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RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia neurodegenerativa caracterizada
por temor de reposo, rigidez y bradiquinesia, en la cual hay pérdida de neuronas
productoras de dopamina en la pars compacta de la sustancia negra en el sistema
nervioso central, conllevando a deplecion de dopamina en el cuerpo estriado.
Juegan un papel clave fenédmenos como el estrés oxidativo, o una alteracion en los
sistemas que protegen a la célula contra la oxidaciéon. Estudios epidemiolégicos han
demostrado que dentro del grupo de personas fumadoras existe una menor
incidencia de EP. La nicotina es un compuesto quimico presente en el cigarrillo, con
capacidad de brindar efectos benéficos a personas afectadas por EP, pero debido a
su toxicidad dificilmente puede ser usada como agente terapéutico. Es por eso que
diversos estudios han sugerido el uso de analogos de la nicotina que puedan ejercer
los mismos beneficios pero que carezcan de toxicidad.

El objetivo de este estudio fue establecer el efecto neuroprotector y similar al de la
nicotina que puedan tener dos analogos de esta sustancia: 3-(piridin-3-il)-
3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol; y (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima
sobre las neuronas dopaminérgicas en un modelo experimental de EP. Para
alcanzar el objetivo se trabajé en un modelo in vitro de EP con la linea celular SH-
SY5Y derivada de neuroblastoma humano, tratada con rotenona que genera estrés
oxidativo y muerte neuronal. Se investigo el efecto de los analogos de nicotina y la
rotenona sobre la viabilidad celular mediante el ensayo con MTT, y sobre la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), evaluada con citometria de
flujo con hidroetidina (DHE) y diclorofuoresceina diacetato (DCFDA). Se hallé que el
pre-tratamiento con 10 pM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima mejoraba la
viabilidad celular y disminuia la produccién de ROS en células expuestas a la I1C50

de rotenona.

INTRODUCCION



La enfermedad de Parkinson (EP) es una patologia relativamente comun del
sistema nervioso central (SNC), cuya etiologia estad caracterizada por una
degeneracion selectiva y progresiva de neuronas dopaminérgicas, y presencia de
cuerpos de Lewy en la pars compacta de la sustancia negra, lo cual produce
deplecidon de dopamina en el cuerpo estriado (Kim et al. 2009). Sujetos con esta
enfermedad padecen de temblores, lentitud en sus movimientos, inestabilidad de la
marcha, y rigidez. Estos pacientes pueden ademas presentar discapacidad
funcional, calidad de vida reducida, y un rapido deterioro cognitivo. La prevalencia
de esta patologia se encuentra en un rango de entre 107 a 187 afectados por cada
100.000 habitantes (Xiong et al. 2011).

La rotenona es un pesticida que en modelos animales induce sintomas asociados a
EP, y que se ha sugerido incrementa el riesgo de padecer EP en humanos (Chung et
al. 2007). Este compuesto es un inhibidor del complejo | de la cadena respiratoria
que causa degeneracion de neuronas dopaminérgicas y disfuncion motora
relacionada con EP. La neurotoxicidad de la rotenona se podria deber a su habilidad
de generar especies reactivas de oxigeno (ROS) (Kim et al. 2009). Se trata de una
cetona de origen natural derivada de las raices de especies de plantas leguminosas
tropicales, que cruza rapidamente las membranas celulares (incluyendo a la barrera

hematoencefélica) sin la ayuda de transportadores (Schober 2004).

Para simular con rotenona las condiciones de la EP en un modelo in vitro, se hizo
uso de la linea celular derivada de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Dado que la
nicotina posee la capacidad de ejercer neuroproteccion y evitar la apoptosis, se
esperd que los tratamientos con analogos de esta sustancia en células SH-SY5Y
sometidas a insultos con rotenona también pudieran lograr este efecto
neuroprotector. Los analogos de nicotina utilizados fueron (E)-nicotinaldehido O-
cinamil oxima, y 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol. Estos
compuestos fueron sintetizados y obsequiados por el Grupo de Investigacion en

Fitoguimica de la Pontificia Universidad Javeriana.

Se esperd que los analogos de nicotina ejercieran su efecto a través de la unién a
receptores nicotinicos de Acetilcolina (nNAChR) presentes en las células SH-SY5Y.
Los nAChR son canales i6nicos activados por ligando formados por combinaciones
de subunidades a y B, o que se pueden presentar como homopentameros como en
el caso de los receptores a7, a8 y a9 (Liu et al. 2013). Estos receptores han sido
identificados como prometedores blancos para el tratamiento de EP (Yuan &

Petukhov 2006). El desarrollo de agonistas selectivos por receptores nicotinicos



implicados en la via de sefalizacion de la dopamina y en la supervivencia de
neuronas dopaminérgicas es por tanto de gran importancia, ya que podrian

convertirse en potenciales agentes terapéuticos en el tratamiento contra la EP.

Para el desarrollo de los ensayos biolégicos se usoé la linea celular SH-SY5Y derivada
de neuroblastoma humano. Se realizaron ensayos de viabilidad celular con los
analogos de nicotina, para descartar toxicidad, hallandose que solo a
concentraciones de 100 pM eran capaces de disminuir la viabilidad. Seguidamente
se investigo el tiempo y la concentracion de rotenona que producian apoptosis en el
50% de las células tratadas (IC50), con el fin de usar estas condiciones para

investigar otros parametros. La IC50 de rotenona encontrada fue de 70 uM.

Con los analogos de nicotina se realizaron ensayos de pre-tratamiento, co-
tratamiento y post-tratamiento con respecto a la rotenona, con el fin de establecer
si eran capaces de ejercer efectos neuroprotectores. Mediante la prueba de
viabilidad celular con MTT ((3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-diphenyltetrazolium
bromuro) se encontré6 que (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima a concentraciones
de 1 y 10 uM eran capaces de proteger y mejorar la viabilidad celular. Estos
resultados se confirmaron mediante citometria de flujo utilizando ioduro de propidio
segun las recomendaciones del fabricante. Para los ensayos de estrés oxidativo se
escogid solamente la concentracién de 10 pM, hallandose una disminucién en la
produccién de aniones superéxido (prueba con hidroetidina (DHE)) y de perdxido de
hidrégeno (prueba con diclorofluoresceina diacetato (DCFDA)) en células pre-
tratadas con esta concentracion del analogo de nicotina, en comparacién con

aquellas sin pre-tratamiento.

Los ensayos se realizaron segun disefios por triplicado. Para determinar los efectos
de los diferentes factores considerados se hicieron comparaciones multiples
utilizando el analisis de varianza (ANOVA) y post-hoc Tukey y Dunnett, y se
compararon tratamientos entre si mediante la prueba t de Student. Los resultados

con un valor de p < 0.05 fueron considerados significativos.

En este trabajo se examinaron entonces los posibles efectos neuroprotectores de
analogos de nicotina en células dopaminérgicas humanas SH-SY5Y tratadas con
rotenona, un modelo celular de EP cominmente usado. Esta investigacion buscé
establecer si andlogos de la nicotina podrian ser Gtiles como probables agentes
terapéuticos en el tratamiento de la EP, o de otras patologias en donde la

disminucion de la viabilidad celular y el estrés oxidativo sean parte de las causas.



Adicionalmente, se buscé establecer la funcionalidad de analogos de la nicotina que
no se encuentran reportados en la literatura al ser compuestos sintetizados
originalmente en la Pontificia Universidad Javeriana que anteriormente no habian

sido estudiados en ensayos bioldgicos.

