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Il. RESUMEN

El acido kinurénico (KYNA) es un metabolito endogeno de la via de la kinurenina,
y se sabe que es un antagonista tanto de receptores para N-metil-D-aspartato
(NMDA) como alfa-7 nicotinicos (a7nACh). También se ha demostrado que el
KYNA es capaz de atrapar al radical hidroxilo (OH®) bajo condiciones controladas
de produccidén de radicales libres. El propésito de este trabajo fue evaluar la
capacidad del KYNA como atrapador de aniéon superoxido (O,°7), peroxinitrito
(ONOQO") y OH®* en sistemas sintéticos no bioldgicos, asi como comparar dicha
capacidad con compuestos de referencia para cada especie reactiva de oxigeno.
Los datos obtenidos muestran que la capacidad del KYNA para atrapar especies
reactivas (expresada como valores de CEsp) es la siguiente: OH® = O,*” > ONOO".
Adicionalmente, determinamos si la capacidad antioxidante de KYNA era
independiente de su accion antagonica sobre receptores NMDA vy nicotinicos. Para
dicho proposito se evaluaron diferentes concentraciones de KYNA (0-1,000 uM) en
homogenados de cerebelo, cerebro e higado expuestos a FeSO4 (5 pM) por 2
horas; en paralelo KYNA fue co-incubado con MK-801 y memantina (antagonistas
para receptores NMDA y nicotinicos) en ausencia y presencia de FeSO,4. El FeSO,
produjo un incremento significativo en la peroxidacién de lipidos (PL), y dicho
efecto también se observé al con-incubar con MK-801 y memantina, sugiriendo
que los efectos en la PL por FeSO, son independientes de la activacién de
receptores para NMDA vy nicotinicos. Al incubar los homogenados con FeSO, y
diferentes concentraciones de KYNA, se observo una disminucion en la PL de
manera concentracion-dependiente en los tejidos evaluados. Adicionalmente, el
FeSO, incrementd la formacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) en
cerebro y cerebelo, mientras que la co-incubacion del pro-oxidante con KYNA (150
MM) disminuyé dicho marcador, ademas KYNA fue capaz de atenuar la oxidacién
de albumina inducida por OH®. Nuestros datos sugieren que KYNA, ademas de
ser un antagonista de receptores nicotinicos y para NMDA, puede ser considerado

como un potente antioxidante enddgeno.



lll. ANTECEDENTES

1. VIiA DE LA KINURENINA

La via de la kinurenina (VK) es la principal ruta catabdlica del L-triptéfano en
mamiferos, definida como tal en 1947. La funcidn trascendental de ésta via es la
produccién de nicotinamida adenina dinucleétido (NAD*) (Beadle et al., 1947)
(Figura 1). Es importante mencionar que esta via se lleva a cabo principalmente
en higado, rindn y cerebro de humanos, primates no humanos, roedores y otros
mamiferos menores (Vender, 1975; Moroni et al., 1988). Por otro lado se ha
reportado que la VK desempefia un papel importante en diversas funciones
fisiolégicas, como la conducta y la termorregulacion, entre otras (Stone, 1993;
Curzon, 1996; Munn et al., 1998; Guillermin et al., 2001).

El inicio en la actividad de esta ruta es distinto en higado y cerebro. En higado el
anillo inddlico del L-triptofano es cortado oxidativamente por la enzima triptéfano
dioxigenasa (TDO) produciendo N-formil kinurenina, mientras que en el cerebro, la
indolamina-2,3-dioxigenasa (IDO) es la enzima responsable de llevar a cabo esta
reaccion y es dependiente de superoxido, por tanto requiere de sistemas
generadores de este radical como son el ascorbato y la xantina-xantina-oxidasa,
siendo inhibida por la superdxido dismutasa (Hirata & Hayaishi, 1971) y por el
oxido nitrico (Thomas et al., 1994). Enseguida, la formamidasa degrada la N-formil
kinurenina a L-kinurenina (L-KYN). Este es un paso crucial para la via debido a
que la L-KYN funge como sustrato para diferentes enzimas: la kinurenasa - que

produce acido antranilico -, la kinurenina 3-hidroxilasa - que forma 3-



hidroxikinurenina (3-HK)-, y las kinureninas aminotransferasas (KAT’s) - que
catalizan la transaminacion irreversible de L-KYN a acido kinurénico (KYNA).

Cabe mencionar que existen tres isoformas de KAT (KAT I, KAT Il y la KAT Ill) en
humanos, por lo que la produccidén de KYNA es compleja. Las KAT’s difieren en el
pH 6ptimo para ejercer su actividad; mientras que para la KAT | y la KAT Il su pH
optimo es de ~9 (Guidetti et al., 1997; Han et al., 2009), para la KAT Il es a pH
optimo fisioldgico (7.4), por lo que se sugiere que esta ultima es la principal
responsable de la sintesis de KYNA en el cerebro humano (Gramsbergen et al.,
1997).

Posteriormente, la via nos lleva a la formacién de QUIN a través de la hidroxilacion
de la kinurenina a 3-hidroxikinurenina. Esta reaccion es llevada a cabo por la
kinurenina hidroxilasa, una enzima localizada en la membrana mitocondrial
externa (Okamoto et al., 1967), y requiere de la presencia de NADPH como
donador de un electrén. La kinureninasa, una enzima pirridoxal dependiente de
fosfato y que se encuentra en el citosol, convierte a la 3-hidroxikinurenina a acido
3-hidroxiantranilico (3-HA). Tanto la kinureninasa como la kinurenina hidroxilasa
estan presentes en el sistema nervioso central, pero tienen muy baja actividad.
Existe otra alternativa en la VK para la formacién del 3-HA, y es a través del acido
antranilico el cual puede ser hidroxilado por enzimas de hidroxilacion microsomal
no especificas y producir de esta manera el 3-HA.

La acido 3-hidroxiantranilico dioxigenasa, es la enzima de la via con mayor
actividad en el cerebro (Okuno et al., 1987) convierte el 3-HA en 2-amino-3-

carboximuconato semialdehido que instantaneamente es transformado a QUIN.



Por ultimo, el QUIN es metabolizado a acido nicotinico mononucleétido por la

enzima acido quinolinico fosforibosil transferasa.
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2. METABOLITOS NEUROACTIVOS DE LA ViA DE LA KINURENINA

Recientemente se han descrito diversas propiedades de algunos metabolitos de la
via, los cuales tienen efectos sobre el sistema nervioso (Stone, 1993). El primer
indicio fue descrito por Lapin en 1978, observando que la administraciéon
intracerebroventricular de QUIN genera convulsiones en ratones. Afilos mas tarde
Schwarcz y colaboradores (1983) demostraron que el QUIN causa lesiones
excitotoxicas en el cerebro, y dicho patrén de neurotoxicidad se debe a su
actividad como agonista de receptores NMDA (NMDAr), sugieriendo de esta
manera que el QUIN pudiera estar involucrado en procesos fisioldgicos y
patoldgicos asociados al receptor.

