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RESUMEN: (Objetivo, ambito de estudio, sujetos de estudio, instrumentalizacion, resultados,

conclusiones. Méximo 2.000 palabras.)

El proyecto ha alcanzado con ¢xito todos los objetivos propuestos en la memoria inicial.

Asi, hemos profundizado en los mecanismos relacionados con lo procesos citotoxicos
presentados por metadona en células en cultivo. Dichos procesos parecen estar relacionados
con procesos necroticos méas que apoptoticos. En ellos desempefia un papel fundamental la
mitocondria, al presentar cambios en la permeabilidad de la membrana externa, presentando
como resultado la liberacién de proteinas pro-apoptéticas como Citocromo C y el factor
inductor de apoptosis (AIF). En dichos cambios de permeabilidad de las membranas
participan los dos modelos propuestos, la migracion de la proteina bax desde el citosol hasta la
mitocondria y la formacién y apertura del poro de permeabilidad transitoria mitocondrial
(PPTM).

Nuestros resultados muestran que metadona no induce la formacion del PPTM de una forma
directa, ya que como no produce alteraciones en organelas aisladas, si bien si lo hemos
observado gracias al andlisis cinético con la ayuda de microscopfa confocal en células
intactas. A este fin, se estudi6 el efecto de la metadona sobre la morfologia mitocondrial en
células SH-SY5Y transfectadas con mito-pDsRed2. En cultivos no tratados, la mitocondria
presentaba una morfologfa larga y tubular (Figura 1A), las cuales se volvian cortas y redondas
tras tres horas de tratamiento con metadona (Figura 1B-D). El recuento de las diferentes
morfologias mitocondriales (filamentosas, fragmentadas y mezcla) indicé que la metadona, de
una manera dosis-dependiente, inducia una fragmentacion mitocondrial (Figura 1D).
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La metadona altera la morfologia mitocondrial. La morfologia de las células tratadas con

metadona se estudié mediante imédgenes confocal de células SH-SYSY transfectadas con el vector mito-

pDsRed2. 24h después de la transfeccion, los cultivos celulares

se incubaron durante 3h en ausencia o presencia

de metadona 0,25 o 0,5mM). Las imégenes muestran la morfologfa mitocondrial en células no tratadas (control,

A) o células tratadas con metadona (B, 0,25mM;

C, 0,5mM). D, Las fracciones de células con patrones

mitocondriales filamentosos, intermedios o punteados se determin6 en al menos 6 cullivos independientes

(¥p<0,05; ***p<0,01; t-Student vs condiciones basales.
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La formacién del PPTM fue también puesta de manifiesto gracias a la monitorizacion de lﬂ
sonda fluorescente calceina bajo microscopia confocal que permite analizar la apertura del
PPTM en células SH-SYSY intactas. Como s¢ muestra en la figura 2, la metadona provoca una

dréstica reduccion en la fluorescencia de calceina resultado de la apertura del PPTM.

Calcein Fluoresence
(Normalized)

30 Time (min)

Figura 2. Metadona induce la formacién del PPTM. La formacion del PPTM in situ se monitorizo6 mediante
iméagenes confocal cargadas con calcefna-AM en células SH-SYS5Y control (A) y células SH-SY5Y expuestas a
metadona 0,5mM (B). Las imdgenes se¢ obtuvieron tras 15 y 30min de tratamiento con metadona. C.
Cuantificacion de la fluorescencia de calceina. Los valores iniciales de fluorescencia se utilizaron para
normalizar. Los valores mostrados son representativos de al menos tres experimentos independientes. *p < 0.01

indica diferencias significativas respecto a los controles.

Este efecto parece contradictorio a observaciones anteriores obtenidas en el desarrollo de este
proyecto en los que la metadona no fue capaz en inducir el edema mitocondrial en
mitocondrias aisladas de higado de rata. Posiblemente, la fragmentacion causada por
metadona sobre la mitocondria esta mediada por calcio. De hecho, nuestros datos apoyen esta
hipotesis, e indican un papel de la DTC en la toxicidad inducida por metadona. De acuerdo
con esto, se ha observado la apertura del PPTM bajo condiciones pseudopatolégicas con
concentraciones relativamente altas Ca2+y bajas concentraciones de ATP como es en ¢l caso
de previos experimentos con las células SH-SYSY. La ruptura de la membrana mitocondrial
causada por la sobrecarga de Ca?" reduce el nimero de mitocondrias sanas y esto afectara a
funciones neuronales cruciales como son la transmision sindptica y el transporte axonal.

