estudios de ratas, la ATX ha



presentado un incremento de niveles extracelulares de noradrenalina y dopamina en
corteza prefrontal, pero no altera la dopamina extracelular en estriado o nucleo
accumbens, en contraste, el psicoestimulante metilfenidato incrementa la noradrenalina
y dopamina extracelular en la corteza prefrontal pero también aumenta la dopamina en
estriado y nucleo accumbens (Hemrick-luecke et al. 2002). Se piensa que estos efectos
dopaminérgicos subcorticales son los responsables de la potencial adiccion del
tratamiento psicoestimulante. Como tal, la ATX puede ofrecer ventajas clinicas por los
efectos limitados en la dopamina subcortical (Del Campo et al. 2011). Los datos a largo
plazo muestran que el impacto de la ATX no se debe a un efecto farmacologico agudo
sino que dura o incluso se amplifica después de un periodo libre de farmaco de 2 meses,

lo que conduce a un desarrollo alterado de la composicion sinaptica (Patrick et al. 2013).
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FIGURA 4. Esquema del mecanismo de accion de la ATX. La ATX es un farmaco no
psicoestimulante, el cual aumenta los niveles de noradrenalina (NA) extracelular al
bloquear su transportador.



Mecanismos adicionales a la inhibicion de recaptura de la noradrenalina con

el tratamiento de atomoxetina

Asi mismo, se ha demostrado en la literatura, que la ATX tiene mecanismos adicionales
a la recaptura de la noradrenalina, entre estos se encuentra el factor neurotroéfico derivado
del cerebro (BDNF), este es miembro de un grupo de neurotrofinas que desempefian un
papel importante en la regulacién de supervivencia y diferenciacion de poblaciones
especificas de neuronas, el gen BDNF de rata consiste de 5 exones, designados exones
I-V (Takeuchi et al. 2002). En un estudio realizado con un modelo animal de TDAH, con
ratas preadolescentes con hipertension espontanea, se observo que la administracion
sub crénica de ATX incrementa la expresion y sefializaciéon del mMRNA del exén IV-BDNF
en la corteza prefrontal, paralelo a un incremento significativo de la proteina madura en
una fraccion de membrana, lo cual sugiere un incremento en el trafico de la neurotrofina
hacia compartimentos sindpticos. Estos efectos podrian resultar benéficos para la
plasticidad celular y la resistencia neuronal que sostiene la cognicion (Fumagalli et al.
2010), debido a que la inactivacion del promotor IV-BDNF ha sido reportada en pacientes
deprimidos, BDNF es un importante factor neuronal implicado en la fisiopatologia de la
depresion (Jha et al. 2016).

También se ha reportado que la ATX inhibe los canales de potasio rectificadores de
entrada asociados a proteina G (GIRK), del tipo cerebrales GIRK1/2 y GIRK2, y tipo
cardiaco GIRK1/4, causando un cambio en la conformacion alostérica en estos canales
con una simple oclusion de la abertura de canal. La inhibicién de canales GIRK causa
una despolarizacion del potencial de membrana, resultando en un incremento en la
excitabilidad celular, por lo que estos canales tienen una importante funcion en la
regularizacién de la excitabilidad neuronal, transmisién sinaptica y en ritmo cardiaco. Por
lo tanto, incluso una inhibicién parcial de los canales GIRK por ATX, puede tener ciertos
efectos en el cerebro y funciones cardiacas. A pesar de que los efectos terapéuticos que
se le han atribuido primariamente es la inhibicion de recaptura de la noradrenalina en el
cerebro, la inhibicion de canales GIRK presentd una reduccién del comportamiento
relacionado a la ansiedad, lo cual podria contribuir a la mejora de los sintomas de la
ansiedad (Kobayashi et al. 2010).



Asi mismo, se investigo el impacto de la ATX en receptores NMDA (N-metil-D-aspartato).
Los receptores NMDA son receptores del glutamato y estan asociados con los procesos
de aprendizaje, memoria y con el desarrollo y la plasticidad neural; el principal hallazgo
es que la ATX bloquea estos receptores en concentraciones bajas, que son el equivalente
o incluso menor que las encontradas en el plasma de pacientes tratados. La ATX
interacciona de una manera no competitiva, lo que indica que podria unirse al receptor
aparte del sitio de unién al ligando, por lo que el bloqueo depende del voltaje, de modo
que la inhibicion se atenua por despolarizacion. Los datos en este estudio podrian ser
prueba de que la alteracion de la transmision glutamatérgica podria desempefiar un papel
fundamental en la fisiopatologia del TDAH (Ludolph et al. 2010; Dorval et al. 2007). Asi
mismo, la ATX parece disminuir la transmision glutamatérgica en una region especifica
del cerebro.(Patrick et al. 2013)

También se demostré que el tratamiento crénico con ATX en ratas jovenes, afecta varios
genes incrementando en la corteza prefrontal la expresion de las subunidades del
receptor del acido y-aminobutirico A (GABA A), asi como en el complejo 2 nuclear
proteinico ubiquinol-citocromo C reductasa (Uqcrc2) y la proteina sinaptosomal asociada
de 25 KDa (SNAP-25). Los receptores de GABA A son una parte principal de la
sefalizacion de neurotransmision inhibitoria en la red neuronal y representa un
importante objetivo de varias clases de sitios de ligandos de benzodiacepinas,
barbitdricos, neuroesteroides, anestésicos y alcohol. En este estudio se observé el
incremento de expresion de receptores GABA-A al y B3 en la corteza prefrontal después
del tratamiento con ATX, ya que la baja regulacién de los receptores GABA puede ser
mecanismo fisiopatoldgico en TDAH, el incremento en niveles de este receptor podria
contrarrestar dicho mecanismo por mejoramiento de la transduccion de sefial y reduccién
de concentraciones GABA extracelulares. Como ya se mencion0, también Uqcrc2 se
incrementa después del tratamiento cronico con ATX, esta es una enzima del complejo
[l mitocondrial involucrado en la cadena respiratoria de transporte de electrones, se ha
visto que la regulacién del gen involucrado en esta enzima esta alterado en la corteza
prefrontal de pacientes que sufren de trastorno bipolar, indicando su participacion en
trastornos pisiquiatricos. Asi mismo, se observo el incremento de SNAP-25 después del

tratamiento con ATX, la cual es una proteina ligada a la membrana en neuronas y junto



con otras moléculas regula la exocitosis vesicular sinaptica. El incremento de expresion
de SNAP-25 apunta hacia un posible mecanismo terapéutico activo adicional de ATX
involucrado en efectos de exocitosis de neurotransmisores dentro de la hendidura

sinaptica (Lempp et al. 2013).