Este trabajo de investigacion abordé una de las principales enfermedades
neurodegenerativas: la EP. Efectos neuroprotectores que puedan ser demostrados
con el tratamiento mediante analogos de nicotina en cultivos celulares, permitiran
avanzar en nuevos ensayos preclinicos que puedan llegar a encontrar nuevas

estrategias terapéuticas para tratar esta patologia.

MATERIALES Y METODOS

Cultivos celulares

Las células de la linea celular SH-SY5Y derivada de neuroblastoma humano (Cédigo
ATCC CRL-2266) fueron cultivadas en cajas de cultivo de 75 cm? en medio
DMEM/F12 (Sigma®) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 10% y solucion
antibidtica-antimicotica de penicilina/estreptomicina al 1%, que contiene 10U
penicilina/ 10 pg estreptomicina/ 25 ng anfotericina marca Lonza®. Fueron
incubadas a 37°C con CO, al 5% vy aire al 95% (v/v). A las células se les cambid
medio cada 2 dias y se hicieron subcultivos cada 7 dias. Fueron sembradas en
placas de 96 pocillos para la medicién de muerte celular, y de 24 pocillos para las
determinaciones de citometria de flujo. Estas células son adrenérgicas en fenotipo
pero también expresan marcadores dopaminérgicos por lo cual han sido usadas en

el estudio de la EP.

Preparacion de Tratamientos y ensayos de viabilidad celular

Los analogos de nicotina 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol y
(E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima, fueron sintetizados y obsequiados por el
laboratorio de Fitoguimica de la Pontificia Universidad Javeriana. Fueron diluidos en
dimetil sulféxido (DMSO) al 100% antes de diluirse en medio de cultivo sin SFB. Las
concentraciones finales de los analogos de nicotina usadas para los ensayos
bioldgicos fueron de 1, 10 y 100 pM. En el grupo control se adicion6 DMSO al medio
de cultivo sin SFB. Se hicieron ensayos con rotenona para determinar la IC50, es
decir la concentracion y el tiempo en el que esta sustancia producia muerte celular
en el 50% de las células. Esto con el fin de obtener una concentracion y tiempo de
tratamiento con rotenona para ser usados en los demas ensayos biolégicos. Para

este procedimiento se us6 el software GraphPad Prism 5, que con la férmula



Y=100/(1+10" ((X-LoglC50))) determind la IC50 a las 48 horas de tratamiento
con rotenona.

La viabilidad celular se evalu6é mediante el ensayo del Bromuro 3-(4,5-dimetiltiazol-
2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). Estos ensayos se hicieron para determinar la
concentracion a la cual los analogos de nicotina eran toxicos y descartar esa
concentracion en ensayos siguientes, y ademas para comprobar la IC50 de la
rotenona.

Se usaron tres concentraciones de ambos analogos: 1, 10 y 100 uM, disueltos en
DMSO y llevados posteriormente a medio de cultivo sin suero. Se midi6 la viabilidad
celular por medio de la prueba MTT, siendo evaluados tres tiempos: 24, 48 y 72
horas, después de la aplicacion de los tratamientos.

Para establecer el tiempo y la concentracion de rotenona a la que la viabilidad
celular era 50% con respecto al control, se realizé un ensayo de MTT. Se usaron
cuatro concentraciones de rotenona: 10, 100, 200 y 500 uM, también disueltos en
medio de cultivo sin suero. Se midio la viabilidad celular por medio de la prueba
MTT, siendo evaluados tres tiempos: 24, 48 y 72 horas, después de la aplicacion de

los tratamientos.

Pre, Co y Post-tratamientos con analogos de nicotina: Ensayos de
viabilidad celular

Estos ensayos se realizaron con el fin de conocer si la administracion de analogos
de nicotina, previa, al tiempo, o posterior al suministro de rotenona a las células,
tenia alguna incidencia sobre la toxicidad de este pesticida, o si los analogos de
nicotina podian ejercer proteccion y disminuir la mortalidad de células tratadas con
rotenona.

Las células fueron sembradas en cajas de 96 pocillos durante 36 horas,
sembrandose dos cajas por cada analogo de nicotina a testear, para un total de 4
cajas. En cada pocillo se sembraron aproximadamente 20000 células, que fueron
incubadas a 37°C, con 5% de saturaciéon de CO, durante 36 horas, para posibilitar
el crecimiento y la adherencia. Pasado este tiempo, una vez las células se pegaron
a la caja y desarrollaron procesos, se retir6 el medio de las cajas, que fue
reemplazado por medio sin SFB.

Se dejo a las células deprivadas de SFB durante 12 horas, y para las pruebas de
pre-tratamientos, una vez pasado este tiempo se procedid a aplicar 3-(piridin-3-il)-
3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol y (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima. Se
usaron cuatro concentraciones de ambos analogos: 1, 10, 50 y 100 uM, disueltos
en DMSO vy llevados posteriormente a medio de cultivo sin suero. En otro grupo de

células no se aplic6 ninguna concentracion de los analogos de nicotina, para asi



comparar estas células con aquellas que si fueron tratadas con los analogos.
Pasadas 24 horas de pre-tratamiento con los analogos de nicotina, las células
fueron tratadas con la IC50 de rotenona (70 uM) durante 48 horas, después de las
cuales se midi6 la viabilidad celular por medio de la prueba MTT. Para las pruebas
de co-tratamientos, se adicioné al mismo tiempo la IC50 de rotenona y las
concentraciones usadas para cada uno de los analogos de nicotina: 1, 10, 50 y 100
UM. Al igual que en las pruebas de pre-tratamientos, un grupo de células no fue
tratado con los analogos de nicotina, sino que solamente se les aplicé la IC50 de
rotenona. Pasadas 48 horas se midié la viabilidad celular por medio de la prueba
MTT. Por dltimo, en las pruebas de post-tratamientos, en primera instancia las
células fueron tratadas con la IC50 de rotenona, dejada en los pocillos durante 48
horas, después de las cuéales se adicionaron las concentraciones de analogos de
nicotina (1, 10, 50 y 100 pM) que fueron dejadas durante 24 horas, para
posteriormente hacer la lectura de viabilidad celular mediante la prueba MTT. Como
se hizo en los pre-tratamientos y co-tratamientos, un grupo de células no fue
tratado con los analogos de nicotina, sino que solamente se les retiré el medio con
rotenona pasadas las primeras 48 horas, que fue reemplazado por DMSO en medio

de cultivo sin suero.

Pre-tratamientos con analogos de nicotina: Evaluacion de viabilidad celular
con citometria de flujo usando Ioduro de Propidio

Las células fueron sembradas en una caja de 24 pozos, sembrandose
aproximadamente 100000 células en cada uno, en un volumen final de 600 pL por
pozo. Las células fueron dejadas 24 horas en incubacién, con el fin de facilitar su
adherencia a la caja, tiempo después del cual se aplicaron los tratamientos 1, 10,
50 y 100 uM de los analogos de nicotina, y se dejaron 3 pozos como control
negativo (al que después se le aplicaria rotenona) sin aplicar ningin tratamiento
contandose con 3 réplicas para cada tratamiento y dejandose un control positivo
con solamente medio de cultivo (3 réplicas). Después de 24 horas se procedié a
aplicar la IC50 de rotenona en todos los pozos, y pasadas 48 horas de tratamiento
con rotenona se realizé la prueba de viabilidad celular con loduro de Propidio (IP)
mediante citometria de flujo. El parametro usado para el andlisis de los datos
obtenidos fue la intensidad media de fluorescencia (IMF), en donde a mayor
intensidad hay mayor porcentaje de células muertas, por lo cual este parametro
puede ser usado para ver diferencias en viabilidad celular entre los tratamientos. Se
establecié el porcentaje de células IP positivas, en donde el IP penetra en las
células que tienen un compromiso en la membrana celular pero no cruza las

membranas de células viables.