La metadona induce un incremento en la [Ca“]cit en la mayorifa de las células SH-SYS5Y. El
registro microfluorescente de la [Ca”]m permite agrupar las células SH-SYSY en cuatro tipos,
dependiendo de las respuestas diferentes de [Ca’*]e (Figura 3). Para el primer grupo de
células no se observo un incremento en la [Ca®*]eit durante todo la medida (tipo 1).
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Un segundo grupo de células fue incapaz de regular la homeostasis de la [Ca™' et pocﬂ
después de la adicion de metadona (tipo 2). Un tercer grupo mostré una desregulacion de la
[Ca”*]eit con un retraso de unos poco minutos (tipo 3). Finalmente, el cuarto grupo fue capaz
de controlar la [Ca**]ei después de un incremento inicial (tipo 4). De acuerdo con la literatura,
tipo 2 y 3 representan una desregulacion tardia de calcio (DTC).

Hemos profundizado en los mecanismos que subyacen a los cambios observados en los tipos
de respuesta de Ca®" mediados por metadona al ser estos desconocidos. Para ello, realizamos
un abordaje farmacolégico y de esta mancra disecar la importancia de las diferentes vias
activadas por metadona (0,5mM). Como se muestra en la Figura 3 y discutimos mas adelante,
5 minutos de pretratamiento con diferentes farmacos en las células SH-SYSY afecta a la

respuesta de la [Ca”]cn inducida por metadona.

. Calcio extracelular. Usando un medio sin Ca2+ (0Ca2+) encontramos una falta de
influencia de Ca2+ extracelular en la respuesta de las células SH-SYSY a la metadona.
Concretamente, encontramos que los tipos de respuesta no fueron modificadas por 0Ca2+
(n= 291 células).

- Canales de Ca®* dependientes de voltaje de tipo-L. Probamos el efecto de la metadona en
presencia de nifedipina, un inhibidor especifico. Nifedipina (2uM) no modificé los efectos
de la metadona a la [Ca2+]cit en las células SH-SYSY (n= 226 células). Por lo tanto,
descartamos la implicacion de los canales dependiente de voltaje en las variaciones de la
[Ca2-+]cit inducida por metadona.

- Receptores p-opioides. Naloxona (50 uM), un farmaco antagonista competitivo de los
receptores pi-opioides, no modifico la cantidad relativa de ninguno de los cuatro tipos de
poblaciones celulares (n= 80 células, 4 experimentos). Esto sugiere que los cambios en la
[Ca2+]cit y la DTC inducida por metadona en las células SH-SYSY es independiente de los
receptores opioides. En relacion con la falta de participacion de estos receptores
encontramos que las vias toxicas de la metadona no estan modificadas por los receptores |.

- El potencial de membrana mitocondrial (Aym). La captura de Ca2+ por la mitocondria es
dependiente del Aym. Por tanto, un desacoplamiento del transporte de clectrones desde la
sintesis de ATP despolariza la membrana mitocondrial interna y previene la captura de
Ca2+ mitocondrial. Consistentemente, encontramos que cn células no tratadas, la adicion de
anicamente del protonéforo FCCP (1uM) resulta en un incremento transitorio en la [Ca2+]
atribuible a la fuga de Ca2* desde la mitocondria. Ademas, el FCCP induce una disminucion
del 44% en la aparicién de las células tipo 2. Ademas, la cantidad relativa de células que
muestran la respuesta tipo 3 se incrementa 2,7 veces con FCCP en presencia de metadona
mientra se incrementa (figura 3 B-C). FCCP inhibe la presencia de células tipo 1.

- Sintesis de ATP mitocondrial. Unicamente la utilizacién de protonéforos no permite un
claro estudio de la participacion del transporte de Ca®" mitocondrial debido a que también
puede causar una bajada en cl cociente ATP/ADP, y como consccuencia afectar a las
bombas de Ca®* dependientes de ATP. Una aproximacion que previamente se ha estudiado
para investigar la participacion de la mitocondria en la homeostasis de Ca?" synaptosomal
implica la inhibicién de la sintesis de ATP mitocondrial por oligomicina y la aplicacion de
la gliclisis como una fuente de ATP ¢ independiente de la manipulacién de Aym con
inhibidores especificos de la cadena respiratoria. La inhibicion de la sintesis de ATP por
oligomicina previene la fosforilacion oxidativa mitocondrial pero a diferencia de la adicion
de protonéforos, no provoca una hidrolisis del ATP citoplasmético generado. Se ha descrito
que la DTC puede resultar de un fallo en la extrusion del Ca?" provocado por una bajada en