Por ultimo, un estudio reciente concluyé que la ATX puede actuar como un
neuroprotector, protegiendo la médula espinal y mejorando las funciones neurolégicas,
esto se puede observar a través de la prevencion de la apoptosis en la médula espinal
mediante la inhibicion de la actividad de la caspasa 3, asi como por el efecto
antiinflamatorio mediante la inhibicién de los niveles de TNF-a y por la disminucién de los
niveles de malondialdehido (un producto de la peroxidacion lipidica), asi como por el
aumento en el nimero de neuronas motoras y la preservacion de la mielinizacion del

axon en lesion traumética de la médula espinal. (Wang 2016).
Mitocondria

Tomando en cuenta las alteraciones de la ATX a nivel celular, es importante analizar su
efecto en un organelo elemental para la célula; la mitocondria. La mitocondria (figura 5)
juega un papel esencial en el mantenimiento de la integridad celular y en la fisiopatologia
celular del SNC. Es la principal productora de trifosfato de adenosina (ATP) en células
eucaridticas aerdbicas, reguladora de homeostasis i6nica y estado redox, siendo
directamente involucrada en el transporte de metabolitos, proteinas, metabolismo de
lipidos, aminoacidos y es el arbitro final de la muerte celular (Corona y Duchen 2014;
Gomez Puyou 2015).

Para la produccién de ATP, la mitocondria utiliza el potencial del gradiente electroquimico
de protones o fuerza motor de protdn electroquimico (Ap), generado por la transferencia
de electrones mediante la cadena de transporte de electrones. La transferencia de
electrones se lleva a cabo mediante los complejos proteinicos I-IV en el interior de la
membrana mitocondrial proporcionando la energia para conducir protones H* contra su
gradiente de concentracion a través de la membrana mitocondrial interna (fuera del
citoplasma mitocondrial) como se observa en la figura 6. Esto resulta en una acumulacién
neta de H* fuera de la membrana, el cual fluye de nuevo al interior de la mitocondria

mediante la generacion de ATP por la ATP sintasa, esto produce ATP y completa la
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cadena de transporte de electrones. La fuerza total de la conduccion de protones dentro
de la mitocondria (Ap) es una combinacién de ambos; potencial de membrana
mitocondrial (Aym) y el gradiente o pH mitocondrial (ApHm o gradiente de concentracion

quimico) (Corona y Duchen 2014; Perry et al. 2011).

Acidos grasos

Piruvato

Piruvato

Ciclo ®
del acido
citrico

Membrana
interna

Membrana
externa

FIGURA 5. La mitocondria y sus principales mecanismos (modificado de McKee
2014). Esta compuesta por doble membrana, la interna formada por crestas en las cuales
se realizan la fosforilacién oxidativa que implica 5 complejos: I, II, lll y IV o componentes
principales de la cadena de transporte de electrones y complejo V o ATP sintasa; asi
como también el ciclo del 4cido citrico.

En conjunto, estos factores ayudan en el control mitocondrial sobre el metabolismo
energético, homeostasis iénica intracelular y muerte celular en células eucariotas.

Mientras Ap proporciona la fuerza motriz bioenergética para la produccién y regulacién
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de ATP, el Aym componente de Ap, proporciona el gradiente de carga requerido para el
secuestro de calcio mitocondrial y regula la produccion de ROS vy, por lo tanto, es también
un regulador central de la integridad celular. Durante el estrés celular, el Aym puede a su
vez ser alterado por desregulacion de cargas ionicas intracelulares (por ejemplo, calcio o
potasio) consecuentemente cambiando Ap y asi la produccién de ATP. Cuando los flujos
ionicos superan la habilidad de la mitocondria de equilibrar estos cambios Ap, Aymy/ 0
ApHm pueden colapsar, llevando al fracaso de produccion de ATP y estrés bioenergético
(Corona y Duchen 2014; Perry et al. 2011).

En los ultimos afios los colorantes fluorescentes para la medicidn del Aym se han
convertido en herramientas usadas comunmente para monitorear los cambios en este
importante parametro fisioldgico mitocondrial relacionado a la capacidad de la célula de
generar ATP en la fosforilacion oxidativa. Como tal, el Aym es un indicador clave en la
integridad o lesién celular. Estos colorantes son tipicamente componentes catidénicos
lipofilicos como el tetrametilrodamina metil éster (TMRM), acumulandose en la membrana
de la matriz del espacio mitocondrial en proporcion al Aym como se puede observar en la
figura 6, donde se muestra la estructura del TMRM al entrar a la mitocondria. Entre mas
polarizada la mitocondria (por ejemplo, hiperpolarizada, por lo tanto, su interior va a ser
mMA&s negativo) acumula mas colorante catiénico y la mitocondria despolarizada (el interior
€S menos negativo) acumula menos colorante y su despolarizacion nos marca la pérdida
de la funcionalidad de la mitocondria lo cual favorece su degradacion (Corona y Duchen
2014; Perry et al. 2011).

La biogénesis mitocondrial es de especial importancia en la neuroguimica moderna
debido al amplio espectro de enfermedades que se origina por defectos en la mitocondria
y el balance de radicales libres en su interior, la cantidad de energia producida y la
morfologia. Las disfunciones mitocondriales son la principal fuente de enfermedades
neurodegenerativas y desordenes del desarrollo neuronal. ElI mantenimiento de
mitocondrias sanas y estables es crucial para el desarrollo neuronal. Se sabe que debe
existir un balance entre la dinamica mitocondrial, fusion mitocondrial, fision y sistemas de
control de calidad, asi como la biogénesis mitocondrial. La disminucién en la cantidad de

mitocondrias o bien, la alteracién en cualquiera de los pasos de la biogénesis mitocondrial
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es la causa de mas de 250 enfermedades asociadas al dafio por radicales libres o al
estrés oxidativo (Hao et al. 2010; Zhu et al. 2010).

Espacio

intermembranal H* H*

l e 1

Membrana } =

interna NADH @®
=,

H H*
FADH,
FAD*
Cadena de transporte

de electrones

FIGURA 6. Esquema del cambio de potencial de membrana mitocondrial.
(modificado de Sukumar et al. 2016). El potencial de membrana mitocondrial cambia de
acuerdo al paso de protones generado por la fosforilacion oxidativa, cuando el interior de
la mitocondria es mas negativo, esta mas polarizada y acumula mas colorante catiénico
(TMRM) en su membrana interna, por el contrario, si el interior de la mitocondria es menos
negativo, esta despolarizada y acumula menos colorante, la despolarizacion nos marca
la pérdida de la funcionalidad de la mitocondria.