Evaluacion de la produccion de aniones superéxido (0,’) por citometria de
flujo

Para medir el efecto del pre-tratamiento con 10 uM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil
oxima (condicion que mostré los mejores efectos en las pruebas de viabilidad
celular) sobre la producciéon de aniones superoxido (O;) en células SH-SY5Y
sometidas a la IC50 de rotenona, se realiz6 un andlisis de citometria de flujo
usando hidroetidina (DHE; Sigma) en un citbmetro Guava Easy Cye™.

Dihidroetidio (DHE) o hidroetidina es un compuesto permeable a las células, que al
entrar en éstas interactia con O, para formar oxietidio (Zhao et al. 2003), que a su
vez interactua con los acidos nucleicos para emitir un color rojo brillante detectable
mediante citometria de flujo (Tarpey et al. 2004). Los datos fueron normalizados
contra un control no tratado con rotenona ni con el analogo de nicotina, y el
parametro usado para el analisis de los datos obtenidos fue la intensidad media de
fluorescencia (IMF), en donde a mayor intensidad hay mayor porcentaje de células

tefiidas con DHE, y por tanto mayor produccion de superoxidos.

Evaluacion de la produccion de peroxido de hidrogeno (H,0,) por
citometria de flujo

Para medir el efecto del pre-tratamiento con 10 uM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil
oxima la produccién de perdoxido de hidrégeno (H.0,) en células SH-SY5Y
sometidas a la IC50 de rotenona, se realiz6 un andlisis de citometria de flujo
usando Diclorofluoresceina diacetato (DCFDA) en un citémetro Guava Easy Cye™.
DCFDA y sus derivados son oxidados por un rango amplio de ROS, incluyendo H,0,,
radicales hidroxilo (OH"), hidroperoxi y ONOO", produciéndose una fluorescencia
roja (Uy et al. 2011). El ensayo con DCFDA se basa en un principio en el cual la
2',7'-diclorodihidrofluoresceina diaceteto puede ser oxidada por ROS y convertida a
2',7'-diclorofluoresceina que es fluorescente y puede ser detectada mediante
citometria de flujo (Cristévao et al. 2009). Los datos fueron normalizados contra
un control no tratado con rotenona ni con el analogo de nicotina, y el parametro
usado para el andlisis de los datos obtenidos fue la intensidad media de
fluorescencia (IMF), en donde a mayor intensidad hay mayor porcentaje de células

tefidas con DCFDA, y por tanto mayor produccion de ROS, especialmente de H,0,.

Analisis Estadistico
Los analisis estadisticos se llevaron a cabo usando el software GraphPad Prism 5.
Dada una distribucion normal de los datos, las diferencias entre los tratamientos se

evaluaron mediante el analisis de varianza de una via (ANOVA). Posteriormente, si



se detectaron diferencias significativas entre los grupos, se llevé a cabo una prueba
de Tukey para comparar 2 tratamientos entre si, y una prueba de Dunnett para
comparar cada uno de los tratamientos con el control. Para comparar las medias de
los tratamientos y establecer el efecto de las diferentes concentraciones de los
analogos de nicotina en comparacion con la aplicacion de rotenona por si sola, se
usé una prueba t de Student pareada. Los resultados se presentaron como las
medias *.SD (Desviacién estandar), asumiendo diferencias estadisticamente

significativas cuando P < 0.05.

RESULTADOS

Ensayos de viabilidad celular con analogos de nicotina

Se estudié en primera instancia si los analogos de nicotina investigados afectaban o
no la supervivencia celular de SH-SY5Y bajo condiciones de cultivo normales. La
prueba de viabilidad celular con MTT indicé que las concentraciones 1 y 10 uM de
(E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima no afectaron la supervivencia celular en
ninguno de los 3 tiempos evaluados (24, 48 y 72 h), al compararlas con el control,
mientras que la concentraciéon de 100 puM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima
disminuyé la proliferacién celular un 44.46% (Desviacion Estandar = 13.09) a las
24 horas, y un 34.82% (DE = 17.67) a las 48 horas, y en la medicién de 72 horas
para este analogo de nicotina no existieron diferencias significativas entre los
tratamientos y el control (Figura 1 (a)). Por otra parte, ninguna de las 3
concentraciones usadas de 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-
hexahidrobenzol[d]isoxazol afecté la viabilidad celular a las 24 horas, mientras que
la concentracion de 100 uM disminuyd éste parametro un 40.17% (DE = 17.37) a
las 48 horas. A las 72 horas no se encontré que ninguna de la concentraciones
testeadas de este analogo hayan afectado la supervivencia celular, pero que la
concentracion de 10 pM aumentdé un 32.92% (DE = 40.72) la viabilidad celular,
resultado que pudo deberse a factores alineados en los procedimientos
experimentales. Los resultados de Vviabilidad celular con 3-(piridin-3-il)-
3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol se muestran en la Figura 1(b). En todos
los ensayos se us6é un control con DMSO, sustancia en donde se disolvieron los
analogos de nicotina. Este control se utilizé con el fin de comprobar que el DMSO

no estuviera afectando la viabilidad celular por si solo.



Ensayos de viabilidad celular con rotenona

Como modelo de EP en células SH-SY5Y se usé la intoxicacion por rotenona. Se
investigd entonces a que concentraciéon y en qué tiempo la rotenona producia
muerte celular en el 50% de la poblacién celular, para asi usar esta concentracion y
tiempo en los ensayos biolégicos posteriores. Para ello se llevé a cabo una prueba
de viabilidad celular con MTT, la cual indic6 que a las 24 horas ninguna de las
concentraciones usadas disminuyd la viabilidad celular con respecto al control. A las
48 horas todas las concentraciones usadas disminuyeron la viabilidad con respecto
al control, no existiendo diferencias entre las concentraciones y presentandose esa
disminucion asi: la concentracion de 10 pM disminuyd la viabilidad un 39.04% con
respecto al control (DE = 43.54), la dosis de 100 pM la disminuy6 un 51.29% (DE
= 17.01), la de 200 pM un 70.12% (DE = 13.55), y en la concentracién de 500 pM
la viabilidad se vio disminuida un 49.74% con respecto al control (DE = 10.41). Por
su parte, los ensayos evaluados a las 72 horas demostraron que todas las
concentraciones de rotenona disminuian la viabilidad celular muy por encima del
50% con respecto al control, asi: la concentraciéon de 10 uM disminuy® la viabilidad
un 79.08% con respecto al control (DE = 6.295), la dosis de 100 uM la disminuy6
un 81.31% (DE = 8.68), la de 200 pM un 78.78% (DE = 14.48), y en la
concentracién de 500 uM la viabilidad se vio disminuida un 84.45% con respecto al
control (DE = 5.074). Estos resultados indicaron que los efectos perjudiciales
causados por la rotenona sobre la viabilidad de células SH-SY5Y fueron
incrementdndose a lo largo de las 72 horas de medicién, siendo tiempo-
dependientes.