L el ATP citoplasmatico. Por tanto, estudiamos el efecto de una corta, Smin, incubacién con
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[0ug/ml de oligomicina. Bajo estas condiciones, la oligomicina sola no modifica la
respuesta a la [Ca2+] durante los 30min de registro. Sin embargo, la oligomicina altera la
[Ca®"]cit en respuesta a metadona. Especificamente, las células SH-SY5Y muestran como
las respuestas de tipo 2 se incrementan mientras que hay una ausencia de las respuestas de
tipo 3 relacionadas con la DTC. Ademds, la oligomicina inducia un incremente de 3,3 veces
en las células que mostraban una respuesta de tipo 4.

- Intercambiadores mitocondriales Ca?'/2Na*. La liberacion de Ca®" mitocondrial esta
normalmente regulado por el intercambiador Ca®*/2Na’. Para bloquear la liberacion del
Ca®* mitocondrial, se afiadido CGP37157 (50pM), un inhibidor del intercambiador
Ca’*/2Na’. 5 minutos d exposicion a las células a CGP37157 incremento de una manera
significativa la proporcién de células que no mostraban un incremento de la [Ca™cit
durante el periodo de medida de la [Ca“]cil (tipo 1), ya que CGP37157 provocd una
drastica disminucion en la poblacion de células tanto de las de tipo 2 (74%) como de las de
tipo 3 (85%). Ademds, la cantidad relativa de células que mostraban una respuesta de tipo |
regreso a las células sin fratar. Estos resultados apoyan los datos que sugieren una
importancia de la mitocondria en la DTC inducida por metadona (Figura 3B-C).

- Especies reactivas del oxigeno (ERO). Usamos el TEMPOL, una pequefia molécula
permeable que mimetiza la actividad de la superoxido dismutasa. En presencia de TEMPOL
(0,2 pM; n= 80 células), las células respondieron a la metadona de una manera diferente.
Especificamente, TEMPOL disminuy6 el nimero de células que mostraban una respuesta
de tipo 2 en aproximadamente un 70%, la cantidad de células con una respuesta de tipo 3 se
incremente 3,5 veces, mientras que las de tipo 1y 4 practicamente no aparecieron.
Consistentemente con nuestros resultados, se ha sugerido que el incremento de ERO es mas
una consecuencia que una causa de la DTC. En sus estudios, aplican una técnica que
monitoriza el estatus bioenergético de mitocondrias in situ en cultivos neuronales sobre un
modelo de excitotixicidad de glutamato. De acuerdo con este, se observé una falta de
eficacia de antioxidantes para disminuir la DTC en presencia de glutamato.

- Permeabilidad transitoria mitocondrial. La salida del Ca*" mitocondrial puede ocurrir por la
induccion de la formacion del PPTM, el cual es dependiente de la concentracion de Ca*" de
la matriz mitocondrial y puede ser inhibido por Ciclosporina A (CsA). Para evaluar la
participacion del PPTM se afiadi6 CsA (1uM). CsA disminuy6 la aparicion de las
respuestas de tipo 3 en un 36% (n= 89 células) en los cultivos celulares tratados con
metadona 0,5mM. Ademds, consiste con la hipétesis del papel del poro en la DTC, la CsA
induce un incremento de 2 veces en las células con respuesta de tipo 4.

Nuestros datos indican que Unicamente los firmacos que afectan a las funciones
mitocondriales, tales como oligomicina, FCCP, CDG37157 y CsA, son capaces de modular la
DTC inducida por metadona en las células SH-SYSY. Por tanto, concluimos que la
dishomeostais inducida por metadona es causada por un incorrecto funcionamiento de los
mecanismos que directamente controlan la actividad mitocondrial mds que por una
participacion de los receptores opioides o por la toma de Ca*" extracelular.
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Figura 3. Metadona induce la dishomeostasis de Ca?'. Efectos de la metadona 0,5mM sobre la
[Ca*'Tcit in las células SH-SYSY. Respuestas representativas para los cuatro tipos celulares
diferentes. B-C. Fracciones de las células que producen respuestas a la [Ca®']cit de tipo 2 (B)
o tipo 3 (C). 0Ca, Nifedipina (2uM, Nifed); Naloxona (50uM, Nalox), FCCP (1pM);
Oligomicina (10pg/ml, Olig), CGP37157 (25uM): TEMPOL (0,2uM) o Ciclosporina A
(1pM, CsA) se afladié 5Smin antes de afiadir metadona 0,5mM. Los datos representan los
resultados obtenidos en al menos 3 experimentos diferentes. *<0,05; t-Student vs. condiciones

basales, (Veh).