Estrés oxidativo

Como ya se menciong, las ROS y también las especies reactivas de nitrogeno (RNS)
como 6xido nitrico y peroxinitrito son moléculas inestables que reaccionan con otras y
causan una alteracion en la célula, a lo que se le da el nombre de estrés oxidativo y
nitrosativo (Lopresti 2015; Andreazza et al. 2008). El estrés oxidativo se define como el
desequilibrio bioquimico propiciado por la produccion excesiva de especies reactivas de

oxigeno, que provocan dafio oxidativo a las biomoléculas y que no puede ser
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contrarrestado por los sistemas antioxidantes, al igual que el estrés nitrosativo, pero éste

con nitrogeno.

Recientemente, se ha incrementado el interés en el estrés oxidativo y nitrosativo en TDAH
y su potencial para contribuir a esta condicion. Por ejemplo, ha aumentado el interés en
estudiar las vias inmuno-inflamatorias y el estrés, vinculandose a diversos trastornos
psiquiatricos. Se ha confirmado que la depresion esta asociada con el incremento del
estrés, en relacion con los marcadores antioxidantes (Lopresti 2015; Andreazza et al.
2008), también en trastorno bipolar se ha observado un incremento de peroxidacion, de
oxido nitrico y dafios en DNA/RNA (Brown et al. 2014; Andreazza et al. 2008), al igual, el
incremento del estrés se ha visto en personas con trastornos de ansiedad (Lopresti 2015),
esquizofrenia (Emiliani et al. 2014), autismo (Chauhan and Chauhan 2006a) y Alzheimer
(Chauhan and Chauhan 2006b). Estas especies reactivas son constantemente
producidas, principalmente durante la fosforilacion oxidativa en la matriz mitocondrial, asi
como por una ligera radiacion ultravioleta, contaminantes ambientales y por neutrdfilos,
eosindfilos y macréfagos durante la inflamacion. A través de su influencia en proteinas,
acidos grasos y DNA, las ROS y RNS tienen numerosos papeles fisioldgicos esenciales
involucrados en la regulacion de la funcion celular. En circunstancias normales, las ROS
y RNS son eliminadas por defensas celulares antioxidantes enzimaticas y no enzimaticas.
Dentro de los mecanismos enzimaticos para las ROS esta la superéxido dismutasa 2
(SOD2), que convierte el radical O27 en H202, asi como la catalasa y la glutation
peroxidasa, las cuales metabolizan H202 en H20 + O2. Algunas proteinas como albumina,
transferrina, haptoglobina y ceruloplasmina, también funcionan como antioxidantes
vinculadas a las ROS y RNS. Sin embargo, si las ROS y RNS no son efectivamente
estabilizadas por defensas antioxidantes, pueden causar estrés oxidativo y nitrosativo,
como la peroxidaciéon de lipidos (en membranas y organelos), proteinas (receptores y
enzimas) y en la estructura genética de la célula por causa del dafio al DNA. Algunos
organos son mas vulnerables al efecto perjudicial causado por el estrés, debido a su alto
nivel de utilizacion de oxigeno, alto contenido lipidico y baja concentracion antioxidante
(Lopresti 2015; Andreazza et al. 2008).

En un estudio de pacientes de TDAH, se evaluaron los productos finales de la

peroxidacién lipidica (lipidos dafiados), especialmente malondialdehido, a través de
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niveles de sustancias reactivas de acido tiobarbitarico (TBARS). Se obtuvo como
resultado mayores niveles de malondialdehido (producto de peroxidacion lipidica) y
niveles menores de paraoxonasa y arilesterasa (enzimas contra la peroxidacion lipidica)
en pacientes con TDAH en comparacion con sujetos sanos. Ha sido demostrado que la
deficiencia de las enzimas paraoxonasa y arilesterasa, estan relacionadas con la
susceptibilidad incrementada de peroxidacion lipidica, lo cual nos indica que el
metabolismo oxidativo resulté ser dafiado en TDAH (Andreazza et al. 2008; Bulut et al.
2013).

Al igual que en el estrés oxidativo, ha sido confirmado un incremento del estrés
nitrosativo, ya que se ha demostrado el aumento de la concentracion de 6xido nitrico en
nifos y en adultos con TDAH, asi como un incremento en la actividad de la 6xido nitrico
sintasa en nifios con TDAH (Lopresti 2015; Ceylan et al. 2012). Esto se observa en otro
estudio, donde se midieron en suero los cambios en niveles de actividad de oxido nitrico
sintasa, xantina oxidasa, glutation S-transferasa y paraoxonasa-1, los cuales son
marcadores importantes de estrés y la actividad de adenosin deaminasa, un marcador
de inmunidad celular. La inmunidad celular contribuye bastante a la ocurrencia del
trastorno por células neuronales dafiadas, similar al metabolismo oxidativo. La actividad
de la 6xido nitrico sintasa, xantina oxidasa y adenosin deaminasa en pacientes adultos
con TDAH, es significativamente mayor que en sujetos sanos. La actividad de la glutation
S-transferasa y paraoxonasa-1 fue significativamente menor en adultos con TDAH que

en los controles (Ceylan et al. 2012).

Es necesario que se realicen mas estudios para clarificar los efectos neurobioldgicos en
la ATX ya que no se tiene claro el efecto que causa en este sistema, aunado al hecho de
que el TDAH ya esta por si mismo relacionado al estrés oxidativo y nitrosativo (Lopresti
2015).
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II.PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los mecanismos y las posibles consecuencias a nivel mitocondrial debido a la exposicion
de ATX son poco conocidos o aun desconocidos. Sin embargo, se ha demostrado que el
TDAH produce estrés oxidativo en regiones cerebrales, asi mismo, la ATX afecta algunas
vias de transduccion de sefiales. Por lo tanto, en este trabajo se estudiaran las posibles
consecuencias a nivel mitocondrial debido al tratamiento con ATX en células SH-SY5Y

de neuroblastoma humano, diferenciadas a un fenotipo parecido a neuronas.
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[l. JUSTIFICACION

Se ha demostrado en distintos estudios que la ATX tiene varios mecanismos de accion
adicionales a la inhibicion de la recaptura de la noradrenalina, estos mecanismos no estan
aun bien definidos. Por lo tanto, nosotros estudiaremos si la administracion de ATX
produce algun tipo de alteracion en la funcion mitocondrial, con lo cual podria haber

efectos no contemplados en las células, particularmente en las neuronas.

Diversas evidencias indican que la diferenciacion de las células SH-SY5Y resulta en un
fenotipo neuronal maduro y funcional. Si bien la diferenciacion de las células SH-SY5Y
difieren de las neuronas maduras del humano, estas células diferenciadas puede ser un
modelo celular ideal, ya que poseen mas similitud bioquimica, ultraestructural,

morfologica y electrofisioldgica a las neuronas maduras.
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IV. HIPOTESIS

El tratamiento con ATX producira alteraciones en potencial de membrana mitocondrial y
en la masa mitocondrial en células SH-SY5Y diferenciadas.
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V. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar los cambios en el potencial de membrana y masa mitocondrial con diferentes

concentraciones de ATX en células SH-SY5Y diferenciadas.