Por otro lado, al 3-HK se le han atribuido propiedades neurodegenerativas, esto a
través de la formacion de radicales libres (Eastman y Guiliarte, 1989),
desencadenando una serie de eventos que resultan en la desintegracion celular
(Okuda et al., 1998). Estos eventos son capaces de potenciar la excitotoxicidad en
neuronas tras ser expuestas a 3-HK y QUIN (Guidetti y Schwarcz, 1999). Aunado
a esto, el 3-HK y el 3-HA generan anion superdxido (O,*") y perdxido de hidrogeno
(H202) dependiente de cobre, promoviendo el dafo oxidativo a proteinas
(Goldstein et al., 2000).

El otro metabolito neuroactivo, y quiza el de mayor interés, es el acido kinurénico
(KYNA), que se ha definido como bloqueador competitivo del sitio para glicina del
NMDAr con una CEsy de ~235 uM (Kessler et al., 1989), y como inhibidor no
competitivo del receptor a7-nicotinico de acetilcolina con CEso de ~7 uM (Hilmas

et al., 2001), esta afinidad de KYNA hacia receptores permeables a calcio en el
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rango de concentraciones en que se encuentra en el cerebro sugiere que puede
tener algun papel relevante en la modulacion de la transmision glutamatérgica y
colinérgica. Esta hipotesis es apoyada por los experimentos de Poeggeler y
colaboradores en 1998, quienes demostraron que la disminucion en los niveles de
KYNA inducida por la administracion de d-anfetamina en el estriado aumenta la
vulnerabilidad a la inyeccion del NMDA, mientras que al elevar las
concentraciones de KYNA se inhibe la liberacién de glutamato (Carpenedo et al.,

2001).

3. GENERALIDADES DEL ACIDO KINURENICO

El KYNA (Figura 2) fue identificado en 1853 en orina canina (Liebig, 1853), pero
fue sino hasta 1904 (Ellinger, 1904) que se reconocié como un producto de la
degradacion del triptéfano por la VK. Este metabolito ha sido ampliamente descrito
como un antagonista competitivo del sitio para glicina en receptores NMDA
(NMDAr) (Stone, 1993; Parsons et al., 1997), y bloquea de manera no competitiva
receptores a7-nicotinicos (Hilmas, et al., 2001) por lo que se le reconoce como un
agente neuroprotector enddgeno. Sin embargo, el efecto de KYNA sobre
receptores para NMDA oscila en concentraciones micromolares (Stone, 1993), y
dado que los niveles endogenos en el cerebro se encuentran entre 50 y 100 nM
(Moroni, 1999), los receptores colinérgicos cobran gran importancia en los
mecanismos de accion de KYNA debido a que esta molécula puede antagonizar
dichos receptores a concentraciones menores que para NMDA. Lo anterior ha sido

demostrado en ratas al observar que la liberacién de glutamato se inhibe tras la
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administracion de KYNA (30 a 100 nM) y esta modulacién es independiente de
receptores glutamatérgicos, pero de manera interesante, los receptores
colinérgicos son mediadores de dicho efecto (Carpenedo et al., 2001). Sin
embargo, también se ha observado que el KYNA puede unirse a los receptores
glutamatérgicos AMPA por diferentes mecanismos concentracién-dependientes,
comportandose como un modulador (excitador/inhibidor) en la sefalizacion
neuronal (Prescott et al., 2006; Rozsa et al., 2008). Asi mismo se le ha atribuido
un papel importante en la comunicacion entre la neurotransmision glutamatérgica,

colinérgica y dopaminérgica en el cerebro.

OH
S

7™~ COOH

Figura 2. Estructura del acido kinurénico

4. KYNA EN DESORDENES NEURODEGENERATIVOS

Si bien el KYNA ejerce un papel muy importante a nivel fisiolégico como regulador
dentro de la neurotransmision, se puede inferir que algun desbalance en su
concentracion podria traer consigo modificaciones en estos sistemas de
transmision sinaptica, desencadenando diversos mecanismos de dafio celular. Por
esto, se han realizado numerosos trabajos clinicos y experimentales, en los
cuales se ha demostrado que alteraciones en la VK se asocian a diferentes

neuropatologias.
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Se ha observado que en liquido cefalorraquideo de pacientes con Alzheimer, los
niveles de KYNA se ven significativamente disminuidos (Heyes et al., 1992), no
obstante, Baran y colaboradores (1999) al evaluar los niveles de KYNA en
distintas regiones de cerebros post mortem con enfermedad de Alzheimer,
encuentran un aumento en putamen y nucleo caudado de 192 y 177 %,
respectivamente, asociado a una mayor actividad en la KAT | en ambas regiones,
mientras que la KAT Il no incrementa su actividad. Dichos hallazgos sugieren que
el incremento de KYNA en el putamen y nucleo caudado, y el bloqueo constante
de los NMDAr esta asociado a la pérdida de memoria, aprendizaje y cognicion en
pacientes con esta enfermedad.

Numerosos han sido los estudios donde el desbalance en la VK se asocia con el
progreso de la enfermedad de Huntington, a pesar de su caracter meramente
genético. En 1992 (Schwarcz et al., 1992) se planted la hipotesis de que el
desarrollo de mecanismos de excitotoxicidad en la enfermedad de Huntington se
debe principalmente a la disminucién en los factores neuroprotectores endoégenos,
y en menor medida al aumento en los niveles de los agonistas de receptores.
Especificamente se ha reportado que en estadios tempranos de la enfermedad,
los niveles de QUIN aumentan y el KYNA permanece constante, pero en
pacientes con la enfermedad avanzada, el QUIN se encuentra en concentraciones
normales y el KYNA disminuye (Guidetti et al., 2004).

Por otra parte en la enfermedad de Parkinson el KYNA también disminuye en
cerebros post mortem (Ogawa, 1992). Adicionalmente, se ha observado que en un
modelo esta enfermedad generado por MPTP (un inhibidor del complejo | de la

cadena de transporte de electrones) hay una disminucion en las actividades de la
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KAT | (Knyiha'r-Csillik et al,.2004) y la KAT Il que conlleva a una disminucion de
KYNA (Luchowski et al,. 2002). Asi, se asume que el KYNA es incapaz de inhibir
los NMDAr para prevenir la excitotoxicidad. Aunado a esto, se sabe que los
niveles de 3-HK y L-KYN aumentan, contribuyendo al dano en la enfermedad de

Parkinson (Zadori et al., 2009).