Por ello, hemos analizado el efecto de la metadona sobre los efectos del Ca?* sobre el
consumo de oxigeno Usamos el electrodo de Clark y aplicamos diferentes sustratos
respiratorios, como son el succinato y el glutamato/malato. El transporte de la cadena
respiratoria es menos dependiente en la presencia de Aym por succinato que por
glutamtamo/malato. La metadona causa un desacoplamiento. Por tanto, como control, usamos
0,4pum FCCP porque esta concentracion de FCCP resulta en un incremento del conciente de la
toma de oxigeno comparable con el cociente calculada para metadona 0,5mM (Figura 4A).
Los valores de cociente calculados del estado U (estado desacoplado) al estado 4 (estado de
descanso) fueron los siguientes: para succinato 2,8 + 0,5 (+FCCP) y 2,3 + 0,4 (+ metadona) y
para glutamato/malato 2,1 + 0,5 (+FCCP) y 2,5 £ 0,4 (+ metadona). Entonces, comprobamos
el efecto de la presencia de FCCP o metadona sobre la captura de Ca®" por la mitocondria
(Figura 4B,C). Los valores de los indices fueron los siguientes: para succinato 3,0 £ 0,7
(control), 1,7 + 0,3 (FFCP) y 1,7 + 0,4 (+ metadona) y para glutamato/malato 4,8 + 0,3
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(control), 1,8 & 0,4 (+ FCCP) y 1,9 + 0,5 (+ metadona). Por tanto, el efecto del FCCP y la
metadona sobre la toma de Ca®* son comparables, aunque en la presencia de glutamato/malato
los efectos parecen ser mucho mas pronunciados. Esto probablemente resulta de un mayor
efecto desacoplante de la metadona sobre el acceso de glutamato/malato a la cadena
respiratoria y un deterioro adicional consecutivo sobre la toma de Ca’". Por tanto el efecto de
la metadona sobre la toma de Ca® por la mitocondria puede ser dependiente de los sustratos
respiratorios. Por otro lado, cuando se compararon los valores de los cocientes U/4 calculados
en ausencia y presencia de la toma de Ca?" se observo una marcada disminucion en las lincas
registradas en la presencia de la toma de Ca®" (Figura 4C). Los valores calculados de los
cocientes de U/4 disminuyeron en: para succinato de 2,8+0,5a2,0+0,2(+FCCP)yde23+
0,4a21+03(t metadona) y para glutamato/malato de 2,1 £ 0,5a 1,9+0,3 (+ FCCP)y de
2,5+ 0,4 a2,1 +0,2 (+ metadona). Esto puede ser debido por la reduccion del componente Ay
de la fuerza proton motriz como un resultado de la toma de Ca”", llevando a una disminucién
de la capacidad desacoplante del FCCP'y metadona.

Succinato Glutamato/Malato

e UM=23

121 CaPindex = 1.7

C. ca Catindex=34 4 tl‘.x" Ca¥index =26

"
C. o f* Coinder=55 | oo Catindex=4

2 FCCP
2|
72 FCCP

2 UM4=2

s UM4=19 o U =24

Figura 4. La metadona afecta a la captura de Ca? mitocondrial de una manera dependiente del
sustrato respiratorio. La toma de oxigeno en mitocondrias aisladas de higado se determin
usando el electrodo de Clark en presencia de smM succinato o 2,5mM glutamato/malato
como sustratos. A. Capacidad desacoplante del FCCP y metadona. B. Efecto de FCCP y
metadona sobre la toma de Ca®', C. Efecto de la captura de Ca®* sobre la capacidad
desacoplante del FCCP y metadona. Adiciones: 250pM ADP, 200uM CaCly, 0,4pM FCCP, y
0,5mM metadona. Las lineas representan las medias obtenidas de 4 preparaciones
mitocondriales independientes. Los niimeros sobre las lineas indican las tasas de respiracion a
17°C en nmol oxigeno.mg protefna-1.min-1.
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Por otro lado, hemos encontrado como dentro de los mecanismos de sefializacion activados
por metadona se encuentra el Factor Inductor de la Apoptosis (AIF). La translocacion de AIF
desde la mitocondria al nicleo se ha propuesto como un paso crucial en la muerte celular
independiente de caspasas. Por este motivo, se estudié la localizacién de ALF en las células SH-SYSY
tratadas con metadona 0,5mM usando la inmunofluorescencia y la microscopia confocal. La
inmunofluorescencia mostré una localizacion citos6lica de AIF en céluas control (Figura 5A). Sin
embargo, el tratamiento con metadona 0,5mM resulté en un cambio de la localizacion de AIF al nicleo
(Figura 5B). De acuerdo con la falta de efectos toxicos, a bajas concentraciones de metadona (0,1 y
0,25mM) la metadona no indujo la translocacién de AIF al nicleo (datos no mostrados).