Objetivos particulares
1 Diferenciar células SH-SY5Y a un fenotipo parecido a neuronas.
Estudiar el efecto del tratamiento con ATX sobre la viabilidad celular.
3 Estudiar cambios en el potencial de membrana y masa mitocondrial debido al

tratamiento con ATX.
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VI. METODOLOGIA

Esquema experimental

CELULAS SH-SY5Y

DIFERENCIACION
CELULAR
A CITOTOXICIDAD
Tratamiento A
con AR [ |

Kit de LDH
fluorométrico TRATAMIENTO CON
abcam ATX

Siembra de

aprox. 1x10°

células en

medio 10% Cambio de Cambio de Cambio de

SFB medio: medio: medio:

SFB 2% SFB 2% SFB 2% Andlisis en
l AR 10 uM AR 10 uM AR 10 uM microscopia
ATX [n] ATX [n] ATX [n] confocal
I l Andlisis de
@ ° ¥ ¥ l l > | imagenes en
ImageJ
DIA O DIA 1 DIA 3 DIA 5 DIA 7

Incubar a 37°C, 5% de CO, y 95% de humedad

CN: células control diferenciadas y sin tratamiento con ATX

ATX [n]: Células diferenciadas y tratadas con cinco concentraciones de ATX; 1 uM, 5 uM, 10 uM,
20 uM y 50 uM

SFB: suero fetal bovino, AR: acido retinoico

FIGURA 7. Diagrama experimental del tratamiento con ATX.
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Cultivo de células SH-SY5Y

Se utilizé la linea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, la cual constituye un
valioso modelo celular debido a sus caracteristicas bioquimicas y facil manejo (Ferreira
et al. 2013).

Las células fueron cultivadas en frascos de 75 cm? para cultivo celular con medio
DMEM/F12 1:1, con suero fetal bovino (SFB) 10%, adicionado con ampicilina,
estreptomicina y anfotericina B (antibiético/antimicético) 1% y aminoacidos no esenciales
1% (este medio se identifica en este trabajo como medio estandar), en condiciones de
incubacion de 37°C, CO25% y humedad al 95%, cambiandoles el medio estandar cada
48 horas hasta llegar a confluencia. Para transferir las células, tanto para multiplicacion
como para comenzar un tratamiento, se les retird el medio, se utilizé amortiguador de
fosfatos (PBS) 1X para lavar los restos de medio y posteriormente tripsina 0.05% - EDTA
1X para desprenderlas, una vez desprendidas se transfirieron a medio estandar, se
centrifugaron a 200 g (1200 rpm) por 5 minutos, se les retird el medio y se resuspendieron
en 1 mL de medio estandar, en este punto, las células que fueron para multiplicar sélo se
dividieron para sembrar en botellas nuevas y las que fueron para comenzar un
tratamiento; se contaron en camara de Neubauer para sembrar la cantidad aproximada

de células requerida.
Diferenciacién celular

Esta linea celular puede ser diferenciada a un fenotipo parecido a las neuronas. Para
realizar la diferenciacién se agreg6 acido trans-retinoico (AR) 10 uM en obscuridad,
debido a su sensibilidad a la luz, el acido retinoico genera cambios en la expresion de
genes implicados en la diferenciacion y proliferacién; produce una parada en el ciclo
celular, debido a un incremento en los niveles de la proteina p27 e inhibicién de cinasas
dependientes de ciclinas y diferencia estas células a un fenotipo parecido a neuronas, la
diferenciacion se observa al ver las dendritas mas alargadas (Korecka et al. 2013). Se
realizaron tres administraciones de AR 10 uM, una cada 48 horas, al mismo tiempo se
disminuyo6 el porcentaje de SFB de 10% a 2% en el medio para detener el ciclo celular.
Se observo la morfologia de las células diferenciadas y sin diferenciar en microscopio

invertido de campo claro, para comprobar el alargamiento de las neuritas (ver figura 8).
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Viabilidad celular

La lactato deshidrogenasa (LDH) es una enzima estable y se presenta en todos los tipos
de células, el dafo celular conduce a la liberacion de la enzima LDH en el medio y su
actividad se utiliza ampliamente como marcador de citotoxicidad. La LDH convierte
reversiblemente el lactato en piruvato, con la interconversién concomitante de NADH y
NAD".

LDH PicoProbe
Lactato + NAD ——» Piruvato + NADH — > Fluorescencia

Para este ensayo se utilizé el kit de citotoxicidad LDH fluorométrico de Abcam
(ab197004). Se sembraron 250,000 células por pozo en una placa de 24 pozos, llevando
a cabo el proceso ya mencionado de AR y ATX y los respectivos controles negativo (sélo
diferenciacion), control de LDH (para comprobar que se realizé bien el procedimiento y
los reactivos funcionan), de ruido de fondo (sin células, para restar la interferencia del
medio) y de lisado (total de células que quedan vivas sin ningun tratamiento). En el
séptimo dia de tratamiento, se llevaron a temperatura ambiente todos los materiales y
reactivos preparados previo a su uso, se les agregd a cada pozo su reactivo
correspondiente de acuerdo a la funcion de cada uno, se recolectaron todos los
sobrenadantes y se centrifugaron a 200 g (1200 rpm) por 3 min a 4°C para descartar
restos celulares, se realiz6 la dilucion con agua y se agreg6 5 uL de cada muestra y 95
uL de la mezcla de reaccion preparada previamente siguiendo indicaciones del Kit,
finalmente se analizaron las muestras, absorbiendo a una longitud de onda de 535 nmy

emitiendo en 587 nm.
Tratamiento con ATX

Se sembraron aproximadamente 1x10° células en una placa en una caja de petri de
35x10 mm para cultivo celular, en la que previamente se introdujo un cubreobjetos circular
de 22 mm de diametro con 2 mL de medio estandar y se incubd por 24 horas en
condiciones estandar, esto se hace con el fin de permitir que se adhieran las células al
cubreobjetos. Después de 24 horas, y al mismo tiempo que se diferenciaron las células

se le agrego la cantidad requerida de ATX tres veces, una cada 48 horas y con cinco
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concentraciones diferentes de ATX: 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM y 50 uM, y los respectivos

controles de células diferenciadas y sin ATX.
Microscopia confocal

La microscopia confocal es una poderosa herramienta de visualizacion de especimenes
fluorescentes, la principal ventaja es que este revela estructuras tridimensionales,
recogiendo selectivamente la luz de una seccion Optica en el plano de enfoque de la
muestra. Una vista tridimensional de la muestra puede reconstruirse a partir de una serie

de secciones 6pticas a diferentes profundidades (Smith 2011).