5. KYNA COMO ANTIOXIDANTE

Ademas de la extensa participacion del KYNA en el sistema nervioso central,
también se ha descrito su capacidad de capturar especies reactivas de oxigeno.
Goda y colaboradores en 1996 encontraron el primer indicio de que el KYNA
posee la capacidad de atrapar OH® en sistemas no bioldgicos de produccion de
este radical. Posteriormente, Hardeland y Zsizsik (1997) mostraron que, mediante
deteccién por quimioluminiscencia, los radicales O,*" y OH® oxidan al KYNA y la
adicion de atrapadores especificos de estas especies inhibe dicha oxidacion. Al
darle seguimiento a estos resultados (Zsizsik BK, Hardeland R. 1999a) empleando
un sistema de auto-oxidacion de hematoxilina y del sistema ABTS, compararon la
capacidad de captura de 0O, y OH® de KYNA, 4-hidroxiquinolina, &acido
quindalico, y acido xanturénico, otros metabolitos del triptéfano, donde KYNA
resultdé ser mas eficiente que la 4-hidroxiquinolina y el acido quindalico, pero
menos eficiente que el acido xanturénico, al capturar los radicales. En ese mismo
afno estos autores también demuestran que KYNA previene la degradacion de 2-
desoxiribosa por radicales OH® generados por fotolisis de la N-hidroxi-2-

thiopiridona (Zsizsik BK, Hardeland R. 1999b). A pesar de que demostraron el
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potencial de captura de radicales libres del KYNA, su trabajo redundé un poco con
lo que ya se habia descrito, dado que tampoco emplearon sistemas biolégicos en
sus trabajos.

Recientemente, Silva-Adaya y colaboradores (2010), mostraron que, en un modelo
de hemiparkinsonismo en ratas inducido por 6-hidroxidopamina (6-OHDA), la
administracion sistémica conjunta de L-KYN - el precursor directo de KYNA-, y
probenecid - un inhibidor de transporte de acidos organicos -, protege contra los
efectos de esta toxina al incrementar los niveles de KYNA, donde pudiera estar
efectuando su actividad como antioxidante dadas las caracteristicas pro-oxidantes

de la 6-OHDA.

6. ESTRES OXIDATIVO Y NITROSATIVO

Diversos desordenes neurodegenerativos, incluyendo las enfermedades de
Alzheimer, Parkinson y Huntington, comparten caracteristicas que involucran la
vulnerabilidad de las células a las diversas acciones nocivas de las especies
reactivas del oxigeno y nitrogeno (ERO/ERN), que resultan en estrés oxidativo y
nitrosativo. El estrés oxidativo se define como la produccion de una serie de
eventos toéxicos moleculares y celulares producidos por radicales derivados del
oxigeno y otras moléculas reactivas, provocando un desbalance donde las
especies reactivas rebasan la capacidad antioxidante de la célula. Las ERO
incluyen los radicales libres - que se definen como especies reactivas que poseen
un electrén desapareado en su Ultimo orbital, tales como O,*" y OH® -, asi como

las especies no radicales, como el H,O; y el peroxinitrito (ONOO"). Estas ERO son
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generadas normalmente por el metabolismo redox durante la reduccion incompleta
del oxigeno a agua en la cadena de transporte de electrones. Por otro lado, el
estrés nitrosativo o nitrérgico se refiere a una serie de eventos toxicos producidos
a nivel molecular por radicales derivados del nitrdgeno y moléculas reactivas como
el oxido nitrico (NO) y el ONOO'. EI sistema nervioso central (SNC) es
particularmente susceptible a los efectos de las ERO/ERN debido a: 1) su elevada
proporcion de lipidos con respecto a otros 6rganos; 2) su alta tasa metabdlica, ya
que el metabolismo aerdbico es el principal mecanismo que provee de energia a
las células neuronales, y dado que las neuronas poseen una amplia distribucién
de mitocondrias y que estas ultimas regulan el metabolismo oxidativo y la sintesis
de ATP, el riesgo de que se produzca de manera excesiva el O,*” es muy alto. No
obstante, en condiciones fisiologicas, los sistemas antioxidantes enddgenos son
capaces de neutralizar o remover estas especies reactivas; y 3) la restringida

actividad de algunas enzimas antioxidantes, por ejemplo la catalasa.

7. ESPECIES REACTIVAS DE OXIGENO (ERO) Y NITROGENO (ERN)

Un radical libre es una especie quimica que puede existir de manera
independiente y que contiene uno o mas electrones desapareados, ya sea por la
pérdida o por la ganancia de ellos. Estos electrones desapareados modifican la
reactividad quimica de atomos o moléculas y las hacen mas reactivas que su
correspondiente “no radical’. Los radicales derivados del oxigeno (Tabla 1) son los
de mayor importancia en la clinica (Zentella y Saldafia, 1996) por ser éste

elemento la molécula mas abundante en los sistemas bioldgicos. Las ERO son
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intermediarios toxicos predominantes y son responsables del estrés oxidativo

(Kehrer, 2000).

Radicales No radicales
Anion superéxido (02°) Perdxido de hidrogeno (H203)
Radical hidroxilo (OH*®) Acido hipocloroso (HCI)
Radical peroxilo (*OOR) Ozono (0O3)
Radical hidroxiperoxilo (*OOH) Oxigeno singulete ('0,)
Radical alcoxilo (*OR) Peroxinitrito (ONOQO")
Peréxidos organicos (ROOH)

Tabla 1. Especies reactivas del oxigeno.

Las principales ERO son O,*", H,O, y OH®, y la mayor fuente de estas especies es

la cadena respiratoria, donde se puede dar lugar a las siguientes reacciones:

O +1¢ 02" +1e H202 +1¢ OH®*+OH 41 2H0
+2H +2H*

Figura 3. Generacién de especies pro-oxidantes de la molécula de oxigeno.

El OH® es uno de los radicales mas agresivos, ya que reacciona con cualquier

molécula que se encuentre en las cercanias. EI mecanismo principal de su
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generacion en sistemas bioldgicos es la reaccion de Haber-Weiss, catalizada por
el hierro, hace uso de la quimica de Fenton (Kehrer, 2000):

1) Fe** + 0,° — Fe* + O,
2) Fe** + H,0, — Fe** + OH + OH® (Reaccidn de Fenton)
3) Reaccioén neta: O,* + H,O, — O, + OH + OH®

Por otro lado, el O,* es el radical primordial en la célula y sus fuentes de
produccion varian en la célula. La principal de éstas es la cadena de transporte de
electrones en la mitocondria, en la que se pueden dar fugas de electrones en los
complejos | y Ill. También puede generarse por el metabolismo del acido
araquidonico, el cual inicia cuando la fosfolipasa A, es activada por Ca™"y libera el
acido araquidonico, mismo que es oxidado por la ciclo-oxigenasa por la adicion de
dos moléculas de O, produciéndose asi prostaglandina PGG,, la cual es
instantdneamente peroxidada a PGH, con la liberacion simultdnea de O,*". La
xantina oxidasa y la NADPH oxidasa son otras enzimas que lo producen como
parte de su actividad catalitica. Alternativamente, el OH® puede formarse a partir
de ONOQO", ya que este se protona rapidamente al acido peroxinitroso (ONOOH),
y la descomposicion espontanea de éste, genera OH®.