En los siguientes experimentos s¢ estudio la importancia del PPTM y Bax en la translocacién de AIF
inducida por metadona. Para determinar la importancia de la formacion del PPTM en la translocacién
de AIE, las células se pre-trataron con el inhibidor especifico del PPTM, la ciclosporina A (CsA). 30
minutos de pretratamiento con CsA 1pM resulté en la inhibicion de la translocacion de AIF al nticleo
inducida por metadona en células SH-SY5Y (Figura 5D). Control tratado inicamente con CsA 1pM
fallé en inducir cambios en la localizacién de AIF (Figura 5C). Estos efectos se cuantificaron
mostrando que CsA 1M bloquea la translocacion de AIF en aproximadamente un 50% de las células
(p<0,01) (Figura 5E).
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Figura 5. Metadona induce la translocacién nuclear de AIF en células Sh-SY-5Y. A y B. Microsocpia confocal
muestra que la metadona induce una translocacién de AIF desde la mitocondria hasta el nicleo. Imégenes de
anti-AIF en células no ftratadas (A) o tratadas con metadona 0,SmM (B) durante 24h. Se muestran células
representativas en los cultivos celulares. Células control no presentan una recolocacién de AIF al nucleo. Cy D.
Ciclosporina A inhibe la liberacion de AIF en células SH-SYSY expuestas con metadona. Imagenes de
imnufluoresencencia de AIF con o sin tratamiento de metadona (0,5mM) en cultivos celulares y con o sin
pretratamiento con CsA (1uM) durante 30min antes de empezar los experimentos. 24 h después de la adicion de
metadona, las células se fijaron y se tifieron con los anticuerpos anti-AIF, Las imagenes son representativas de al
menos tres experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado. Barra de escala, 5uM. E. Proporcién
de nicleos en células SH-SYSY que muestran Ia localizacion de AIF, Los niicleos se tifieron con Hoechst 33342.
Los resultados representan la media + DE de al menos tres experimentos independientes, cada uno realizado por
duplicado. Diferencias significativas se indican mediante asteriscos.
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Metadona induce la translocacion mitocondrial de Bax en células SH-SYSY (15). Sin embargo, la
importancia de esta protefna en la translocacion de AIF inducida por metadona no es muy clara. Para
investigar esto, utilizamos embriones de fibroblastos de raton carentes de la proteina Bax (MEF Bax -/-
), y los procedentes de animales wild type (MEF Bax +/+). La falta de Bax no impide la translocacion
de AIF al niicleo inducida por metadona (Figura 6). En conclusion, nuestros resultados revelan que la
translocacion de AIF inducida por metadona esta mediada por la formacion del PPTM mas que por la
participacion de Bax.
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Sorprendentemente, la tincion de la cromatina mediante Hoechst 33342 mostré que las células
expuestas a metadona no presentaban alteraciones en la morfologfa de la cromatina. La metadona no
parece inducir la fragmentacién o condensacién de la cromatina, Estos resultados nos llevaron a
estudiar el estado del ADN mediante diferentes andlisis. Primero, determinamos una posible
degradacién del ADN en oligonucleosomas inducida por metadona. Sin embargo, las células expuestas
a metadona 0,5mM no presentaron fragmentos de ADN en oligonucleosomas (Figura 7A). Segundo,
los cultivos expuestos tampoco presentaron fragmentos de ADN del alto peso molecular (Figura 7B).
Estaurosporina se utilizo como un control positivo para la induccion de la fragmentacion del ADN. Por
altimo, se comprobé la participacion de la endonucleasa CAD y su chaperona-inhibidora ICAD. La
ausencia de fragmentacién de ADN en células tratadas con metadona se correlaciona con una
considerable disminucién en los niveles de ambas proteinas (Figura 7C). La fragmentacion del ADN es
una caracteristica de las células apoptéticas y CAD es el candidato mas probable para mediar dicha
fragmentacion en muchas células. Los detalles concernientes al mecanismo de regulacion de
CAD/ICAD han sido anteriormente investigados desde que CAD y ICAD se descubrieron y
identificaron sus secuencias. CAD forma un complejo con ICAD que permanece en un estado inactivo
en células en proliferacion y es activado durante la apoptosis por caspasas3 y -7. Ademés, ICAS actua
como una chaperona para CAD permitiendo que se convierta en una forma activa. Probablemente
cuando CAD no interacciona con ICAD es mal plegada e inmediatamente eliminada. De esta manera,
CAD es regulada de una manera estricta y solamente activada durante la apoptosis, y por lo tanto se
impide una degradacion accidental en células sanas. En este estudio, investigamos como el mal
plegamiento de CAD es reconocido por las células como una diana para la degradacion. Para examinar
la dinamica de CAD, se usaron las células NIH3T3 ya que dichas células presentan una baja expresion
de CAD, pero las vias de sefializacion se activan tras la exposicion a varios estimulos apoptéticos.
Ademas, la transfeccion con CAD-EGFP no tiene actividad nucleasa, lo que sugiere que el ICAD
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endégeno no actia como una chaperona para CAD-EGFP en las células NIH3T3. De hecho, la
fragmentacion de ADM no ocurre en las células NIH3T3 en respuesta a varias sefiales apoptoticas
cuando caspasa-3 esta activada. La cromatina es degradada en fragmentos de alto peso molecular (
~50kbp) en las etapas iniciales de la fragmentacién del ADN apoptotica. Una pequefia cantidad de
fragmentos de alto peso molecular (10 ~kbp) se detectaron en las células NIH3T3. Estos fragmentos de
ADN de alto peso molecular no se producen por la activacion de CAD, pero pueden ser el resultado de
otras nucleasas, ya que el CAD exégeno induce una fragmentacion que da lugar a la formacion de
fragmentos de ADN de bajo peso molecular en células NIH3T3 cotransfectadas con CAD-
EGFP/DsRed-ICAD. La actividad total mds alta de CAD de las células HeLa transfectadas con CAD-
EGFP comparada con controles mock se puede explicar debido al hecho de que el CAD sobre-
expresado forma un complejo con [a forma libre endégena de ICAD en las células Hel.a.