Se utilizé6 un microscopio confocal (Zeiss Axiovert 100M) con un objetivo Plan-Neofluar
63x/1.25 en aceite de inmersion a temperatura ambiente. Se excito la fluorescencia del
TMRM a 543 nm y la calceina-AM fue excitada a una longitud de onda de 488 nm. La
potencia del laser se mantuvo lo mas baja posible para evitar el blanqueo (bleaching) de

la sefial o destruccion de las moléculas fluorescentes.

A la muestra se le retiré el medio del tercer tratamiento con ATX, se le hizo un lavado de
HBSS a 37 °C y posteriormente se le agregoé 1 mL de la solucién salina balanceada de
Hank (HBSS), la cual es una solucion con presion osmoética y pH parecidos al de las
células, con los colorantes fluorescentes TMRM 25 nM para tefiir las mitocondrias (rojo)
y calceina-AM 1 uM para tefiir el citoplasma (verde) y delimitar a las células, también se
le agregd &cido plurdnico 2 uM, el cual es un detergente de baja toxicidad que se utiliza
para facilitar la entrada de los colorantes a través de la membrana, se incubé por 25
minutos en las condiciones mencionadas. Pasado ese tiempo se le retird la solucion y se
le agreg6 1 mL de HBSS a 37°C y se llevé a analizar. Se introdujo el cubreobjetos en los
aros metalicos del microscopio confocal y se le agregaron 800 uL de HBSS con TMRM a

una concentracion final de 25 nM. Se obtuvieron 5 imagenes en el plano Z (5 Z stack).
Cuantificacion de potencial de membranay masa mitocondrial

Las imagenes se analizaron utilizando el programa de software ImageJ 1.50i (Wayne
Rasbard). Para cada imagen en el plano Z, los dos canales, calceina y TMRM fueron
separados, posteriormente se le restd la fluorescencia de fondo (ejemplo umbral), para

adquirir dos imagenes binarias separadas. La proporcion del citoplasma (tefiido con
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calceina-AM) ocupada por la red mitocondrial (tefiida con TMRM) se calculé a partir del
area de ambas imagenes, calculando la ocupacion del volumen mitocondrial (masa
mitocondrial) del citosol. Se obtuvieron diez células por campo y al menos cinco campos
por muestra, dando un total de minimo 50 células por muestra analizadas individualmente

con una n=6.
Analisis estadistico

Los valores de los promedios + error estandar, de al menos 6 experimentos fueron
analizados por ANOVA de una via y tomando en cuenta el nivel minimo de significancia
del 95%, por lo que se consideraron como diferencias significativas cuando los valores

fueron de p<0.05 con respecto al control.
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VIl.  RESULTADOS

Diferenciacion celular
Para comprobar la diferenciacion de las células SH-SY5Y hacia un fenotipo parecido a
neuronas con AR, se realizaron varios ensayos con dicho reactivo, como se puede
observar en la figura 8, a la izquierda se muestran las células sin diferenciar donde se
ven de una forma compacta y a la derecha las células diferenciadas, las cuales se
observan con dendritas alargadas simulando una red. Para resaltar mejor su morfologia
se realizd una tincidn con cristal violeta, como se observa en la figura 9, la imagen de la
izquierda muestra las células sin diferenciar, mientras que a la derecha se observan las
células diferenciadas donde se aprecian las dendritas alargadas, lo cual nos indica que
el AR activé los genes especificos para que estas células se diferenciaran a un fenotipo

parecido a neuronas, como ha sido demostrado en la literatura (Encinas et al. 2000).

FIGURA 8. Diferenciacion de células SH-SY5Y a un fenotipo parecido a neuronas.
Micrografias tomadas con microscopio invertido de campo claro, a la izquierda se
observan células sin diferenciar, a la derecha células diferenciadas con tres adiciones
de AR 10 uM en intervalos de 48 horas, se observan sus dendritas alargadas,
caracteristicas de éstas.
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FIGURA 9. Diferenciacion de células SH-SY5Y hacia un fenotipo parecido a
neuronas, con tincion de cristal violeta. Micrografias tomadas con microscopio
invertido de campo claro, a la izquierda se observan células sin diferenciar, a la derecha
células diferenciadas con tres adiciones de AR 10 uM en intervalos de 48 horas, tefiidas
con cristal violeta, el cual nos permite observar mas detalladamente la diferenciacion.
Ensayo de viabilidad celular

Para determinar si hay citotoxicidad por parte de la ATX, se realizé un ensayo utilizando
la enzima LDH como marcador, en la figura 10 se puede ver el efecto del farmaco en
diferentes concentraciones, la mayor muerte celular se da a partir de la concentracién de

20 uM, habiendo un incremento significativo de 31.16% y de 35.58% para 50 pM.
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FIGURA 10. Elevadas concentraciones de ATX producen muerte
en las células SH-SY5Y diferenciadas. En la barra de control se
analizo la muerte de células diferenciadas y sin tratamiento de ATX.
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En las barras posteriores se analizé la muerte en células diferenciadas
y con concentraciones de ATX 1, 5 y 10 uM respectivamente, sin
encontrar una diferencia significativa con respecto al control. Las
concentraciones con ATX 20 uM y 50 uM (*), presentan una diferencia
significativa con respecto al control.

Datos presentados como media + error estandar, p<0.05 con respecto
al control, n=3 independientes.

Efecto del tratamiento con ATX sobre el potencial de membrana mitocondrial

en células SH-SY5Y diferenciadas

Para determinar si el tratamiento con ATX podia alterar la funcién mitocondrial, las células
fueron tefidas con el colorante TMRM Yy se utilizO microscopia confocal en tiempo real
para poder observar cambios en el potencial de membrana mitocondrial. En la figura 11
se pueden observar las imagenes representativas de las células control, obtenidas con
el microscopio confocal, asi como en las figuras 12, 13, 14, 15 y 16 tratadas con
diferentes concentraciones de ATX y en donde se observa la disminucién del tamafio de
las células conforme aumenta la concentracion de ATX, asi como también disminuye la
intensidad del colorante y su extension de neuritas, finalmente en la figura 17 se observa
la cuantificacion del potencial. El tratamiento con ATX 50 uM durante 7 dias caus6 una
disminucion del 17.56 % en el potencial de membrana mitocondrial (figura 17) con
respecto al control, mostrando que la ATX es capaz de inducir un efecto directo en la
disfuncion mitocondrial. Sin embargo, el tratamiento con las concentraciones de 1, 5, 10
y 20 uM no produjo cambios significativos en el potencial de membrana mitocondrial
(figuras 12, 13, 14 y 15).