El estrés nitrosativo es generado por la rapida oxidacion del ON. El ON puede
reaccionar con diversas moléculas (Figura 3) y dar lugar a la generacion de otra

especie muy agresiva, el ONOO".
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NO,~ POLMPO_ NO,CI

CO5;~+ NO
co, 3 2

or
NO_—— > ONOO~ ————=0ONOOH

o
NOz $ N203
Figura 3. Via de oxidacion del ON y consecuente produccién de ONOO vy estrés

nitrosativo (tomado de Soneja et al., 2005).

8. EFECTO DE LAS ERO SOBRE LAS MACROMOLECULAS BIOLOGICAS

La produccién de ERO se da de manera constante en la célula, y son diversos
sistemas antioxidantes los encargados de controlar dicha produccion. Sin
embargo, una deficiencia en estos sistemas, o bien la generacién excesiva de
ERO, conlleva a dafiar las moléculas mas importantes de los sistemas bioldgicos
como son los lipidos, las proteinas y el ADN, afectando asi su estructura y funcion.

A. Dano a lipidos

El sistema nervioso es peculiarmente susceptible al dafio a lipidos dada su gran
cantidad presente en membranas, especificamente los poli-insaturados. El efecto

directo de las ERO sobre los lipidos es la lipoperoxidaciéon. Los radicales OH® e
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hidroperoxilo (HO2¢), asi como el 'O, pueden reaccionar con los fosfolipidos y
otros componentes lipidicos de las membranas para formar hidroperéxidos
lipidicos (Aikens y Dix, 1991; Choe et al.,, 1995, Choi y Yu 1995, Gutteridge y
Halliwell, 1990; Halliwell y Gutteridge, 1984; Horton y Fairhurst, 1987; Niki et al.,
1991; Schaich, 1992). La lipoperoxidacién ocurre en varias fases; en la primera, la
fase de iniciacion comienza cuando el radical libre secuestra un atomo de
hidrogeno de uno de los carbonos de la cadena carbonatada para generar un
radical libre lipidico (Le). Los acidos grasos poli-insaturados de membrana son
especialmente susceptibles de ser atacados por radicales libres, puesto que
contienen grupos metilenos separados por dobles enlaces que debilitan el enlace
C-H metileno. Cuando un radical lipidico se origina, sufre inmediatamente un
reajuste molecular, produciéndose asi un dieno conjugado que puede reaccionar
con el Oy y formar un radical hidroperoxilo. Este radical libre da lugar a
endoperoxidos, o bien, puede tomar un atomo de hidrogeno de un carbono
metileno de otro acido graso poli-insaturado adyacente para formar de nuevo un
radical libre lipidico y un hidroperéxido. El radical lipidico se combina con otra
molécula de oxigeno y asi se establece una cadena de propagacion del dafio
peroxidativo. Por su parte, el hidroperéxido, que es un compuesto estable, entra
en contacto con iones metalicos de transicion y producira mas radicales libres que
iniciaran y propagaran otras reacciones en cadena. Asi las membranas resultan

seriamente dafiadas, y por tanto, se altera su funcionalidad (Rice y Burton, 1993).
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B. Daino a proteinas

Las ERO, al danar las proteinas, alteran no solo su estructura, sino también su
funcién. En el caso de las enzimas, por ejemplo, se pierde su actividad catalitica,
provocando interrupciones en la transduccién de sefiales y vias metabdlicas. Los
efectos de las ERO sobre las proteinas incluyen la oxidacion de los residuos de
aminoacidos, el rompimiento de los enlaces peptidicos y la agregacién entre
proteinas. Ya que al parecer no existen mecanismos de reparacién de proteinas,
la prevencion por los sistemas antioxidantes o la simple destruccién de las
especies modificadas por protedlisis son mecanismos mas viables (Grune et al.,
1997). Aunque la mayoria de las proteinas oxidadas son removidas del sistema,
algunas pueden acumularse gradualmente y contribuir al dafio, como sucede en

algunos desordenes neurodegenrativos (Kehrer, 2000).

C. Daino a acidos nucleicos

Las ERO danan el ADN al reaccionar con la desoxirribosa y las bases
nitrogenadas. Existen diversos sistemas de reparacion del ADN ya que estas
especies presentan niveles basales en la célula (Lindahl y Wood, 1999); no
obstante, si las ERO se producen en sitios criticos o0 no son reparados
rapidamente, puede tener consecuencias perjudiciales que van desde producir
mutaciones hasta la apoptosis, la necrosis, e incluso la carcinogénesis (Klaunig et
al., 1998). Uno de los efectos mas sobresalientes de la presencia de ERO, y que
de hecho se emplea como marcador de dafio oxidativo, es la fragmentacion del

ADN, afectando su organizacién al romper los nucleosomas, y por tanto la
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condensacion de la cromatina, que finalmente impedira la transcripcion de genes
(Cardenas-Rodriguez y Pedraza-Chaverri, 2006).

La produccion de ERO es controlada en la célula por diversos sistemas
antioxidantes; sin embargo, este equilibrio puede perderse cuando estos sistemas
presentan alguna deficiencia o cuando la generacion de ERO es excesiva, lo que

conlleva a danos en las moléculas.

9. ANTIOXIDANTES EN LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Las células poseen sistemas de defensa que les permiten controlar la
concentracion de especies reactivas. Estos sistemas se agrupan en dos tipos: no
enzimaticos y enzimaticos.

A. SISTEMAS ANTIOXIDANTES NO ENZIMATICOS

Los antioxidantes no enzimaticos constituyen un grupo de moléculas tanto
hidrofobicas como hidrofilicas, que capturan radicales libres y generan especies
reactivas menos nocivas para la célula. Su mecanismo de accién se basa en la
capacidad de ceder un electron a un radical con el fin de estabilizarlo. Los
antioxidantes no enzimaticos mas importantes son:

e Vitamina E (o-tocoferol). Es considerado el antioxidante mayormente
distribuido en los seres vivos. Posee la capacidad de interrumpir la
peroxidacién de lipidos en la fase de propagacién, reaccionando con los
radicales lipoperoxilos y alcoxilos. Al interactuar con lipoperoxilos, genera el

radical a-tocoferilo, el cual es transformado de vuelta a a-tocoferol por el
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acido ascorbico en el sistema reductor tiorredoxina/tiorredoxina reductasa

(May et al., 1998).

Glutatiéon (GSH/GSSG). El glutatién reducido (GSH) es considerado una
tipica forma antioxidante al impedir la oxidacion de los grupos tiol (-SH) de
las proteinas; tiene la capacidad de reaccionar con las ERO,

transfiriéndoles un atomo de hidrégeno (Halliwell y Gutteridge, 2001).

e Acido urico. ComUnmente se le considera como un producto terminal del

metabolismo de las purinas, y posee propiedades antioxidantes per se; sin
embargo, se desconoce el mecanismo especifico por el cual ejerce su
accioén, pero se sugiere que consiste en prevenir la oxidacion de la vitamina

C y formar complejos con los metales hierro y cobre (Yu, 1994).