Methadone

___ Methadone B _IrRMS SH-SYSY
0 2 4 6 8 1224hStp

C Stp C Meth Sip
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¢ 2 4 6 8 17 #hSp
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Figura 7. La muerte celular inducida por metadona se produce en ausencia de la fragmentacion del ADN. A. La
fragmentacion del ADN en oligonucleosomas (fragmentos de bajo peso molecular LMW) se¢ analizaron en
células SH-SYSY tratadas con metadona 0,5mM durante los intervalos indicados o sin tratar. Las células SH-
SYSY tratadas durante Gh con estauropsorina (Stp) 1uM se utilizaron como control positivo de la apoptosis
clasica. B. Andlisis de la fragmentacion del ADN de alto peso molecular mediante FIGE se realizé en las células
SH-SYS5Y tratadas con metadona (Meth) 0,5mM durante 6h o sin tratar (C). Las células IMR-5 tratadas con
estaurosporina 1pM durante 6h se utilizaron como control negativo de la apoptosis clésica, las células SH-SYS5Y
tratadas con estaurosporina 1pM se utilizaron como control positivo. Cy D. La metadona induce una drdstica
disminucién en los niveles de ICAD (C) y CAD (D). Se obtuvieron las protefnas de células SH-SYSY y células
tratadas con metadona 0,5mM durante los tiempos indicados. Los niveles de ICAD y CAD se analizaron
mediante inmunoblot. Las células SH-SYSY (ratadas con staurosporina durante 6h se utilizaron como control
positivo de la fragmentacion tipica de ICAD durante la apoptosis.