Efecto del tratamiento con ATX sobre la masa mitocondrial en células SH-SY5Y
diferenciadas

Como fue mencionado en la introduccién, se ha demostrado que una disminucién en la
cantidad de mitocondrias o bien, la alteracién en cualquiera de los pasos de la biogénesis
mitocondrial es la causa de enfermedades asociadas a un incremento en el estrés
oxidativo. Por lo tanto, nosotros nos preguntamos si el tratamiento con ATX altera la
biogénesis mitocondrial. Con el fin de evaluar la masa mitocondrial, las células fueron co-
tefidas con TMRM para tefiir las mitocondrias y con calceina-AM para tefiir el citosol,

permitiendo asi la medicion del volumen que ocupa la masa mitocondrial dentro de las
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dimensiones del citosol, las figuras 11, 12, 13, 14, 15 y 16 son representativas de las
distintas concentraciones y se puede apreciar la disminucion de la masa mitocondrial
conforme aumenta la concentracién de ATX a excepcién de la concentracion de ATX 10
uM donde se observa un ligero aumento de esta. Asi mismo, obteniendo los datos finales,
se comprueba que el tratamiento con ATX 10 uM durante 7 dias causo un incremento de
14.66% en la masa mitocondrial (figura 18). Sin embargo, conforme se incremento la
concentracion se observo una disminucién significativa de 13.34% con ATX 50 uM, con
respecto al control (figura 18), mostrando en este estudio que la ATX puede tener un

efecto dual, tanto positivo y negativo dependiendo de la concentracion utilizada.

IMAGENES REPRESENTATIVAS
TMRM (rojo) CALCEINA-AM (verde) TMRM / CALCEINA-AM

FIGURA 11. Células SH-SY5Y diferenciadas (control). Mitocondrias tefliidas con TMRM
(rojo), mostradas con intensidad en toda la célula y alrededor de un nucleo definido (flecha
amarilla). Citoplasmas celulares tefiidos con calceina-AM (verde), las células se ven
definidas, mostrando un nudcleo mas intenso que el resto de la célula. Imagenes
sobrepuestas de mitocondrias y citoplasma (imagen derecha), pudiendo relacionar la
cantidad de mitocondrias con respecto al tamafio total de la célula. n=6.
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Figura 12. Células SH-SY5Y diferenciadas y tratadas con ATX 1 uM. Se observan
células y mitocondrias del mismo tamafio e intensidad que en el control (figura 11), con
ndcleos bien definidos flecha amarilla). n=6.

.
Figura 13. Células SH-SY5Y diferenciadas y tratadas con ATX 5 uM. Las células se

observan ligeramente méas pequefias, con nucleos definidos (flecha amarilla), los nucleos
en citoplasma se ven con menor intensidad que en las células sin tratamiento. n=6.
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Figura 14. Células SH-SY5Y diferenciadas y tratadas con ATX 10 uM. Las células y
nucleos (flecha amarilla) son ligeramente difusos con mayor cantidad mitocondrial, esto nos
indica que hay un aumento en la biogénesis mitocondrial. n=6.

.

Figura 15. Células SH-SY5Y diferenciadas y tratadas con ATX 20 uM. Las células se
observan mas pequefas, con menor intensidad mitocondrial y nlcleos muy pequefios y
difusos (flecha amarilla). Hay encogimiento celular, muestra del dafio que comienzan a
sufrir, con lo cual disminuye la intensidad de la fluorescencia con TMRM, relacionando una
menor cantidad mitocondrial con respecto al tamafio total de la célula. n=6.
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Figura 16. Células SH-SY5Y diferenciadas y tratadas con ATX 50 uM. Las células
muestran un marcado encogimiento y son mucho mas pequefias, con intensidad
mitocondrial muy tenue y nucleos apenas visibles (flecha amarilla). n=6.
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FIGURA 17. Efecto de la ATX sobre el potencial de membrana
mitocondrial en células SH-SY5Y. En la barra de control se analizaron
células diferenciadas sin tratamiento con ATX. Las barras posteriores
muestran el analisis de células diferenciadas y con diferentes
concentraciones de ATX, en las cuales s6lo ATX 50 uM (*) muestra una
disminucién significativa de 17.56% con respecto al control.

Datos presentados como media * error estandar, p<0.05 con respecto al
control, n=6 independientes.
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FIGURA 18. Efecto de la ATX sobre la masa mitocondrial en células
SH-SY5Y. En el control se analizaron células diferenciadas y sin tratamiento
con ATX. Las barras posteriores son de células diferenciadas y con distintas
concentraciones de ATX, de las cuales ATX 10 y 50 uM (*) muestra un
aumento significativo de 14.66% y una disminucién significativa de 13.34%
respectivamente, en relacion al control.

Datos presentados como media + error estandar, p<0.05 con respecto al
control, n=6 independientes.
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VIIl. DISCUSION

La ATX es un inhibidor de la recaptura de la noradrenalina, la cual se utiliza para el
tratamiento del TDAH, sin embargo, se ha relacionado con diversos mecanismos
adicionales que podrian alterar la funcion mitocondrial y celular, es un farmaco
acumulativo, el cual presenta un efecto que dura o incluso se amplifica después de un
periodo libre de farmaco por dos meses (Patrick et al. 2013). Este es comunmente
utilizado por largos periodos de tiempo, lo que puede conducir a una alteracién neuronal.
Como se ha mencionado, la ATX tiene mecanismos adicionales a la recaptura de la
noradrenalina, se observo que la administracion sub cronica de ATX incrementa la
expresion y sefializacion del mRNA del exon IV-BDNF en la corteza prefrontal, estos
efectos podrian resultar benéficos para la plasticidad celular y la resistencia neuronal que
sostiene la cognicion (Fumagalli et al. 2010), una de las vias que activa el IV-BDNF es la
enzima GSK3p, esta enzima participa en el metabolismo energético celular (Takeuchi et
al. 2002). Asi mismo, se ha reportado que la ATX inhibe los canales GIRK cerebrales
GIRK1/2, GIRK2 y cardiaco GIRK1/4, la inhibicibn de estos canales causa una
despolarizacién del potencial de membrana, resultando en un incremento en la
excitabilidad celular, por lo que estos canales tienen una importante funcion en la
regularizacién de la excitabilidad neuronal, transmisidn sinaptica y en ritmo cardiaco,
debido a esto se presentd una reduccién del comportamiento relacionado a la ansiedad,
sugiriendo que tiene propiedades ansioliticas (Kobayashi et al. 2010). También se report6
qgue bloquea receptores tipo NMDA en concentraciones bajas, estos son receptores del
glutamato y estan asociados a los procesos de aprendizaje, memoria y con el desarrollo
y la plasticidad neural (Ludolph et al. 2010). Asi mismo, se sabe que el tratamiento cronico
con ATX afecta varios genes incrementando en la corteza prefrontal la expresion de las
subunidades del receptor GABA A, asi como Ugcrc2, una enzima del complejo llI
mitocondrial involucrado en la cadena respiratoria de transporte de electrones y SNAP-2,
proteina ligada a la membrana en neuronas, la cual junto con otras moléculas regula la
exocitosis vesicular sinaptica (Lempp et al. 2013).