Para determinar la IC50 se usaron entonces solamente los resultados de viabilidad
celular obtenidos en los ensayos a las 48 horas, debido a que las 24 horas no se
vio toxicidad y a las 72 horas esa toxicidad hizo que la muerte celular estuviera
muy por encima del 50%. Para este procedimiento se usé el software GraphPad
Prism 5, que con la férmula Y=100/(1+10" ((X-LoglC50))) determind la IC50 a las
48 horas de tratamiento con rotenona era de 67.18 uM, concentracién que se
aproximé a 70 pM para ser usada en los ensayos bioldgicos posteriores. Los
resultados de viabilidad celular con rotenona se muestran en la Figura 2.
Pre-tratamiento con analogos de nicotina

Al investigar si un pre-tratamiento de 24 horas con los analogos de la nicotina
podia revertir la disminucion de la viabilidad celular provocada con la IC50 de
rotenona, o si por el contrario era capaz de aumentar la toxicidad de este pesticida,
se encontré6 mediante la prueba de viabilidad celular con MTT que el pre-

tratamiento con concentraciones de 1 y 10 pM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil



oxima reducia la muerte celular en comparacién con el grupo de células que no
fueron pre-tratadas (Figura 3). Las células pre-tratadas con 1 pM tenian en
promedio una viabilidad 15.04% (DE = 8.38) mayor que la de las células que no
fueron pre-tratadas (representadas como O pM en Figura 10). Por su parte, las
células pre-tratadas con 10 pM mostraron en promedio una viabilidad 27.91% (DE
= 10.36) mayor que la de las células no pre-tratadas. No hubo diferencias
significativas entre los pre-tratamientos de las concentraciones 1 y 10 pM de (E)-
nicotinaldehido O-cinamil oxima, pero se escogio el pre-tratamiento con 10 pM para
realizar los experimentos subsiguientes de estrés oxidativo y produccion de ROS,
debido a que esta concentracion fue la que mostré una mejor respuesta por parte
de las células. Los pre-tratamientos con 50 y 100 puM de (E)-nicotinaldehido O-
cinamil oxima no mostraron diferencias significativas en la viabilidad celular con
respecto al grupo de células no pre-tratadas.

Ninguna de las concentraciones usadas en el pre-tratamiento con 3-(piridin-3-il)-
3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol mostré diferencias significativas en la
viabilidad celular con respecto a la presentada por las células que no fueron pre-

tratadas (Figura 4).

Co-tratamiento con analogos de nicotina

Se encontr6, mediante la prueba de viabilidad celular con MTT, que el co-
tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima no redujo la muerte celular en
ninguna de las concentraciones usadas, en comparacién con el grupo de células que
no fueron co-tratadas (Figura 5). Adicionalmente, ninguna de las concentraciones
usadas en el co-tratamiento con 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-
hexahidrobenzol[d]isoxazol mostré diferencias significativas en la viabilidad celular

con respecto a la presentada por las células que no fueron co-tratadas (Figura 6).

Post-tratamiento con analogos de nicotina

A través de la prueba de viabilidad celular con MTT, se hall6 que el post-
tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima no redujo la muerte celular en
ninguna de las concentraciones usadas, en comparaciéon con el grupo de células que
no fueron post-tratadas (Figura 7). Por el contrario, las concentraciones de 50 y
100 pM redujeron la viabilidad celular 9.024 (DE = 9) y 9.378% (DE = 8.773)
respectivamente, en comparacion con las células a las que no se les aplicé este
post-tratamiento. Por otra parte, ninguna de las concentraciones usadas en el
post-tratamiento con  3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol

mostré diferencias significativas en la viabilidad celular con respecto a la



presentada por las células que no fueron co-tratadas (Figura 8). El post-tratamiento

con este anélogo de nicotina no aumentd ni disminuyd la viabilidad celular.

Pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima: Evaluacién de
viabilidad celular con citometria de flujo usando Ioduro de Propidio

Con el fin de confirmar los resultados obtenidos de viabilidad celular con la prueba
MTT, en donde se encontré6 que el pre-tratamiento con 1 y 10 uM de (E)-
nicotinaldehido O-cinamil oxima era capaz de reducir la disminucién en la viabilidad
celular provocada por la IC50 de rotenona, se procedid a realizar un ensayo de
citometria de flujo con loduro de Propidio. Esta confirmaciéon se hizo debido a que
este ensayo con citometria tiene mayor fineza y exactitud a la hora de evaluar
viabilidad celular. Como se explicé en la metodologia de este trabajo, el loduro de
Propidio tifie a las células que estan muertas y no a las viables. Mediante este
ensayo se encontr6é que habia diferencias significativas entre la intensidad media de
fluorescencia (IMF) de los pre-tratamientos con concentraciones de 1, 10 y 50 uM,
con respecto a la IMF de las células no pre-tratadas. Las células pre-tratadas con
estas concentraciones de (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima presentaron una
menor IMF y por lo tanto menor muerte celular, confirmando que estas
concentraciones de este analogo de nicotina son capaces de disminuir la muerte
celular. Entre O y 1 pM hubo una diferencia de IMF de 21.24% (DE = 1.004),
mientras que entre O y 10 uM se encontrd una diferencia de IMF de 24.51% (DE =
2.479), y entre 0 y 50 puM fue hallada una diferencia de IMF de 13.96% (DE =
7.868). No se encontraron diferencias significativas entre las células pre-tratadas
con 100 uM y aquellas que no fueron pre-tratadas. Ademas, no hubo diferencias
significativas en la IMF entre las células pre-tratadas con concentraciones que
mostraron menor IMF (1, 10 y 50 uM). Los resultados de este ensayo se pueden

observar en la figura 9.

(E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima y su influencia sobre la produccion de
aniones superoxido después de un insulto con rotenona

Para medir el efecto del pre-tratamiento con 10 uM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil
oxima (condicibn que mostré los mejores efectos en las pruebas de viabilidad
celular) sobre la produccién de aniones superoxido (O;) en células SH-SY5Y
sometidas a la IC50 de rotenona, se realiz6 un andlisis de citometria de flujo
usando hidroetidina DHE, que es un compuesto permeable a las células, que al
entrar en éstas interactua con O, para formar oxietidio (Zhao et al. 2003), que a su
vez interactua con los acidos nucleicos para emitir un color rojo brillante detectable

mediante citometria de flujo (Tarpey et al. 2004).



Mediante este ensayo se encontré que habia diferencias significativas en los niveles
de ROS (especificamente aniones superéxido) producidos por las células pre-
tratadas y no pre-tratadas con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima y después
tratadas con la IC50 de rotenona, con respecto a los niveles producidos por las
células control. En la prueba ANOVA se encontré que habia diferencias significativas
entre las medias, con un valor de p<0.0001, hallandose ademas mediante la
prueba de Dunnett (que compara al control con respecto a los demas grupos) que
en las células no pre-tratadas y sometidas al insulto con rotenona existia una
produccion de ROS en promedio 85.08% (DE=14.88) mayor con respecto al
control, y que las células pre-tratadas produjeron 35.84% (DE=6.515) mas ROS
que las células que sirvieron como control.

Por otra parte, al evaluar si el pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil
oxima lograba una reduccion en los niveles de ROS producidos y detectados
mediante la prueba con DHE, se encontr6, mediante la prueba t de Student, que
efectivamente este analogo de nicotina era capaz de disminuir este parametro un
49.24%, en comparacion con la produccion de ROS a causa de la rotenona en
células no pre-tratadas (p = 0.0104). Estos resultados confirmaron que el analogo
de nicotina utilizado podria ser capaz de disminuir la produccién de ROS en un
modelo de EP y por tanto reducir el estrés oxidativo y la muerte celular. Los

resultados de este ensayo se pueden observar en la figura 10.

