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RESUMEN

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH) es el padecimiento mas
frecuentemente diagnosticado en la poblacion infantil, uno de los farmacos utilizados
para el tratamiento del TDAH es la atomoxetina (ATX). A pesar del uso terapéutico de la
ATX, se ha demostrado que tiene mecanismos adicionales que afectan varias vias de
transduccion de sefiales, sin embargo, no hay evidencia sobre el papel del estrés
oxidativo debido al tratamiento con ATX. Por esta razén, en este estudio se evaluo el
efecto del tratamiento con diferentes concentraciones de ATX sobre proteinas
antioxidantes en células SH-SY5Y diferenciadas obtenidas a partir de neuroblastoma
humano. Nuestros resultados demostraron una disminucién en la expresion de proteinas
antioxidantes SOD1 Y Nrf2 por la exposicion a dosis de 20 y 50 uM de ATX, estos
hallazgos sugieren que exite un aumento en los niveles de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

INTRODUCCION

El trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), es un trastorno persistente
del neurodesarrollo que afecta al 5% de los nifios y adolescentes en todo el mundo,
caracterizado por falta de atencion, hiperactividad-impulsividad, o ambos?. Los sintomas
del TDAH tienen un gran impacto en el desarrollo del individuo e interfieren en su
funcionamiento social, emocional y cognitivo. En estudios relacionados con TDAH, se
han encontrado cambios en pardmetros oxidantes y antioxidantes, los cuales se cree
pueden contribuir al desarrollo de dicho trastorno, ya que, las especies reactivas de
oxigeno (ROS) pueden reaccionar con proteinas asociadas a la membrana, alterando la
funcibn de receptores de enzimas y neurotransmisores, dando lugar a una
predisposicion para el trastorno?.

Cuando las especies reactivas de oxigeno se producen en cantidades excesivas o
los sistemas de defensa antioxidante enzimaticos y no enzimaticos son ineficaces,
algunas reacciones en cadena que causan dafio celular o incluso la muerte de las
células se activan, por lo tanto, el estrés oxidativo y la cascada de eventos que
desencadena, han surgido como una hipétesis de la posible causa en el desarrollo de
este trastorno®. Las principales enzimas antioxidantes intracelulares incluyen superéxido
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dismutasa (SOD), catalasa (CAT) y glutation peroxidasa (GSH-Px); Estos forman un
sistema de defensa antioxidante contra el dafio mediado por radicales. El estrés
oxidativo generado puede evaluarse indirectamente mediante la medicion de algunos
niveles de enzimas antioxidantes o por productos de peroxidacion lipidica y se especula
gue sus efectos pueden estar asociados con la causa de TDAH. Evidentemente existe
una relacién entre el estrés oxidativo y el TDAH, ya que se han encontrado niveles
elevados de malondialdehido (MDA), que es el producto de degradacion de las
principales reacciones en cadena que conduce a la oxidacion de &cidos grasos
poliinsaturados, los cuales se han encontrado en nifios* y adultos con TDAH?Z.

El tratamiento de primera linea para el TDAH estd representado por el
metilfenidato (MPH), un psicoestimulante, que actla inhibiendo el transportador de
dopamina (DAT), potenciando asi la neurotransmision dopaminérgica. Sin embargo, las
preocupaciones sobre la responsabilidad de abuso de MPH han llevado a los
investigadores a desarrollar la atomoxetina (ATX), un inhibidor selectivo de la
recaptacion de norepinefrina, carente de propiedades estimulantes?. A pesar del uso
terapéutico de la ATX, se ha demostrado que ésta tiene mecanismos adicionales que
afectan varias vias de transduccion de sefales, por ejemplo, la ATX incremento la
expresion de las subunidades del receptor GABA A, la ubiquinol-citocromo ¢ reductasa
complejo nuclear 2 y la proteina asociada a sinaptosomas de 25 kDa®; la ATX actué
como blogueador del receptor NMDA®; indujo la expresion de BDNF en la corteza
prefrontal, influyendo asi en la plasticidad sinaptica y la funcién cognitiva’. Sin embargo,
no hay evidencia sobre el papel del estrés oxidativo debido al tratamiento con ATX. El
objetivo del presente estudio es evaluar el impacto que tiene la ATX sobre algunas
proteinas antioxidantes en células SH-SY5Y diferenciadas obtenidas a partir de
neuroblastoma humano.