Aungue no se conoce todo el proceso en estos mecanismos que lleva a cabo la ATX (y
lo que aun nos falta por descubrir en su mecanismo general), podemos inferir que los

mecanismos arriba descritos participan de alguna forma en la bioenergética celular,
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siendo las mitocondrias de gran importancia para el funcionamiento celular bajo
condiciones fisiologicas y fisiopatolégicas, estan profundamente integradas en la red de
sefializacion de células, por lo tanto, la actividad y calidad de las mitocondrias pueden
ser un sensor de dafios celulares, siendo asi, es de gran importancia verificar la
biogénesis, actividad y calidad de procesos mitocondriales o como lo mencionan en su
trabajo Harbauer y colaboradores; donde se propone que la maquinaria de importacion
de proteinas mitocondriales juega un papel importante como centro regulador en el
metabolismo, respuesta al estrés y patogenia de las enfermedades, siendo también
tomada como un sensor para la aptitud y calidad de las mitocondrias, determinado por el
estado energético como cambios en el Aym, donde una reduccion es indicio de una
actividad de cadena respiratoria deteriorada; cuando la reduccion del Aym es parcial, el
defecto es leve, pero cuando hay una fuerte reduccion o disipacion del Aym, hay dafio
mitocondrial, asi mismo, bajos niveles de ATP nos indican una disfuncién mitocondrial y
bajo estrés, la fusion mitocondrial se vera perjudicada, conduciendo a una fragmentacion
de las mitocondrias y la posibilidad de eliminar selectivamente las mitocondrias dafnadas
(Harbauer et al. 2014; Haynes y Ron 2010).

Alun hay muchas incégnitas con respecto al mecanismo de la ATX, debido a esto, en
nuestro laboratorio de investigacion en neurociencias, se esta llevando a cabo un
proyecto en el que se analizan varios parametros a nivel celular con el tratamiento de
ATX, este trabajo se enfocd en obtener los primeros datos del efecto de la ATX a nivel
mitocondrial, para esto, se utilizd un modelo in vitro de células SH-SY5Y, esta linea
celular tiene la ventaja de poderse manejar, multiplicar y diferenciar son facilidad,
teniendo asi una linea celular que posee muchas caracteristicas de neuronas
dopaminérgicas: expresan TH y DA-B-hidroxilasa, asi como el transportador de dopamina
(Presgraves et al. 2004). Para comprobar este modelo, se llevaron a cabo varios
experimentos con tratamiento de AR, en los cuales se observé una marcada disminucion
de la proliferacion celular, tal como nos indica la literatura, donde se explica que el
tratamiento con AR detiene el crecimiento y desencadena la diferenciacién celular,
regulando positiva y negativamente cerca de 40 genes en células SH-SY5Y, entre los
gue se incluyen factores de transcripcion y proteinas relacionadas con el ciclo celular,

transduccion de sefiales y funciones neuronales (Korecka et al. 2013; Cells et al. 2000).

34



Para el ensayo de viabilidad celular, con las distintas concentraciones de ATX (las
concentraciones de ATX fueron seleccionadas de acuerdo a varios articulos publicados
en la literatura). Ludolph y colaboradores relacionan las concentraciones de 0.75 uM a
50 uM de ATX con las encontradas en el plasma de pacientes que utilizan este farmaco
(Ludolph et al. 2010). La viabilidad celular se realiz6 a través de un ensayo colorimétrico,
en donde se mide la LDH, esta es una enzima que se encuentra en todas las células,
cuando hay dafio celular la enzima es liberada al medio, siendo esta utilizada como
marcador de muerte celular (Oraday-Cardenas 2016). Nosotros encontramos que las
concentraciones de ATX 20 uM y 50 uM produjeron alrededor de un 35% de dafio celular
con respecto al control, esto nos indica que en las concentraciones que se encuentran
dentro de un rango terapéutico de la ATX, puede existir hasta un 35% de muerte celular
al menos en nuestro modelo. Sin embargo, se ha demostrado en la literatura, en células
SH-SY5Y vy células U-937 donde se utilizaron concentraciones de ATX 50, 500 y 5000
ng/mL, que existe una disminucién en los productos del dafio oxidativo del DNA, en las
células U-937 la disminucion se alcanzé después del tratamiento con ATX 50, 500 y 5000
ng/mL (Schmidt et al. 2010). En otros estudios el tratamiento con concentracién de ATX
31.25 ng/mL, redujo significativamente la supervivencia celular, y las concentraciones
mayores aumentaron la supervivencia celular, los autores concluyeron que los farmacos
examinados ejercen diferentes efectos dependientes de la concentracion en la
supervivencia de células en ambas lineas celulares (Schmidt et al. 2010).

Después de observar el efecto del tratamiento con ATX a nivel celular, se efectuaron
varios experimentos para determinar el efecto a nivel de la funciéon mitocondrial (el Aymy
la masa mitocondrial).

El Aym generado por las bombas de protones (Complejos I, 11l y IV) es un componente
esencial del proceso de almacenamiento de energia durante la fosforilacion oxidativa,
junto con el gradiente de protones (ApH), Aym forma el potencial transmembrana de iones
hidrogeno que se aprovecha para producir ATP. En condiciones normales, la célula
mantiene un nivel de Aym y ATP, aunque hay fluctuaciones limitadas de ambos factores
gue pueden ocurrir reflejando actividad fisiolégica normal, se cree que esta estabilidad es
requisito para el funcionamiento normal celular, este parametro puede cambiar debido a
la actividad fisiolOgica, sin embargo, estos cambios deben ser transitorios, ya que una