(E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima y su influencia sobre la produccion de
peroxido de hidrogeno después de un insulto con rotenona

Con el fin de evaluar el efecto del pre-tratamiento con 10 pM de (E)-nicotinaldehido
O-cinamil oxima la produccién de perdxido de hidrégeno (H»,0,) en células SH-SY5Y
sometidas a la IC50 de rotenona, se realiz6 un andlisis de citometria de flujo
usando Diclorofluoresceina diacetato (DCFDA). DCFDA y sus derivados son oxidados
por un rango amplio de ROS, incluyendo H,0,, radicales hidroxilo (OH"), hidroperoxi
y ONOO", produciéndose una fluorescencia roja (Uy et al. 2011). El ensayo con
DCFDA se basa en un principio en el cual la 2’,7'-diclorodihidrofluoresceina
diaceteto puede ser oxidada por ROS y convertida a 2’,7'-diclorofluoresceina que es
fluorescente y puede ser detectada mediante citometria de flujo (Cristovdo et al.
2009).

Se encontraron diferencias significativas en los niveles de ROS producidos por las
células pre-tratadas y no pre-tratadas con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima y
después tratadas con la IC50 de rotenona, con respecto a los niveles producidos
por las células control. En la prueba ANOVA se encontré que habia diferencias

significativas entre las medias, con un valor de p = 0.0001, hallAndose ademas



mediante la prueba de Dunnett (que compara al control con respecto a los demas
grupos) que en las células no pre-tratadas y sometidas al insulto con rotenona
existia una produccion de ROS en promedio 80.32% (DE=14.40) mayor con
respecto al control, y que las células pre-tratadas produjeron 26.26% (DE=6.515)
mas ROS que las células que sirvieron como control.

Adicionalmente, al evaluar si el pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil
oxima lograba una reduccion en los niveles de ROS producidos y detectados
mediante la prueba con DCFDA, se hall6, mediante la prueba t de Student, que
efectivamente este analogo de nicotina era capaz de disminuir este parametro en
promedio un 54.06%, en comparacion con la producciéon de ROS a causa de la
rotenona en células no pre-tratadas (p = 0.0132). Estos resultados confirmaron, al
igual que lo ocurrido en el ensayo con DHE, que el analogo de nicotina utilizado
podria ser capaz de disminuir la produccion de ROS en un modelo de EP y por tanto
reducir el estrés oxidativo y la muerte celular. Los resultados de este ensayo se

pueden observar en la figura 11.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

Estudios epidemiolégicos han demostrado una relacion inversa entre fumar
cigarrillo y el riesgo de desarrollar EP, asociacibn que se ha observado en mas de
40 estudios independientes realizados por diferentes investigadores en los ultimos
50 afos (Ward et al. 2008). EI humo del cigarrillo estd compuesto por méas de 4000
sustancias, pero la nicotina es al parecer particularmente importante (Cormier et al.
2003). Aungue aun no se ha identificado con claridad el componente del humo de
cigarrillo que confiere neuroproteccion en la EP, numerosos estudios que usan tanto
cultivos celulares como modelos animales sugieren que la nicotina juega un papel
importante en este aspecto (Quik et al. 2007). El problema que posee la nicotina es
que es capaz de generar dependencia y actuar como un agente téxico que dafia
células y tejidos en el cuerpo humano. Es por ello que se decidié estudiar los
posibles efectos benéficos sobre la viabilidad celular y el estrés oxidativo ejercidos
por dos analogos de nicotina que no estan reportados en la literatura, en un modelo
de EP en células SH-SY5Y sometidas a insultos con rotenona.

La linea celular SH-SY5Y se caracteriza por expresar un fenotipo catecolaminérgico
y receptores nicotinicos (Riveles et al. 2008). Los analogos de la nicotina podrian
ejercer los mismos efectos benéficos que la nicotina en el tratamiento de la EP,
pero a su vez es posible que no ejerzan la misma toxicidad y capacidad de adiccion.
Ademas, es necesario encontrar nuevas terapias farmacoldgicas que se centren en

la neuroproteccion de las neuronas dopaminérgicas, ya que los tratamientos



actuales se limitan a suplementar dopamina o a mejorar el efecto dopaminérgico,
sin darle importancia a los efectos neuroprotectores (Takeuchi et al. 2009). Los
modelos in vitro son importantes herramientas para el descubrimiento de
potenciales farmacos, y lineas celulares como SH-SY5Y han sido las plataformas
tradicionales para la deteccion de agentes neuroprotectores candidatos a ser de
utilidad en el tratamiento de EP.

Solamente (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima, en concentraciones de 1 y 10 uM,
demostré imitar la accion benéfica de la nicotina en estudios in vitro, consistente en
mejorar la viabilidad celular en células tratadas con rotenona. Por su parte, 3-
(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol fue incapaz de mejorar la
viabilidad celular, lo cual pudo deberse a que las concentraciones usadas no fueron
las correctas (solo se usaron 4 concentraciones) o a que simplemente éste analogo
de nicotina no es capaz de imitar esta accion benéfica ejercida por la nicotina. La
capacidad de las concentraciones de 1 y 10 uM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil
oxima de proteger a las células y disminuir la muerte celular provocada por
rotenona coincide con concentraciones similares de nicotina usadas en otros
estudios que mostraron también estos efectos benéficos. Por ejemplo, Peng et al.
(2013) hallaron que la concentraciéon de 40 pM de nicotina protegia a cultivos
primarios de neuronas dopaminérgicas de ratones, aumentando la viabilidad un
57% con respecto a las células no tratadas. Riveles et al. (2008) encontraron que
concentraciones de entre 0.1 y 10 uM de nicotina protegian a las células SH-SY5Y
contra los efectos téxicos de 6-OHDA, Quik et al (2007) hallaron que la
administraciéon de nicotina ejercia neuroproteccién parcial ante neurotoxinas en
células de ratas, ratones y primates, y Takeuchi et al. (2009) demostraron que el
pre-tratamiento con nicotina protegia significativamente el cuerpo estriado y la
sustancia nigra de ratones tratados con rotenona.

Dukat et al. (2002) probaron dos analogos de nicotina que fueron sintetizados
haciendo un reemplazo en la posicién 5 de esta sustancia: 5-bromonicotina (K; =
6.9 nM) y 5-metoxinicotina (K; = 14.3 nM). Estos investigadores demostraron que
ambos analogos tenian una alta afinidad por el nAChR (aunque aproximadamente 3
a 6 veces menor que la de la nicotina), pero que a pesar de ello no lograron imitar
los efectos antinociceptivos, hipolocomotores e hipotérmicos de la nicotina en
ratones. Pero en lineas generales, se sabe poco acerca de la farmacologia y de las
posibles acciones benéficas asociadas a una modificacion en la posicion 5 de la
nicotina, siendo mencionada esta modificacion por primera vez por Leete et al.
(1971), quienes sintetizaron un compuesto llamado 5-fluoronicotina, pero cuyas
propiedades farmacoldgicas en estudios in vitro no fueron especificadas. Por otra

parte, se han promovido otros analogos de nicotina como agonistas del nAChR para



el tratamiento de la EP, como por ejemplo el SIB-1508Y, que si han sido capaces de
ejercer neuroproteccion, aumentando la viabilidad celular y disminuyendo la
produccion de ROS y el estrés oxidativo (Dukat et al. 2002). Es posible por tanto
que a pesar de que haya analogos de nicotina, como los usados en nuestra
investigacion, capaces de unirse con mayor o similar afinidad al receptor, los datos
de unién no son suficientes para explicar la farmacologia y las acciones ejercidas
por estos sobre la viabilidad celular y la disminucion del estrés oxidativo.