Metadona induce la translocacién de AIF la cual esta implicada en cambios en la cromatina. La histona
H2AX se fosforila tras un dafio en el ADN. Por tanto, se investigo el efecto de la metadona sobre la
fosforilacion de H2AX en células SH-SYSY expuestas a metadona 0,SmM durante 24h. Las células s
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fijaron y se realizaron estudios de inmunofluorescencia usando un anticuerpo especifico anti-fosfo-
H2AX. La microscopia confocal muestra que la metadona induce la presencia de nuicleos positivos
para p-H2AX los que no se encuentran practicamente en cultivos control (Figura 8B). Para estudiar el
papel del PPTM en la activacion de H2AX, los cultivos celulares se pretrataron con CsA [pM durante
30 min antes de la adicion de metadona 0,5mM. Figura 8B muestra la ausencia de cualquier efecto de
este inhibidor del PPTM sobre la fosforilacion de H2AX inducida por metadona.

Figura 8. La metadona induce la fosforilacién de la histona H2AX. Microscopia de inmunofluorescenica de anti-
p-H2AX en células no tratadas (A) o en células SHSY-5Y tratadas con metadona 0,5mM durante 24h (C).ByD.
Efecto de la ciclosporina A sobre la fosforilacion de H2AX inducida por metadona muestra que no hay
inhibicién de la activacién de la p-H2AX nuclear por CsA 1uM tras el tratamiento de metadona 0,5mM durante
24h. Las células tratadas durante 30min con CsA (1uM) y/o metadona (0,5mM) seguido de la deteccion por
inmunofluorescencia de p-H2AX. El impacto de la fosforilacion de H2AX nuclear se determind mediante la
cuantificacion de la proporcién de los nacleos mostrando p-H2AX inmunofluorescence. Los nucleos se
visualizaron mediante la tincién con Hoechst 33342, Barra de escala Sum. Los datos mostrados son
representativos de al menos tres experimentos independientes, cada uno realizado por duplicado.
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A.l. PEREZ-ALVAREZ S, CUENCA-LOPEZ MD, MELERO-FERNANDEZ DE MERA
RM, PUERTA E, KARACHITOS A, BEDNARCZYK P, KMITA H, AGUIRRE N,
GALINDO MF and JORDAN J 2010. Methadone induces necrotic-like cell death in
SH-SY5Y cells by an impairment of mitochondrial ATP synthesis. Biochimica et
Biophysica Acta (BBA) - Molecular Basis of Disease. 1802: 1036-1047. PMID:
20691259.

A2. PEREZ-ALVAREZ S, IGLESIAS-GUIMARAIS V, SOLESIO ME, MELERO-
FERNANDEZ DE MERA RM, YUSTE VI, GALINDO MF and JORDAN J.
Methadone induces CAD degradation and AlF-mediated necrotic-like cell death in
neuroblastoma cells. Enviado.

A.3. PEREZ-ALVAREZ S, SOLESIO ME, CUENCA-LOPZ MD, MELERO-FERNANDEZ
DE MERA RM, VILLALOBOS C, KMITA H, GALINDO MF and JORDAN J.
Mechanisms involved in delayed calcium deregulation in SH-SY5Y cells challenged
with methadone. Enviado.

TESIS:

Titulo; “Papel de la mitocondria en las rutas apoptéticas activadas durante la neurotoxicidad
inducida por la metadona”.

Doctorando: D. Sergio Pérez Alvarez

Facultad de Medicina. Universidad de Castilla-La Mancha. “En curso”. DEA, Sobresaliente.
Mayo de 2010.
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MODIFICACIONES DE LA METODOLOGiA Y PLAN DE TRABAJO SOBRE L(E|
PROYECTADOS Y SU JU STIFICACION:
No se han realizado modificaciones.

OBJETIVOS PLANTEADOS :(Transcribir los del proyecto original)

Nuestra hipotesis se basa en la evidencia de que un farmaco de amplio uso en la terapéutica de
la drogadiccion como es la metadona provoca efectos neurotoxicos en modelos
experimentales. La disminucion de las capacidades cognitivas, que se asocia con la exposicion
crénica a este opidceo, estaria relacionado con la activacion de programas de muerte celular en
determinadas 4reas del cerebro y la consiguiente pérdida neuronal, En el presente proyecto
pretendemos determinar si el tratamiento con metadona induce la activacion del proceso de
apoptosis en diferentes modelos celulares representativos de diferentes areas cerebrales. Por
ello, el objetivo general del proyecto ¢s el estudio los mecanismos de accién y rutas de
sefializacién activadas por la metadona. Se hard hincapi¢ en el estudio de parametros
bioquimicos y cambios en la expresién génica y proteica implicados en la posible
neurotoxicidad de dicho opidceo a nivel mitocondrial.