METODOLOGIA
Condiciones de cultivo celular

Los experimentos en este estudio se llevaron a cabo utilizando la linea celular de
neuroblastoma humano SH-SY5Y; las células se cultivaron en medio DMEM/F12
suplementado con suero fetal bovino (FBS) al 10%, aminoacidos no esenciales (NEAA)
1% y penicilina / estreptomicina (100 U / ml y 100 pg / ml, respectivamente), se
incubaron bajo condiciones estandar a 37 °C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Todos los
experimentos se realizaron utilizando células del pase 31 — 32. Para su diferenciacion a
un fenotipo similar a neuronas, se sembraron sobre una matriz de membrana basal
(Matrigel) a una densidad de 1.2x106 células, el contenido de FBS del medio de cultivo
se redujo al 2% vy las células se estimularon con acido retinoico 10 puM. Estas
condiciones estandar de cultivo se mantuvieron por 7 dias, durante ese tiempo se
cambi6é el medio de cultivo cada 2 dias y a la vez se estimularon las células con
diferentes concentraciones de ATX (1, 5, 10, 20 y 50 yM).
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Western Blot

Se realiz6 la extraccion de proteinas totales para la posterior cuantificacion y separacion
mediante electroforesis. La concentracion de proteinas se determind espectrofoto-
métricamente a 280 nm en un SpectroStar Nano y se utilizé la proteina -actina como
control de carga. Las proteinas se separaron en geles de poliacrilamida al 10% y se
transfirieron a membranas de Nitrocelulosa. Las membranas se bloquearon con 10% de
leche en polvo sin grasa en PBS-Tween (Tween al 0.05%). Las membranas bloqueadas
se incubaron durante la noche con anticuerpos primarios diluidos en solucion de
albumina a 4° C. A continuacion, las membranas se lavaron tres veces en PBS-Tween y
se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
durante 2 horas a temperatura ambiente. Los anticuerpos secundarios conjugados con
peroxidasa fueron detectados por quimioluminiscencia utilizando el sustrato (ECL -
BioRad) de acuerdo a las indicaciones del fabricante, las bandas se detectaron con el
sistema Fusion-Solo WL (Vilber Lourmat) y se procesaron con el programa Image J.

Analisis estadistico

Se muestran los valores de media + S.E.M., de al menos tres experimentos
independientes. Los datos se compararon mediante la prueba ANOVA de un solo
sentido con la prueba post-hoc de Bonferroni. Las diferencias se consideraron
significativas cuando p < 0.05.

RESULTADOS
El tratamiento con ATX disminuyo la expresion de SOD1.

En el presente estudio se evalu6 el impacto del tratamiento con ATX sobre proteinas
antioxidantes a través de western blot, los cuales revelaron que el tratamiento a dosis de
20 y 50 uM de ATX en células SH-SY5Y diferenciadas disminuyd la expresion del
superoxido dismutasa 1 (SOD1), que es un depurador citosélico del radical superdxido y
un importante mecanismo de defensa contra el estrés oxidativo (Figuras 1Ay 1B).
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El tratamiento con ATX disminuyo la expresién de SOD1. (A) Western blot representativo de la expresién
de SOD1. (B) Andlisis cuantitativo del tratamiento con ATX. B-actina se utiliz6 como un control de carga.
Los datos son media + SEM, y los valores son de tres experimentos independientes. *P<0.05 en
comparacién con el grupo control.

El tratamiento con ATX disminuyo la expresion de Nrf2.

Nrf2 es un factor de transcripcion ascendente fundamental responsable de la regulacion
del equilibrio redox y esta implicado en la regulacion de las enzimas de destoxificacion.
Como se muestra en las figuras 2A y 2B, Nrf2 disminuyo su expresion en células SH-
SY5Y diferenciadas expuestas a dosis de 20 y 50 yM de ATX en comparacion con él
control.
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El tratamiento con ATX disminuyo la expresién de Nrf2. (A) Western blot representativo de la expresioén de
Nrf2. (B) Andlisis cuantitativo del tratamiento con ATX. B-actina se utilizé como un control de carga. Los
datos son media £ SEM, y los valores son de tres experimentos independientes. *P<0.05
en comparacion con el grupo control.