La capacidad de (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima de aumentar la viabilidad
celular en nuestro modelo de EP con rotenona, podria deberse a la accién sobre una
via de sefalizacion expuesta e hipotetizada por Shimohama (2009), en donde el
nAChR a7 es activado y estimula a su vez a la familia del Src, que activa a la
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K) para fosforilar a Akt, que una vez fosforilada
transmite una sefial que hace que haya una regulacién al alza de Bcl-2 y Bcl-x. Esta
regulacion al alza podria prevenir, segin Shimohama (2009), que las neuronas
mueran debido a la rotenona. Esta investigadora sostuvo que la cascada PI3K-Akt
contribuia al efecto neuroprotector de la nicotina (y probablemente de sus
analogos), y que la familia de Bcl-2 se activaba posteriormente trabajando como un
factor que evitaba la muerte neuronal provocada por rotenona. Por ello, la
investigadora concluyé que la activacion de la via PI3K-Akt promovia la
supervivencia celular y que la regulacién al alza de Bcl-2 era un componente
importante de este mecanismo de supervivencia.

Existe otra hipdtesis segun la cual la nicotina y por ende, posiblemente algunos de
sus andélogos, son capaces de incrementar el nUmero de nAChRs en el cerebro,
ejerciendo de esta manera neuroproteccién (Peng et al. 1997). Segun Peng et al.
(1997) la nicotina regula al alza los nAChR a3 (aumento de 500 a 600%) y a7
(aumento de solo 30%) en células SH-SY5Y, pero para lograr este efecto se
requiere de concentraciones mucho mas altas que aquellas presentes en el plasma
de los fumadores. Segun los investigadores, la EC50 de nicotina para que se
produzca una regulacién al alza de nAChR en células SH-SY5Y era de 100 uM para
los receptores a3 y 65 UM para los del subtipo a7. La regulaciéon al alza de nAChR y
el aumento de la viabilidad celular en este estudio se dio de forma completa a las
24 horas de tratamiento. Futuras investigaciones, en donde se lleven a cabo
técnicas como la inmunocitoquimica con anticuerpos, que tengan como blanco la
deteccidon de nAChRs, podrian ser fundamentales para conocer si en las células SH-
SY5Y el aumento de la viabilidad celular provocado por (E)-nicotinaldehido O-
cinamil oxima y otros analogos de nicotina, va acompafado por un incremento en

el numero de este tipo de receptores.



Por su parte, Takeuchi et al. (2009) analizaron los mecanismos moleculares del
efecto protector de la nicotina en cultivos primarios de neuronas dopaminérgicas
expuestas a rotenona, encontrando que estos efectos neuroprotectores eran
evitados por inhibidores de PI3K-Akt/PKB, confirmandose la hipotesis de
Shimohama, y demostrando que la toxicidad provocada por la rotenona sobre las
neuronas es inhibida mediante la activacion del nAChR a4B2 o de la via de
sefalizacién que involucra al receptor a7 y a PI3K-Akt/PKB. Estos investigadores
revelaron que tanto la toxicidad de la rotenona como la neuroproteccion de la
nicotina se dieron mayormente después de 24 horas de tratamiento, contrario a lo
ocurrido en nuestra investigacion en donde hubo un pre-tratamiento de 24 horas
con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima que mostré neuroproteccion y una
toxicidad maxima de rotenona 48 horas después de ese pre-tratamiento. Ademas,
la neuroproteccion ejercida por la nicotina en el estudio de Takeuchi et al. (2009)
se dio mediante co-tratamiento, y de una forma dependiente de la dosis, y
demostraron por otra parte que esta proteccion se daba mediante la activacion de
al menos dos tipos de receptores nicotinicos: a4p2 y a7.

Se ha demostrado que la nicotina puede ejercer neuroproteccion al aumentar la
expresion de receptores de superficie tirosin quinasa (TrkA) y produciendo
incrementos regionales en factores troficos como el factor de crecimiento de
fibroblastos basico (FGF-2) (Belluardo et al. 1998, Starkov et al. 2002). Por otra
parte, la nicotina y sus analogos también son capaces de ejercer neuroproteccion
cuando los nAChR activados actian sobre la via de sefializacion del factor
neurotroéfico derivado de cerebro y la tirosin quinasa B (BDNF-TrkB), induciendo la
proliferaciéon celular y promoviendo la liberacion de BDNF que activa a los
receptores TrkB (Serres & Carney 2006). Al parecer, los receptores de tipo a4B2 y
a7 y una pequefia elevacion en el Ca®" intracelular podrian estar implicados en
estas respuestas (Cormier et al. 2003). La neuroprotecciéon observada con (E)-
nicotinaldehido O-cinamil oxima podria darse por esta via, actuando éste analogo
de nicotina en las células SH-SY5Y sobre el receptor a7, pero estudios mas
profundos mediante técnicas como la inmunocitoquimica o métodos para el
silenciamiento de RNA son requeridos para confirmarlo.

Otras vias mediante los cuales la nicotina y analogos de esta sustancia podrian
evitar o retrasar la aparicion de PD, estan siendo investigadas y podrian ser objeto
de investigacion en futuros estudios. Por ejemplo, la activacion del nAChR mediante
la nicotina o alguno de sus anélogos desencadena la liberacion de dopamina, asi
como también estd implicada en la modulacién neural de la inflamacion. Por otra
parte, esta accion anti-inflamatoria en la que existe una disminucién en la sintesis

del factor de necrosis tumoral (TNF a) y de la sintasa del 6xido nitrico inducible



(iNOS), estd implicada en los efectos neuroprotectores de la nicotina (Ward et al.
2008) y deberia ser investigada con mayor profundidad en estudios futuros.
También es de importancia investigar tanto en modelos in vitro como en modelos in
vivo de EP, otras vias de neuroproteccién, como por ejemplo aquellas relacionadas
con las actividades de las monoamino oxidasas A y B, que disminuyen por el
tratamiento con nicotina haciendo que haya una disminucion en la oxidacion de
dopamina, o la probable capacidad de la nicotina y sus analogos de ejercer
neuroproteccion de las neuronas dopaminérgicas estimulando la liberacion del
factor de crecimiento de fibroblastos neurotréfico-2 (FGF-2), asi como su influencia
sobre la produccion de hormonas pituitarias que estimulan la produccion de
cortisona (Ward et al. 2008), la participacion del factor neurotréfico BDNF en la
neuroproteccion mediada por nicotina (Serres & Carney 2006), entre otras.

Es importante anotar que el criterio para escoger el modelo de EP en esta
investigacion, se debid a que en la EP existen alteraciones en la actividad del
complejo | de la cadena respiratoria mitocondrial, que se ha evidenciado en
cerebros de pacientes que sufren de esta patologia (Beal 1995, Nakamura et al.
2004), y la rotenona es capaz de imitarlas, por lo cual se considera que es una
herramienta muy atil tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo de EP.
Ademas, este pesticida puede proporcionar pistas acerca de las exposiciones
ambientales que podrian aumentar el riesgo de tener EP. La rotenona produce una
inhibicién crdénica y sistémica del complejo mitocondrial 1 y causa degeneracion
altamente selectiva de las neuronas dopaminérgicas nigroestriatales
disminuyéndose el ATP y aumentandose la producciéon de ROS y el estrés oxidativo,
lo cual conlleva finalmente a la muerte celular (Betarbet et al. 2000, Douna et al.
2012). Sin embargo, segun Douna et al. 2012, no es la disminuciéon en el ATP la
causante de la muerte celular, sino la gran cantidad de ROS que se producen. La
administraciéon de rotenona ademas, podria considerarse como una inductora de las
caracteristicas anatdmicas, neuroquimicas Yy neuropatolégicas de la EP,
aumentando la generacién de aniones superéxido muy toxicos para las células, al
permitir la fuga de electrones desde el complejo | (Cormier et al. 2003), y posee
ventajas frente a otras neurotoxinas como MPTP y 6-OHDA, como por ejemplo el
hecho de que a diferencia de éstas, si es capaz de inducir acumulacion de a-
sinucleina, una de las principales caracteristicas de la EP (Douna et al. 2012).