B. SISTEMAS ANTIOXIDANTES ENZIMATICOS

Como lo denota su categoria, estos antioxidantes son enzimas encargadas de

convertir las especies reactivas en menos reactivas, y entre estos destacan:

Superoxido dismutasa (SOD). Es una metaloproteina cuya funcion es
catalizar la dismutacion del O, a H,0,. Esta enzima presenta tres
isoformas, de las cuales dos tienen como sitio activo al Cu®* y Zn*";
localizadas en el citosol y en exterior de la célula respectivamente. La
tercera isoforma tiene como sitio activo al Mn®* y se encuentra en la matriz

mitocondrial.

Catalasa. Es una hemoproteina que se encuentra principalmente en los

peroxisomas Yy las mitocondrias; su actividad antioxidante consiste en
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disminuir el riesgo de la formacién del OH® por la interaccién del H,O, con
metales de transicién via la reaccion de Fenton (Halliwell, 1990). EI
mecanismo por el cual lleva a cabo su funcién tiene lugar en dos fases:
primero, hace una ruptura del H,O,, generando en el grupo hemo la especie
oxoferrilo con la formaciéon de una molécula de agua, y después se lleva a

cabo la reaccion del oxoferrilo con otras molécula de H>0».

Glutation peroxidasa. Es una selenoproteina que se ubica en la matriz
mitocondrial y en el citosol. Esta enzima degrada H,O,, y requiere la

presencia de GSH (Powers y Lennon, 1999).

Glutatién reductasa. Esta enzima cataliza la conversién de glutation oxidado
(GSSG) a GSH, requiere de NADPH, y es esencial para el ciclo redox del
GSH que mantiene los niveles adecuados de esta molécula (Harris y

Massey, 1992).

IV. JUSTIFICACION

Debido a que KYNA desarrolla un papel importante en la modulacién de la
transmision sinaptica de diversos neurotransmisores, y que se ha implicado en
diferentes enfermedades neurodegenerativas, es de gran trascendencia investigar
otros mecanismos por los cuales el KYNA provee proteccion a las células;
adicionalmente a su actividad antagdnica sobre receptores del SNC. Dado que se
ha demostrado su eficacia al capturar radicales libres en sistemas no bioldgicos,

este trabajo representa la primera aproximacion a este planteamiento. Asi se
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explorara nuevas alternativas referentes a las propiedades protectoras que posee

KYNA.

V. HIPOTESIS

Si el acido kinurénico es capaz de atrapar radicales en sistemas in vitro no
bioldgicos, entonces atenuara el dafo oxidativo inducido por el pro-oxidante
FeSO4 en sistemas biolégicos, como son los homogenados de diferentes tejidos; y

dicho efecto sera independiente de su accion antagonica.

VI. OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad antioxidante de KYNA, tanto en sistemas sintéticos
generadores de especies reactivas, como en homogenados de distintos tejidos de
rata, y evaluar si dicho efecto es independiente de su actividad sobre receptores

tipo NMDA y a7-nicotinicos.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES

a. Evaluar la capacidad atrapadora del KYNA sobre O,*", OH®* y ONOO™ en
sistemas generadores de quimica combinatoria, y comparar su eficacia con

compuestos de referencia para cada especie.

b. Determinar si el KYNA es capaz de evitar la oxidacion de albumina

producida por OH®.
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c. Comprobar si KYNA previene la peroxidacién de lipidos inducida por el pro-
oxidante FeSO4 en homogenados de cerebro, cerebelo e higado de rata,
empleando de manera comparativa antagonistas de receptores NMDA y a7-
nicotinicos (MK-801 y memantina, respectivamente) para determinar si esta

posible proteccion es dependiente o no de dichos receptores.

d. Evaluar si el KYNA disminuye la produccion de ERO inducida por FeSO4 en

homogenados de cerebro y cerebelo.

VIll. METODOS

1. Materiales y animales

Todos los reactivos empleados se obtuvieron de Sigma Chemical Company (St.
Louis, MO, EUA). Las soluciones se prepararon usando agua desionizada
obtenida de un sistema purificador Milli-Q (Millipore).

Se usaron ratas Wistar macho (250-300 g) para la realizacion de este trabajo.
Para todos los experimentos propuestos, los animales se agruparon en 5 por cada
caja de acrilico, alimentados con un producto comercial (Purina Chow) y agua ad
libitum. Los cuartos del bioterio se mantuvieron en condiciones constantes de

temperatura (25 £ 3° C), humedad (50 £ 10 %), y luz (12:12 ciclo luz:oscuridad).
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2. Determinacion de captura de especies reactivas en sistemas sintéticos

Para la evaluacion de la actividad de captura de especies reactivas, se realizaron

ensayos de quimica combinatoria sin muestra bioldgica.

A. Ensayo de anion superéxido (0O2°)). La captura de O,*" se estimd mediante
la generacién del radical en el sistema descrito por Nikishikimi y colaboradores
en 1972, posteriormente modificado por Ponti et al. en 1978. Brevemente, en
un tubo de ensayo se mezclaron 10 ul de dimetil sulféxido (DMSO),
amortiguador HEPES 20 mM, fenazina metosulfato (PMS) 4 uM, nitroazul de
tetrazolio (NBT) 40 uyM y nicotinamida adenina dinucleétido (NADH) 196 uM. Al
final se adicionaron diferentes concentraciones (100, 300, 500, 1,000 y 3,000
MM) de acido kinurénico (KYNA), N-acetil-cisteina (NAC), glutation (GSH) y
acido nordihidroguaiaretico (NDGA) 1, 5, 10, 20, 500 yuM. Una vez realizada la
mezcla de determind la absorbencia a 560 nm en un espectrofotometro
Genesys, cada minuto durante 3 minutos. Una vez obtenidas las lecturas se

calcula la CEsg para cada molécula.

B. Ensayo de radical hidroxilo (OH®). Se llevé a cabo mediante el sistema Fe**-
EDTA-H,O»-desoxiribosa (Halliwell et al., 1987; Floriano-Sanchez et al., 2006).
Para el ensayo 100% se colocaron en tubos 200 pl de acido ascoérbico 1 mM,
200 pl de desoxiribosa 2.8 mM, 100 pl de H,O, 10 mM, 300 ul de amortiguador
de fosfato de potasio 20 mM pH 7.4 y 200 pl de la solucion EDTA 1.04 mM/
FeCl; 1 mM. Para el ensayo problema se agregaron 100 pl de los antioxidantes
a comparar: KYNA, dimetil sulféxido (DMSO), dimetil tiourea (DMTU) 50, 100,
150, 250, 500, 1000 y 3000 uM; y NDGA 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5, 1 y 5 uM. Se
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incubaron durante una hora a 37°C, y después se agrega 1 ml de
TBA/HCI/TCA/DFO y se calentaron 10 minutos en bafio maria a 100° C para

registrar las absorbencias a 532 nm.