El presente subproyecto tiene como objetivos especificos el estudio del efecto de metadona
sobre:

a. Alteraciones de la permeabilidad de las membranas mitocondriales: liberacion de
citocromo c al citoplasma.

b. Cambios morfolégicos mitocondriales. Mediante tinciones especificas de la organela.

a) Formacion del poro de permeabilidad transitorio mitocondrial mediante téenicas de

microfluorimetria. Efecto de su bloqueo mediante farmacos como la ciclosporina A
sobre la caida en la viabilidad celular inducida por metadona.

b) Estudio de la translocacion de proteinas de localizacién citoplasmatica (bax, p53,
PUMA) hasta la mitocondria.

c) Accion del bloqueo de la expresion de genes de interés a partir de los resultados
obtenidos por el Dr Folch en los apartados anteriores sobre la viabilidad neuronal.

d) Se estudiard la accion del tratamiento con la coenzima Q10 y el zVad-fink , se
utilizaran concentraciones similares a las del Prf Camins, sobre los objetivos arriba
propuestos.

€) Una vez conocidos los resultados de alteracion de la expresion génica gracias a los

ensayos de hibridacién molecular realizados por el grupo del Dr Jaime Folch se llevara
a cabo el estudio del efecto de la manipulacion de la expresion de dichas proteinas
sobre la viabilidad celular y alguno de los parametros arriba expuestos.




SECRETARIA GENERAL DE

3 ‘&Tf:i, = MIKISTERIO POLITICA SOCIAL Y CONSUMO
GRS e TS T
é 11\ % Y POLITICA SOCIAL SGRRE DROGAS

OBJETIVOS CONCRETOS ALCANZADOS: (Ordenar de igual forma que los planteados. En
el caso de proyectos coordinados, el coordinador deberd describir ademés el desarrollo de la
coordinacién entre subproyectos en este afio, y los resultados de dicha coordinaci6n con relacion a los
objetivos globales del proyecto)

-Se han alcanzado todos y cada uno de los objetivos. Ver memoria.

Ademés se ha depositado una Tesis doctoral cuya defensa tendra lugar en la primera quincena
del mes de octubre del presente afio.

Titulo: “Papel de la mitocondria en las rutas apoptoticas activadas durante la neurotoxicidad
inducida por la metadona”.

Doctorando: D. Sergio Pérez Alvarez

Facultad de Medicina. Universidad de Castilla-La Mancha. “En curso”. DEA, Sobresaliente.
Mayo de 2010.

APLICABILIDAD Y UTILIDAD PRACTICA DE LOS RESULTADOS EN EL AREA
DE LAS DROGODEPENDENCIAS. (En caso de memoria final)

Estos datos surgieren que en caso de pacientes con sobredosis por metadona donde se pueden
observar efectos secundarios, algunas veces con consecuencias letales, la metadona podria
causar una crisis bioenergética, llevando a las células a niveles no deseados de energia que las
predisponen a la muerte celular. Los resultados indican que la metadona induce una DTC en
las células SH-SY5Y mediante una alteracion de la capacidad de la mitocondria de manejar el
calcio, y relacionada con los cambios en la morfologia mitocondrial. Estos cambios
morfol6gicos, a su vez, pueden ser asociados con dafio mitocondrial y muerte celular, Se ha
observado edema mitocondrial en el contexto de las enfermedades neurodegenerativas. Un
desequilibrio en la homeostasis del Ca?* mitocondrial puede ser importante para estados
tempranos y tardios de los efectos adversos observados y quizés, puedan explicar algunos de
los sintomas clinicos observados, como por ejemplo fallo de memoria.

PATENTES U OTROS RESULTADOS EXPLOTABLES COMERCIALMENTE QUE
SEAN CONSECUENCIA DEL PROYECTO. (En caso de memoria final)

OTRAS SUBVENCIONES O RECURSOS (INCLUIDOS FONDOS I”ROPIOS) QUE
FINANCIAN ESTE PROYECTO O PENDIENTES DE RESOLUCION: importe,
procedencia y aplicacion
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SUBVENCIONES O AYUDAS SOLICITADAS PARA ESTE PROYECTO Y NO
CONCEDIDAS: organismo, convocatoria y cantidad.

OTRAS CONSIDERACIONES QUE SE DESEE HACER CONSTAR

En esta fecha se remite también por correo electrénico, a la direccion
pndinvestigacion@msps.es la presente memoria.

En Albacete a 11 de septiembre de 2010

FIRMA