DISCUSION

Las mitocondrias desempefian un papel clave en la fisiologia y patologia celular en el
SNC, son las principales productoras de ATP en células eucariotas aerébicas, regulan la
homeostasis de los iones y también son productoras de radicales libres y blancos de
lesion inducidos por estos®. Se ha demostrado que el flujo de electrones a lo largo de la
cadena trasportadora (CTE) en la mitocondria constituye una fuente importante de ROS,
pero la relacién causal entre TDAH y el aumento de ROS sigue siendo incierta. Sin
embargo, ya se ha estudiado el estado oxidativo de TDAH, pero los efectos del
tratamiento con ATX sobre el estrés oxidativo han sido poco estudiados conduciendo a
informacion limitada.

Este estudio demostré que las dosis de 20 y 50 uM de ATX tiene efectos sobre algunas
proteinas antioxidantes. Como demostrado por la disminucion en la expresion de SOD1
gue es un depurador citosolico bien caracterizado que facilita la dismutacion de
superéxido al peréxido de hidrogeno. También se encontré una disminucion en la
expresion de Nrf2 que regula la expresion inducible de numerosos genes de enzimas
destoxificantes y antioxidantes de fase 2, mediante su unién a una secuencia especifica
del ADN conocida como ARE, que puede ser activada por diversos compuestos
oxidantes y/o electréfilos de naturaleza quimica muy diversa. Nrf2 es normalmente
secuestrado en el citoplasma por su inhibidor Keapl. En respuesta al estrés oxidativo,
Nrf2 se heterodimeriza con miembros de la familia Jun (c-Jun, JunB y JunD) para activar
la expresion génica de enzimas desintoxicantes como NAD(P)H: quinona oxidorreduc-



Lasss"y P QUIMICA

UNIDAD ACADEMICA DE CIENCIAS QUIMICAS

ForMANDO *
PROFESIONALES

"UN PILAR DE CIENCIA Y i UIMICAS
TECNOLOGIA EN ZACATECAS « ~w— FECH.AS 20 17
29 al 21 de Agosto

tasa 1 (NQO1), la glutation transferasa (GST), la y-glutamil cisteina sintetasa (y-GCS),
entre otras. Una vez activados, estos genes funcionan sinérgicamente para mantener la
homeostasis redox intracelular®. Los resultados sugieren que existe un aumento en los
niveles de ROS, ya que ROS ademéas de genera dafio directo en proteinas, incrementa
los niveles intracelulares del cation Ca?* produciendo una mayor actividad en proteasas
dependientes de calcio ocasionando dafio en proteinas®. Ademas, las células tienen un
sistema basal de proteinas antioxidantes y en presencia de un incremento de ROS estas
tienen a contrarrestarlas y por ende disminuyen su expresion, lo cual se puede ver
reflejado en los analisis cuantitativos realizados.

Por lo tanto, los cambios inducidos por las dosis de 20 y 50 uM de ATX pueden
estar contribuyendo al dafio del tejido nervioso, lo cual ya se ha demostrado previamente
en el laboratorio, ya que se ha encontrado que concentraciones de 20 y 50 uM de ATX
generan cambios en la morfologia de las células SH-SY5Y diferenciadas, ademas de
producir una disminuciébn en el potencial de la membrana mitocondrial y masa
mitocondrial, produciendo alrededor de un 30% de muerte celular.

En conclusién, los resultados mostraron una disminucion en la expresién de las
proteinas antioxidantes SOD1 Y Nrf2 debido a la exposicién a dosis de 20 y 50 uM de
ATX, estos hallazgos sugieren que existe un aumento en los niveles de ROS.
Actualmente se esta trabajando en el laboratorio con una sonda para medir en células
SH-SY5Y diferenciadas con la finalidad de corroborar los resultados obtenidos.
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