. Ensayo de peroxinitrito (ONOO’). EI ONOO™ se sintetizO de la manera
descrita por Floriano-Sanchez et al., 2006, mezclando, en bafo de hielo, 5 ml
de la solucion de H20, 0.7M en HCI 0.6 M con 5 ml de KNO;, 0.6 M, y casi
instantaneamente se detuvo la reaccion con NaOH 1.2 M frio. El H,0; residual
se removio usando una columna de MnO, prelavada con NaOH 1.2 M durante
20 minutos. La mezcla obtenida se almacend a -20°C por una noche. Se
recolectd la capa de liquido amarillo y se mantuvo a -20°C. La concentracion
de (ONOO") se determind antes de cada experimento a 302 nm utilizando un
coeficiente de extincion de 1.670 M” ¢cm™. Para todos los experimentos, la
concentracion de ONOO' sintetizado fue de 90 mM. La captura de ONOO" se
midié a través de la inhibicion de la formacion de diclorofluoresceina (DCF) a
partir de dicloro-dihidro-fluoresceina (DHCF). En el tubo 100 % se colocan 20
gl de acido dietilenetriaminepentaacético (DTPA) 1 mM, 30 ul de DHCF 1.75
mM, 0.95 ml de H,O y 15 pl del ONOO' sintetizado. Al tubo problema se le
agregaron 100 pl de los antioxidantes: KYNA (100, 300, 500, 1000, 3000 y
5000 uM), penicilamina (5, 10, 20, 50 y 100 uM) y NDGA (1, 2.5, 5, 10, 20 y 50

MM). Se registra la absorbencia a 500 nm durante tres minutos cada minuto.
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3. Preparacion de homogenados de cerebro, cerebelo e higado

Para los experimentos in vitro, se emplearon como sistema biologico los
homogenados de tejido de rata, para lo cual se extrajo cerebro, cerebelo e higado,
y se homogenizaron 1:20 en buffer Krebs-Ringer (NaCl 118.5 mM, KCI 4.75 mM,
CaCly 1.77 mM, MgSO4 1.18 mM, glucosa 5 mM, NaH,PO4 12.9 mM y NaHPO, 3

mM; pH 7.4).

4. Determinacién de la peroxidacion de lipidos

La evaluacion de la peroxidacion de lipidos (PL) en homogenados se estimo por el
método de TBA, basado en la formacion de malondialdehido (MDA), un producto
de la lipoperoxidacion que reacciona con el acido tiobarbiturico (TBA) formando
productos fluorescentes (Santamaria et al., 1997; 2001?; Triggs y Willmore, 1984).
A 250 pl del homogenado se le agregaron diferentes concentraciones de KYNA (5
a 1000 uM) y FeSO4 (5 puM), incubando por dos horas a 37°C. En paralelo se
evalu6 el efecto del MK-801 (inhibidor de receptores NMDA) y memantina
(inhibidor de receptores a7-nicotinicos y NMDA). Después de la incubacién, se
agregaron 500 pl de la solucion de TBA (0.75 g de TBA + 15 g de acido
tricloroacético + 2.54 ml de HCI, en un volumen final de 50 ml en H,0), se
calentaron los tubos en bafo maria a 100° C por 20 minutos. Posteriormente se

centrifugaron a 3,000 x g por 15 minutos. Finalmente, se obtuvieron las
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absorbencias a 532 nm. Los resultados estan expresados en porcentaje de
peroxidacion lipidica respecto al control.

5. Evaluacion de la produccion de ERO

Las ERO se detectaron por fluorescencia de la diclorofluoresceina (DCF) (Ali et al.,
1992). Se incubaron alicuotas de 1.5 mL de los homogenados de tejido durante
dos horas en presencia o ausencia de FeSO4 (5 uM) y de KYNA (150 uM) durante
dos horas a 37° C. Después de la incubacion se agregaron 100 yL de una
solucion de DCF-diacetato 75 yM y se incubo6 a 37° C en la oscuridad durante una
hora; posteriormente las muestras se centrifugaron a 6,000 x g por 10 minutos, y
la sefial fluorescente de la DCF de los sobrenadantes se determiné en un
espectrometro Perkin-Elmer LS50 con 488 nm de excitacion y 532 de emision. Los

valores se expresan en porcentaje de produccién de ERO con respecto al control.

6. Degradacion de proteina mediada por OH*®

La determinacion de la oxidacion de la albumina de suero de bovino (BSA)
mediada por OH® se realizé6 empleando una reacciéon catalizada por metales
basada en el método de Kocha y colaboradores en 1997, haciendo algunas
modificaciones. Se prepard una solucion de acido ascorbico (1.6 mM)/EDTA (0.8
mM)/(NH4)2Fe(SO4), (0.8 mM) en amortiguador de fosfatos 50 mM (pH 7.4) mas
BSA y KYNA. Se mezclo BSA al 1% con 250 pl de la solucion de &acido
ascorbico/EDTA/(NH4)2Fe(SO4)2 en presencia o ausencia de KYNA. La reaccion

para generar OH® se inicio al afadir 15 pl de H,O, al 2%. En el grupo control el
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H,O, se sustituyd por H,O. Los tubos se incubaron por 1 hora a temperatura
ambiente, se les agregaron 250 pl de acido tricloroacético al 20% y se
centrifugaron a 1,000 x g por 30 min a 4° C. Se descarté el sobrenadante y el
precipitado se resuspendié en 500 ul de NaOH 0.1 M. Posteriormente se tomaron
40 ug de albumina contenida en las muestras y se sometieron a una electroforesis
desnaturalizante discontinua en un gel de poliacrilamida al 12% a 150 V por 1 h.
Enseguida se tino el gel en azul de Coomassie 0.2% durante 1 h. Las imagenes se
visualizaron y capturaron en un fotodocumentador de geles BioRad (Gel Doc 1000
BioRad). Los niveles de proteina se evaluaron por densitometria utilizando el

programa Quantity One 4.2 (Galano et al., 2010).

IX. RESULTADOS

1. CAPACIDAD ATRAPADORA DE KYNA

En la figura 4 se presenta la capacidad de captura del KYNA para (a) OH®; (b)
ONOO™ y (c) O2°". Adicionalmente, se muestra la comparacién de la capacidad
atrapadora con respecto a los compuestos de referencia para cada una de las
ERO. En todos los casos se observa que el KYNA y los demas antioxidantes
reducen la cantidad del radical de manera concentracion-dependiente. EI KYNA

muestra mayor capacidad de captura de O2°*” que el GSH (Figura 4C).