alteracion prolongada puede comprometer la viabilidad celular, dando lugar a
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consecuencias patoldgicas (Corona y Duchen 2014; Perry et al. 2011; Zorova et al. 2017).
Enlafigura 17 se puede observar que hubo una disminucion significativa del Aym cuando
se utilizé la concentracion de ATX 50 uM, disminuyendo casi un 20% con respecto al
control, como ya mencionamos, una disminucion del Aym nos indica una disfuncion
mitocondrial, lo cual podria explicarse a través del estrés oxidativo; en este sentido, en el
laboratorio se llevaron a cabo una serie de experimentos en donde se utilizaron las
células SH-SY5Y, bajo las mismas condiciones mencionadas en el trabajo, evaluando el
estrés oxidativo mediante la florescencia emitida por el dihidroetidio (DHE), el cual es una
molécula altamente especifica para la deteccion de anion superoxido, oxidandose a etidio
y pasando de una florescencia azul a una roja tras su oxidacion (Barrientos 1997), en
estos experimentos e obtuvo un notorio incremento en la tasa de ROS con ATX 50 uM
en comparacion con el control, debido a esto, nosotros podemos suponer que la
disminucién en el Aym con ATX 50 uM que obtuvimos en nuestros resultados, podria ser
debido al estrés oxidativo generado por la ATX, el estrés oxidativo es inducido por ROS,
la formacion y desintoxicacion de ROS esté bien equilibrado en condiciones fisioldgicas,
sin embargo, bajo condiciones fisiopatoldgicas este equilibro se altera y cambia hacia el
lado de la formacion de ROS, la interaccion bioquimica de ROS y biomoléculas como
lipidos de membrana, proteinas y DNA resultan en dafio oxidativo y cambios en las bases
de DNA, una mutacién en el DNA mitocondrial induce pérdida de la funcionalidad de la
cadena fosforilativa que lleva a una disminucion en la produccion de energia y
desgraciadamente, a la produccion de una gran cantidad de radicales libres, esto ultimo
lleva a mas mutaciones en el DNA mitocondrial ocasionando una caida en espiral. Este
dafio también se puede observar en las figuras 15 y 16, en las cuales se muestran las
células encogidas, con un nacleo muy pequefio y difuso, menor intensidad fluorescente
y las dendritas contraidas, una menor intensidad en el colorante nos indica una entrada
menor del colorante cationico a unas mitocondrias despolarizadas con pérdida de
funcionalidad, a pesar de que el dafio se observa en la figura 15 donde se utilizd la
concentracion de ATX 20 uM, en nuestros resultados no se obtiene una disminucion
significativa con respecto al control, este cambio significativo se presenta hasta la
concentracion de ATX 50 uM (figura 16).

Otro parametro medido en este trabajo fue la masa mitocondrial. La biogénesis

mitocondrial es el proceso continuo de la formacion de nuevas mitocondrias dentro de la
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célula, ésta es necesaria para el mantenimiento de la homeostasis celular y puede ser
inducido durante periodos de dafio o estrés celular, sin embargo, si algun elemento de
este proceso es alterado y las mitocondrias no se recuperan al ritmo deseado, puede
ocurrir muerte celular (Perry et al. 2011). En nuestros resultados (figura 18) se observa
gue hay un incremento significativo en la masa mitocondrial al tratar las células con una
concentracion de ATX 10 uM, esto podria ser explicado y correlacionado con el trabajo
de Jesinkey y colaboradores (Jesinkey et al. 2014), en donde comprob6 que la ATX
sostiene la expresion de PGC-1a en ratones tratados con dexametasona, un inductor de
atrofia en musculo esquelético, PGC-1a es un coactivador transcripcional, el cual regula
la transcripcion de genes que incrementan la biogénesis mitocondrial. Sin embargo, si se
aumenta la concentracion a ATX 50 uM, la masa mitocondrial disminuye
significativamente con una diferencia de 13.34% con respecto al control, esto nos indica
que la ATX tiene un efecto dual, el cual es dependiente de la concentracién utilizada. Por
otra parte, en el laboratorio también se analizo el efecto de ATX sobre el proceso de
autofagia, se llevaron a cabo varios experimentos con células SH-SY5Y en las mismas
condiciones que en el presente trabajo, utilizando la conversiéon de LC3-I soluble, a LC3-
Il unido a lipidos, lo cual se asocia a la formacién de autofagosomas (Francesca y Pérez
2008; Levine y Kroemer 2008), donde se obtuvo un incremento significativo en las
concentraciones de ATX 20 y 50 uM, esto se comprobd realizando una transfeccién con
LC3B-GFP y posteriormente observando en imagenes confocales el aumento de la
fluorescencia punteada de LC3B-GFP a partir de 20 y 50 uM. La autofagia es un proceso
por el cual la célula digiere los componentes u organelos de su propio citoplasma como
respuesta a la falta de nutrimentos, el efecto de ciertas citotoxinas, la presencia de
agregados no funcionales o para eliminar organelos dafiados (mitocondrias), siendo un
mecanismo de supervivencia celular. En nuestros datos con la concentracion de 20 uM
no se obtuvo un cambio significativo con respecto al control, sin embargo, como
explicamos, con 50 uM hubo una disminucion de 13.34% en relacién al control, lo cual se
podria explicar a través de la autofagia como un efecto alterno a la recaptura de la
noradrenalina con la ATX.

La ATX ha demostrado presentar diversos mecanismos alternos a la recaptura de

noradrenalina, algunos incluso podrian ser parte de la terapéutica sin haberse
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considerado como objetivo desde un principio (como es el caso del incremento de SNAP-
25, involucrado en efectos de exocitosis de neurotransmisores (Lempp et al. 2013)), sin
embargo, todos estos mecanismos en conjunto modifican la maquinaria celular, creando
posibles efectos negativos como se ha comprobado en el presente trabajo. Aun nos falta
mucho por saber respecto al mecanismo de este farmaco y del TDAH, pero con cada
paso nos vamos acercando mas a comprender este trastorno y por lo tanto a mejorar su

tratamiento.

38



IX. CONCLUSIONES

En conclusion, el tratamiento con ATX demostré que produce dafio en nuestro modelo
neuronal en un rango de concentracion entre 20 y 50 uM, lo cual se correlacion6 con el
efecto que tuvo sobre la funcidon mitocondrial como fue demostrado por la disminucién en
el Aym en concentraciones similares al rango encontrado en plasma de pacientes

tratados con ATX.

Asi mismo, encontramos que la ATX tuvo efectos duales sobre la masa mitocondrial,

dependientes de la concentracion utilizada.
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X. PERSPECTIVAS

Seria interesante comprobar si la concentracion de ATX 10 uM tiene el mismo efecto
positivo en algun otro modelo ya sea linea celular o modelo animal en el cual permita

verificar el incremento en la biogénesis mitocondrial.

Para corroborar estos datos se podrian evaluar los diferentes complejos de la cadena de
transporte de electrones (OXPHOS coctel de anticuerpos) y verificar si en las
concentraciones de 20 y 50 uM hay cambios a nivel de proteina en los distintos complejos

mitocondriales.
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