En nuestra investigacion, se encontré que la IC50 de rotenona en células SH-SY5Y
fue de 70 pM a las 48 horas de tratamiento. Este resultado difiere con lo
encontrado por Nakamura et al. (2004) que hallaron que esta sustancia provocaba
muerte en la misma linea celular de una forma dependiente de la concentracién y el

tiempo, y que la IC50 era de apenas 1 pM. La rotenona actia en las células SH-



SY5Y a través de la degradacion de las caspasas-9 y -3, después de lo cual se
produce un clivaje de la poli (ADP-ribosa) polimerasa, generandose fragmentacion
del ADN y muerte celular (Nakamura et al. 2004).

Dado que en la EP hay un aumento de los factores que conllevan al estrés
oxidativo, se investigd el potencial antioxidante del andlogo de nicotina (E)-
nicotinaldehido O-cinamil oxima, que fue el Unico de los andlogos estudiados que
mejord la viabilidad celular de células SH-SY5Y sometidas a insultos con la IC50 de
rotenona. Se encontré que este analogo, siendo aplicado a una concentracion de 10
UM, tenia la capacidad de disminuir los aniones superdxido (ensayo con DHE) y las
ROS (ensayo con DCF) en células SH-SY5Y tratadas durante 48 horas con la IC50
de rotenona. Este hallazgo coincide con diversos estudios en donde se ha
demostrado que la nicotina es capaz de disminuir la generacion de anion
superoxido, disminuyendo el estrés oxidativo al afectar el curso de la reaccion de
Fenton (Linert et al. 1999). Segun Cormier et al. (2003), la nicotina ejerce estos
efectos en estudios in vivo e in vitro, a concentraciones muy bajas, lo cual esta en
concordancia con estudios epidemiolégicos que reportan efectos protectores de la
nicotina en la EP. Ademas, de acuerdo a estos investigadores, uno de los efectos de
la nicotina es la preservacion de las funciones mitocondriales en el sistema nervioso
central de las ratas, lo cual podria trasladarse a analogos de la nicotina en modelos
in vitro de EP como el que se ha usado en nuestra investigacion.

Cormier et al. (2003) encontraron que la administraciéon de nicotina disminuia la
generacion de anidén superdéxido en las mitocondrias de cerebros de ratas. Hallaron
que la produccién del anion superéxido se incrementaba un 63.21% después de la
administraciéon de rotenona, pero que en presencia de nicotina, solo habia un
aumento del 39.97%. Estos investigadores concluyeron que la nicotina inhibia el
complejo 1 de la cadena transportadora de electrones por competencia con el
NADH,H™ sin afectar a los nAChR. Por ello, la nicotina inhibia tanto la generacion de
electrones a partir del NADH,H™, como también la generacion de ROS a partir de la
mitocondria, uno de los principales efectos ejercidos por la rotenona en el modelo
de EP usado en nuestra investigacion. (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima fue
capaz de disminuir la produccién de ROS, probablemente por el mismo mecanismo
a través del cual actia la nicotina. La nicotina y probablemente (E)-nicotinaldehido
O-cinamil oxima no compiten con la rotenona en el complejo | de la cadena
respiratoria, sino que al igual que este pesticida podrian inhibir la actividad de este
complejo. La diferencia podria radicar en que tanto la nicotina como el anélogo
estudiado previenen la generacion de electrones a partir del NADH,H™, evitando asi
la generacidon de ROS cuando la rotenona aumenta esta produccion en el complejo |

al darse una liberacion de electrones.



En otra investigacion relacionada con la capacidad de agentes nicotinicos de aliviar
el estrés oxidativo, Soto-Otero et al. (2002) estudiaron los efectos de esta molécula
sobre la formacion de radicales hidroxilo (OH) y sobre la produccion de estrés
oxidativo por 6-OHDA. Hallaron que la nicotina y la cotinina a una concentracion de
320 uM, poseian propiedades antioxidantes relacionadas con la peroxidacion lipidica
inducida por autoxidacion de 6-OHDA, y ademas eran capaces de prevenir la
reaccion de Fenton, convirtiéndose en agentes neuroprotectores. Mediante las
mediciones que se hicieron en nuestra investigacion, tanto por la técnica de la
hidroetidina como por la de diclorofluoresceina, se hall6 que una concentracion de
10 uM de (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima disminuia los factores relacionados
con el estrés oxidativo, pero estos hallazgos no permiten concluir que este analogo
de nicotina sea capaz de disminuir la peroxidacion lipidica ni de prevenir la reaccion
de Fenton, por lo que se requieren pruebas futuras que permitan confirmar o
descartar esta propiedad.

A pesar de que la EP causada por rotenona representa solo unos pocos casos, el
dafio que este pesticida ejerce sobre la cadena transportadora de electrones esta
implicado y hace parte de la EP, como consecuencia de factores genéticos o
ambientales. Los analogos de nicotina, como se demostré en este estudio con (E)-
nicotinaldehido O-cinamil oxima, al igual que la nicotina, podrian jugar un papel
importante en la prevencion o disminucion de estos efectos deletéreos que hacen
parte de la EP, a través de acciones sobre la mitocondria y también por causa de
sus propiedades antioxidantes que disminuyan las reacciones que produzcan estrés
oxidativo. Por otra parte, la nicotina y sus analogos podrian actuar eliminando los
H.0, que haya en exceso y formando grupos nicotina-pirroliniléxido o complejos con
el hierro a través del nitrégeno de su piridina (Cormier et al. 2003).

Diversos estudios han demostrado que otros agonistas del nAChR a7 y analogos de
nicotina podrian ejercer efectos neuroprotectores, por lo cual es aconsejable tomar
como base estos estudios, sintetizar u obtener sintetizados dichos compuestos y
evaluar la capacidad neruoprotectora de aumento de viabilidad celular y
disminucion de estrés oxidativo en modelos in vitro e in vivo de EP. Por ejemplo, el
nefiracetam, el GTS-21, y el 3-[2,4-dimetiloxibenzilideno]anabaseina, son capaces
de ejercer neuroproteccion previniendo el aumento del calcio intracelular y la
acumulacion de ROS (Prendergast et al. 2000). Asi mismo, no se han evaluado a
profundidad agonistas de otros tipos de receptores como el a6f2, el cual es de
importancia debido a que interfieren bastante con la funcién nigroestriatal y la
aparicion de EP, y su disminucion se relaciona con la pérdida del transportador

estriatal de dopamina (Ward et al. 2008).



Modelos in vitro como el expuesto aqui son de ayuda para comprender las vias
celulares y moleculares que participan en la funcién normal y en la degeneracion de
las neuronas dopaminérgicas de la sustancia nigra. Ademads, sirven para la
deteccion de potenciales agentes terapéuticos para el tratamiento de la EP y otras
enfermedades neurodegenerativas. Por otra parte, el uso de este tipo de ensayos
es apenas un primer paso en la evaluacion de agentes y sustancias con potencial
capacidad de modificar enfermedades neurodegenerativas, y ayuda a reducir el
tiempo que se necesita para que dichos agentes lleguen a ensayos clinicos,
incrementando el éxito de estos ensayos. Definitivamente, los agentes mas
efectivos seran aquellos capaces de proteger y actuar en todas las vias de
sefalizacion y en las mdltiples disfunciones presentes en la etiologia de la EP.