32



(a) (b)
*
- 100+
o+ 1004
O =
= %
2 Q go-
: 5
o 2
©
o 60 % 504
é E
o
T 40 8 404
g © —=— NDGA
m =
% Sl 5 —h— KYNA .
o 20 —4— Penicilamina
e [5]
© 8
Kol
e 04 8
8 >
I T T T T 1
600 800 1000
5 1
S
8
5 80+
N
g
o 60—
:
g 407 —a— KYNA
® —6— NAC
S 204 -8~ GSH
e
g —— NDGA
g 0-
Q.
8 | 1 I 1
0 1000 2000 3000
(LM

Figura 4. Comparacion del efecto de KYNA (100, 300, 500, 1000 y 3000 uM) en la
produccién de radical OH® (a), ONOO™ (b) y O2° (c) con respecto a otros

atrapadores de referencia, en sistemas no biolégicos.
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La Tabla 2 muestra los valores de la concentracion efectiva 50 (CEsp) de KYNA en
la captura de las diferentes especies reactivas, asi como su comparacion con
compuestos de referencia. La capacidad atrapadora de KYNA para las diferentes
ERO, expresada como CEs, fue la siguiente: OH®* = 02°” = ONOO". La CEs, para
el OH* fue 209.0+ 7.4 uM vy la eficiencia de captura fue: NDGA > DMSO > DMTU >
KYNA. El valor de CEsp de KYNA para la captura de ONOQO™ fue 598.4 + 74.8 yM y
la eficiencia fue menor que NDGA y penicilamina. Para la captura de 02*, la
CE50 de KYNA fue 212.3 + 11.4 pM y la eficiencia quedo de la siguiente manera:

NDGA > KYNA > GSH > NAC.

Tabla 2. Capacidad de captura de especies reactivas de KYNA y otros
antioxidantes de referencia. Los valores estan expresados en CEsp (UM).

Compuesto OH* ONOO" 0,”
KYNA 209.0+7.4 598.4 + 74.8 212.3+114
DMTU 129.5+8.5
DMSO 172.3+19.6

Penicilamina 21.3+1.7
NDGA 0.03 £0.002 2.8 +£0.41 269+25

NAC 2387.6 +17.3
GSH 2171.5 + 156.3

Valores expresados en promedios £ SEM. KYNA: acido kinurénico; DMTU: dimetil
tiourea; DMSO: dimetil sulféoxido; NDGA: acido nordihidroguaiarético; NAC: N-
acetil-cisteina; GSH: glutation.
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2. EFECTO DE KYNA EN LA PL EN PRESENCIA O AUSENCIA DE LOS

INHIBIDORES DE LOS RECEPTORES NMDA Y a7-NICOTINICOS

En la Figura 5 a, b y ¢ se muestra que el KYNA previene la PL inducida por FeSO,4
de manera concentracion dependiente en los tres tejidos y esta proteccién es
independiente de los receptores NMDA, dado que la incubacién con MK-801 no
tiene efecto sobre la lipoperoxidacion producida por el agente pro-oxidante. Por
otro lado, en la Figura 6 se observa el efecto de KYNA sobre la PL inducida por
FeSO, en presencia de memantina, un inhibidor de receptores nicotinicos y

NMDA.
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Figura 5. Efecto de las diferentes concentraciones de KYNA sobre la peroxidacion

de lipidos en homogenados de cerebro (a), cerebelo (b), higado (c) en presencia

de FeSO4 (5 uM) y MK-801 (0.3 uM). Los valores estan expresados en promedios

+ SEM. # P<0.05 vs control, * P<0.05 vs de FeSO,.
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Figura 6. Efecto de las diferentes concentraciones de KYNA sobre la peroxidacion
de lipidos en homogenados de cerebro (a), cerebelo (b), e higado (c) en presencia
de FeSOs (5 pM) y Memantina (1 pM). Los valores estan expresados en

promedios + SEM. ? P < 0.05 vs control, ® P < 0.05 vs FeSO..
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3. EL KYNA PREVIENE LA PRODUCCION DE ERO

El FeSO4 indujo un aumento de la produccién de ERO en cerebro y cerebelo en
un 67% y 61%, respectivamente (Figura 7 a y b, respectivamente), y esta

formacion de ERO fue atenuada por KYNA (150 uM) en ambos tejidos.
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Figura 7. El KYNA (150 pM) redujo la formacién de ERO inducida por FeSO4 en
cerebro (a) y cerebelo (b). Los valores estan expresados en promedios £+ SEM. * P

< 0.01 vs control, 2P < 0.01 vs FeSO,.
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4. EL KYNA PREVIENE LA DEGRADACION DE ALBUMINA INDUCIDA

POR OH®

El KYNA (100, 150 y 500 uM) previno la oxidacién de albumina inducida por OH*®
de manera concentracion-dependiente. Los resultados se evaluaron por
densitometria (Figura 8). Estos datos confirman la capacidad de KYNA como

atrapador de OH°.
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Figura 8. Efecto protector de KYNA sobre la oxidaciéon de albumina inducida por
un sistema generador de OH®. a) Blot representativo para la deteccion de
albumina por medio de tincién: carril 1, albumina (50 pg); carril 2, KYNA (500 uM);
carril 3, albumina (50 ug) + OH?®; carriles 4-6, albumina (50 pg) + OH® + KYNA
(100 uM para el carril 4, 150 yM para el 5 y 500 uM para el 6). b) Representaciéon
cuantitativa (densidad optica) para la deteccién de albumina. Datos presentados
como promedios + S.E.M. de 3 experimentos independientes. ?P<0.01 vs. Control;
°P<0.01 vs OH".
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X. DISCUSION

El KYNA es un metabolito de la degradaciéon del triptofano y es ampliamente
conocido por su actividad inhibidora de receptores NMDA vy nicotinicos (Kessler et
al., 1989; Hilmas et al., 2001). En este trabajo exploramos un nuevo mecanismo
por el cual esta molécula ejerce sus acciones protectoras, al demostrar que KYNA
es también un metabolito con propiedades antioxidantes y atrapadoras de ERO.
Se demostré que KYNA es capaz de atrapar ERO en diferentes medios sintéticos
de produccién de radicales libres, mientras que en preparaciones biolégicas de
tejido este compuesto disminuyd diferentes marcadores de dafo oxidativo
producidos por FeSO.. Es bien sabido que las ERO contribuyen al desarrollo de
diversas enfermedades como la arteroesclerosis, la diabetes, el cancer, las
enfermedades neurodegenerativas, la cirrosis y los procesos de envejecimiento
(Halliwell and Gutteridge, 1999; Basaga, 1990), y que la PL se ha establecido
como una consecuencia de la formacién de ERO en células y tejidos (Basaga,
1990). En este sentido, los atrapadores de radicales pueden contribuir a prevenir o
mejorar estos desérdenes al mantener la homeostasis. Por tanto, el hecho de que
el KYNA actue como un atrapador directo de ERO es de gran relevancia dada la
naturaleza endogena de este metabolito. Cabe mencionar que las alteraciones en
las concentraciones de KYNA han sido relacionadas con diferentes patologias,
incluyendo alteraciones cognitivas, esquizofrenia, enfermedad de Alzheimer,
Parkinson, Huntington, espasmos infantiles, dolor, abuso de drogas, anorexia,
epilepsia e inflamacién, entre otras (Schwarcz and Pelliciari, 2002; Pérez-De la

Cruz et al., 2007).
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En nuestro estudio se montaron diversos sistemas sintéticos disefiados para
producir radicales libres, y demostramos que el KYNA presenta la misma eficacia
para atrapar O,*” y OH® (CEsp: 212 y 209 uM, respectivamente), mientras que su
CEso para ONOO™ es mayor que las otras (CEsp: 598 yM). Es importante destacar
que KYNA resultdé casi 10 veces mas efectivo que el GSH al atrapar O,°*,
permitiendo la postulacion de este metabolito como un atractivo atrapador, ya que
el GSH es uno de los antioxidantes endégenos mas abundantes e importantes, y
también debido a que el O,* es un radical libre derivado cominmente del
metabolismo celular que puede llegar a ser una fuente para la posterior produccién
de otras ERO como el OH®. Estos datos confirman reportes previos en los cuales
el KYNA también fue capaz de capturar radicales libres en diferentes condiciones
experimentales (Goda et al., 1996; Hardeland & Zsizsik, 1997; Zsizsik &
Hardeland, 1999a,b; Hardeland et al., 1999; Zsizsik, 2001a). Adicionalmente,
demostramos la capacidad de KYNA como una molécula antioxidante,
independientemente de su actividad sobre receptores NMDA vy nicotinicos, a
través de dos estrategias experimentales: (1) usando homogenados de higado, en
los cuales la cantidad de receptores para neurotransmisores puede considerarse
como minima; y (2) evaluando el efecto de KYNA en una co-administracion con
MK-801, un potente antagonista de receptores NMDA (McDonald et al., 1989) o
con memantina (un antagonista tanto de receptores nicotinicos como NMDA)
(Parsons et al., 1999). El KYNA disminuyé de manera concentracién-dependiente
la PL producida por FeSO4 en los tres tejidos evaluados (cerebro, cerebelo e

higado), y se observo el mismo efecto protector al co-administrar los inhibidores.
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Este hallazgo tiene particular relevancia ya que ambos antagonistas fueron
incapaces de reducir los cambios en los marcadores de estrés oxidativo inducido
por el FeSO4. Por lo tanto, los efectos protectores de KYNA ampliamente descritos
en trabajos previos (Gigler et al., 2007; Robotka et al., 2008; Carrillo-Mora et al.,
2010; Sas et al., 2008) pudieran estar asociados a su habilidad para capturar O,°",
OH® y ONOQ", lo cual se demostroé previamente en este trabajo en sistemas no
bioldgicos. Estos datos indican que el efecto observado de KYNA sobre estas
especies reactivas es probablemente independiente de su actividad inhibidora
sobre receptores, y que su habilidad como atrapador podria estar contribuyendo a
sus propiedades neuroprotectoras.

Adicionalmente, nuestros datos demuestran que el KYNA (150 uM) puede atenuar
la produccion de ERO inducida por FeSO4 y la oxidacion de la albumina evocada
por OH® (Matthews et al., 1998). Por su parte, Zsizsik y Hardeland (1999 b)
demostraron que, en un sistema de produccion de radicales libres generados por
la fotdlisis de N-hidroxi-2-piridinetiona, el KYNA es capaz de inhibir
substancialmente la degradacién de la desoxirribosa inducida por OH®. El
mecanismo propuesto por el cual KYNA ejerce su actividad atrapadora implica su
propia oxidacion al capturar dos radicales OH®* y un O,*", produciendo al mismo
tiempo otro radical NO* (Zsizsik and Hardeland, 2001b). El hecho de que el KYNA
pueda atenuar el dano oxidativo en el intervalo de concentraciones en el cual
también actua sobre receptores, sugiere que la proteccion que provee KYNA en
diferentes modelos neurotoxicos no soélo se debe a su actividad como antagonista

sobre receptores NMDA nicotinicos, sino también a su capacidad antioxidante.
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Esto es respaldado por el hecho de que el KYNA previene el dafno en diversos
modelos de toxicidad donde destaca la produccién de radicales libres.
Ejemplificando, recientemente se han probado diferentes estrategias que
comprenden la modulacién positiva de los niveles de KYNA en el cerebro en
diversos modelos téxicos mediados por la sobreactivacién glutamatérgica como la
epilepsia, la isquemia y la toxicidad inducida por QUIN, el beta amiloide y el MPTP
(Santamaria et al., 1996; Miranda et al., 1997; Stone, 2000; Hlinak and Krejci,
2006; Gigler et al., 2007; Robotka et al., 2008; Carrillo-Mora et al., 2010; Sas et al.,
2008). En estos casos, la accion protectora de KYNA fue atribuida totalmente a su
caracter antagonico. Resta entonces investigar si el KYNA ejerce acciones
protectoras al probarlo en estos modelos téxicos a través de sus propiedades
antioxidantes.

En contraste a lo que hemos demostrado, es importante considerar que KYNA
puede, bajo ciertas circunstancias, comportarse como un pro-oxidante,
considerando sistemas experimentales similares donde el acido d-aminolevulinico
(ALA), otra fuente de OH®, es generado particularmente por la sub-forma endlica
de este metabolito. EI KYNA potencia la destruccion de 2-desoxirribosa por
radicales libres generados por ALA; sin embargo, se desconoce el mecanismo
especifico por el cual se lleva a cabo (Coto-Montes et al., 2001). Por otro lado, se
ha demostrado que KYNA es capaz de disminuir la sintesis de ATP al elevar el
consumo de oxigeno durante el estadio IV de la respiracion, reduciendo el indice
de control respiratorio y la relacion ADP/oxigeno (Baran et al., 2001,2003). Esto
puede adquirir relevancia en algunos aspectos patolégicos donde los niveles de

KYNA se encuentran aumentados, tales como la esquizofrenia y la cardiomiopatia.

43



Baran y colaboradores (2003) han sugerido una relacion donde asumen que
durante la reoxigenacion del cerebro o la reperfusién del corazén, la sintesis de
ATP probablemente no sea lo suficientemente eficiente debido a los niveles altos
de KYNA producidos bajo condiciones patolégicas. Por lo tanto, es esencial
investigar en qué manera las caracteristicas antioxidantes o pro-oxidantes de
KYNA contribuyen a su patron de acciones, ya sea en condiciones fisiolégicas o

fisiopatoldgicas.

Xl. CONCLUSIONES

1. EI KYNA es capaz de atrapar anidn superoxido, radical hidroxilo vy

peroxinitrito, de manera eficiente.

2. EI KYNA disminuyd6 de manera concentracion-dependiente Ia
lipoperoxidacién inducida por FeSO,4, y esta accion parece ser

independiente de su actividad sobre receptores NMDA y a-nicotinicos.

3. El incremento en la produccién de ERO y la degradacion de albumina

fueron atenuados completamente por KYNA.

4. Estos datos sugieren que el KYNA posee mecanismos adicionales, distintos
a su efecto sobre receptores, los cuales deben ser estudiados en otros

modelos.
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Xll. PERSPECTIVAS

Si bien queda demostrada la capacidad antioxidante de KYNA, es necesario
indagar aun mas sobre los mecanismos y las circunstancias en las que puede
ejercer esta accion. Se abre un nuevo panorama sobre la visidbn que se tiene de
este metabolito. Se realizaran pruebas en otros modelos de dafo que podrian
contribuir a dilucidar los factores relacionados a esta actividad atrapadora del

KYNA.
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