Adicionalmente, los efectos diferenciales que puedan tener los ligandos nicotinicos
en la activacion, regulacion al alza de nAChR y en el aumento de la viabilidad
celular, son de importancia para seguir explorando posibilidades y llegar al
desarrollo de nuevos analogos de nicotina que se unan selectivamente a los
diferentes subtipos de nAChR, y puedan ser relevantes en el mejoramiento
cognitivo y en los efectos neuroprotectores que los lleven a convertirse en posibles
agentes terapéuticos para el tratamiento de la EP y otras enfermedades
neurodegenerativas como la enfermedad Alzheimer, el sindrome de Tourette, y la
esquizofrenia. Existe gran cantidad de evidencia que sugiere que los nAChR son
potenciales blancos para el tratamiento de la EP, tanto para el mejoramiento de la

sintomatologia como para lograr neuroproteccién a largo plazo.
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Figura 1. El efecto de (a) (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima y (b) 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-
hexahidrobenzol[d]isoxazol sobre la viabilidad celular fue examinado en células SH-SY5Y. Las células
fueron tratadas usando varias concentraciones de éstos analogos de nicotina por 24, 48 y 72 h. Se
realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan como el porcentaje
de viabilidad celular y la desviacion estandar (Significancia si P<0.05 vs células no tratadas).
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Figura 2. El efecto de la rotenona sobre la viabilidad celular fue examinado en células SH-SY5Y. Las
células fueron tratadas usando varias concentraciones de éstos analogos de nicotina por 24, 48 y 72 h.
Se realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan como el
porcentaje de viabilidad celular y la desviacion estandar (Significancia si P<0.05 vs células no tratadas).
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Figura 3. El efecto del pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima (antes de la aplicacién
de la IC50 de rotenona (70 pM)) sobre la viabilidad celular, fue examinado en células SH-SY5Y. Las



células fueron pre-tratadas usando varias concentraciones de éste analogo de nicotina por 24 horas.
Posteriormente se aplic6 IC50 de rotenona (70 pM) durante 48 horas. Se realizaron experimentos
independientes por triplicado. Los resultados se presentan como el porcentaje de viabilidad celular y la
desviacion estandar (*** P<0.0001 comparado con O uM).
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Figura 4. El efecto del pre-tratamiento con 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol
(antes de la aplicacién de la IC50 de rotenona (70 uM)) sobre la viabilidad celular, fue examinado en
células SH-SY5Y. Las células fueron pre-tratadas usando varias concentraciones de éste analogo de
nicotina por 24 horas. Posteriormente se aplic6 IC50 de rotenona (70 pM) durante 48 horas. Se
realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan como el porcentaje
de viabilidad celular y la desviacion estandar (Ningun P resulté <0.05).
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Figura 5. El efecto del co-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima (al mismo tiempo de la
aplicacion de la IC50 de rotenona (70 uM)) sobre la viabilidad celular, fue examinado en células SH-
SY5Y. Las células fueron co-tratadas usando varias concentraciones de éste analogo de nicotina y la
IC50 de rotenona durante 48 horas. Se realizaron experimentos independientes por triplicado. Los
resultados se presentan como el porcentaje de viabilidad celular y la desviaciéon estandar (Ningun P
resulté <0.05).
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Figura 6. El efecto del co-tratamiento con 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol (al
mismo tiempo de la aplicacion de la IC50 de rotenona (70 pM)) sobre la viabilidad celular, fue
examinado en células SH-SY5Y. Las células fueron co-tratadas usando varias concentraciones de éste
anéalogo de nicotina y la IC50 de rotenona durante 48 horas. Se realizaron experimentos independientes
por triplicado. Los resultados se presentan como el porcentaje de viabilidad celular y la desviacion
estandar (Ningun P resulté <0.05).
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Figura 7. El efecto del post-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima (posterior a la
aplicacion de la IC50 de rotenona (70 uM)) sobre la viabilidad celular, fue examinado en células SH-
SY5Y. Las células fueron post-tratadas usando varias concentraciones de éste analogo de nicotina por 24
horas. Con anterioridad se aplic6 IC50 de rotenona (70 pM) durante 48 horas. Se realizaron
experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan como el porcentaje de
viabilidad celular y la desviaciéon estandar (** P=0.0024 para 50 uM y 0.0029 para 100 puM, al
compararlos con 0 uM).
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Figura 8. El efecto del post-tratamiento con 3-(piridin-3-il)-3a,4,5,6,7,7a-hexahidrobenzol[d]isoxazol
(posterior a la aplicacion de la IC50 de rotenona (70 puM)) sobre la viabilidad celular, fue examinado en
células SH-SY5Y. Las células fueron post-tratadas usando varias concentraciones de éste analogo de
nicotina por 24 horas. Con anterioridad se aplicé la IC50 de rotenona (70 uM) durante 48 horas. Se
realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan como el porcentaje
de viabilidad celular y la desviacion estandar (Ningun P resulté <0.05).

Citometria de Flujo con loduro de Propidio (Pretratamiento con
«(E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima)

Intensidad Media de Fluorescencia (IM

(E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima + Rotenona (70 uM)

Figura 9. El efecto del pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima (anterior a la aplicacién
de la IC50 de rotenona (70 uM)) sobre la viabilidad celular, fue confirmado en células SH-SY5Y mediante
citometria de flujo con loduro de Propidio. Las células fueron pre-tratadas usando varias concentraciones
de éste anéalogo de nicotina por 24 horas. Posteriormente se aplicé IC50 de rotenona (70 uM) durante 48
horas. Se realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan como la
IMF y la desviacion estandar (* P=0.0169 para 1 uM, 0.0173 para 10 uM y 0.0399 para 50 uM al
compararlos con 0 pM).

Citometria de Flujo con DHE (Pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima vs no
pre-tratamiento)
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Figura 10. El efecto del pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima (anterior a la
aplicacion de la IC50 de rotenona (70 pM)) sobre la produccién de ROS (aniones superdéxido), fue
establecido en células SH-SY5Y mediante citometria de flujo con DHE. Las células fueron pre-tratadas
con 10 pM de éste analogo de nicotina por 24 horas. Posteriormente se aplic6 IC50 de rotenona (70 pM)
durante 48 horas. Se realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan
como el porcentaje de tincién con DHE (niveles de ROS) con respecto al control, junto con la desviacion
estandar (* p = 0.0104 para el pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima en comparacion
con las células no pre-tratadas).



Citometria de Flujo con DCFDA (Pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima vs no
pre-tratamiento)
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Figura 11. El efecto del pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima (anterior a la
aplicacion de la IC50 de rotenona (70 uM)) sobre la produccion de ROS (peréxido de hidrégeno), fue
establecido en células SH-SY5Y mediante citometria de flujo con DCFDA. Las células fueron pre-tratadas
con 10 pM de éste analogo de nicotina por 24 horas. Posteriormente se aplicé IC50 de rotenona (70 uM)
durante 48 horas. Se realizaron experimentos independientes por triplicado. Los resultados se presentan
como el porcentaje de tincion con DCFDA (niveles de ROS) con respecto al control, junto con la
desviacion estandar (* p = 0.0132 para el pre-tratamiento con (E)-nicotinaldehido O-cinamil oxima en
comparacion con las células no pre-tratadas).



